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Kurzfassung

Gegenstand ér hier vorgestellten Arbeit ist die Beschichtung von Wundauflag mit
Zinkoxid- und Silkerhaltigen antibakeriellen Schichen. Die Aufbringungder Schichen
erfolgt dakel auf den Wundauflagn mittels Atmosphaendruckplasma. @ Matrix der
Schichen besteht aus Siliziumdioxid in welcher die Wirkstoffe eingelagert sind Auf
diesem Weghergestellten Wundauflagn wurden hinsichtlich iher antibakéeriellen
Wirkung und zytotoxiscén Eigenschafen charalkgrisiert. Ziele waren ein minimaler
Einsatz an Wirksto#n und de Nutzungeines modrnen Beschichtungserfahrens. Der
zytotoxiscle Einfluss d&r Wundauflagn wurde an 3D-Hautmodtllen im Vergleich zu
den am Markt lefindlichen Produken validiert.

Schlagwoérter: Wundauflag, Silber, Zinkoxid, Hautmodll, Plasma, Eschichtung,
Atmosphaendruck, antibaldriell, zytotoxisch,S.aureus MRSA, Textilien
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Abstract

Subgct of the present work is the coatingprocessof wound dessings with antibaetial
layers which contairzinc oxide and silver. The coatingis carred out on tle wound
dressings using atmosptic pressue plasma. Tk matrixlayers consisbf silicon dioxide,
which contains tl active ingredients. The produed antibacerial wound dessings
charactrized in terms of treir effect and cytotoxic progrties. The goal was a minimal
use of active ingredients and tk use of modern coating proess. The influence of the

wound dessings was validatl on 3Dskinmodels compaed with on tlemarket products.

Keywords: wound dessing, siler, zincoxide, skin moetl, plasma coating, atmosgtc

pressue, antibacgrial, cytotoxic,S. aueus MRSA, textiles
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1 Eieltung

Der techniscle Fortschritt und das FacHgjet der Medizin sind it jeher eng miteinander
verknipft. Bei der Verarbeitung und Herstellung von Medizinproduken sowe der
Medikamentenforschung sind Mdizintechnik und Tlerapie zu einer nicht trennbaen
Einheit verschmolen. Ein Bereich der Medizin sellt die Behandlung von Wuneh dar.
Die Wundwersorgung ist so umfangch wie komplex und hat inden letzten 100 Jalen
eine grol®e Entwicklung hiner sich. Ein kéineres Teilgebiet der Wundwersorgung sind
Wundauflagn. Diese sind fur de Behandlung uerlasslich und bstehen heutzutag
tellweise aus hoch kompgken Verbundsystmen mit einer grofen Variation an
verschiedenen Materialien. Zunachst soktjedoch de Definition einer Wunde im Bezug
zur Anwendung von Wundauflag betrachet werden. Unter dem Begriff der Wunde
versteht man ggliche Zerstérung und Tennung @&s Gewebezusamnenhangs sowohl
innerlich als auch ausllich.[1] Die Ursaclen fir Wunden sind dabi vielfaltig. Wunden
kénren durch auBre Gewalteinwirkungen entsiehen. Wunden kénren dale iatrogen
oder unkeabsichtigt erursacht verden. Hierzu zéhén mechanisch erursaché Wunden
wie Schnite und Sticle oder bedingt durch stumpk Gewalteinwirkungen wie
Quetschungn oder Schirfungn. Aber auch Wuneén hervorgerufen durch anére auflere
Faktoen wie Hitze, Kéalte oder Strahlung koénen Defekte entsehen lasen. Die
Behandlung von Wuneh ist so alt we die Menschleit selbst. it jeher wird versucht
die entstan@nen Defekte des Korpers, ob im &uf®ren Bereich oder innerlich, zu
behancelin. Hierbei wurde schon friih in é Menschleitsgeschiche festgestellt, dass
infizierte Wunden den Verlauf der Heilung verzogern, unterbinden undgar zum Tod
fUhren konren. Der Kampf zwisclen bakteriell en Infektionen und e Menschleit fihrte
zur Geburt der ersten antigptischen Behandlungn in der Frihzit. Hierzu wurcen
verschiedene Substanen aus @r Natur, wie Harze von Baunen, zrstof®ne Krauter wie
Myrrhe oder Metalle wie Kupfer und Erzeugnis® wie Wein oder Honig auf Wuneén
aufgebracht um die Hellung von Wun@én zu unérstitzn und Inkktionen zu
bekampten.[2] Die Anwendungen ful3en hierbei zum Teil auf Beobachtungn, wiein der
Natur mitentstan@nen Defekten umgegangen wird, wiez. B.das Haren eines \erletzten
Baunes an @r betreffenden Selle des Stamnas. Auch konrgn durch Beobachtung er
Wunce selbst, durch \érfarbung slbiger oder die Art des Eiters Rickschliss auf den
Heillungswerlauf gezogen werden. Auf diesen Weg hat sich im Laufe der
Menschleitsgeschiche die Wundwersorgung im giichen Male wie ancere
wisenschaftlicle Zweige mitentwickelt. Von dem Beginn der  modernen
Wundwersorgung kann ab eth 19. Jahrhunett gesproclen werden. Sowohl de
medizinische Forschungals auch dr techniscle Fortschritt und d@ Industrialiserung
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hatten hieran grof@ Anteile. Durch de Industrialiserung und Standardigiung konnén

einheitliche Produke mit gleichbleibender Qualitat gfertigt werden. Dies hate ebenfalls

Einfluss auf @n Standard & der Wundtehandlung. Zuneinen konnen Kosen bei der

Behandlung erringert werden und Produléwie Wundauflagn durch Masanherstellung

in groferen Mengen verfliigbar gmacht werden. Hierzu z&hlt de grof3echniscle

Verarbeitung von Baumwok, welche als Naht und Verbandsmadrial genutzt wurce.

Dies konne durch Victor von Bruns Aréit zur Entettung der Baumwolke mdglich

gemacht werden, da durch das Emtten erstmals dé Saugfahiggeit der Baumwolk besser

als de von Leinenstoffen wurde.[3] Andere Aspekte der Wundreilung konnen durch
Mikroskopieren von Wunen genawer erforscht werden. Folglich konnien Fibroblasen

entdeckt werden und auch di Umwandlungsfahigéit selbiger und we diese in der

Wundkheilung involviert sind[4] Auch das Entecken von Mikroorganisren und aeren

Rolle bel der Infektion von Wunen trugen zum kesseren Verstandnis ér Wundreilung

bei. Durch diese Erkenntnis® wurde bereits friih in der antibakeriellen Behandlung von
Wunden mit Silker, dessen antibakeriell e Wirkung beschrieben.[5]

Die Entdeckung as Renicillins durch Alexander Fleming gilt alseiner der bedeutendsen

Schrite in der Behandlung und Pr@ntion von Wundinéktionen.[6] Durch dese
Entdeckung wur@én grole Telle anderer potentieller antibakerieller Wirkstoffe wie
Silber lange Zeit nicht weiter intensiv keforscht. Georg Winter verfasse als Erster eine
Abhandlung ubr die Vorteile der feuchien Wundtehandlung i der Behandlung von
Wunden.[7] Darauf aufbaend entwickelte sich eine Vielzahl an Magrialien fur die
Wundkehandlung von sowohlefichen als auch troanen Wunden. Hierzu zahén

Hydrokolloidverbanae, Folienauflagen, PUSchaune, Alginate und \erschiedenen Gele.

Jede dieser Wundauflagn kann de Wundreilung entspeechend der Anwendung und Art
der Wunce unterstitzn. Moderne Wundauflagn konren nachweislich die
Behandlungsdaer, Kosien und somit d@ Belastung @s Patenten reduzieren.[8][9] Dies
gilt insbesondere, wenn die Behandlung vonnfizierten Wunden im Fokus sght. Hierbei

werden antibakérielle Wundauflagn genutzt. Diese bestehen heutzutag im Regelfall

aus Aktivkohe, Vakuumerbanden oder Verbindungen auf Silkerbasis um die
mikrobielle Last der Wunde zu reduzieren. Die Motivation dieser Arbeit soll es sin,

Wundauflagn mit der innovativen Technik der Atmosphaendruckplasmaéschichtung
zu modifizieren, um somiteine neue Mdglichkeit flr die Herstellung antibakériell

wirkender Wundauflagn zu erlangen. Die so hergestellten Wundauflagn sollen uner

dem Aspekt der Optimierung cer Wundwersorgung/Hilung betrachet werden. Dies soll
durch eine umfangeiche biologiscle und analytisch Betrachtung fur dé mogliche
Anwendung @pruft werden.
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1.1 Wu n éhl ung

Die klassiscle Eintellung der Wundheilung erfolgt in funf Phagn. Der Hellungsprozess
beginnt unmitelbar nach ém Entsehen der Wunde mit dem Austreten vonBlutplattchen
und cem Versuch die Wunde zu verschlief3en. Diese Blutgerinnungwird auch alserste
Phag der Wundreilung, die sognannen Rule- oder Latenzphas bezeichnet.
Unmittelbar im Anschluss oat teilweise Ubergreifend leginnt die Exsudationsphas
Hierbei werden durch @n Austritt von Wundekreten Mikroorganisnen und
Verunreinigungen aus @& Wunde heraus lefordert, weiterhin werden Zytokine,
Interleukine und protinabbawnde Protasen sezerniert. Dies fordert, dass Monozgn
angelockt werden, welche sich zu Makrophagn im Gewebe diff erenzieren. Diese sind
Teill des Immunsysms und leseitigen Mikroorganisnen in der Wunde. Weiterhin
fordern Monozyen die Bildung und Ausschittung von Wachstumsfaktorund
Interleukinen, was dé Wundreilung stimuliert. Nach dr Exsudationsphas folgt die
Proliferations bzw. Granulationsphas in dieser werden Gefal’e und Gewebe neu
gebildet. Fbroblasen kommen aus @m umliegenden Gewebe und bilden neues
Bindegewebe. Dabei nutzen sie das Fibrinetz, welches bel der Blutgerinnung in b
ersten Phas der Wundhellung entstan@n ist. Die bereits vorhanénen und reu
sezernierten Wachstumsfakten und Inerleukine stimulieren dalei die Proliferation der
Fibroblasen. Das Vorhancnsein von Mikroorganisren oder ausgweitete
Wundinfektionen konren diesen Prozss erheblich behindern oder zum Eliegen bringen
(chroniscle Wunde). Die Bindegewebszllen bilden die Vorstufe von Kollagen, die
Wunde schrumpft und &ginnt sich zu schéi3en. Zuletzt folgt die Reparations und
Epithelisierungsphag  in welcher das mu ¢ebildete Granulationsgwebe in
Narbengewebe umgewandelt wird. Die Wunde schliefdt sich vollstandig, zureinen durch
Wundkontraktion (Umbildung von Fibroblash) und zum anderen durch die
Gewebeneubildung. Ist de Wunde geschlossn, wird die Mitose der Zellen durch de
Bildung von Chaloen der Epidermiszllen reduziert. Die Belastbarleit des neu
gebildeten Gewebes wirderst naclewei Monaten bis zwei Jaheihr Maximumerreichen,
diese Reifung wird auch als Maturationspheisezeichnet.[10][11]

1.2 Anf eerudeng an Wunedaufl ag

Die Anforderungen an eine ideale Wundauflag@ wurden bereits von Turner 1979
aufgestellt und umfasen im wesentlich die nachfolgen aufgeflihrten Kriterien.[12]

1 Aufrechterhaltungeines feuchten Milieus im Wundlereich
1 Entfernen von Ulerschissigm Exsudat und toxisen Wirksubstanen
I Thermische Isolation dr Wunde
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Ermaoglichungeines Gasaustauses
Enthalt leine Fremdpatrtileln oder toxiscle Stoffe
Schitzt vor 8kundaringktion

= =4 4 -

Atraumatiscler Verbandsvechsl

1 Ermdglichungeines wirtschaftlicken Einsates

Diese Anforderungen halen sich nicht grundigend verandert. Die Auswahl dbr
Wundauflag und de Behandlungerfolgen jedoch imner angepasst an eh Patenten und
die Wundsituation.

Je nach Art ¢ Wunde kommen bei der Behandlung erschiedene Wundauflagn zum
Einsatz, velche auch mieinancer kombiniert werden kénren, um die ganzteitliche
Wundwersorgung optimal zu egvéhrleisten. Seit 1962 wuraé durch Georg Winter
erstmals die verbesserte Wundreillung uner feuchen Bedingungen beschreben und
veroffentlicht[7] Heutzutag ist die Behandlung von Wuneh vorrehmlich uner dem
Aspekt der feuchten Wundkehandlung durchzufilen. Diese hat verschiedene Vorteil e,
unter ancerem, dass d Heilung im Idealfall beschkeunigt und eine Narbenbildung
reduziert wird. Jedoch ist auch ler keine generelle Empfehlung auszusgchen, weil die
individuell e Behandlung ds Patenten immer im Vordergrund séhen muss. Infabelle 1
sind \erschiedene Indikatioren fiir eine trockene oder feucht Wundkehandlung
aufgeflhrt.[13]

Talelle 1: Wundindikatioren fur Behandlungsoptioen nach Hori{13]

Il ndi kat i enen AMumraperho c k|| ndi k a euchiem WwaabE h

Primaer ¢ h i eru rVguerstdduks Sek u n deftende Wuen d

Unkomplizierte (akute) Bagatliwunde Chroniscle Wuen d

Wunce ien @ beReraddmnkomplizierten Mi tekrotischem Mea i aldgte bWuen d

pithelisierungsphase

Trockene &rose d h o c &rgrierialldri ¢ Fibrin bedeckte Wuen d
Minderdurchblutung

Gr o Cf | 2ecsdhibsgnesu n v

Granulationsgwebe

Wenn Wunabn bereits Infektionszichen, wie gerdtete Wundumgbung, Schwllungen,
starke Exsudation unangnehmer Geruch, starker Belag oder erhbhie Temperatur
aufweisen, solle die Anzahl der Mikroorganisnen reduziert werden. Die Reduzierung
der mikrobiellen Lastkann unérstitzend mit antibalkeriell wirkenden Wundauflagn
erfolgen. Am Marktetabliert sind antibalarielle Wundauflagn mit Silker. In Takelle 2
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ist eine Auswahl von sillerhaltigen Wundauflagn nach ihem Wirkstoffgehalt
dargestellt. Mit Zink oder Zinkoxid angreicherte Wundauflagn sind hinggen weniger
gebrauchlich undihren bis aufausgwahlte Produke eher ein Nischendagin, wenn es
um die antibakeriellen Eigenschafen geht. Zubereitungen mit Zink oder Zinkoxid
werden allerdings ®it langem zur Wundkehandlunggenutzt. Zuneist hanealt es sich
jedoch umflissige Susgensioren, Sallen oder Verband und nicht um Wundaufla.
Eine Auswabhl ist inTabelle 3 dargestellt.

Takelle 2: Silberhaltige Wundauflagn, welche am Markterhaltlich sind(Auswah).[14]

Produktnane Funktion Ag in [mg] pro 10 x10 cm
ACTISORB® SILVER 220 Silber-Aktivkohle 3,3
Tegacerm® Alginate Ag Alginat mit Silber 7,5
AQUACEL® Ag Kompress Hydrofaser mit Silber 10,8
UrgoTll® SAg Distanzgiter/ Wundgae 14
Suprasorb® A+Ag Kompr. Alginat mit Silber 30

sorbion siher flex Auflage 70
ACTICOAT® Wundauflag 109

Askina® Calgitrol Ag Schaum mit Sileralginat 141

Takbelle 3: Zinkhaltige Wundauflagn und \erbande, welcheam Markt \erfiigbar sind/Auswah).

Produkt Funktion

TRIONIC Wundauflag@ mit Zinkoxid

Curasorb Zn Wundauflag mit Zinkionen zur Anegung ar Zellprolif eration

Zipzoc Verband mit Zinkoxid
Viscopase Verband mit Zink
Varolast Verband mit Zink
Steripase Verband mit Zink

1.3 1 redt i on esuiasden Rwi c k|l ung

Das unschadlich macken und Bekampfen von Mikroorganisnen, die nicht zum
korpereigenen Sysem gehoren, ist die Aufgabe des Immunsystms undessenziell fir den
Verlauf der Wundheilung. Im Falk einer Infektion der Wunde wird der Hellungswerlauf
drastisch erlangsamt odr kanngarzumErliegen kommnen. In der Regel kann der Korper
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bei gesunden Menscken mit intakem Immunsystm die meisten Infektionen allein
bekampten. Bei Ubermalig stark kontamiaiten Wunden oder durch anére Faktoen wie
ein geschwaches Immunsystm durch Krankkit, Immunsuppessiva oder bei
Kleinkindern und &aleren Mensclen konren derartige Infektionen zueiner Stagnation es
Heilungswerlaufs und untehanddt zum Tod flihen. Seit der Entdeckung dbr Antibiotika
konren Infektionen inrerlich und &uferlich damit behancblt werden, um
Mikroorganisnen abzutdéen oder aneiner weiteren Vermehrung zu erhindern. Die Zahl
der antibiotikaesisenten Bakerienstamne steigt seit den 8Cer Jahen weiter an.
Grundsatzlich muss zwiseh einer erworbenen und einer naturlicren Resisienz der
einzelnen Bakterienstamne gegendber den verschiedenen antibiotisclen Stoffen
unterschieden werden. Natirlichke Resisenzen bestehen z. B. in einer zu grofén
Molekuilgrofe des Wirkstoffes, welcher bel einzelnen Erregern nicht durch d& Zellwand
geschlkeust werden kannund somit nicht@nen Bestimmungsorerreicht. Die erworbene
Resisenz der Bakterienstamne ist das groBre Probem bel der Behandlung von
Infektionen allgemein. Durch dn wiederkehrenden Einsatz von Antibiotika warden
Erreger, welche gegen die jeweiligen Antibiotika resisienter sind selektiv bevorzugt lei
einer Therapie, da se die Behandlungn mit gréferer Wahrscleinlichkeit tberleben.
Spontare  Mutatioren  sind  hinggen  <tener als deser  sdektive
Vorgang[15][16][17][18] Der Einsatz von Antibiotikaunterstiitzt dartbr hinaus é@n
Transer von genetischer Information zwiscen Bakerien. Weiterhin kénren somit
Resisienzen gegen  Antibiotikaklasen <lektiert werden, wenn ‘erschiedene
Resisenzgene auf identischen mobilen Plasmi@n liegen. Plasmi@é konren zwisclen
Bakterien verschiedener Spezies transériert werden und somiterworbene Resigenzen
schreller verbreiten.[19][20] Oft werden bei den Therapien nicht immer die fir den
jewelligen Erreger pasgenden Antibiotika zur Behandlung gwahlt. Enach Situation lasst
sich des jedochoft nicht vermeiden. Bel einer Sepsis lesteht sofortiger Handlungsbdarf
mit einem maoglichst beit wirkenden Antibiotikum, da mit zurhmender verstrichener
Zeit die Wahrscleinlichkeit zu versterben signifikant erhoht wird.[21][22][23] Auch
dieser Faktor kann di Bildung von esisienten Erregern gegen spezifische oder Klassen
von Antibiotika bkeglunstigegn. Jdoch sind d@ wohl groferen Faktoen bel der
Resistenzentwicklung de Anwendungn in der Tiermast. Im Jahr 2018urden 1452
Tonren Antibiotika-Praparate in der Tiermasteingesetzt[24] In der Tiermastwerden
samtlicte bisher beschriebenen Mechanisnen der Resisienzentwicklung um nehrere
Faktoen beglnstigt. Herbel werden grof® Mengen an Antibiotika als

Breitbandkehandlung flr ak Tiere in einer Tiermastanlag genutzt auch venn nur
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wenige Individuen Krankheitsanzichen zeigen. Somit sellt die Tiermastein bedeutend

groferes Probém bei der Entwicklung von esisenten Erregern dar.Der Anstieg von

resiseenten Mikroorganisnen wie MRSA wird in Kranlenh&ugrn und Inensivstatioren

seit 1990 eobachét. Lag der Antell an MRSA-Fallen 1990 noch & 1,1 % so steg er in

den Jahen 2001 auf 17,%6 und im Jahr 2007 auf 20% an (Oxacillin-Resisenz).[25]

Jedoch wura bereits 2001 von @ WHO eine globak Stratgie gegen die Bekdmpfung
vonresigenten Erregern beschlosen.[26] Diese Stratgien bei der BekAmpfungeinzelner

resistenter Spezies zigten im Fall von MRSAETrfolge. Der Anteil an isolierten MRSA-

Blutkulturen sank dabi in dem Jahr 2015 auf 16 % (Oxacillin-Resisienz).[27] Andere

Erreger wie Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faciumund viele weitere sind kel der

Ausbildung von Rsistenzen nach we vor ein groles Probém bei der Behandlung von
Infektionen. Hierdurch seigen sowohl Bhandlungsdaer als auch Kosn sowe die

Pateentenbelastung in @ Behandlung von infizrten Wunden an wasdie Notwendigkeit

der Sucle nach alérnativen Behandlungn und @zielter Applikation von Wirkstofén

vergrolert.

14 Beschi cent yung Wuendauf |l ag

Das Thema Wirtschaftlichkit ist auchim Gesundteitssysem ein wichtiger Faktor l&i
der Patentenversorgung. Nach akdll verfigbaen Daen des Statistiscbn Bundesames
sind die Ausgalen im Bereich Gesundleit in den Jahen 1992 bis 2013 voh58,97Mrd.
Euro auf 314,94 Mrd. Euroegtiegen. Im gleichen Zeitraum sind dé Kosten fur
Arzneimittel von 25,79 Mrd. Euro auf 47,81 Mrd. Euresgjegen. Somit habn sich de
Kosten im gesamen Gesundleitssektor im Zeitraum vonetwa zwanzg Jahen nalezu
verdopElt.[28] Die Grinck fur diese Steigerung sind vélfaltig, unter anderem durch
gestiegenen Bedarf, kessre Therapiemoéglichkeiten, moderne Medizinproduke und
Medikamente. Darunter fallen laut Definition des Statistiscten Bundesamts auch
Verbandsmadrialien wie Wundauflagn. Betrachet man de Entwicklung und
Anwendung von Wundauflaap, werden die wirtschaftlicken und forschungsthnisclen
Aspekteim Bezug zu stigenden Kosen verdeutlicht. Sowohl aus 6konomisehals auch
austherapeutischer Sicht isteine oberflachliche Modifikation von Wundauflagn zur
Bekampfung odr Préention von Inektionen sinnvoll. Durch én gezielten und an @
jewellige Situation angpassén Einsatz von Wirkstoéin kénren Ressouren, Zeit und
Geld eingespart sowe unnotige Belastungen des Patenten vermieden werden. Weiterhin
bedingt eine gezielte Modifikation von Olerflachen auch @n Vorteil, dass @ Wirkstoff
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nur dort zum Einsatz kommtwo er unmitielbar bendtigt wird. Somit kénen
Behandlungn effektiver und schoender durchgfihrt werden. Fir gzielte
Oberflachenmodifikatioren oder Beschichtungn eignen sich \erschiedene Verfahren.
Diese werden meist in Abhangigleit vom Grundmagrial, welches beschichet werden
soll, gewahlt. Weiterhin ist fur de Auswahl as Verfahrens der Wirkstoff, welcher auf
das Substrat @ Grundmagrial abgeschieden werden soll, relevant. Im Fall von
antibakeriellen Wundauflagn wird bisher zumeist ein Tauch oder Impréagnerverfahren
genutzt, ki welchem das Wundauflaapmatrial mit einem Wirkstoff ausgstatet wird.
Hierbei werden einzelne Bestandélle des Produkés gezielt behandelt oder mit einer
Emulsion o@r Losung lespriht o@r getaucht. Dese werden dannentweder direkt
angewendet oder weiter zu einem komplexeren Produkt verarkeitet. Eine rein
oberflachliche Modifikation ware somit ceutlich effektiver als ein Sprihk oder
Tauchwerfahren, bal welchem die Wundauflag mit einem Grol3&il des Wirkstoffes auch
in tieferen Lagen modifiziert wird. Bisher werden derartige Modifikationen zum Teil mit
Niederdruckwerfahren im Vakuum durchefiihrt. Ein reuer Ansatz lesteht in der
Beschichtung mit einem chemiscten Gasphasi-Abscleideverfahren  unter
Atmosphé&endruck, um sd&osien und Wirkstoff zu span.

15 Pl as ma

Der Begriff Plasmasteht in der Medizin Ublicherweise fiir den zellfr eien Bestandeil des
Blutes odkr fur die Grundsubstanzet Zellen, welcher auchZytoplasmagenannt wird. In
der Physik hinggen wird Plasma auch als evter Aggregatzustand éreichnet. Es
entsieht durchanhalende Energiezufuhr zueinem Gas wodurches zueiner teilweisen
oder vollstandigen lonisation @r Gasatore bzw. i molekile kommt, sodassin Plasma
aus reutralen und gladenen Teilchen besteht. Der Umstand, dasain Plasma feie, nicht
gebuncene Ladungstragr enthélt fuhrt dazu, dasgin Plasmaelektrisch keitend ist,
obwohl es nach auéh hin elektrisch reutral bleibt. In Abh&ngigleit von
Umgebungsvariatdn wie Temperatur, elektrischer oder magretischer Feldstarke oder

auch Telchendichie konren sich Plasmen dhnlich we Gas verhalten.

Die Anwendungsbeite von technisclen Plasnen beschrankt sich langst nichteir auf
die Industre, sonern hat teispielweise auch de Medizin erreicht. Als Beispiel fir
medizinische Anwendungen seien die in den letzten Jahen zurehmend starler
untersuchen Atmosphéaendruckplasmen genannt, velche bei direkter und indiekter
Behandlung vondbenden Gewebe verschiedene positive Effekte, wie eine Verringerung
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der mikrobiellen Last undeine Beschleunigung dr Heilung haken kénren. Dieser
Anwendungslereich wird im Allgemeinen als Plasmastizin bezeichnet.[29][30]
Indirekt werden techniscle Plasnen schon lang in der Vorbehandlung von
verschiedenen Medizinproduken oder deren Verpackungn und zurantimikrobkellen
Behandlungempfindlicher Produke und Matrialien eingesetzt.[31]

1.5.1 Atmosphéarendruckplasma

Techniscle Plasnmen werden Ublicherweise durch de Zufuhr von elektrischer Erergie
generiert. Die Eigenschafen von echnisclen Plasnen konren in Abhangigleit von deren
Generierung und von Prassgrofén (Frequenz, Leistung, Entladungstark varieren.
Zwei wesentliche Faktoen fur die Charakéerisierung von Plasen sind de
Elektronentemperatur und dé Tellchendiche (Wpg). Die Klassifizierung der Plasnen
erfolgt als Funktion von Bmperatur undTeilchendichie wie in Abbildung1 dargestellt
und wird nachfolgend kurzerlautert.

105 100k relativistische Plasmen
oV i« Vin =03 ¢y
4 /
107 = 103% / Fusionsplasmen /
htrel; ische Pl / (magnetischer Sonnen-
103 o7 / / EinschluB) zentrum
2 W& / /»\ .Ss / Fusionsplasmen
10° - 108 " / Sonnenkorona / # ” / (Tragheits-
~~ / ~ ~Q einschluB)
10 | 105 /
interplane- Chromo- / Explosions-
tarer Raum sphére plasmen
LUR T AR N 4 / Hochdruck-
Glimment- Photo- entladungen
10! L 103 / / ladungen  sphare /
lonosphére / Flammen klassische Plasmen entartete Plasmen
102 |- 2 interstella- Elektronen
10°F  rer Raum / A RS / in Metallen
; *O, :
103k ideale Plasmen nichtideale Plasmen ideale
0 (klassisch) /' (dassisch) / (entartet) Plasmen
(entartet)
104 + 1 / 1 / L 1 1
100 10'S 10% 10% m3 10%
ne
1 L L s L 1 . L N L 1 N L 4
10° 10'° s 10'S

Abbildung1: Einteilung undKlassifizierung vonPlasnen in Abhangigleit der Temperatur und
Teilchendichte nach ®idel und Wendel.[32]

Plasnen bestehen aus loen und Eé&ktronen, welche unterschiedliche Temperaturen
aufweisen konren. Diese Diff erenz der Elektronentemperatur (Te) und lorentemperatur
(Ti) wird genutzt, um Plasmen in thermische (LTE oder heil3e Plasnen) und nicht
thermische Plasnen (Non-LTE oder kalte Plasnen) zu unertellen. LTE seht dalei fur
local thermal equilibrium, also das lokalthermische Gleichgewicht.[33] Bei thermischen
Plasnen (LTE) findet ein Energielibertrag zwisclen den Teilchen im Plasma statt.
Hierbei li egt ein thermisches Gleichgewicht vor, es folgt Te = Tg = Ti.[34] (Temperaturen
der Elektronen Te, des Gags Ty und cer lonen T;) Die Gasemperaturen von thermischen
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Plasnen kénren entspiechend shr hoch sin und bis in @ Bereich vonmehreren 10000
°C gelangen. Dies wird uner anderem bel Verfahren wie dem Plasmasprien oder dem
Plasmaschaden genutzt.

Bel nicht thermischen Plasnen (nonLTE) ist der Energieaustausch zwis@&n den
Teilchen nur unvollstandig bzw.eging, somit folgt & Ti oder Tg. Dabeikommtes zur
Ausbildung von urgrschiedlichen Erergieverteilungen im Plasma. Vorehmlich kdnren
bei kalten Plasnen die Bewegungen der lonen vernachlassigt wrden. Entscleidend sind

hierbel die Bewegungen bzw. de Energieverteilungen in den Elektronenaggegaten.

Bel der Eintelung der Plasnen nach ®idel und Wendel sind de
Atmosphéaendruckplasren in Abbildung 1 zwiscten den Bogen- (ideale Plasnen) und
den Glimmentladungn einzuordren. Niederdruckplasnen sind in @& Regel nonLTE
Plasnen bis zueinem Umgebungsdruck vori0? kPa. InAbbildung?2 ist der Verlauf der
lonentemperatur und Ektronentemperatur in Abh&angigkit vom Druck in einem
Quecksilberplasmabogn dargestellt. Weiterhin  ist der Ubergang von einer
Glimmentladung(Te > Tg) hin zur Bognentladung(Te = Tg) illustriert.[33]

Temperatur [K]

10 107 10 107 1 10 10 10

Druck [kPa]

Abbildung2: Verlauf der Plasmagmperatur (Te Elektronen und Ty Gas/loren bzw. schwere Partikel
(heavy particles)) mit dem Druck ineinem Quecksilberplasmabogn. Die Teilchentemperatur ist dabi als
Funktion as Drucles dargstellt. Erreicht Te = Ty, spricht man voreiner Bogenentladung(lokales
thermisches Gkichgewicht).[35]

Atmosphéendruckplasmalets, welche die Grundlage dieser Arbeit bilden, konren in
zwel separat Bereiche eingeteilt werden, einen LTE-Bereich, welcher in der
unmittelbaren Nake des Plasmaé&rnes liegt und einen nonLTE Bereich.[33] Dieser
Bereich liegt unmitelbar lokal neben dem LTE-Bereich und wveist einen signifikanen
Unterschied zwischen der Tgund Teauf(Te> Tg). Dies hangt natirlichehr stark von dn
jewelligen Plasmagt-Anlagen und aren Charakgristika wie Leistungund Entladungsart
ab. Atmosphandruckplasmalets oder auch Feistrahlplasnen, welche zu den kalten

Plasmen gehoren, halen im Allgemeinen eine kontinuierliche Bogenentladung mit
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geringer Leistung[33][36] Auf diesen Weg konren derartige Plasmagedllen wie zum
Beispiel Plasmateat Openair® Plasma und Tigs Plasma Blast MEF mit sshr geringen
Temperaturen arlkeiten, was eine Behandlung von dmperaturensitiven Materialien
zulasst. Trotz e niedrigen Temperatur ist de chemische Reaktivitat in desen Plasnen
sehr hoch, wagine chemische Umsetzung von Pecursoen und somitine Beschichtung

von Olerflachen mittels Plasmapolyrerisation kegiinstigt.

1.5.2 Plasmapolynerisation

Die Plasmapolyrarisation odr auch plasmaenhaned chemical vapor @position
(PECVD ) ist eine spezidl e Art der chemisclhen Gasphamabsckeidung (CVD). Sie wird
genutzt, um duana Schichen bei Dricken zwiscten 0,01 und 100 kPaauf
unterschiedlichsen Substraan abzusclden. Bei der klassisclen NiederdruckCVD
werden zuneist gasférmig Precursoen in einen Reaktionsraum geitet und ineinem
Temperaturkereich von 200°C bis 2000°C zu festen Schichén auf einem Substrat
umgesetzt. Durch de Verwendungeines Plasmas koram die Temperaturen, welche fur
die chemiscte Reaktion notig sind, eutlich reduziert werden. Dies erlaubt de
Beschichtung vondmperaturensitiven Materialien wie Kunststofen. Weiterhin konren
durch de geringeren Abscleidetemperaturen die thermischen Schichéigenspannunen
beim Abscheidevorgang minimert werden.[33][37] Im Fall der PECVD wird de hierzu
notige Energie zur Umstzung eines Pecursors aus @n Plasma éreitgestellt. Die
Polymerisation kann dad® von angregten Teilchen wie Elektronen, loren oder durch de
im Plasma brrscrende UV-Strahlung initiert werden. Die Polymerisierung keginnt mit
dem Aufbrechen einzelner Bindungen an Mononeren des Pecursors und e Bildung
von Radika¢én und Clustrn. Hierbei werden Teile dieser Zwischenstaden in der
Gagpha® polymerisieren, andtre polymerisieren direkt auf dem zu beschichenden
Substrat. De Triebkraft fir die Polymerisation ist de Ausbildung von kovanten
Bindungen mit hoter Bindungenthalpie. Auf diese Weise entsieht in Abhangigleit von
Zeit, Leistung, Pecursornmenge und Druck auf dm Substrateine dinre Schicht as
polymerisierten Materials. Im Bereich der Niederdruckplasnen sind dese Mechanisnen
bereits shr umfangeich unersucht wore@n.[38][39][40] Grundsatzlich sind dse
Mechanisnen unter Atmosphaendruck €hr ahnlich. Ungérschiede bestehen in den freien
Weglangen der Elektronen, in der Interaktion der zu polyrrerisierenden Mononere mit
dem Substrat und et Art der Anregung dr Plasnen. In Niederdruckplasnen werden
Anregungsproes® vornehmlich durch Kollisioren zwisclen den Monorermolekiilen

und cen Elektronen bestimmt. Hierbei kommt es zur Aufspaltung von Bindueg am
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Monomer und zueiner Radikalbildung. Uregr Normaldru&bedingungen wird der Prozss
begleitet durch eine zusatzlicke Interaktion von rmetastabien Teilchen und
hoclenergetischen lonen. Wahend der Plasmapolyrarisation werden durch eine
Vielzahl von Radikalkombinatiaam Plasmapolyrrschichen gebildet. Die molekulare
Struktur dr Plasmapolyrarschichen unerscreidet sich signifikant von @
konventioneller Polymere. Durch @n holen Vernetzungsgrad wisen die
Plasmapolyrarschichen einen molekular ureinheitlichen Aufbau auf Die komplexen
Struktuen besitzen einen holen Vernetzungsgrad und tra&g zu cn vortilhaften
mechanisclen und tlermischen Eigenschafen wie guter mechaniscler Festigkeit und
hoher thermischer Stabilitat [&i.[41] Die entsiehende Struktur gés Plasmapolyrers und
die chemischen Eigenschafen variieren bei gleichen Precursoen in Abhangigleit von
den inreren und &auBren Plasmaparaatern.[42][43] Die Paraneter sind dalei
voneinancer abhéngig. So ha die auleren Plasmaparaeter wie Leistung, Fequenz,
Entladungsspannung und Druck sewlie Flussraé des Pecursors odr des Mononers
direkten Einfluss auf ¢ inneren Plasmaparaster wie Homogenitat, Erergie der
Teilchen und @ren Verteilung im Plasma. i Zusamnenhang der einzelnen Paranater
sind dalei sehr kompkx, sodass eine theoretische Vorhersag des
Polymerisierungsvorganes und @ssen Simulationnicht ohre weiteres maglich is{43]
Bel niedrigen Leistungen des Plasmas sind eéimolekularen Schichén hinsichtlich iher
chemischen Zusamnensetzung nédler denen der verwendeten Ausgangsmonoane. Dies
ist durch eine geringere chemiscle Veranderung begrindst, da gringere
Plasmadistungen die Monomereweniger stark fragnentieren. Weiterhin ist kekannt, dass
mit steigender Leistung de chemische Homogenitéat von Plasmapolyenbeschichtungn
im Niederdruck abnimmt undein Absinken der Abscleideraten zu \erzeichnen ist[44]
Dieser Umstand ist bdingt durcheine hohere Radikaldiché des Plasmas d» hoheren
Leistungen. In Kombination mit & Wahl s Arbeitsgages warend der
Plasmapolyrerisation sind ledeutende Einflise des slbigen auf de chemische und
struktuelle Zusamnensetzung dr spaeren Schicht zuerkennen. Die verschiedenen
Arbeitsga® bilden verschieden reaktive Plasnen aus, velche Einfluss auf dé Vernetzung
und clemische Zusamnensetzung von abegschiedenen Schichén halen.[42][43]

1.5.3 Funktioné€lle Plasmapolynerisation

Ein neuartiger Aspekt bei der Atmosphaendruckgestiitzen Plasmapolyrerisation ist @r
Ansatz, dass @ prinzipielle Aufbau eines Plasmats gedgnet ist, mehrere

Precursorsubstaren paralél zur Plasmapolymrisation in aér Schichtmatrixeinzusetzen.
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Auf diesem Weg las®n sich \erschiedene Funktioren mit einer Beschichtung ealisieren.

Die Plasmapolyrerisation ist der normaen Polynerisation sowie der funktionellen

Plasmapolyrarisation in Abbildung 3 gegenibergestellt. Der Einbau von weiteren

Funktionalitden durcheinen zusatzliclen Stoff oder eine chemische Komporente ist

entweder durch eine chemische Bindung odr durch physikalisces Einschlef3en

maoglich. Diese konren mit dem gebildeten Netzwerk des ersten schichtbileénden

Monomers intragieren oder liegen quasi eingeschlosen paralel dazu in

abgeschiedenen Schicht vorDiese Funktionalitéen konren vielfaltiger Natur ®in wie

antibakerielle Fullstoffe, Marker, Feststofle, organisck und anorganiscé

Verbindungen. Funktiorelle Plasmapolyrarschichen sind im wveitesten Sinre in die

Kategorie der schichtartign Hybridmatrialien einzuordren. Hybridmagrialien weisen

neue Eigenschafen auf, welche erst durch de Kombination @ Einzelkomporenten

entsehen. Hybridmaerialien konren nach C.San@z in Klas® 1 und Klase 2 unertelilt

werden.[45] In Klase-1-Hybridmagtrialien sind de funktionellen Komporenten

physikalisch gbunden, eingebettet bzw. eingeschlosen oder durch schwaaok
intermolekulare Wechsslwirkungen festgehalten. Klas®-2-Hybridmagerialien zeichnen

sich durch kovante oder starle ioniscle Wechslwirkungen zwisclen den Teilchen

bzw. Kompomnten aus.Ein Herauslogn der Partikel aus Klase 2 ist oft mit einer

Zerstorung @ Matrix verbuncen. Bel Klasse-1-Hybridmatrialien sind Morphologg und

Porentextur fur die spaere Migration der eingebrachen funktiorellen Partilel bzw.

Teilchen verantwortlich, de Matrix bleibt dakei erhalten. Ein holer Vernetzungsgrad er

Matrix bedingteinelangsanere Migrationder Teilchen bzw. loren in die Umgebung. Es
gibt aker auch Genzfalle zwiscren Klas®-1- und Klasg-2-Hybridmagrialien, was von
den technisclen Pararetern bei der Herstellung der Schichen abhangt und spdit
Untersuchungsegenstand deser Arbeit sein wird.[45] Als Beispiel fiir die in der Arbeit

verwendete Matrix/Fullstoff-Kombination von Hxamethyldisiloxan (HMDSO) und

Silbernitrat (AgNOs) ist in Abbildung 4 eine Siliziumdioxidschicht aus HMDSO mit
eingelagerten Silberpartikeln im Querschnitt zushen.[46] Die Silberpartikel wurden

dazu aus Silernitrat durch Abspaltung e Nitratreste im Plasma zu rtallischen

Silbernanopartileln umgesetzt.
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Abbildung 3: Funktiorelle Plasmapolyrerisation, Mononar B wird nicht retzwerkbildend in das

Plasmapolyrare aus Monorere A eingebautz. B. als Partilel oder Fragnent.
Der prinzipielle struktuelle Aufbau der Schicht erlaubt eine Freisetzung ioniscler
Bestandeil e der eingebundenen Silberpartikel an umgbende Medien undi im Falle der
in der vorliegenden Arbeit behanddten Anwendung @ Technologe zur Erzugung von
Wundauflagn 1 eine direkte Interaktion mit Bakerien und Zllen. Somit konen diese
ionischen Bestandéile aus @ Schicht mit @n Zellwanden undeinzelnen Bestandeil en
der Bakterien interagieren. Kommerziell verfigbae Atmosphaendruckplasmagts
erlauben im Normalfall nur de Herstellung von Einkompoenten-Schichen, darum
mis®en diese Anlagen entspechend technisch angpasst verden, umeine funktionelle
Mehrkomporenten-Beschichtung ziermoglichen.

Abbildung4: Funktiorelle Plasmapolyrerisation am Rispiel von eingelagerten Silberpartikeln in einer
Siliziumdioxidmatrix aus HMDS(46]
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16Wi r ket of f

Antimikrobielle  Substanen werden dazu e@nutzt, um de Vitalitat,
Vermehrungsfahigkit oder Infektiositatvon Mikroorganisnen zu minimeren ocer diese
ganzlich abzut@n. Allgemein sind herbei verschiedene Substanen bekannt und verden
in verschiedene Kategorien wie Antibiotika, Antimykotika odr Antiparasitikaeingeteilt.
Eine weitere Klassifikation sellen zudem Desinfektionsmitel dar, dese kdnren totes
oder lebendes Magrial in den Zustand ersetzen, nicht nehr zu infizieren.[47] Die
Anwendung von Bsinfektionsmiteln erfolgt dakei nach Definition auf toem Material,
hingegen werden Antiseptika auf lebendem Gewebe eingesetzt. Die Wirkung aller
Substanen und \erfahren begrindet sich auf @ chemischen und physikaliscén
Wechslwirkung mit dem kompkxen Sysem des Mikroorganismus. @ Abtétung von
Mikroorganisnen erfolgt nakerungsweise nach einer Kinetik erster Ordnung in
Abhangigleit von der Zeit. Somit werden Populatioen von Mikroorganisran nicht
schlagartig abgotet, sonarn die Quantitat @ Mikroorganisnen folgt einer kinetischen
Zeit-UmsatzBeziehung (Umsatz im Sine der Abtotungsrad).[47] In  der
Wundwersorgung und Irdktionskehandlung sowe in der Prawention spéelt die Gruppe
der Antibiotika =it ihrer Entdeckung eine unwerzichtbae Rolle. Betrach&t man de
wichtigsten zugruneliegenden Wirkmechanisnen der Antibiotika genauer, so sind im
Wesentlichen funf wverschiedene Interaktionen mit Mikroorganisnen flr die
bakieriostatiscte bzw. antibakerielle Wirkung verantwortlich. InAbbildung 5sind di
grundkegenden Angriffspunke einzelner Antibiotika (Auswah) dargestellt. Hierbel stellt
die erste Interaktionsmoglichkit in der Regel die Zellwand des Bakeriums dar, sowohl
bei grampositien als auch & gramregativen Bakerien. Es kann @ Synthese selbiger
gestort odr die Zellwand direkt angegriffen werden, was in leiden Fallen zu einem
Absterben filhren kann. De zweite direkte Interaktionsmoglichkit liegt in der
Beantrachtigung ér Zellmembran, hérdurch kannebenfalls die struktuelle Integritét
der Bakterienzell e gestort werden, was zum &ltod fihren kann. Weitere Interaktionen
von Antibiotika betreff en mehrere tiberlebenswichtige Synthesen wie die Proinsynthese
oder die Folsauensynthrese. Zudem koénren Bestandeile der DNS geschadigt odr
verancert werden, waseine weitere Vermehrung s Bakeriums massiv edntrachtigen
kann. Betrach&t man dese einzelnen Vorgan@, so ist éicht ersichtlich, dass @&meisten
Antibiotika shr spezifisch aufeinzelne Bestandéil e von Bakerienzellen wirken. Durch
diese spezifische Wirkung des Antibiotikums ist dé Chane, dass Baldrien Resisienzen
ausbileen, stark gsteigert. Dies kann zur Folg halen, dass RBsisienzen gegen eine
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gesame Gruppe dieser Antibiotika entsehen, welche auf spezielle Angriffspunkie der
Mikroorganisnen abzelen (siehe Abbildung 5. Diese erworbenen oder durch Evolution
entstan@nen Resistenzen sind wie bereits in Kapitl 1.3 beschreben, ein wach&ndes
Problem in der Wundwersorgung.

Struktur und Funktion der Zellmembran
Zellwandsynthese Colistin
Bacitracin Polymyxin B Bakterienzelle
Penecilline
Vancomycin
Carbapenems —_— T

— — Zellwand

Membran

DNS und RNS: Funktion und Synthese

Proteinsynthese N'?h'm(',(ljone I
Eryth i itroimidazole
rythromeyin Rifarmgin
Sulfamethoxazole

Chloramphenicol
Tetracykline
Gentamoisin

Folsdure-Synthese
Trimethoprim
Sulfonamide

Abbildung 5:Angriffspunkte der gebrauchlichsen Antibiotika aneiner Bakterienzelle nach Po$48]

Vor der Entdeckung und komrerziellen Verwendung von Antibiotika wure eine
Vielzahl von \erschiedenen Substanen genutzt, um dé mikrobielle Last in Wunen zu
reduzieren. Die Wirkmechanisnen der meisten Substanen beruhen dalel auf
physikalisclen und clemischen Komporenten. Dieser antibakerielle Effekt ist z. B. bei
der Interaktion von Schwrmetallen mit Mikroorganisnen zu keobachéen. Verschiedene
Schwermetalle, oft in der Form von Nanopartétn, wurden in den letzten Jahrehnten
intensiv beforscht. B der Bekdmpfung von baktiellen Infektionen sollen sie als
Alternative zu Antibiotika ageren. Die Wirkung der Partikel bzw. der abgegebenen lonen
erfolgt dakei in Abhangigleit vom jeweiligen Metall, den Partikelgrof3en und der Art der
Zufuhrung zu dn Mikroorganisnen. Die Wirkung reicht dalei von der Zerstérung @r
Zellwand ocer der Membran bis hin zur Irraktion mit cer DNS ocer einzelnen Proginen
im Mikroorganismus. Somit koren einzelne Stoffe mehrere Wirkmechanisnen paralél
aufweisen. Im Gegensatz zu Antibiotika macht e eine mogliche Resisenzentwicklung
unwahrschinlicher. Die Wirkstoffauswahl im Rahen der Untersuchungn in dieser
Arbeit wurde auf die zwei Schwermetalle Zink (Zn) und Silber (Ag) konzentriert. Diese

halen den Vorteil, dasseine mogliche Resisenzentwicklung aufgrunaler grundegenden
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Wirkungsnechanisnen bister nicht gro3flachig aufgreten ist[49] Jedoch wure bereits
von Silkerresisienzen bei Mikroorganisnen berichtet.[50] Weiterhin ist die Eignung von
Metall-Partikeln fir eine Einlagerung in eine Plasmapolyrarbeschichtung alsehr gut
einzustuen. Die verwendeten Schvermetalle sind zumeinen metallisches Silker, welches
bereits auch in Form von antibadtellen Wundauflagn oder Pasén auf cem Markt in
vielen Produkén enthalen ist. Die zweite Substanz ist Zinkoxid, &ches in vielen
Produken fur Hautpfege und Wundlilung vorhan@n ist, jedoch bisler nur in
geringerem Mal% als antibalriell er Wirkstoff fir Wundauflagn Anwendung fincet.

1.6.1 Silber

Silber gehort zu @n Ubergangsnetallen und istein weiches und gut eformbases
Schwermetall. Es =zichnet sich durcheine sehr hole thermische und elektrische
Leitfahigkeit aus und wird in wlen industrellen Anwendungen wie der Elektrotechnik
und cer Medizin genutzt. De antibakerielle bzw. reinigende Wirkung von Silker wurde
schon in @ Frihzit beschrigben. Als Beispiel sei die Verwendung von Sillerkrigen als
Transportgfalie fur Waser der persischen Konige genannt. Damals wuegerkannt, dass
das darin Bfindliche Was®r langer genie3bar war. De Nutzung von silbrhaltigen
Gefalien fur die Nahrungsmiglaufbewahrung und Koresvierung wure von vielen
Kulturen bis in &en Zweiten Weltkrieg praktiziert.[51] Die erste klar belegbae Nutzung
von Silker als ein antibakerieller Wirkstoff erfolgte im 7. Jahrhunért in Form von
Silbersparen fur die Blutreinigung. Ein ledeutender wissenschatftlicler Vertreter des 15.
Jahrhunérts war Paradsus, deser nutze erstmalig Sillernitrat als Wirkstoff fur oe
Bekampfung von Ingktionen[51] Im Zusamnenhang mit Siber und anéren
metallischen lonen wurce im Laufe des 19 Jahrhunérts der Begriff der Oligodyname
gepréagt, welcher auf den Schveizer Botaniker Carl Wilhelm von Nagli zurtickgeht.
Dieser beschrieb die schadignde Wirkung von Metallionen auf Ebende Zellen [5] Durch
die grof3echniscle Herstellung von Antibiotika ab 1940 wueddie Anwendung von
Silber als antibalerieller Wirkstoff in der Medizin drastischeduziert. Ebenso wure die
Forschung fur adirnative antibakeriell e Wirkstoffe gegen Infektionen zudieser Zeit stark
eingeschrankt, dr Fokus lag zu gragh Teilen in der Entwicklung weiterer Antibiotika.
Wie in Kapitel 1.3 beschrieben treten it den 199&r Jahen vermehrt resisente
Bakterienstamne wie Staphylococcus aaus (MRSA), Acinetobactr baumanniiund
ancere Stamne auf. Daraufhin wurd die Forschung an atnativen antibakeriellen
Wirksubstanen wieder stérler in den Fokus gruckt. Uner anderem wurden an Silber

und ine Verbindungn aufgrundder breiten Wirksamleit gegen eine Vielzahl von
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Bakterien und Vien wieder vermehrt geforscht[52][53][54] Das gstiegene
wissenschatftlicte Interesse spiegelt sich auch in dn Vertffentlichungen zum Thema
Silber und assn antibakerieller Wirkung wieder. In Abbildung 6 wird die Zahl der
Veroffentlichungen nach Jalen dargestellt und das ermehrte Forschungsaufkomen

beginnend in cen 9Cer Jahen gezeigt.
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Abbildung6: Verdffentlichungen zum Tema  AeSfi | b nd eded h i ieriauh éeletzten 100
Jahe nach SCIFingr.[55]
Die biologische Wirkung von Siller beruht auf @r Interaktion von positiv gladenen
lonen (Ag*) mit verschiedenen Bestandéilen von Mikroorganisran oder Zellen. In ®iner
elementaren (metallischen) Form ist Siller nicht reaktiv und hat kine besondre
bakierizide Wirkung[56] Dieser Umstand wurd von einer Forsclergruppe um Zong
ming Xiu et al.indirekt bestatigt[57] Hierbei zeigte sich, dass nicht oxidationsfaleignd
somit nicht ionisch Silbernanopartilel im Gegensatz zueiner identischen Menge an
Silberionen um bis zu 766%ach holer konzentriert sein misen, umeine Wirkung auf
Bakterien auszuibn.[57] Die freigesetzten hoch aktien Silberionen kdnren mit
Mikroorganisnen Uber verschiedene magliche Wirkmechanisnen interagieren.[56] Als
eine Moglichkeit wurde laut mehreren unabhéngign Studen die Interaktion zwisclen
Silberionen und a@&n Thiolgruppen eng mit der antibakeriellen Wirkung in \erbindung
gebracht[58][59][60][61][62] Die Bindung ds Silbers an Thiolgruppn und spgzifisch
an Cysein ist zucem ein bekannts Phanoran einer Schwermetallvergiftung. Es wurae
gezeigt, dass schefelhaltige Aminoséduen wie Cysiein und Methionin dieantibakerielle

Aktivitat der Silberionen herabstzen konren, waseine Bindung dr lonen an dese
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Aminosauen nalelegte.[63] Cyskinreste kénren dalei mit einer Vielzahl an
Schwermetallionen reagieren wie (Zn?*, Ccf*, Pi¥*, Hg?*, Ag"), dies liegt an @r grofen

Affinitat der Schwefelgruppen zu desen Metallen. Als Ergebnis konren Proeine, die

Aminosduen mit Thiolgrupgen enthalen, inaktiviert oder deformiert werden, was zum
Ausfall zahleicher Funktioren in den Zellen fuhren kann[62][64][65] Ein weiterer in

der Literatur keschriebener mdoglicher Wirkmechanismusist, dass positiv ¢eladene
Silberionen die MdAglichkeit einer Reaktion mit cer negativ geladenen Mureinschicht e

Zellwand cer Bakterien halken. Die Mureinschicht lesteht aus Aminosaen und Zucler

und ist Bestandéil der Zellwand von Bakerien. Ein Defekt oder die ganzlicke Zerstérung
der Zellwande fuhren zu einem Austreten von Zllbestandélen und zum 2lltod.

Aufgrund der unterschiedlichen Struktur im Aufbau e auferen Zellhille zwischen

grampositien und gramegativen Bakerien ergeben sich tleoretische Wirkunterschiede.

Hierbel wurde in einigen Studen gezeigt, dass idntiscle Konzentratioren von
Silberionen verschieden stark auf grampositezund gramegative Bakterien wirken. Da
gramregative Bakterien eine auf®re Membran Iesitzen, besteht auch her eine
Interaktionsmoglichkit der Silberionen mit dieser Membran. DaSilber auch g@gen

gramregative Bakterien eine gute Wirksamleit besitzt, scheint die Membranein weiteres
Ziel fur Silberionen zu in. Durch die beschriebenen Zellwand- und Membrardefekte
und zlleigenen Transportnechanisnen eingeschieuske lonen kdnnen weitere wichtige
Zellfunktionen im Zytoplasma st@n. Zu solclen Zellfunktionen gehoren die
Energieezeugung, erschiedene Enzymfunktioren und de
Zellreplikation.[60][62][66][67][68][69] Auch eine direkte Interaktion der Silberionen

mit den Nukleinsdauen bzw. mit @én Ba®n der DNS, spezifisch mit deren

Phosphatgrupgm, sind veitere mogliche Ursacten fir die antibakerielle Wirkung des
Silbers[62][70][71][72][73][74] Eine Ubersicht cr mdglichen Interaktionspunke
zwisclen Silbernanopartileln und einzelnen Zellbestandéilen ist in Abbildung 7
schematisch aufgftihrt[75][76]
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Abbildung 7: Wirkmechanismuaon Silber und Zink auf Baldrienzellen nach Hajipouset al[77]

Durch dese, im Gegensatz zu Antibiotika, unsgzifischen Wirkmechanisnen des Silkers
ergeben sich zvei Vorteile. Zumeinen wirken Silberionen gegen eine breite Paktte von
Mikroorganisnen wie Pilze, Viren und Bakérien[78] Zum anderen wirken sie gegen
viele Antibiotika-resistente Bakterien, wie Methicillin -resisente Staphylococcuaureus
(MRSA) und Vancomycirresisiente Enterokokken (VRE).[79] Auch eine Ausbildung
von Resisenzen der Mikroorganisnen gegen Silber wird durch dese unspezifischen
Angriffspunkie minimiert bzw. stark erringert. Die Wirksamleit von Silberionen ist
dalel in der Regel abh&ngig von e Konzentration, analog zu eien andren Wirkstoffen
in der Medizin. Kleinere Silberpartikel wie Silbernanopartikel haben dasPotenzial
deutlich grofre Mengen an Sillerionen freizusetzen. Dies ist mit dr groferen
Oberflache im Vergleich mit Partileln mit groferem Durchmesser zu erklaren. Studen
der letzten Jahe halen belegt, dass & Einsatz von Siler gegen Biofilme eine
zuséatzlicle Behandlungsoption damdlt. Das Silker reduziert dakei die Adhasion von
Biofilmen, kannBakterien innerhalb der Matrix téten und weiterhin die Empfindlichkeit
der Bakterien gegen Antibiotika erh6hen.[80][81][82] Die verstarkende oder
unterstiitzznde Wirkung von Siller in Kombination mit Antibiotika konr&in einer Stude
von Morores-Ramirez et al. ebenfalls nachgwiesen werden, inder Silbernanopartilel in
Kombination mit Antibiotika eingesetzt wurcen und somit d@ minimale Hemm-
Konzentration von Vancomycin ggen gramregative Bakterien signifikant eduziert
werden konne. Es zigte sich, dass @i Silberionen die Permeabilitat der Membran bzw.

der Zellwand herabstzten und somit das Vancomycieffektiver wirken konne.[83]
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Neben der antibakeriellen Wirkung von Siller haken einige Studien einen positiven

Effekt bei der Heilung von Wunden beobachét. Hierbei konnte beim Einsatz von
Nanosilker, Silbernitrat und ‘erschiedenen silberhaltigen Wundauflagn eine
entzindungsemmende Wirkung beobachét werden. Weiterhin kam es zu einer

BlutgefalRbildung (Angiogenese) und somit zu einer Forderung  des
Heilungsprozesses[84][85][86][87] Jedoch ist Siller nichtim Stoffwechslkreislaufund
auch an kinen weiteren biologisclen Funktioren im Korper beteiligt. Im Falle von

Wundauflagn verbleiben grof® Teile des Silbers lbst in der Wundauflag, die lonen

bzw. Konzntratioren, welche an de Wunde abgegeben werden, binden sich in ér Regel

mit den Mikroorganisnen oder mit Proeinen in der Wunde. Geringe Mengen werden

dalei sysemisch absorlart.[85] Ein Grol3&il des Silkers wird Ulker Kot und Urin auslem

Korper ausg@schieden. Bisher konnen keine Belege gefunden werden, dass Siler in das
zentrale oder periphere Nervensysem absorbért wird.[84]

1.6.2 Zinkoxid

Zink als EeEment der 12. Hauptgrupeim Periodensysem der Elementeist im Gegensatz
zu Silker ein nicht verzichtbaes Element fur viele biologische Prozsse. Zink ist fir den
menschlicten Korper durch de Rolle als Kofaktor fur tler 300 Enzyne, die fur wichtige
physiologiscle und bioclemische Funktioren bendétigt werden, esenziell. Weiterhin ist
Zink bei der DNS-Synthese im Korper ein grundkegender Bestandeil.[88][89] Die erste
dokunmentierte Anwendung von Zinkals Zinkoxid in nedizinischen Bereich wurce in
Form von Calamia vor mehr als 3.000 Jakbn im Papyrus E&s und in @n frihen
indiscren ayunediscren Schrifen beschrieben.[90] Calamire ist ein Stoffgemisch aus
mit geringen Mengen Eisen (lll) -oxid eingefarbtem Zinkoxidpulwer, welchen zur
Behandlungn der Haut kei LAsioren und Juckeiz verwendet wird. Es trocket die Haut
leicht aus. Es wird voder Weltgesundleitsorganisation als wemtbehrliches Arzreimittel
zur Behandlung von Juckiz aufgefUhrt. Weiterhin ist eine adstringerende und leicht
antigeptische Wirkung beschrieben. Somit ist dé heilungsférdernde Wirkung von
Zinkoxid bei der Behandlung von Wunén ebenso lang bekannt we die antibakerielle
Wirkung von Siller. Der entscheidende Vorteil von Zinkoxid liegt darin, dasses im
Stoffwechsel des Korpers werarbeitet werden kann. Somit konen wie bei Silber
Uberschiissig Zinkoxidkonzntratioren ausgschieden werden, vom Korperbendétigte
Mengen jedoch diekt in den Metabolismus mitingebunden werden. Allerdings wird abr
antibakerielle Effekt von Zinkoxid weitaus weniger genutzt oder angewendet. Bereits
Studen aus @m Jahr 1993 @gten, dassdie Zugale von Zinkoxid zu hydrokolloidn
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Wundwerbanden eine signifikante Reduktion der Bakterienbelastung an postapativen
Wunden von Schwinen hervorrief.[91] Die Untersuchung dr antibakeriellen Wirkung
von Zinkoxidist, ebensowie die Nutzung von Silker, in den vergangenen Jahen vermehrt
in den Fokusder Forschunggeriickt. Die Vertffentlichungen zu desem Thema stegen
laut SciFinar in den neunziger Jahen signifikant an, she Abbildung 8 Jedoch ist im
Vergleich zu Silker die antibakerielle Wirkung von Zinkoxid nichtderart intensiv
untersuchtworden was mogliclkerweise mit dem geringeren antibakeriellen Poenzial
des Zinkoxides im Vergleich zum Siller zusamnenhangt.
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Abbildung8: Veréffentlichungen zum Tema A Z i n k A & h t diidh & & thtzten 100 Jate nach

SciFinder.[92]
Wieauch \erbindungen ancerer Schwermetalle wurde Zinkoxid bereits in einer Vielzahl
von wisenschaftliclen Arbeiten auf ®ine antibakerielle Aktivitat hin unersucht. Cer
genate Wirkungsnechanismus e antibakeriellen Aktivitat wurde allerdings noch nicht
abschlef?end geklart. Die nach aktellem Stand wahrsanlichsten Wirkmechanisnen
beruhen uner anderem ahnlich we bei Silber auf der direkten Interaktion von Zinkioren
mit Zellbestandeilen (siehe Abbildung 7).[93][94][95] Direkte Interaktionren von
Zinkoxidnanopartikln und daraus resultierende destruktive Einflissen auf de
Bakterienhillle wurde in mehreren Studien dokunentiert.[96][97][98] Die bereits
erwahnen Bindungn von Schwermetallen an Cystin betreffen auch positiv gadene
Zinkionen, welche vom Zinkoxid an d&¢ Umgebung abggeben werden koénren. Der
Effekt ist &hnlich @ Bindung von Siller an dese Schwefelgruppen und fuhrt zu
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Funktionsstorungn in den Bakerienzellen[64] Die somit beschriebenen moglichen
Wirkmechanisnen &hreln denen des Silkers. Auch & Zinkoxid ist die Grole der Partikel
ein relevaner Faktor fur de Wirksamleit gegen Bakerien[97][99][100] Es wurae
gezeigt, dass bi der Herstellung bzw. k&l der Verarbeitung die Temperaturltelastung @r
Partikel eine entscleidende Rolle fur deren Wirksamleit darsellt. Fur Patikel, welche
hoheren Temperaturen ausgsetzt wurden, konnte eine geringere antibakeriell e Aktivitat
nachgwiesen werden[99] Ein weiterer Wirkmechanismus, wlcher in der Literatur
beschrieben wird,ist der photokatalytisch Effekt des Zinkoxids Dieser Effekt beruht auf
der Erzeugung von feien Ladungstragn durch de Energiezufuhr von Licht oér
Strahlung(UV), welche in der Lage sind organiscle Substanen zu oxideren und
reduzieren[101][102][103] Dieser Effekt ist jedoch ki der Nutzung von abgfeckten
Wunden mit einem Verband nicht von Blang, da herbei keine UV-Strahlung zu eh
eingelagerten Partileln dringen kann
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2 Zeéesd | ung

Ziel dieser Arbeit ist es, de Technik der Atmospharendruckplasmagschichtung
(APCVD) zu nutzn, um antibakerielle Wundauflagn zu erzeugen. In Anlehnung an
Abbildung 3 in Kapitel 1.5.3sollen silizium-organiscle Schichen (SiOx, Monomer A)

auf verschiedene, fur Wundauflagn gedagnete textile Substrag abgeschieden werden.

Diese sollen unter Verwendung ‘erschiedener Konzentratioren der antibakeriell

wirkenden Metalle (Monomer B) Silber und Zinkoxidbeziglich iher antibakeriellen

und zytotoxiscken Wirkung leurteilt werden. Aufgrund der interdisziplinden

Komplexitat des Themas werden verschiedene physikaliscle und biologiscle
Untersuchungsmhoden genutzt. Es solen folgende Teilziele durch Bearbeitung
entspechender Aufgabensillungen erreicht werden:

A Beschichtung vorTextili en, welche als Ausgangsmatial fur Wundauflagn genutzt
werden, mittels Atmosph&endruckplasma um eine zusatzlicke Funktionalitat
(antibakerielle Wirkung) zu erhalten.

0 Einsatz vonzwel verschiedenen Gewebestruktuen der Textilien, um den
Einfluss dr Beschichtung auf erschiedene morphologiscke Struktuen zu
erhalten.

U Einsatzeiner Siliziumdioxidmatrix fur de Beschichtung als Trag fur die
antibakeriellen Wirkstoffe.

U Mikroskopieren der Textilien sowe raserelektronenmikroskopisck (REM)
Aufnahmen der Textilien var und nach & Beschichtungezur Visualisierung cer
morphologiscen Veranderungen.

U Messung und Visualisiung cer Wirkstoffverteilung auf den Textilien mittels
Rontgenphotalektronenspektroskope (XPS); paralel dazu modllhafte
Charakérisierung as Schichtaufbausler abgeschiedenen Schichén mittels
XPS an Siliziumwadrn (Tiefenprofil).

A Kontrollierte Wirkstofffreisetzung durch AnpassungdBeschichtungsparaeter und
Vergleich mit am Markt lefindlichen antibakeriellen Wundauflagn.

U Messung ér Freisetzung(nach 24 hvon Silber und Zink mitels ICP/OES an
Extraken, hergestellt nach DIN EN ISO 109932 aus én beschiche&ten
Wundauflagn und am Markt erfligbasen silberhaltigen Produken.
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U Verdoppelung der eingesetzten Wirkstoffkonzntratioren bei der Beschichtung
und Erfassunge daraus esultierenden Anderung ces Frisetzungserhaltens

der Wirkstoffe aus @n beschicheten Wundauflagn.

A Vergleich von Silter- und Zinkoxidhaltigen Agenzien als antibalerieller Wirkstoff
gegen grampositie und gramegative Bakterien auf diesen Wundauflagn.

U Ermittlung der antibakeriellen Wirkung mitels BacTier-Glo (BTG) Assay,
Platentropftest (KBE), Lasernephelometrie und JISL 1902:1998est an @n
Testmikroorgansmen Esclerichia coli HB101, Klebsiella pneumonia ATCC
4352,Staphylococcus aausATCC 6538 Staphylococcus asusATCC 33591
(MRSA), um die antibakerielle Wirkung mit verschiedenen biologisclen

Assays zu &rifizi eren.

A Ermittlung cbs zytotoxisclen Poenzials aus Extrakin der Wundauflagn hergestellt
nach DIN EN ISO 109932 anHaCaT-Keratinozyen-Monolayerzellkulturen.

A Vergleich der Wirkung und der Eignung fir Bschichtungn von kommerziell
erhaltlichen Nanopartikin in den Schichén gegeniiber im Plasma gnerierten

Wirkstoffnanopartileln aus Metallsalzn.

U Zudoserung icentischer Mengen an Siller aus Nanopartén und Siller aus
Metallsalzn wahend der Beschichtungidentisches Vorgehen mit Zinkoxid aus
Zinkoxidnanopartikln und aus Zinksaén.

U Vergleich der Wirkung dr beiden Wirkstoffe aus \erschiedenen
Ausgangssto#in (Salz oder Partikel) auf biologiscle Syseme (zytotoxisch und
antibakeriell).

A Reduktion des eingesetzten antibakeriellen Wirkstoffes aufein nétiges Minimum im
Vergleich zum am Markt bfindlichen Produken.

U Auffinden eines therapeutischen Fenstrs, ke welchem eine maximak

antibakerielle Wirkung bei gleichzeitiger guter Zellv ertraglichkeit eintritt.

A Validierung der gewonrenen Erkenntnis® aus Hautzll en-Monolayerzellkulturen an
einem 3D-Hautmoatl und Vergleich mit am Markt lefindlichen antibakériellen
Wundauflagn.

U Einsatz d@r beschicheten Wundauflagn mit eingestelltem therapeutischem
Fensier an 3DHautmodkllen; Vergleich der beschicheten Wundauflagn (mit

2 Zielstellung



26

Silber und Zinkoxid als Wirkstoff mit am Markt erhaltlichen silberhaltigen
Produken.

U Untersuchung ds Einflusses der verschiedenen Materialien auf das 3B
Hautmodchll mit dem MTT-Assayfir Vitalfarbung ar Zellen, dem LDH-Assay
flr zytotoxiscles Verhalten sowe der Messung von Irdrleukinen (Botenstoffe
der Zellen des Immunsystms als Raktion auf £listresgy

U Durchfihrung von HamatoxylikosinFarbungn an én Hautmo@llen nach
der Inkubation mit @n verschiedenen Wundauflagn zur Ulerpriifung von
morphologisckn Veranderungen in der kiinstlicken Haut.

Durch di gezielte Bearbeitung der oben genannen Punkée soll die Moéglichkeit der
Atmospharendruckplasmadéschichtung far d@ Modifikation von Wundauflagn
erforscht werden. In diesem Zusamnenhang konren sich reue Ansatz fur die
antibakteriellen Oberflachen mit optimierter Vertraglichkeit fur korpereigene Zellen fir
die Anwendung im nedizinischen Bereich ergeben.

2 Zielstellung
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3 Madr i em| iu nal h ehd

3.1 Ger ®tunder br aucehsenht

Takelle 4:

Verwendete Geréte.

COx-Brutschrank(5 % COy; 37 °Q

Sanyo Eéctric, Minchen, Deutschland

Absorptionsnessgerat

BMG-Labtech, Allmendgriin, Reutschland

Fluoreszenzmessgerat fir Zellkulturen

BMG-Labtech, Allmendgriin, Reutschland

Fluoreszenzmessgerat fiir

Bakterienkulturen

GENios Pro, TECAN Austria GmbH, Grodig,
Osterreich

HE-Farkeautomat

Autostairer XL, Leica, Wetzler, Deutschland

Histokinette Shandon Eaisior ES, Ttermo Fisler Sceientific,
Waltham, USA

ICP-OES Spektrometer Optima 2100 DV, Brkin Elmer, Rodgau, [Butschland

Kugelmiihle Retsch Laborgrate Haan Deutschland

Lumineszenzmessgerat

BMG-Labtech, Allmendgriin, Reutschland

Mikrotom

RM 2255, leica, Wetzler, Deutschland

Mikroskop fir Zellbegutachtung

Olympus, Hamburg, Butschland

Mikroskop fur Beurteilung der

Beschichtungn

Keyence VHX-1000, Neu-Isenburg, Deutschland

Plattformschittr

Heidolph Instrunents, Schwabacieutschland

Plasmalet

TIGRES MEF, MarschachbDeutschland

Rastrelektronenmikroskop(REM)

Supra 55 VP Carl&ss Microscopy GmbH,eha,

Deutschland

Sputeranlage fir Kohlenstoff und Gold

Cressington 108 auto, Watford, UK

Sterilbank Thermo Sientific, Bonn, Deutschland
Thermocyckr Eppendorf, Hamburg Deutschland

Vortexer IKA, Stautfen, Deutschland

Was®rbadschutdr Gesellschatt furLabortechnik GmbH, Burgwedel,

Deutschland

Rontgenelektronenspektroskop(XPS)

Kratos Ultra, Manchster, UK

Zellzahlmessgerat

Scharé-Sysem, Reutlingen, Deutschland

3 Materialien und Methoden



28

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Butschland

Tabkelle 5: Verbrauchsmarialien.

Abdeckfolie viewseal Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland
Auslaufpipetten Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland
Columbia Schafsblutagar% bioMérieux Deutschland GmbH, Nurtiren, Deutschland

(far 1ISO 20743 und
Mikroplattenlasernephelometrie)

Inserts fiir 24-Well-Platten, Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland
Membran aus PET 8 um Pemgrofe

Hochbindende 96-Well-MTP Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

24-Well MTP Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

96-Well-MTP durchsichtig Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

Kanulen Sterican, Braun, Misungen, Deutschland

Kombitips Eppendorf, Hamburg Deutschland

Pipettenspitzn Brand GmbH & Co. KG, Wrtheim, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Sak-lock-Gefale Eppendorf, Hamburg Deutschland

Silizium-Wafer (100 SiMat i Silicon Magrials e.K., Kaufering, Deutschland

ThinCert tiefe 12-Well Platten Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

Zentrifugenréhrcren 15 nl und 50 Greiner Bio-One GmbH, Friclenhaugn, Deutschland

ml
Takelle 6: Chemikalien, Loésungn, Reagenzien und Medien.

Ethanol96 % Nordbrand Nordhawes, Nordhauen,
Deutschland

Ethanolabsolut NordbrandNordhausn, Nordhausen,
Deutschland

BSA Pr o b u mellarftee llliMdis USA

CaCh -L6sung 1 N, enthalt 0,05 mol/l C& und 1 mol/l Cj,
Serumwerk Bernburg AG,Bernburg,Deutschland
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DMEM mit L-Glutamin und 4,5 g/Glucos, Promoll,
Heidelberg, Deutschland

EDTA 1% (w/v) in PBS w/o Ca2+, Mg2+, Biochrom,
Berlin, Deutschland

Einbettmedium Histofluid, Marienfeld, Kénigshoén, Deutschland

Eosin Eosin G, Mrck, DarmstadtPeutschland

FKS FCS500 EU, Normal Human ls, fir 30 min

bei 56 °C inaktivert, Promoll, Heidelberg,
Deutschland

Formalin-L6sung

4 % Formalinlésung, epuffert, pH 7,4, Dr. K.
Hollborn & Soéme, Leipzig, Deutschland

Gentamycin 10 mg/m| Life Technologes, Carlsbad, USA

Hamatoxylin fur HE-Farbung, Hamatoxylin 1l nach Gill,
Merck, DarmstadtDeutschland

Isopropanol 2-Propanol, Roth, Karlsruh Deutschland

Keratinozyen-BasatMedium 2

Promoll, Heidelberg, Deutschland

Kochsalzlosung isotonisch

0,9%, Fresenius KabiAG, Bad Homburg vonet
Hohe, Deutschland

Kollagen RattenschwanzKollagen, Fraunhoér-Institut
Stuttgart,Deutschland

Liquid Cowerslip Roche, Ba®l, Schweiz

Paraffin Merck, DarmstadtDeutschland

PBS Dulbecco’s PBS w/o Ca2+/Mg2@-fach und 10
fach), Promoll, Heidelberg, Deutschland

Schwefelsdue Roth, Karlsrure, Deutschland

SDS 10% L6sung SigmaAldrich, St. Louis, USA

Silbernanopartilel

ETC Products GmbH, &gendorf, Deutschland

Silbernitrat

Sigma AldrichChemie GmbH, Munclen,
Deutschland

TMB-Substratlésung

SigmaAldrich, St. Louis, USA

Triton X-100

SigmaAldrich, St. Louis, USA

Trypsin/EDTA

0,05%, Life Technologes, Carlsbad, USA

Tryptore Soya Broth

Oxoid, Wesel, Deutschland
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Tween Tween 20, Roth, Karlsrug Deutschland

Xylol Roth, Karlsrule, Deutschland

Zinknitrat Riedel-de Haen , Miincken, Deutschland

Zinkoxid-Nanopartilel Skyspring Nanomatials, Houston, USA

Takelle 7: Mikroorganisnen, Zellen, Kits und ELISAs

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

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) | Roche, Ba%l, Schweiz

BacTiter-G| o E Pronega, Fitchburg, USA

BC-Assay: Pratin Assay Kit Uptima, inerchim, Montlucon,Frankieich
Esctlerichia coli HB101 Leibniz-Institut DSMZ, Braunschwig, Deutschland
ELISA fur humares IL-1a R&D Sysems, Minreapolis, USA

ELISA fur humares IL-6 Mabtech, Nacka, Scheden

ELISA fur humares IL-8 R&DSystems, Minreapolis, USA

HaCaTZellen (Mono- Promo@ll GmbH, Heidelberg, Deutschland
Zellkulturen)

Klebsidla pneumoniae ATCC Leibniz-Institut DSMZ, Braunschwig, Deutschland
4352

Normak humare dermale Promo@ll GmbH, Heidelberg, Deutschland

Fibroblasen NHDF (Hautmoatll)

Normak humare epidermale Promo@ll GmbH, Heidelberg, Deutschland
Keratinozyen NHEK
(Hautmogtll)

Staphylococcus aausATCC Leibniz-Institut DSMZ, Braunschwig, Deutschland
6538

Staphylococcus aausATCC Leibniz-Institut DSMZ Braunschwig, Deutschland
33592

Tabelle 8: Zusamnensetzung von ZAllkulturmedien und Losungn.

Ausschutélflissigkeit fur JIS L 1 ml Tween20auf500 ml isotoniscé Kochsalzldsung
1902 / ISO 20743

CaseBouillon 1 Liter destilliertes Wassr

+ 3 g Lablemco Powdr, Oxoid Deutschland GmbH
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+ 5 g Spcial Peptone, Oxoid Deutschland GmbH

DMEM 10 % + DMEM
(Subnersmedium fur Hautmodlle) | + FCS(10 %)

+ Gentamycin(50 pg/m)

HaCaTFMedium DMEM
+10% FKS

+1 % Antibiotikum (Pen/Strep/Fungizony

PBSBSA 1 g BSA auf 100 ml PBEPBS mit 1% BSA)

PBST-BSA 0,1 g BSA und 50 pl Teen auf 100 ml PBS

(PBS mit 0,08% Tween und 0,1% BSA)

Waschpufér 500 pl Tween auf 11 PBSPBS mit 0,036 Tween)

Incubation Bufér 0,1 g BSA und 50 pl Teen auf 100 ml PBS

(PBS mit 0,08% Tween und 0,1% BSA)

3.2 Var wn édteTex ten| ¥ eTmég enl i

Fur die vorliegende Arbeit wurden exemplarisch zwei kommerziell erhaltliche
Materialien (A und B) fur die Beschichtungn ausgwéhlt, welche bereits ohre
Modifikationen in der Praxisangewandt werden. Weiterhin wurden drei Materialien
(Bakterienzellulose, Lyocell und ein Gemisch aus Poblster und Gllulose (PES/CV)
verwendet, welche fir zahleiche Vorversuclte genutzt wurden, um wesentliche
Paraneter der Beschichtungn wie Precursorkonentration und antibaktielle und
zytotoxiscle Wirkung einzugrenzen. Die Firma, welche die beiden am Markt gnutzien
Materialien (A und B) bereitgestellt hat, darf aus Griureh des Datenschutes nicht veiter
namentlich genannt verden. Die Materialien A und Bbestehen aus zvei Komporenten
fur Wundauflagn, einem Gemisch aus Polyamid 6 und Viskogfasern. Das
Mischungserhaltnis wure vom Hersteller nicht anggeben. Jedoch wure Material B
mit einem groeren Anteil von Viskose hergestellt, was cem Material die Eigenschafén
ahnlich eines Suprabsorlers (grofe Wassraufnahne) verleint. Beide Materialien
kommen bei einer Anwendungals Wundauflagn in direkten Kontakt mit korgreigenem
Gewebe bzw. dr Wunce. In Tabkelle 9 wurden die vom Hersteller genannéen
Eigenschafen aufgefiihrt. In den Abbildungen 9 bis 12 sind leide Materialien in
mikroskopisclen Aufnahmen dargestellt. Pro Beschichtung dr Materialien A und B
wurden Prokengrofen in den Abmal@n eines A5-Blattes (210 x 148 mmh genutzt. Die
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drei fur Vorversuche genutzeen Materialien waien im einzelnen PES/CV von & Firma
Thorey, Bakerienzellulose von der fzmb GmbH sowie Lyocell vom Thiringisclen

Institut fur Textil- und KunststoffForschunge. V. (TITK). Die verfigbaen Kenndaen

dieser Materialien sind in Tabelle 10 dargestellt. Das Maerial PES/CV aus
Polyesterfasern und Viskosantil von 33 % wird in der Bekleidungsinduste genutzt.

Lyocell ist eine Kunstfa®r, welche aus Holz lergestellt wird, die Fasrn werden vor allem

im Bekleidungslereich verwendetDie gefri ergetrocknete Bakteriencellulose besteht aus
reiner Cellulose und wird unér ancerem fur kosnetische Anwendungen eingesetztFur

die Vergleichbarleit von hergestellten beschicheten Wundauflagn wurden am Markt
befindliche Produke mit und ohm Silber genutzt. In Takelle 11 sind de am Markt
befindlichen Vergleichsmaerialien kurz heschrieben, diese wurden tellweise als

Referenzen fir zytotoxiscle und antibaldrielle Assays sowa die Ermittlung cer

Freisetzungsragn des Silbers verwendet Aufgrund des Daenschutes wurcen die

Markennarren durchSynonyne M1, M1S, M2, M2S und M3®rsetzt (Tabkelle 11).

Talelle 9: Ausgewahlte Kenndaen der verwendeten Materialien A und B.

Anwendung/ Kenndagen Material A Material B

Anwendungsgbiet Wundkisen / Pflasertrager Kompressenumhillung

Fasr (DIN 60001T01) viscograyon + Polyamid | viscog-rayon (Hauptangil) +
(Hauptangil) Polyamice

Bindesysem (EN 29092 Thermisch Thermisch

Vliesstruktur(EN 29029 Trockenvlies Trockenvlies

Flactengewicht (EN 29073T1) | 120 g/ni 37 g/n?

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

Sterilisierbarkeit Dampf, Gas, Straah Dampf, Gas, Straah
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Abbildung9: Mikroskopiscle Abbildung 10: Mikroskopiscle
Ubersichtsaufnahmvon Material A (MaRstab Ubersichtsaufnahmvon Material B (Mal3stab
1000 pm). 1000 pm.

Abbildung 11: Mikroskopiscle Detailaufnahne Abbildung 12: Mikroskopiscle Detailaufnahne
von Magrial A aneiner Verbindungs<tlle des von Magrial B aneiner Verbindungsstile des
Bindesysems (MaRstat200 um). Bindesysems (MaRstab 200 pin

Takelle 10: Ausgewahlte Kenndaen der Materialien fir Vorversucle PES/CVund Bakerienzellulose.

AnwendundgKenndagen | Bakteriencellulose | Lyocell PES/CV

Faser (DIN 6000: Cellulose (reinst) Cellulose Polyester (66 %) /Viskose
TO1) (33%)

Flacrengewicht (EN 3 g/nt 30 g/nt 300g/n?

29073T1)

Sterilisierbarkeit Dampf, Gas, Dampf, Gas, Straah Dampf, Gas, Straah
Strahén
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Tabelle 11: Am Markt kefindliche Produke mit und ohme Silberanteil (keine Markenbezeichnungen).

Material Beschieibung

M1 Tamponad aus Hydrofiter

M1S Tamponad aus Hydrofiler mit Silber
M2 CalciumalginatVerband

M2S CalciumalginatVerband mit Siller
M3S Mit Silber impragnerter Schaumstoff

33WirketmfPl|l as ma

FUr eine funktionelle Plasmapolyrarisation mit eingebrachen antibakeriellen
Wirkstoffen ist die gezielte Auswahl von gagneten Ausgangsstoéh, welche wahend
der Plasmapolyrarisation eingelagert oder umgesetzt werden, notwendig. Bel einer
angestrebten Schichtstar& von ca. 50 nm soknh die verwendeten Substanen eine
molekulare Dimension in deser Grofenordnung haén oder sollten im Plasma zu
Partikeln dieser Dimension ume@setzt werden, umeinefeste Einlagerung des Wirkstoftes
zu erreichen. Am Markt erhaltliche Nanopartild der beiden Wirkstoffe Silber und
Zinkoxid sind in \erschiedenen Grolen von 10 nm bis in eéh Mikrometerbereich
erhaltlich. Um de Partikel gezielt in die Schicht zu inggrieren, solle ihr Durchmesser
unter 50 nm liegen. Dem zufolge wurden Nanopartikl mit priméren Partilelgréféen von
20 bis 30nm ausgwahlt. Fur e&n Wirkstoff Silber wurden von der Firma ETC Products
(Deggendorf, Deutschlanyl Partikel mit einer Grofe von 20 nm gwahlt. Im Fall von
Zinkoxid wurden Partilel in den Grofen zwisclen 10 und 30 nm von SkySpring
Nanomatrials, Inc.(Houston Texas USA) bezogen. Durch de Nutzung von Plasen
als Beschichtungswrkzeug isteine weitere Option fur de Einlagerung der Wirkstoffe in
der Schicht ggeben. Ergénend zu an erhaltlichen Nanopartikln kénren Metallsalz
von Silker und Zink genutzt werden, um unér Verwendung @s Plasmas dse in ihre
metallische bzw. oxidiscte Form zu uUlerfihren. Somit kbnen aus Metallsalzim Plasma
generierte Partikdl wahrend der Polymerisation in de aufwachsnden Schichén
eingelagert werden. Der Vorteil bei der Nutzung von Mtallsalzn ist eine erhebliche
Kostenreduzierung der Ausgangsubstaea, welche je nach Qualitat e zugekauften
Partikel die Kosten der gesamen Beschichtung dutlich verringern konren. Als
Metallsalz fur ébn Wirkstoff Silber wurde Silbernitrat (AgNOs, 99,8%, Sigma-Aldrich)
ausgwahlt. Um Zinkoxidnanopart#t im Plasma zu enerieren, wurcke als Metallsalz
ZinknitratHexahydrat(Zn (NOs) 2 - 6 HO, Riedel-de Haen) gewahlt. Ein weiterer
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Vorteil der Salz liegt in der Verarkeitung und Lagrung der Metallsalz vor der
Anwendung und waland der Beschichtung. LOosuren der Metallsalz sind im
Allgemeinen shr homogn und habkn eine hohe Stabilitat. Hingegen verfligen eigens
hergestellte Nanopatrtilelsusgensioren oder zugekaufte Nanopartikelsuspensioren Gher
eine geringere Haltbarleit, da die Neigung von lereits vorhangnen Partileln zur
weiteren Agglomeration und $paration ineiner Susgnsion seigt. Der zusatzlicle
Aufwand begriincet sich durch d@ Zugale von Stabiliséoren, welche negative Einflisse
auf die Beschichtung ausig@m konnen. Eine Anwendung @ Susnsion wird echnisch
anspruchsvodr, da durch d@ Einwirkung von Ultraschallellen auf de Suspgnsion
wahrend der Beschichtung Agglorerate getrennt werden musen. InTabelle 12 sindalle

fur die Beschichtungn verwendeten Agenzien aufgglistet.

Takelle 12: Precursoen und Pecursordiemikalien nach Hrsteller undPartilelgrofzen.

Nare Summenformel Herstell er Partikelgrofen
Silbernanopatrtilel Ag ETC Products 20 nm

In Abhangigleit der
Silbernitrat AgNO; SIGMA ALDRICH Aerosokrzeugung
Zinkoxidnanopartikl | ZnO SkySpring Nanomatials | 10- 30 nm

In Abhangigleit der
Zinknitrat rexahydrat | Zn (NOs) 2 - 6H,O | Riedel-de Haen Aerosobrzeugung

Diedurch das Plasmaegebene Mdglichkeit der direkten Partilelherstellung ist abhéngig
von cer Zufuhrung @ Substanen in das Plasma. Um ausmdMetallsalzn mdglichst
fein verteilte Nanopartile zu generieren, welchein die Schichteingelagert werden sollen,
sind Losungn dieser Salz erforderlich. Diese gel6sten Metallsalz wurden mithilfeeiner
Zweistoffdiiee in das Plasmaingespeist. Die Bestandeil e der Metall salz werden dalei
im Plasma ersetzt. In Abhangigkit vom erzeugten Aerosolrebel entsihen
Nanopartilkd, welche in die Plasmapolyrarschicht eingelagert werden. Die zwei
wesentlichen Charakristika fur die Einlagerung sind de Konzentration aes Wirkstoffes
in der eingesetzten Losung und @ entsehende Tropfchengrofe des Aerosolrebels.
Mithilf e der LARS-Dosiereinheit (Liquid Aerosol Redirecting Sysem) wurden die
erzeugten Tropfchen weiter separiert, somit komnen nur &inste Aerosoltropfcten in die
Plasmazoa[14] Die durchschnittlichermittelten Tropfctengrofen, welche dem Plasma
zugefihrt wurden, sind in @ Grolenordnung vonetwa 300 nm(gemessen mit TOPAS
LAP 322- AerosolPartikelgrofenspektrometer, TOPAS GmbHDeutschlandDresden).
Jedochwar diese Messung am umten Grenzwert des Messlereiches underlaubte keine
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Ruckschlisstber TropfchengrofEen unerhalb von 300hm. Die tatsachlichentsehenden
Nanopartilke aus desen Tropfchen sind alermals atutlich kleiner als diese Tropfchemla
der LOosungsmittlantel der Tropfchen im Plasma erdampft und édiglich der
Feststoffanéil bzw. Wirkstoffangil tbrigbleibt Der geloste Wirkstoffantil in den
Tropfchen liegt im Fall von Siller bei 5 % und kei Zink bei 25 %.

34 Ver sucheamd aQur ché¢ ArPlEBégc di cht ung

Im Rahnen dieser Arbeit verwendete PlasmaBeschichtungsanlag setzt sich aus
mehreren Einzlkomporenten zusamnen, welchein Abbildungl3als Sclema dargstellt
sind. De eigentliche Plasmaanlag besteht auseinem Tigres Plasma Blast MEF-
Sysem, welches auseiner Steuereinheit und einer elektrischen Versorgungsinheit
besteht. Der Plasmakopf, wlcher fir die Erzeugung s Plasmagts verantwortlich ist,
besteht aus einer modifizierten EdelstahtAulRenelektrode (Abbildung 14). Diese
Modifikation erlaubtes, in das Plasma zusatzleeRrecursoen einzusgeisen. Im Inneren
der AulRenelektrode befindet sich konentrisch angordret die innere Gegenelektrode,
welche aus einer Messingkgierung lesteht. Das Plasma wird zwiseh der
Innenelektrode und der Aullenelektrode geziincet. Die Plasmadistung ist an cer
Steuereinheit in einem Bereich von 100 Watt bis 500 Wastufenlos egulierbar. Das
Plasmawird durch anglegte Druckluft im Bereich von 4 bis 6 bar ausedDuis heraus
getrieben. Um den Plasmagt wahrend des Betriebs durchghend aufecht zu halken, wird
die Leistungsabgad begrenzt. Hierzu wird die Arbeitsfrequenz automatisch an eli
entspechende Leistung angpasst. Dése Anpassung wird im Breich von 35 bis 52 kHz
vorgenommen. Sowohl dé eingebrache Leistung als auch & Druckbereich der
angelegten Druckluft keanflussen die Abscheideraten wahend der Beschichiung
erheblich. Weiterhin ist de Wahl des Prozssgass ein wichtiger Faktor fur erschiedene
Beschichtungsedingungen. Es konmen Argon, Druckluft, Saerstoff oder Stickstoff
verwendet werden. Das erzeugte Plasma hat in Abhangigk von der Leistung
Gasemperaturen bis zu 250C. Die bereits zuvorerwahne modifizierte Auf3enelektrode
wird dazu @nutzt, um zrstaubé Precursoen in das Plasma zu desén. Der
Zerstdubungsprass erfolgt durch eine im Rahnen dieser Arbeit entwickelte
Aerosokinheit.[104] Diese erlaubt uner Zuhilfenahme einer Zweistoffdiie eine sehr

feine Zerstaubung von Rcursoen in den Gasstrom es Plasmas.
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Abbildung13: Prinzipaufbau & APCVD-Beschichtungsanlag
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Abbildung 14: Querschnitt dr Aulienelektrode des Plasmagts.

Eine weitere Grundkomposnte ist die PrecursorDosiereinheit Pyrosil® STS 10.0 dr
Firma Sura Instruents GmbH. Dése wird genutzt, um giziumorganiscle Precursoen
(HMDSO) einzudoseren. Im Inreren der Anlage wird tber ein MassFlow-Controller-
geregeltes Verdamptrsysem HMDSO einem Tragergasstrom zugfthrt. Der so
aufgenomnene gasférmig Precursor wird in @ Hauptgasstrom el Plasmaanlag
zudosert, in welchem er sich geichméalRig erteilt. Die flr eine flachige Beschichtung

von Substran noétige Positionerung und EBwegung dr Substrag wird Uber ein
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compuergestitzes Linearachsn-Positionerungssystm der Firma Pasim Dektantrieb
GmbH ealisiert. Durch das Positioaiungssystm ist es mdoglich definierte
Verfahrmuser und Rastrabstand reproduzerbar einzusellen. Wie bereits erwahnt,
wurde die AulRenelektrode des Plasmalanners modifiziert, sodass erschedene
Precursoen in unerschiedliche Positioren in das Plasmeingespeist werden kdnren. In
der Kombination mit @ Dotierung ces Hauptgasstroas miteinem siliziumorganischn
Precursor konen kompkxe Schichtsystme abgeschieden werden. Hierbei bildet der
siliziumorganiscke Precursor (HMDSO) die Matrix-Schicht aus. Das gasforneig
HMDSO wird dalei in Abh&ngigleit von den Plasmaparaatern wie Leistung,Vordruck
und Arkeitsabstand sowi der relativen Geschwindigleit des Substrags uner dem
Plasmagt schichtbileend umgpsetzt. Der zweite Precursor, velcher als zerstaube
Flussigleit mithilfe einer Zweistoffdiise tber die Aerosokinheit dem Plasma zugftihrt
wird, wird im Falle von antibakeriellen Beschichtungn dafir gnutzt,um Wirkstofie als
feine Partikel in die sich bildende Matrix-Schichteinzubawen.[46] Die in Takelle 13
aufgefihrten Paramster spiegeln die wesentlichen technisclen Parareter fur die
Beschichtung eines Substras wider. In Abhangiglkeit von den zu erzielenden
Eigenschafen der Schicht unddes zu feschichenden Substratesmisen diese
entspechend angpasst verden. Fur de Beschichtung von dmperaturempfindlichen
Substragn wie Textilien oder spezifischen Wundauflagn muisen geringere
Plasmadistungen, hokere Vordricke und holere Verfahrgeschwindigleiten des
Substrags uner dem Plasmagt gewahlt werden. Diese stehen jedoch in Konkurenz zu
einer schrellen undeffektiven Beschichtung mit asteichender Matrixschichtstark, um
gentgend Wirkstoff einzulagern. Somit mus®in speziell angepasses Pararsterfeld fur
die jewelligen Beschichtungn und de angestrebten resultierenden Schichéigenschafen
ausfindig @macht werden. Im Falle von antibakériellen Wundauflagn mit
antibakerieller und nicht zytotoxisar Wirkung nussauf der Basisder Ergebniss der
biologisclen Assays das @&chichtungsgime anggpasst und eu durchlauén werden.
Dieser Schritt wurde entspechend oft durchlaugn, bis de gewilinschén Eigenschafen
erzielt werden konnen.
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Takelle 13: Anlagenparaneter der APCVD Beschichtungsichnik.

Parameter Bereiche

Leistung Plasmaanl&g 100- 500 W

Vordruck 4 - 6 bar(bis 8 moglich
Abstand Auf@nelektrode zum Substrat 3-20mm
Rastrabstand fur Bschichtung 1-3mm

Arbeitsga® Argon, Druckluft, Saerstoff, Stickstoff
Frequenz Automatik (35- 52 kH2
Vordruck Zweistoffdiise 0,5-1,5 bar

Fluss Tragrgas LARS 5-20 l/min

Fluss HMDSO(erster Precurso)) 1 - 15 ml/min(gasférmig
Fluss zveiter Precursor 1- 200 g/min (flussig
Verfahrgeschwindigleit Substrat 107 250 mm/s

Relevant fur de antibakerielle Wirkung sind dée Konzentration as antibakeériellen
Wirkstoffes und @ssen Verteilung in der Matrixschicht. Beschichet wurden sowohl
Siliziumwatfer flr eine umfangeiche physikaliscke Schichtcharakdrisierung, als auch di

eigentlichen Wundauflagnmagtrialien A und B fiir de biologischen Untersuchungn.

3.5 An al yetMetshcend

3.5.1 Visuelle Charakterisierung der erzeugten Wundauflagen

Beschichtungn konren das viselle Erscleinungsbild von Wundauflap auf
makroskopiscer und mikroskopiscer Ebene verandern. Eine Erfassung diser
Unterschiede kann sowohl mit blo@m Augeals auch urér dem Lichtmikroskoperfolgen.
Fir die Beurteilung der makroskopiscén Unterschiede wurden Aufnahmen mittels einer
Spiegelreflexkamera (Canon EOS 1000Dder nicht beschicheten und keschicheten
Textilien angfertigt. Die mikroskopisclen Veranderungen wurden in holeren
Vergroferungen (20 fach mittels Staglaufnahnen in einem Mikroskop (Keyence VHX -
1000) getatigt, um eine bessere Tiefenscharé zu erlangen.
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3.5.2 Rasterelektron enmikroskopie (REM)

Eine der verbreitetstetn Analyemethoden, welche ene DarstHlung von
Oberflachenstruktuen und de chemische Analyse von Magrialien ermoglicht, ist de
Raserelektronrenmikroskope (REM). Hierbei wird im Gerat uner Vakuum de zu
untersuckende Prolenoberflache mit einem Elektronenstrahl abgrasert. Bel der
Interaktion des  Elkktronenstrahls mit  d  Prolenoberfliche  entsiehen
Sekundaelektronen, Rontgnstrahlung, Rickstuelektronen und Augrelektronen. Die
unterschiedlichen Signaé werden mit verschiedenen Detektoren empfangen und mithilie
der Softwae ausgwertet. Um die Topographe einer Proke zu analygeren und
auszuverten, nutzt man i detektierten Sekund&r und Rucksteuelektronen. Im
Topographekontrast erscheinen Erbebungen in Abhangiglkit von der Position a@s
Sekundael ektronendetektors tell und Vertiefungen dunlel, da zum [@tektor geneigte
Erhebungen mehr Sekundaelektronen zurticksteuen. Die Auflésung, welche bei der
Abbildung der Topographe erreicht werden kann, legt in Abh&ngiglkit von dem
verwendeten Gerat bei einigen Nanonetern [105]

Die Analyse mittels REM (Supra 55 VP, @&sg erfolgte sowohl diekt an den
beschicheten Materialien A und B sowe an Siliziumwatfern. Die Prolken wurden mittels
Bedampfungsinheit (Cressington 108 aujomit einer Goldschicht ersehen, um diese

leitfahig zu mackn.

3.5.3 Rontgenphotoelektron enspektroskopie (XPS)

Mithilfe der ROntgenphotcelektronenspekiroskope (engl. X-ray phot@lectron
spectroscopy, XPJP ist eine quantitatie und qualitatie Analyse der chemischen
Zusamnensetzung cr oberen 10 bis 15ymeines Substrads, kevorzugteines Festkorpers,
maoglich. Der zugrunde liegende Effekt beruht darauf, dass Roraigstrahlung, wlche auf
den zu analysrenden Festkorper trifft, Photaelektronen ausselbigem herausschlagt
Diese werden in Abhangigleit von ihrer Entsehung (elementspezifisch) in einem
Analysator gmessn und mithilfe einer Softwae ausg@wertet. Somit isteine detaillierte
chemische Zusamnensetzung abr Oberflache eines zu analygrenden Materials moglich.
Weiterhin kdnren durch sukessives Sputérn mit einer lonenquelle und anschéf3endes
Messen auchSchichtprofiein Abhangigleit von der Atzzeit aufgenommen werden [106]
Die Elementverteilungsdarstilung mittels XPS fuhrt zu ener Abbildung dem

sogenannen Mapping @ oberen Elementzusammensetzung ar jeweiligen Proke. Auf
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diesen Weg ist es moglich die Verteilung der Schwermetalle auf den beschicheten

Textili en zu visualiseren und dren lokak Konzentration darzusl en.

Die XPSMessungn erfolgten direkt ohre weitere Vorbehandlung ér Prolken (Wafer
und Textilien) nach dren Beschichtung.Gerateintern werden die Messrgebnis® in
Atomproznt (At%) angegeben, die Umrechnung in Massprozent kannentspiechend der
Gesamtnenge aller gemessenen Elemente und deren Konzentrationerfolgen. Dies kann

jedoch zu kéineren Fehlern aufgrund von aftwareinternen Rundungsfaktaen fuhren.

3.5.4 Extraktion en

FUr eine umfasende chemische und biologisclke Analytik wurden Extrake der
Wundauflagn genutzt um die freigesetzten Konzentratioren von Silker und Zink aus
den im Rahnen dieser Arbeit hergestellten und den am Markt befindlichen
Wundauflagn zu ermitteln. Somit konen Ruckschlissauf die Freisetzungskiretik und
die Konzentration von Siller und Zink in  Abh&ngigkt von den
Beschichtungsparaatern (Precursorkonentratioren) gezogen werden. Welterhin
konren die Extrakie dazu @nutzt werden, um in verdinner und unerdiinner Form de
Wirkung der freigesetzten Wirkstoffe auf Mikroorganismen und Zllkulturen zu
charakerisieren. Dies erlaubt Ruckschlussauf eine Konzentrationsabhangight der
Wirkung der freigesetzten Wirkstoffe auf die biologischen Syseme (Mikroorganisnen
und Monolayerzellkulturen). Die Extraktioren erfolgen tber 24 h, waseinem typisclen
Wechgdlintervall von Wundauflagn entspricht. Flreine spaere Anwendung ist deser
Wert praxigelevant im Gegensatz zu einzelnen Freisetzungskiretiken nach

verschiedenen kiirzren Zeitintervallen.

Die Extrake wurden nach DIN EN $0O 1099312 (Biologische Beurteilung von
Medizinprodukeni Teil 12: Prokenvorbereitung und Rferenzmatrialien) hergestellt.
Bei beschich&ten Prifmusern muss sowohl dasebchchtete Material als auch das nicht
beschichete Grundmagrial genutzt werden. Die Auswahl s Extraktionserhaltnises
(Gewicht / Flussigleitsvolumen oder Flacke / Flussigleitsvolurren) erfolgte
entspechend denenin der DIN EN 1SO 199312 vorgschriebenen Standardoérflachen
und Voluminades Extraktionsradiums Bei beschicheten Produkén ist die Oberflache
mit dem applizerten Wirkmedium (in diesem konkieten Anwendungsleispiel Silber und
Zinkoxid) relevant furdie Beurtellung. Aus desem Grundwurde eine Flachenextraktion
fur die beschich&ten Materialien und die am Markt kefindlichen Produké gewdhlt.

Weiterhin  haten  alle  genutzen  Wundauflagnmatrialien  verschiedene
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Flackengewichte, somit haté eine Extraktion nach @wicht / Flussigleitsvolurmen zu nur
schwer vergleichbaen Ergebnisen gefuhrt. Das Extraktionssrhaltnis fur de
biologisclen Untersuchungn wurce mit 10 cnf/ml gewahlt. Aus Grungn der

Wirtschaftlichlkeit und der begrenzten Menge an Prokenmatrial wurde fur die Messung
der Freisetzungsragn ausden am MarktvorhandenerProduken undden beschicheten

Textilien ein anceres Extraktiosverhaltnis gewahlt Hierbei wurde ein Verhaltnis von
2,5 cnf/ml genutzt, aufgrund e zusatzliclen Daen wurden die Extraktioren der in

dieser Arbeit beschicheten Materialien mit beiden Extraktionserhaltnisen (2,5 und 10
cm?/ml) durchgefilhrt. Auf diesem Weg war es méglich nachzuvollzehen, ob de
freigesetzte Menge der Metallionen in erwarteten Grolenordnungn skalert (vierfach
erhohe Freisetzung aus \@rfacher Oberflache). Die fur die in dieser Arbeit

durchgfihrten Untersuchungn gewahlten Extraktionswerhéltnise sind in Tabelle 14
aufeelistet.

Tabelle 14: Gewabhlte Extraktionswerhéltnise fur alle Textil extrakte aufgeteilt nach
Untersuchungsrethoce.

Methode Flacken | Menge | Extraktionserhaltnis | Extraktionsfussigleit
(Flacke / Flussigleit)

Silber und Zinkoxidfieisetzung

gemesen mittels ICR-OESerste -
_ 100cn? | 40 ml | 2,5 cnt pro ml deionisiertes Wassr
Messung mit am Markt

befindlichen Produkén

Silber und Zinkoxidfeisetzung
gemessen mittels ICP-OES o
_ 300cn? | 30 ml | 10 cnt pro ml deionisiertes Wassr
zweite Messung nur

beschichete Textilien

Zytotoxische Untersuchungn an

300cn? | 30 ml | 10 cn? pro ml DMEM
HaCaT Zllen (ATP, BCA)

Antibakterielle Untersuchungn
mittels 300cn? | 30ml | 10 cnt pro ml CASO Bouillon
Mikroplattenlasernephelometrie

Die verschiedenen beschicheten und nicht leschicheten Textilien wurden vor jedem
Extraktionsproess bei 121 °C fur 15 min autoklawert. Im Anschluss wureh die
Materialien in 1 x 1 cm gro8 Tellsticke zerkleinert, in Borosilikatgefalie gegeben und

mit dem jewelligen Extraktionsnedium keaufschlagtAll e Extraktioren wurden gemaf3
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der Norm bei 37 °C im Schuittlinkubator fur 24h durchgfthrt und die Extrakie im
Anschluss il filtri ert. Extrake fur die Bestimmung @r Freisetzungsragn (ICP-OES
von Silker und Zink wuren nach @r Extraktionmittels Salpetersdue (HNOs) angesatert
(pH 5. Das Ansaarn der Extrakie ist notwendig, umdie freigesetzten Mengen an Siller
und Zink Uber einen kirzren Zeitraum stabil zuhaén, da Siller und anére
Schwermetalle eine erh6hie Affinitdt zu anderen Materialien, wie den Wanden der
Prolengefalie, aufweisen.

3.5.5 Atomemissionsspektrom etr ie (optische Emissionssgktrom etri e)

Die Atomemissiorsspektrometrie ist eines der Standarderfahren in der analytisclen
Chemie fir qualitatie und quantitatie Nachweise einer Vielzahl von Eémenten.
Uberwiegendwerden wassrig Losungen, je nach \erfahren auch Eststofl, fir eine
Analytik der Elemente genutzt. Das physikalis@Prinzip basgrt auf der Aussendungvon
elektromagretischer StralHung der angeregten Atome. Da edes chemiscle Element eine
charakeristische elektromagretische Strahlung aussdet, istes mdglich, dé gemessenen
Spektren mit vorhanénen Referenzen oder Standards zuevgleichen undentspechend
auszuverten. Die genutzien Losungn ocer Feststofie werden zuneist durch tlermische
Prozss in die Gasphas Uberflhrt, nutzen Plasnen zur Anregung cbr optisclen
Emission und emittieren die erwahnen Spektren, welche mit einem Analysator
aufgezeichnet werden. ke nach Art abr Uberfiihrung dbr Substanen in die Gasphasbzw.
Plasmaphaskann de Atomemissionspektrometrie in verschiedenen Unterverfahren
aufceteilt werden. Diese sind unter anderem Flammen-Atomemissionspektroskope (F-
AEYS), optiscle Emissionssgktrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma(ICP-OES
und Mikrowell en-Plasmafact-Atomemissionsspktrometrie (MPT-AES).[107]

Die hergestellten Extrake fur die ICP-OES Messung wurdn 24 h nach @r Extraktion

gemessen.

36 Mi kroorepani sm

Die entscleidende Anforderungfur Wundauflagn mit antibakeriellen Eigenschafen ist
einerseits die Wirksamkeit gegen nichterwiinsché Mikroorganisnen, anarseits die nicht
stark ausgprage zytotoxiscle Wirkung auf korgreigene Zellen. Fir diesen Zweck ist
die Validierung der Wirkung anentspechenden Zelltypen und Bakérienstamnen notig.
Auf diesem Weg lasst sich d@ theoretische therapeutische Breite flr unterschiedliche

Wirkstoffkonzentratioren ermitteln.
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Bakterien (Prokaryongn) sind de haufigsen Auslogr von Wundingktionen.[108]
Hinsichtlich ihes Aufbates und @r Struktur iher Zellwénde werden Bakerien in
grampositie (gramt) und gramegative (gram) Organisnen unerscheden. Der
grundlegende Unterschied zwisclen beiden besteht im Aufbau und dm Gehalt an Muein
in den Zellwanden. Das Makromadkil Murein oder Peptidoglykan besteht aus
Kohlenhydratletten, die Uber Peptidketten zu einem zweidimensionaén GCerlist
verbuncen sind und soa Zellwand Stabilitat erleinen. Grampositie Bakterien besitzen
eine struktuell deutlich ausgpréage Mureinschicht, @&ren Dicke zwischen 25nmund80
nm betragt. Hingegen besitzen gramregative Bakterien eine diinrere Mureinschicht in
der Grolenordnung von umd 10nm, dartler hinaus gdoch eine zusatzlicle aulere
Membranaus Lipoproginen, Phospholipidn und Lipopolysaccharah. Aufgrund deser
struktuellen Unterschede im Aufbau der Bakterien wurden Untersuchungn sowohl mit
grampositien als auchgramregativen Bakterien durchgefiihrt[108] Im Rahrren dieser
Arbeit wurden hierfir folgende Testmikroorganisren genutzt: Esclerichia coli HB101
(gram), Klebsiella pneumoniaee ATCC 4352 (gram), Staphylococcus asus ATCC
6538 (gramt) sowie Staphylococcus aaus ATCC 33591(gramt) als multiesisenter
Mikroorganismus (MRSA). Nachfolgend werden die im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Bakerienstamne kurz beschrieben.

Escterichia coli sind stdbcenférmige fakultativ an@robe gramregative Bakterien. Sie

gehoren zur Grupe der Enterobakerien. Im Allgemeinen gehért dieses Bakerium zu
den am kesten unersuchen Prokaryorgn. E. coliist peritrich begeil3elt und kann sib

dadurch glbststandig bwegen. Weiterhin bildet E. colikeine Spoen.[109] Im Darmtrakt
des Mensclen und andrer Warmblier ist er universell verbreitet. Die meisten E. colr

Stamne sind nicht pathogn und émentspechend ungefahrlich, zudem spielen sie im

Verdauungssystn aller Warmbluer einewichtige Rolle. Jedochexistieren auch Stammn
mit pathognen Eigenschafen, die bel jingeren oder é&lteren Persoren sowe

immungeschwachen Menschen Durchfalloder Harnwegsinfektionen auslogn und sogar
zum Tod fuhen koénren[110] Hierzu zéhken zum Beispiel die enterotoxisclen

Esclerichia coli (ETEC).[111]

Klebsiella pneumonia ist ein gramregatives, untawegliches, verkapsltes, fakultativ
anarobes, stabchnformiges Bakerium. Klebsiglla pneumonige gehért zur normadn
Mund- und Hautfloraund wird auch im Darm ajunden[112] Eine Infektion mit
Klebsiellen betrifft hauptsachlich immungschwache Mensclen. Besonders haufig [6st

Klebsiella pneumoniae Nosokomialinektionen aus unter denen etwa 4bis 17 % der Falle
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diesem Mikroorganismuszuzuscheiben 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 Balerium eine
naturliche Resisenz gegen Benzylpenicillin  (Penicillin G) und Aminogenicillin
(Ampicillin) besitzt[108]

Staphylococcus asus sind kuglformige, goldfarkene grampositie Bakterien und
zugehOrig zur Famile der Kokken. Diese sind fakultativ &ob und unbweglich. Sie
kommen fast Ulerall in der Natur vor und sind auch aukrdHaut sowe den oleren
Atemwegen anzuteffen. Staphylococcus aausist ein wichtiges pathognes Bakerium
und tritt haufig in Kranknhaugrn auf, woes immungschwache Patenten befallen
kann. Der Befall steht oft im Zusamnenhang mit Aemwegsinfektionen,
Knochenmarlentziindungn und eitrigen Entzindungn.[114][115][116] Gebildete
Giftstoffe konnen Lebensmitielvergiftungen und das toxis@hSchocksyndrom auslés.
Die Fahigleit, gegen Antibiotika Resisienzen auszubilén, flhrte zu der Bezeichnung
MRSA. Dies war urspringlich @ Abkirzung fir @n Methicillin-resisenten
Staphylococcus aaus ist mittlerweil e jedoch im Sine des multiresisenten S. aueus
gebrauchlich und &nnzichnet die erworbene Unempfindlichkeit dieses
Mikroorganismus ggen verschiedene Antibiotika. Diese erworbenen Resisenzen
macten den Erreger besonders in Krankenhdugrn zueinem grofen Probem [108][117]

37 Balkrtdn k ulet d vg

Die Vermehrung cr Mikroorganisnen kann in nehrere Staden unerteilt werden. In cer
Lag-Phag erfolgt zun&chsteine Anpassung e Baktrien an de vorherrschenden
Kultivi erungsledingungen. Die Bakterien sellen in dieser Phag Enzyne her, um de
angebotenen Nahrstofé nutzen zu konen. In dieser Phag ist die Tellungsrae nur
minimal. In c&r Log-Phag halen sich de Bakterien bestmdglich an ihr Nahredium
angepasst und korem sich dabr mit einer holen Tellungsrae vermehren. Die
Vermehrung erfolgt exporentiell, somit ist in deser Phag der schrellste
Generationsvechsel maoglich. In dr stationden Phas ist ein Punkterreicht, in dem das
Reservoir an Nahrsto#n im Medium immer weiter abnimmt. De Konzentration an
bakeriellen Endprodulen seigt deutlich an, dese vermdgen toxisch zu an.
Teilungsrateund Abserben liegen in dieser Phag im Gleichgewicht. Die letzte Phag,
auch Strbepha® genannt, ist dadurchejennzichnet, dass kaum noch Nahrstefim
Medium vorhaneén sind. Géichzeitig ist das Medium stark von toxisan
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Stoffwechselprodukien anggreichert. Somit gghen die meisten Bakerien zugrun@ und
die Tellungsrat stagnert. Bakterienkulturen, welche flr Versuche genutzt werden,
sollten demzufolge in der stationden Phas sein, um eine vergleichbae Ausgangsbasis
fur die Versucte sicherzusellen.[118]

Das Angtzen von Bakerienkulturen geschah in d Regel am Vortag @
Versuchsdurchfuihrung. Fur eKultivierung der in den Untersuchungn verwendeten
Mikroorganisnen diente CaseBouillon. Fireinen Ansatz wurén 20 miCaseBouillon
mit einer Impfose voller Bakterien von einer Stammkulturgenutzt. Diese wurden in der
Kulturflasche bei 37 °C unér leichten Bewegungen in einem Schutélinkubator fir 18h
inkubiert. Diese Kultivierung wurc nach @& SOP @s In-vitro-Forschungslaborsed
Klinik far Hautkrankreiten der FSU Jena durchgfuhrt. Auf diesen Weg wurde die
gleichbleibende und reproduzerbare Kultivierung der Mikroorganisnen sichergestelit.
Die jeweiligen Testkulturen wurden je nach Test in \erschiedenen Konzentratioren

genutzt.

38 Ant i &ddkTest s

Um die Wirksamleit der antibakeriell beschicheten Textili en zu Glerprifen, wurden die
bereits vorgestellten Bakerien Esclerichia coli, Staphylococcus aamssowie Klebsiella
pneumonia in unterschedlichen Verfahren verwendet. Im drekten Kontakt genutzie
Verfahren sind cer BacTiter-Glo-Test, das Plaghz&hherfahren sowie die Methode nach
JIS L 1902 / ISO 20743m Direktkontakt werden Bakeriensusgnsioren zusamren mit
den Textilien bzw. mit Referenzmatrialien (Polyesterstandardnach Prifnorm tber
verschiedene Zetraume inkubiert und im Anschlussson cen getesteten Materialien
separiert durch Auswasadn oder Abnehmen defini erter Mengen der Susgnsion.Darauf
erfolgt eine Bestimmung @ Anzahl kolonebildender Einheiten (KbE) nach
Ausplatterung auf Agar undveitere Inkubation(Platenzahherfahren, ISO 20743 oder
eine Messungdes vorhanénen ATP-Gehaltes aus dfinierten abgenommenen Mengen
der Bakteriensusgnsion (BacTiter-Glo). Im indirekten Kontakt wur@ die
Mikroplattenlasernephelometrie genutzt. Bei dieser werden hergestellte Extrake der
beschicheten Textilien zusamnen mit Bakeriensusgnsioren inkubiert und mit
Referenzprolen verglichen.
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3.8.1 BacTiter-GloE (BTG)

Das BacTier-GIoE Assay wird zur Bstimmung @ Anzahl an ébensfahigen Bakerien
in Bakteriensusgnsioren genutzt. Das \érfahren beruht auf @& Messung des
Adenosintriphospha(ATP) -Gehaltes in den vorhan@nen Mikroorganisnen. Bei allen
metabolisclen  Aktivitdten in  biologisclen Sysemen ist das Nukeotid
AdenosintriphosphatATP) beteiligt. Eine beachtliche Menge von ATP liegt in lebenden
Zellen vor, wo es als unierseller Erergietrager in anabotn und kataban
Stoffwechselprozeseen wirkt. Demzufolge dient es als Indikator fur di Zellviabilitat
sowie fur das Alwachstum und @ Zellteilung (Proliferation). Durch vorhandne
zytotoxiscle Bestandéle im Nahrnmedium kann es zum programnerten Zelltod
(Apopto®) beziehungsweise zu einer Nekrose der Zellen kommen. Infolge des
Absterbens der Zellen ist ein starkes Absinlen des ATP-Gehaltes im Zytoplasma und
somit in cer gesamen Zellkultur zu beobachen. Dalei korreliert die ATP-Konzentration
mit der vorhanaenen Anzahl Ebender Zellen direkt proportional. D& Messung ds ATP-
Gehaltes beruht dal® auf der Emission von Licht durcleine chemische Reaktion des
zelleigenen ATPs. Dese wird durch de Luciferase, das Enzym es Gluhwirmclens
Photinus pyraliserzeugt[119][120] Die Lichtintensitat, welche direkt in einem Reader
gemessen werden kann, erhalt sich proportional zur vodgenden ATP-Konzentration.
Die chemische Reaktion lauft daki wie folgt ab:

ATP + D-Luciferin + O;A Oxyluciferin + AMP + Diphosphat+C&+ Licht (560 nn)

Als Resultat kanrdasemittierte Licht gemessen werden, die Lichtintensitat verhalt sich
proportinal zur orliegenden ATP-Konzentration underlaubt Rickschligs auf die
metaboliscle Aktivitat der Zellen.

In 24-Well-Mikrotiterplatten (MTP) wurden Proken (Grofe 1 x 1 cnj der beschicheten
Textili en sowie der am Markterhaltlichen Produke M1, M1S, M2, M2S und M3S in
Dreifachkestimmung ggeben. In jeder Mikrotiterplatte (MTP) wurden zwei Kavitaten
fur reine Bakteriensusgnsioren ohre Materialproben freigelasen. In jede Kavitatwurde
500 pl Bakeriensusgnsion von E. coli mit 5x1(PKbE/ml zugegeben. Nach 3 h
Inkubationseit bei 37 °C im Schutelinkubator (90 rpm wurden jeweils 50 pl der
Bakteriensusgnsionin eine weil3e 96-Well-Mikrotit erplatte Gberfiihrt (zwei Replikate).
In dieser Plate erfolgte nach Zugab von 50 ul Reaktionssubstaren (BacTiter-Glow
Substrat und 5min Schiteln bei 850 rpmdie Lumineszenzmessungim Reader.[121]
Ergdnend zu jedem BTGAssay wur@ ene Bestimmung @r Anzahl
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vermehrungsfahigr Mikroorganisnen nach @m Platenzahherfahren (KbE-Test; siehe
3.8.2 an cn 1 x 1 cmgrofen, mit 500 pl Bakeriensusgension vorE. coli (5x1F KbE/ml)
inkubierten Proken durclgefihrt. Hierfir wurden jeweils 30 pl der inkubierten
Suspensionaus @n 24-Mikrotiterplatten abgesaugt undn den Verdinnungsstugh (mit
isotoniscler Kochsalzlosung 10°, 104, 107 und 1Gauf Agarplaten gegeben und fiir
weitere 24 h inkubiert. Im Anschluss wureh die entstanenen Kolonien ausgzahlt. Die
Berechnung @r KbE erfolgte nach folgender Formel:

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

Der Faktor 33,3st erforderlich, umein Endergebnis kezogen auf 1 ml zuerhalten. Mit
dieser Methode war es mdglich die gemessenen Lumineszenzwerte mit einem zweiten
Verfahren zu kestatigen. Wenn nachdem anschle3enden durchgfiihrten KbE-Test kein
Koloniewachstum éstsellbar war und de jewellige Proke nur geringe Lumineszenz
aufwies, war dies eine Bestatigung ér antibakeriellen Wirkung. Anderenfalls war es
moglich, dass @& Textilien nur enen bakeriostatisclen Effekt auf de
Bakteriensusgnsion auseglbt hdten, was zwar mitinem geringeren Lumineszenzwert
einhergeht, alker trotzdem im anschkf3enden KbE-Test ein Koloniewachstum zur Fokg
hatte.

3.8.2 Plattenzahlverfahr en (KbE-Test)

Das Plattnzéhherfahren ist eines der grundiegenden Verfahren des mikrobiologisclen

Arbeitens. Es kann sowohl quantifecend als auch qualitativ aegrendet werden. Durch
das Aufbringn von Bakteriensuspensioren und eine darauf folgende Inkubation
vermehren sich vorhanehe Mikroorganisnen auf Agarplaten. Diese bilden auf dem

Agar Bakterienkolonien (koloniebildende Einheiten KbE). In Abhangigleit von der

eingestellten Verdiinnung ér Bakteriensusgnsion lasen sich dese quantifizieren. Es ist
maoglich den Einfluss vonextrahierten Wirkstoffen (hier Silber und ZinK als auchdie

Wirkung im Direktkontakt mitbeschichetem Prokenmatrial zu Ukerprufen. Durch das
paralele Messen vonKontrollproben (nicht beschichete Referenz) konnen Rickschliiss
auf den Einfluss und di Grofenordnung ér antibakeriellen Wirkung der getesteten

Materialien ocer Extrake gezogen werden.[122]

Die Durchfilrung ist bis auf dt Messung ér Lumineszenzwerte und cen zugehorigen
Arbeitsschriten identisch mit @ Durchfilhrung @s BacTiter-G | o (BTG) Assays
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3.8.3 Antibakt eri elle Aktivitat nach JIS L 1902 / ISO 20743

DielSO 20743 iseineinternationaé Norm und spzifizi ert Methoden fur die quantitative
Erfassung & antibakeriellen Aktivitat von antibakeriellen textilen Produken
einschlie3lich von Vliesen. Die Methode gilt als einfach und schél durchflhrbar.
Vorgesehenen Bakerienkulturen fur diese Normprufungind Staphylococcus aaus
ATCC 6538sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 Als interne Referenz wird ein
Polyesterstandad genutzt, welcher das Wachstumat Mikroorganisnen nicht hingbrt.
Dieses Matrial wird in der SOP (standard ograting proedure) des In-vitro-
Forschungslaborsad Klinik fir Hautkrankreiten der FSU-Jena genutzt.

Vor der Versuchsdurchfiuhrung wued 18 h-Schitelkulturen des jeweiligen
Testmikroorganismus$ergestellt mit etwa 3x13 KbE/ml. Das Testinokulum wure aus
den 18 h-Schitelkulturen hergestellt. Hierfir wurde die Schitelkultur mit 1 : 1000
Medium (CaseBouillon) verdiunnt.Fur die Durchfihrung ér Versuche wurden von déem
zu testenden Textil (Wundauflag) 3 Prolen mit jeweils 400 mg eingewogen
(Dreifachbestimmung ¢ Prolenparaneter sowie jedes Testmikroorganismus Weiterhin
wurden nach Norm6 Prolen einer Polyester-Kontrolle mitgeftihrt, jeweils 3 fur die
Zeitpunktet = 0 h und t= 18 h. Alle Prolken wurden bei 121 °C 15 minautoklavert.
Proken bzw. Polgster-Kontrollen wurden in serile Safe-Lock Tubes gegeben. Im
Anschluss wurd jede Polyester-Kontrolle sowie jede Probe mit 200 pl Testinokulum
beimpft, bis dese durch das @&xtil aufgesaugt wuré. Im Anschluss wureh die drei
Proken der Polyester-Kontrolle fur t = O h in Flacons mit 50 mAusschilfliissigkeit
gegeben und @schitelt. Von dieser Ausschutlflissigkeit wurde eine
Verdinnungseihe (1 Tell CaseBouillon + 19 Teile Ausschitglflissigkeit) angefertigt
(10%, 17 und 16) und e 100 pl jeder Verdiinnungsstifauf ColumbiaAgar ausplattrt,
24 h bei 37 °Cbebrutet und im Anschluss ausgahlt Die Ubrigen Prolen (Polyester-
Kontrolle und zu &stende Textilien) wurden fir 18h bei 37 °Cinkubiert. Nach deser
Inkubationseit werden diese Proken fiir t = 18 h nach @r gleichen Methodikin Flacons
gegeben und mit 50 mlAusschiitilfliissigkeit geschitelt und Verdiinnungsstuh (10,
10?, 10°,10* und 10) mit je 100 plauf ColumbiaAgar ausplattert und fiir 24 h ki 37 °C
bebritet und im Anschluss ausgahlt Fur die Auswertung wuren nur Kolonenzahken
zwischen 30 und 30KbE/Plate genutzt Die Proken fur Polyester bei t = 0 h dienten mit
den Polyester-Proken bei t=18 h zur Kontrok des WachstumsDakbkei sollte die
Vermehrungsrag einen Faktorgrof¥er als0,8 aufweisen und fureine hohe Aussagkraft
nach Norm ubr 1,5liegen (d. h. nach 18 h sol&nalezu eine Verdoppelung der KbE auf
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den Kontrollen erfolgt sein). Die Berechnung & Zahl wermehrungsfahigr
Mikroorganisnen nach Kontakt mit & Ausschuittlfliissigkeit der jeweiligen Prolen
(KbE/ml) erfolgt dakei wie folgt:

KbE/ml =Verdlinnungsstg* 100 * Koloniezahken.

Aus gm Logarithmus d Zahl vermehrungsfahigr Mikroorganismen (KbE/ml) wurde
der Wert log KbE berechret. Die antibakerielle Wirkung wurde, als de entsprechende
Reduktion, der log KbE-Werte im Vergleich zum Kontrollvert mit Polyester bei t= 18 h
dargestellt. Die Klassifizierungder Wirksamleit erfolgte auf der Basis @s mittleren log
KbE-Wertes der Polyesterproken bei t= 18 h durch Subtraktion & mittleren log KbE-
Werte der einzelnen getesteten Prolen bei t= 18 h Die Einteillung der Wirksamleit
gescheht semi-quantitativhach Hoér.[123] Fur Werte < 0,5 wurde keine Wirksamileit
festgestellt, Werte zwischen 0,5 und 1stanen fur eine leichte Wirksamleit, Werte
zwisclen 1 und 3fur eine signifikante Wirksamleit und Werte Uber 3 flr eine starke
Wirksamleit nachHo6fer.[124] [123]

3.8.4 Mikroplatt enlasernephelometri e

Die Nephelometrie ist ein Verfahren, welches zur Quantifizérung der Tribung von
Flussigleiten oder Ga®n genutzt wird. Das Ms9rinzip beruht auf ém von Micha
Faraday und John Tyndathtdeckten physikalisclen Prinzip a@r Lichtstreuung, auch
Tyndalleffekt genannt. Er lescheibt die Bedanflussung @s in eine kolloidale Losung
eingestrahlen sichtbaen Lichtes aufgrund von Séuung, Absorption und &lexion. Bei
der Lasernephelometriewird ein Laserstrahleiner defini erten Intensitat, Well enlange und
eines definierten Folkusdurchnessers erzeugt und durch di zu analyserende Flussigleit
gefihrt. Durch de vorhananen Partilel kommt es sowohl zueiner Veranderung cer
Intensitat als auch et Streuung. Das soentsiehende Streulicht wird mittels einer
Ulbrichtlinse auf eine Photodio@ oder einen Photomultipler fokussert. Die Menge des
entsehenden Steulichts und d@ssn Intensitdt sind Funktioen der Partikelmenge
beziehungsveise der Tribung @ Susgnsion In der vorliegenden Arbeit wurde die
Lasernephelometrie eingesetzt, um die durch de Vermehrung von Baldrien verursache
Tribung von Flussighten in Abhéngigleit von der Zeit (Vermehrung ar Bakierien) zu
messen und damit Baldrien-Wachstumskuren zuerfasen.[125][126] In Abbildung15

ist dieses Prinzip dargstellt.

3 Materialien und Methoden



51

. Laser . Laser . Laser

Kavitat einer
Mikrotiterplatte

Kavitat einer
Mikrotiterplatte

Kavitét einer
Mikrotiterplatte
Néhrmedium

Lichtdetektor Lichtdetektor
(Photodiode) “, (Photodiode)
Ulbrichtlinse

. Lichtfalle . Lichtfalle . Lichtfalle

Abbildung15: Schematiscle Darsellung der Lasernephelometrie. A) Der Laser missteine nicht gefillte
Kavitat als Rferenz fur die Mikrotit erplatte. B) Der Laser misst de Abschwéachung durch €l
verschiedenen Extrake und Verdiinnungn vonreinen Nahrstofflosungn. C) Der Laser misst de
Abschwachungind Steuungdurch de Vermehrung ar Bakterien in den Extraken in Abhangigleit der
Zeit.

N&hrmedium L
(mit Bakterien) _uG ooo.

Lichtdetektor
%, (Photodiode)

Ulbrichtlinse Ulbrichtlinse ™

Fur die Mikroplattenlasernephelometrie wurden Kulturen von Staphylococcus asus
ATCC 6538sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352genutzt Die mit CASO-Bouillon
hergestellten Textilextrakte wurden fir die Versucte in Verdinnungsehen (siehe
Tabelle 15) verwendet. Fur die Messung@n konnen keine reinen unwerdinnen Extrake
genutzt werden. Dieser Umstand esultierte daraus, dass Balten keinen anhaféenden
kultivierbaren Zellrasen bilden. Somit lonnie nur mit Suspnsioren gearbeitet werden.
Bel der Zugale dieser Susgnsioren zu cen hergestellten Extraktverdinnungn erfolgte
jeweils eine weitere Verdinnung und folglichein Herabstzen der Silber- und
Zinkkonzentratioren in den Textilextrakten. Diese Verdinnungszrie stellt einen
Arbeitsschrittdar,der nicht im QMS Sysm des In-vitro-Forschungslaborsed Klinik fur
Hautkrankleiten der FSU @&na \erankert istt um ene moglichst hoke
Wirkstoffkonzentration zu ésten.

Takelle 15: Verdinnungsearien der Textil extrakte fir Mikroplattenlasernephelometrie. Ausgangextrakte
wurden in CaseBouillon verdiinnt und gweils 180 pl in de Kavitaten der MTP gegeben und mit 20 pl
Bakteriensusgensionbeaufschlagt. D@ Beaufschlagungrgab dé resultierende Extraktkonzntrationin

den Kavitéaen.
Extrakikkonzentration | Extraktnenge als Vorlag | Zugate Resultierende
in Kavitat (in Caso |in Kavitatder MTP Bakteriensusgnsion Extraktkonzntration
verdinn (2:10) in Kavitaten der | in Kavitat cer MTP
MTP fur 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 Bakeriensugensioren wurcen in Verdiinnungn vonl : 107, 1: 104 1:
10°, 2: 10°, 1 : 107, 1 : 1C° verarkeitet, die Ausgangsgelldichte war 3x10° KbE/ml. Die
drei Verdiinnungn 2: 1%, 1: 10" und1 : 1CBwurden ausplatert und de Nahragarplatin
(ColumbiaAgar, 5% Schafblut;bio Mérieux, Deutschlandl bei 37 °C bebritet, um am
nachfolgenden Tag de Zahl der koloniebildenden Einheiten bestimmen zu konrn. Far
die Beimpfung jeder einzelnen Kavitat der 96er Mikrotiterplatien wurde die 2 : 10°
Verdiinnung gnutzt.Pro Kavitat wurén 180 pl Textil extrakt in den Konzentratioren 20
% bis 100% gegeben und mit 20 pl @r 2 : 10° Bakteriensusgnsion zuggeben. Die
jeweilig e resultierende Extrakkonzentration ist inTakelle 15abgebildet. Ein zugehdriges
Layout ist inAbbildung 16 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11
180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1 Probe B4
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt | 40% Extrakt 80% Extrakt
Al ul 1801+ 20pl | 180u1 +20u1 | 180p1+ 20p! 1801 + 20p1 ul 180p1 + 20yl 180yl + 2041
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakieriensus
‘spension pension pension pension pension pension pension pension
180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1 Probe B4
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt B80% Extrakt
B ul 180yl + 20y | 180yl +20pl | 1801+ 201 180u1 + 2041 ul 180p1 + 201 | 1801 +20p1 1801 + 2041
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus i Bakieriensus
p pension pension pension pension pension pension pe
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 B80% Extrakt

180p! + 2041
Bakteriensus
pel

Probe B4
80% Extrakt
180p1 + 20p1
Bakteriensus

pension

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 | 40% Extrakt
D| ul 180l + 20pl | 1801 + 20u1 | 180p1+ 2041
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus

1801 + 2041 ul 180p1 + 20p1 | 1801+ 20p1
Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus L

Bunuunpsaapjenxy osd Bunwwysag yoe4 9

‘spension pension pension pension pension pension pension i

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1 Probe B4
Medium + 20| 20% Extraki | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt [ 40% Extrakt 80% Extrakt
E ul 180yl + 20y | 180yl + 20pl | 1801+ 20y 180u1 + 2041 ul 180p1 + 20y 1801 = 2041
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus. Bakteriensus | Bakieriensus | Bakteriensus L Bakteriensus

5| pension pension pension ion pension pensio pension

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Probe B1 Probe B4
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt 20% Extrakt | 40% Extrakt B80% Extrakt
F pl 180p1 + 20p! | 180p1 +20pl | 180yl + 20p 180p1 + 20pl pl 180p! + 20p! 180p1 + 20p1
Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakieriensus

Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus
i pension

pension pension pension pension pension pension pension
Kontrolle Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Probe B1 Probe B2 B3 Probe B4 o:
G 200 i 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Kontrolie 200 | 20% Extrakt | 40% Extrakt [N60% Ikt 80% Extrakt @3
Medium | 180u1 +20ul [ 180p1 = 2001 { 12001+ 20p1 180p1+20pl | plMedium | 18041+ 20ul | 18041+ 20u1 [M2001% 2001 123041+ 201 23
Wedium Medium Medium Medium Medium Medium i I Medium [ .;
Kontrolle Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Kontrolle 200 Probe B1 Probe B2 Probe B4 8 g.
H 200 pl 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt 5 20% Extrakt IKtY| 80% Extrakt E]
| pl Medium H

Medium 180l = 20p1 | 180p! = 20pl | 120pl +20p!
Probe A1 Probe A2 Probe A3

180pl + 20pl 180p1 + 20u!
Probe A5 Probe B1 Probe B2 Probe B3 Probe B4 Probe B5

Probe A4

Endverdiinnung

ok 18%  36% 5% | I2% 9% 18 36 5% I 9%

Abbildung 16: Layouteiner 96-Well-Mikrotit erplatte fir die Messung mitels Lasrnephelometrie. Pro
Platte wurden zwei Textilextrakte (A/B jeweils 180 ) in verschiedenen Verdiinnungsstuh (A/B 1-5, 20
% -100% ) in 6-Fach Bsstimmunggemessen. Die Messungerfolgte stindlichiiber 24 h.

Um Flussigleitsverluste zu wermeiden, wurdcen die Mikrotiterplatten mit einer
transpaenten Folie (Abdeckfolie viewseal; Greiner bio-one) abgedeckt. Die randgitige
Punktierung dieser Folien mit einer sterilen Kanlke gewahrleistete einen auseichenden
Gasaustausch mited Umgebung. Abschiend wurce die MTP in das zuvor
eingeschalete und auf 37 °C aufgheizte Nephelometer NEPHELOstar GalaxyBMG,
Labtechnologes GmbH gestellt und zu Beginn die Ausgangsdlzahl mit der
entspiechenden Softwae (Nephelostar Contral gemessen. Danach konmtdie Aufnahme
der Wachstumskure iber eine Zeitdawer von 24 h gstaret werden. Als Ergebnis dieser
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Methode erhélt man dé Wachstumskursn der Bakterienkulturen, welche in den
Kavitaten mit den verschiedenen Extraken und Extrakterdiinnungn inkubiert wurden.
Als Referenz dienten reine Bakterienkulturen, ohne Extrakte der Wundauflageie
gemesene Tribung ar Kavitdten wird in relativen nephelometrischen Einlteiten
(relative nephelometric unit RNU) angegeben.

3.9 Hu ma A€ eh

Bei der Anwendung von Wundauflagy konren nach Art und Umfang e
Gewebeschadigung erschiedene Zelltypen mit der Wundauflag und ceren Wirkstoffen
in Kontakt komnen. Im Rahnen dieser Arbeit wurden fur In-Vitro-Versucte
Monolayerzellkulturen aus HaCaiZell en sowie ein Hautmodtll mit primaren Hautzllen

verwendet.

HaCaT-Keratinozyen wurden alserster Zelltyp fur die Abschétzung es zytotoxisclen
Potenzials anMonolayerzellkulturen genutzt Diese Abklrzung HaCaT sht dale fur
"human adultlow calcium emperature keratinocyes". Hierbei handelt sich umeine
permarente, humam Epithelzelllini e, die als phanotypisch spontan transfoerhi aker
nicht tumorigen eingestuft wird. Die Zelllini e wurde aus @r oberen Riclenregion eines
62-jahrigen, méannlicken Patenten entnommen. Es handte sich um @riphere
Normalhauteines ORPraparats, welches mit Siclerheitsabstand z@einem exzidierten
Melanom entnommen wurce. Nach dr Transplantation e Zellen auf Nacktmaus
entwickelte sich durch spontan Transformationein geordretes stratifizertes und
differenziertes Epithel. HaCaT Zllen werden als gnetisch lkestandig angsehen und
kénren theoretisch Glker 100 Passas in der Zellzucht durchsthen. Weiterhin wachgn
die Zellen sowohl auf Agar als auch awérschiedenen Kunststofén und bilcen einen
Zellrasen (Monolayer). Folglich besitzen die HaCaT Zllen eine gute Eignung furin-
vitro-Versucle, um das Wachstum und D#éfenzierungs\erhalten mit normaén
Keratinozyen zu \ergleichen.[127]

Primae normak menschlicke Dermalfibroblasen (NHDF) werden von der Dermis der
Vorhaut von Neugeborenen oder der erwachenen Haut (Gesicht, Bruste, Abdomen,
Obersclenkel) isoliert. Fibroblasen sind im Binegewebe vorkomnmende Zellen
mesenchymaén Ursprungs, @ eine wichtige Rolle bel der Syntlese der
InterzellularsubstanZextrazellulare Matrix) spielen. Zu cen Produkén von Fibroblasn
gehort hauptsachlich Collag, welches zusamnen mit den ebenfalls ¢ebildeten
Proteoglykaren fir eine erhohte Festigkeit der extrazellularen Matrix sorgt. Schadigung
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des Gawebes stimulert die Proliferation von Fibroblagn und \erstarkt de Abgake von

Zytokinen, die wiederum positiv auf dé Reparatur @r Verletzungeinwirken.

Primae normak menschlicke Epidermis-Keratinozyen (NHEK) werden aus dr
Epidermis der jugendlichen Vorhaut oér der erwachnen Haut von erschiedenen Orten
wie dem Gesicht, den Briisien, dem Bauch undden Oberschenkeln isoliert. Sie sind mit

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

3.10Zel | k wd Ui @ |

3.10.1 Monolayer zellkultur en HaCaT-Zellen

Die Kultivierung der HaCaFZellen erfolgt sieben Tage vor Beginn der jeweiligen
Versuchseihe, hierbel werden die entspeechenden Passagn (Passagoder Splitting gibt
die Haufigkeit an, mit der die Zellen passagit oder gesplittet wurden) mit HaCaT
Mediumangesetzt. Die Begutachtung e Zellen der jeweiligen Passagerfolgt unter dem
Licht-Mikroskop (Olympus CK2; Olympus,Deutschlang. Wenn die Zellen einen
flachigen dichen Zellrasen gebildet haken und keine Auffalligk eiten erkennbar sind,
werden sie fur die Versuchseihe genutzt. Durch dé Kultivierung der Zellen in den
Zellkulturflaschen haften diese an cem Boden der selbigen an Durch Zugale von
Tryptage werden sie vom Bocden gelost. Optional sind indiesem Schritt k& starker
Adhasion @r Zellen leichte mechaniscle Schitelbewegungen nétig, pdoch darf de
Einwirkzeit von circa 7min nicht Glkerschriten werden, umeine Zellschadigung drch
Tryptage zu werhindern[128] Nach Abstoppn des Trypsinervorgangs werden die
gelosten Zellen aus @m Kulturgefald entnomnmen und entrifugiert. Danachwird das
gebildete Zellpellet in neuem DMEM-Medium resusgendiert. Im Anschlusserfolgt die
Einsellung der Zellzahl durch entspechende weitere Verdiinnung mitDMEM. Die
Zellzahl wird hierbel mittels Casy @/l Counter (Scharé Sysem GmbH, Deutschlanyl
ermittelt. Die Zellzahl der HaCaT Zllen sollte sich im Bereich von 4,8 bis 5,2 x 0
Zellen/ml befinden. Paraldl wird fur weitere Versuchseihen die ndchse Passag der
eingestellten Zellsuspension in reue 75-cm® - Kulturflasche eingesat. De Zellkulturen
werden bei 37 °C und 5% CO; - Begasung in dn Brutschrank estellt. Ein Wechse des
Mediumswird alle zwei Tage durchgfuhrt. Die so eingestellten Kulturen kdnren nach
sieben Tagen Inkubationseit fur die Untersuchung dr zytotoxisclen Wirkung cer
entsprechenden Praparad verwendet werden. Die restliche, nicht fur eine neue Passag
genutzie und auf 4,8 bis 5,2 x T0Zellen/ml eingestellte Zellsuspension wird fur die
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zytotoxisclen Untersuchungn genutzt. Dafir werden je nach Umfang e
Untersuchungn je 200 pl Zellsuspension pro Kavitatin durchsichtig und nicht
durchsichtig 96-Well-Mikrotiterplatten gegeben.

Die hergestellten Textilextrakte wurden je Versuchseihe und Verdlinnung in
Viefachkestimmung in dé entspechenden 96-Well-Mikrotiterplatten eingesat. In jede
Kavitat wurden 200 | der eingestellten (4,8 bis 5,2 x 19 Zellen/ml) Zellsuspension
gegeben. Danach folgt eine Inkubation d@r Mikrotit erplatten Gber 48 hbei 37 °Cund 5
% CQOp. Im Anschluss wurd das Medium ausjeder Kavitatabgesaugt und durch 100
frisches Medium, Textilextrakt oder Triton X-100 ersetzt. Die so lesticken
Mikrotit erplatten wurden fir 1 h, 24 h und 48 h inkudst. Daszugesetzte Triton X-100
diente dalei als positive zytotoxiscle Kontrolle, daes die Membraren von Ebenden
Zellen  permeabilisiert. Reines DMEM-Komplett-Nahrmedium  diente  als
Negativkontrole

3.10.2 Vollhautmodelle

DieVollhautmodll efur die Untersuchungn wurden von der Arbeitsgruppe von Frau PD
Dr. Hipler an cr Klinik fur Hautkrankteiten am Uniersitatsklinikum &na zur
Verfugung g@stellt. Zur Herstellung werden normaé humare dermale Fibroblasen
(NHDF) zunachst mit Kollagnlésung g@mischt um die dermale Matrix zu bilden (1x1®
Zellen/ml). Diese wurden anschlef3end fir 24 h lei 37 °C und 36 CQO; in Inserts in 12
Well-Mikrotiterplaten mit Subrersmedium kultiviert. Fur de Anzucht dr Epidermis
werden normaé humare Keratinozyten (NHEK) eingesetzt. Die Keratinozyen werden
in Medium susendiert (2x1FZellen/ml) und die Susgnsion auf dé vorkultivierte
dermale Matrix mit den Fibroblasén gegeben. Die Hautmodle werden nach er
Herstellung 6 Tage subners kultiviert und ansché3end wird mit der Air-Lift -
Kultivi erung an @ Medium-Luft-Grenze begonren. Ein Mediumwechs! wird alle 4 bis
5 Tage durchgefiihrt. Die Hautmodhlle kdnrnen nach 12 Tagn im Air-Lift -Medium und
einer vollstandign Differenzierung der Epidermis flr die Untersuchungn genutzt

werden.

Fir die Untersuchung dr hergestellten und am Marktvorhandene Wundauflagn
mithilf e der Hautmodll e wurden aufdiese nach @r vollstandigen Differenzierung 4 mm
grolen Sticlen der Wundauflagn aufgelegt. Vor dem Auflegen der Wundauflagn und
der am Markt befindlichen Vergleichsproduké wurden die Hautmodtlle mit 10 pl
Kochsalzlosung éfeuchiet. Als positive zytotoxiscle Kontrolle wurde 10 ul
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Natriumdodkcylsulfat(sodium dodcyl sulfak, SDS auf Hautmoelle appliziert. Dieses
ist nach OECDBRichtlinie 432 als StandarBositivkontrolle fir die Testung von
Hautmodlen zu \erwenden. Nach 24 h Inkubations# wurden die Auflagen entfernt.
Es wurek stets darauf gachet, dass d@ Auflagen nicht mit c&en Modellen verkleben und

entfernbar sind.

11Ené& fn b atr kuerdf @&3Vr bung dur e&h Wundauf | @

Nach ar Inkubation @& Hautmodl e mit den aufgelegten beschicheten bzw. am Markt
befindlichen Produkén muisen diese fir weitere Versucte entfernt werden. Fir eine
spaere Anwendung von Wundauflapmagrial ist es wichtig, dass dises leicht zu
entfernen ist und leine Verfarbung dr Wundranér oder der Wunce auftritt. Dies wiirdce
die spatre Beurtellung des Heilungswerlaufes beantrachtigen. Fir de Beurteilung
wurden die Wundauflagn mit einer Pinztte entfernt. Lief3en sich dese gut geifen und
ohre Riickstdné entfernen, wurce dies als ASehr Gutii eingestuft. Erlaubten die
Wundauflagn lediglich ein schechtesGreifen, konnen aler dennoch ohe Rickstané
entfernen, galt des alsAGutfi. Lieflen sich de Wundauflagn weder gut geifen noch gut
entfernen (verkleben, einwachgn), galt dies alsAUnzureichend. Eine Verfarbung ar
Wunde durch engebraches Silber kann de Beurtelung der Wunde beim
Verbandvwechsl negativ leantrdchtigen. Weiterhin ist die Mdoglichkeit eines
atraumatiscen Verbandwechsls, wie in Kapite 1.2 beschrieben wurde, eine

Grundvorausszung.

3.12Met hend f ¢r zyUwnd 9 C o hg

Fir grundégende Untersuchungn ist eine Uberpriifung dr Zytotoxizitat an
Monolayerzellkulturen schrell und eff ektiv. Einfache Zellkulturen kdnren im Gegensatz
zu kompekxeren Modellen und Organismn leichter kultiviert und gut als ¥rgleich
genutzt werden. Durch Verdinnungsgihen konren Extrakie aus a@n beschicheten
Wundauflagn in verschiedenen Stuen auf ihe zytotoxiscle Wirkung hin charaldrisiert
werden. Einbesoncderer Nacheil bei der Beurteilung von Wirkstofen oder Produken an
Monolayerzellkulturen ist die erhdhte Sensitivitat dieser Kulturen. Diese Sensitivitat ist
mit dem fehlenden Zellverbund auextrazllularer Matrix, weiteren Zelltypen undeinem
fehlenden Blutkreislauf zu [legrinden. Der Nacheil besteht darin, dass
Wirkstoffkonzentratioren, die von einem kompkxen Sysem noch gut tadriert werden,

auf Monolayrzellkulturen bereits zytotoxisch wirken konren. Dies kann zu
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Einschrankunen in den verwendeten Wirkstoffkonzntratioren bei der Einsellung der

Beschichtungsparaater kommen. Jedoch beten diese Monolayerzellkulturen eine gute

Abschatzung es zytotoxisclen Poenzials und g@ben Aufschlussiber mdgliche zellulare

Immunantworen der Zellen. Fir die Uberpriifung ds zytotoxisclen Poenzials der

antibakeriellen Wundauflagn an Mondayerzellkulturen wurde der ATP- undder BCA-

Assay @nutzt Weiterhin wurden an Vollhautmoelen die Interleukine IL-1 U , -6 und.
IL-8 sowie LDH gemessen und ein MTT-Assay durchegfthrt. Interleukine sind
Indikatoren fur Immuneaktioren in den Zellen. Als Beispiel ist die Stimulation abr

Kollagenproduktiondurch I-1 U  2mmen. iAinhand ér Versuchsplanung wird di
Anzahl anMikrotiterplatten und somit d@ Menge an zu ungrsuclenden Extraken

festgelegt. Wesentlich ist eine genawe Planung ds Layouts @r Mikrotit erplatten undeine

umfasende Dokumentation. De genutzen Mikrotiterplatten der Firma Geiner sind in
mehreren unerschiedlichen Dimensioren und Modcklen verfligbar. \erwendet wurden

96-Well-Mikrotiterplatten, diese erlauben die Messung von ze verschiedenen

Textil extrakten in den Konzentratioren von 100%, 75 %, 50 %, 25 % der originalen

Textilextrakte. Somit ergab sich auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte fur jede

Konzentrationeine Vierfachkestimmung.Sowohl fir Monolagrzellkulturen als aich fur
Vollhautmodtll e wurden verschiedene Assaysgenutzt. Diese Assays sind irmrakelle 16

als Ubersichtdargestellt.

Takelle 16; Verwendete Untersuchungsrethoden fiir Morolayerzellkulturen und Vollhautmodlle.
(V= genutzt, x = nicht gnutzj

Methode Monolayerzellkulturen Vollhautmock!
ATP-Assay \% X
BCA-Assay \% X
LDH-Assay X Vv
MTT-Assay X \%
Interleukine 16,8 x v
Histologiscle Schnite X \%
HE-Farbung X Y

3.12.1 ATP-Assay

Um die metaboliscle Aktivitat zu bestimmen und eine mdgliche Zellschadigung dr
HaCaT-Keratinozyen-Monolayerzellkulturen durch toxiscle Stoffe nachzuveisen, wird
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dasATPlite Luminescence Assay Systm (Perkin Elmer, Version 2002, 5000 Assay Kit
genutzt. Gkichzeitig erlaubt dieses Kit eine Quantifizierung der Ergebnise. Das

Verfahren beruht auf e identischen Reaktion der in Kapitel 3.8.1beschriebenen ATP-

Messungan Bakterien und ist aufgrund ener guten Reproduzerbarkeit und hole

Sensitivitat eines der Standarderfahren bei zytotoxischen Untersuchungn [109]

FUnfzehn Minuten vor Beginn des Versuches wurden in drei der Kontrollkavitaen, in
denen sich Z&llen mit DMEM-N&hrmedium befancden, Lysepuffer hinzugegeben. Dieser
fungierte als zweite positive Kontrolle, erganznd zu ém bereits verwendeten Triton. Im
Vorfeld der Versucte wurden ATP-Kalibrierkurven hergestellt. Der Standard(ATP-
Konzentrat ces Assaykity wurde dabei stufenweise in Verdiinnungn von 10 “mol/l auf
10 ®mol/l in die Mikrotiterplatte in Doppelbestimmung mit ¢ 10 pl gefiillt, weiterhin
wurden zwel Kavitaten, welche als Blank denten, lee gelas®en. Die so hestlicken
Mik rotiterplatten wurden je Kavitat mit 100 ul DMEM Medium gefillt. Im Anschluss
daranwurden in jede Kavitat 50 pl des Zelllysepuffers pipettiert. Hiernach wrde die
gesame Mikrotiterplatte bei 700 rpm fir 5min geschitelt, um das zytosolisehATP
freizusetzen. Im nachsn Schritt warden 50 pl Substratlésungles Assaykitsin jede
Kavitat gegeben und unér lichtgeschitzen Bedingungen fur 5 min geschutelt. Nach
einer zehnmindtigen Inkubation, velche ebenfalls uner Lichtausschluss durgefihrt
wurde, erfolgte die Messung im Luminorater LUMIstar galaxy(BMG Labtechrologies
GmbH, Deutschlangl.[129] Gemessne ATP Werte unter 70 % des ATP-Gehaltes cer
Referenzen (HaCaT £llen nur mit Medium inkubert) galten als zytotoxisch.

3.12.2 BCA-Assay

Ein weiteres analytiscles Verfahren ist die Proeinbestimmung welche mit dem BC-
Assay Proein AssayKit (Uptima, interchim) durchgfuhrt wurde, welcher auf cer
Biuret-Reaktion keruht Der BCA-Assay wur@ in Erganzung zu eh ATP-Assay an
Monolayerzellkulturen durchgfihrt, um diesen mit einer zweiten Methode abzusiclern.
Erhdhes zytotoxiscles Verhalten der Zellkulturen in Kontakt mit den Textil extrakten
sorgt fur gringeres Zellwachstum und somit im Unekrschluss fir wniger Proeine in
den einzelnen Kavitaen der Mikrotiterplatten, wasein weiteres Mal3 fur eventuelles
zytotoxiscles Verhalten ist. Dieses Testverfahren beruht darauf, dassPeptidbindungn
der Protine CU?* -lonen unter bestimmien Bedingungen zu Cu-lonen reduzieren. Die so
reduzierten Cu'-lonen bilden mit Bicinchoninsawe (BCA) einen violetten Farbkompdx.

Bei 562 nmweist der Farbkompéx ein Absorptionsmaximunauf,dessen Intensitat diekt
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proportional zur Prainbruttdkonzentration ist (in Abhangiglkeit von der Menge an
Peptidbindungen).[130]

Fir die Proeinbestimmungn wuden durchsichti@ 96-Well-Mikrotiterplatten
verwendet. Hierbel wurden die mit den Extraken beaufschlagtn MTP mit den
angezlcheten Mondayerzellkulturen nach 1, 24 und 48h genutzt. Der
Nahrstoffiberstand wude verworfen und de Kavitaten zweimal mit Dulbec ¢ 0 6 s
gespult, umdie toten Zellen herauszuwasaén. Nach @m Beflll en aller Kavitaten mit 75
ml Lysepuffer wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Folie abgedeckt und fir
15 min geschitelt. Nach weiteren 15 min im Wasarbad e 90 °C wuden die Platen
nach Abkuhlunguf RTbis zur weiteren Verwendungeingefroren. Vor dem Beginn des
zweiten Versuchsabschnis wurden die Proken auf aen Schitelinkubator fest fixiert,
um aufzutaen. Zur Bestimmung @s Proeingehalts im ZAllysat wuwde eine
Standardkurg durch de 1:2-Verdinnungseihe des BSA-Standard mit dem PBS
Lysepuffer hergestellt. In neue MTP wurden je 25 pl des Standards (in
Doppelbestimmung beziehungsvweise des Zelliberstands aus ar aufgetauien
Mikrotiterplatte pipettiert. Im Anschluss wurd die Arbeitslosung in ak Kavitaten
gegeben und nacleiner Inkubationseit von 30 min & 60 °C undAbkuhlungauf RTim
FLUOstar Galaxy(BMG Labtechnologes GmbH, Rutschland gemessen. Gemessene
Proein-Werte unter 70 % des Proein-Gehaltes der Referenzen (HaCaT Zllen nur mit
Medium inkubert) galten als zytotoxisch.

3.12.3 LDH -Assay

Fur die Uberpriifung dr Zellschadigung ist di LDH-Bestimmung im 2lliiberstandeine
einfache Erganzung fur arste Assays we den MTT-Assay o@r die Beurtellung der
histologisclen Schnite. Diese Methode wurde mit dem Cytotoxicity Detection Kit
(LDH) (Roche) durchgefiihrt. Es dente zur Quantifizerung der Zelllyse, baserend auf
der Aktivitditsmessung er LactatDehydrogenae (LDH). Letztere wird bel der
Schadigung & Zellmembran feigesetzt. Das feigesetzte LDH kann somit diekt aus
dem Uberstand(Nahrmedium) der jeweiligen Kultur abgnommen werden. Demzufolge
lasst eine erhohe LDH-Konzentration auf das ermehrte Auftreten von
Zellmembranschéeh schlef3en. Die ablauende Reaktion kann dalki in zwel Schritte
unterteilt werden. Zu Beginn wird Lactat durch @i LactatDehydrogenas zu Pyruvat
oxidiert. Dies fuhrt dazu, dass NAD+ zu NADH und H+ uesgzt wird. Im zweiten
Schritt dr Reaktion werden Wassrstoffatone vom Triphenyltetrazoliumchlorid in
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Formazan Uértragen. Die Konzentration an Formazansa{mt) ist direkt abhangig von
der LDH-AKktivitat. Dabei ist die Menge des roen Farbstofés proportional zur Anzahl
der lysierten Zellen[120]

Flnfzhn Minuten vor cen eigentlichen Messun@n wurcden in zwei Kavitaten, in denen

sich die Zellen mit reinem Medium befanden, der Lysepuffer hinzugegeben. Vor Beginn

der Versuchsdurchfiihrung wuedder Catalyst(Solution 3 in 1 pl destilliertem Wasgr

gelost, gemischt und fir ehn Minuten ruhig sehen gelasen. Nach @m Ablaufen der

Inkubationseiten wurden je Kavitat 80 pl vom Ulerstand @r durchsichtign 96-Well -

Mikrotiterplatten abgnommen und ineine neue 96-Well-Mikrotit erplatte tGberflhrt. Die

Herstellung des Reaktionsgemiscles erfolgte kurz vor cer eigentlichen Verwendung. Es
wurden 80 pl von @m Reaktionsgmisch zu eder Kavitat hinzuggeben. Nacheiner

Inkubationseit von 30 min ungr Lichtabschlussrfolgte die Absorptionsnessung im
FLUOstar Galaxy (BMG Labtechnologes GmbH, [Rutschlandl[131] Fur die

Monolayerzellkulturen wurde kein LDH-AssayTest durchgfihrt, da falsch posite
Ergebnise aufgrund von Irgraktionen der Silberionen mit Kit-Bestandeilen zuerwarten

sind. Derartige Interaktioren wurcen auch schon in aeten Verdffentlichungen

beschrieben.[132] Somit keschranke sich de Anwendung @s LDH-Assays auf en

Zelliberstanddes Mediumsder Vollhautmodtll e (siehe Abbildung17 links).

3.12.4 MTT -Assay

Das MTT-Assay wird @nutzt, umdie Zellvitalitat bzw. die Schadigung an élen zu
visualiseren und zu charaktisieren. Er keruht auf e Reduktion des wassrldslichen
gelben Farbstofés 3- (4,5-Dimethylthiazol2-yl) -2,5diphenyltetrazoliumbromidMTT)
zu einen blaten/violetten wassrunloslicken Formazansalz. Erstmalig wardieser Test
von Mosmann 1983dschreben.[133] Die Umwandlung ds Farbstofés geschieht dalei
nur in netabolisch aktien Zellen und ist somit dekt proportional zm Anteil
lebensfahiger Zellen in der Zellkultur. Eine abrehmende Farbung von Kultuen oder
komplexen Modellen ist ein Zeichen fir zytotoxiscles Verhalten der getesteten
Substanen. Einzlne Zelllinien zeigen unterschiedlichausgprage Aktivitat in der
Umsetzung s Farbstofés in Abhangigkit vom Alter der Zellkultur, somit solle der
Test immer andie entspechende Zelllini e angepasst verden.[134]

Nach 24 h Inkubation @& Hautmodblle im Brutschankmit den aufgelegten Textilien
wurden slbige entfernt und das Hautmatl mit dem Insert aus @ Mikrotiterplatte

entfernt. Im Anschlus®rfolgte die Teilung des Hautmoell es miteinem Skalpell in zwei
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identische Halften, siehe Abbildung17. Im Anschluss wurdjeweils eine Halftein 600ul
MTT-LOsung ineine 12-Well -Mikrotit erplattegegeben (siehe Abbildung18). Nacheiner
Inkubdionszit von 2him Brutschrank wurddie MTT-L6sung abgsaugtDie Kavitaten
der MTP wurden im Anschluss mitjeweils 2000 | Isopropanol gftllt, um den
gebildeten Farbstoff auseh Zellen zu [6®n. Nacheiner weiteren Inkubation vor2 h auf
dem Schuttér erfolgten die Abnahme von 200 pl @r gefarbten Losung@n und eine
Messung €@r LOsungen im Reader. Die Intensitat ar Farbung ist in dakten
proportionaén Zusammenhang mit @ Anzahl an ¢benden Zellen in den
Vollhautmodlen.

Abbildung17: (links) Hautmoatll e in 12-Well-Mikrotiterplatte in Inserts. (mittig) Entferntes Insert aus
MTP. (rechtg Halbiertes HM fir MTT-Assay und HEFarbung.

Abbildung 18: Halbierte Hautmodalle in MTT-L&sung.

3.12.5 Interleukine

Interleukine gehdren zu den Zytokinen und sind korgreigene Botenstoffe fr die Zellen
des Immunsysms. Inerleukine treten als \ermittler bei der Kommunikation @ an
Immunreaktioren beteiligten Zellen auf. De verschiedenen Interleukine halen
mannigfacle Wirkungen auf das Immunsyatin und kdnen Abwehrreaktionen einleiten

oder vermindern.

Interleukin-1-alpha(lL-1a) ist im Allgemeinen fur Entzindungsaktioren, Foéraerung
von Fieber und Spsis erantwortlich (proinflammatorisces Zytokin). Es spélt eine

zentrale Rolle bei der Regulation der Immunantwort ds Korpers. IL-1a wird konstitutiv
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durch Ephielzellen produzert, hierbel sind die gro3en Mengen in der menschlicken
Epidermis zu fincen, wo sie hauptsachlich von &atinozyen produzert und freigesetzt
werden. Weiterhin initiiert IL-1a unter anderem die Proliferation von Fibroblagnh und
die Sekretion der Kollagenas, wodurch die Wundheilung beschleunigt werden
kann[135]

Interleukin-6 reguliert wie ancere Zytokine die Entziindungsaktionen des Organismus.
Es wirkt als Diferenzierungsfaktor fur Lymphozgn und Aktivi erungsfator fur T-
Zellen. Es Ilewirkt die Synthese verschiedener Faktoen der unspezifischen
Immunantwort. Erhol IL-6-Werte im Serum odx Plasma ®ten bel allen
Entzindungssaktionen im Korper auf wie Sepsis, Gwebeschaen oder bakeeriell en oder
viralen Infektionen. Die Konzentration an I6 korreliert dakei mit der Schwere der

Sepsis.

Interleukin-8 gehdrt ebenfalls zu aén Zytokinen undist stark in de Immunantwort és
Korpers involviert. Hierbei bewirkt IL-8 uner anderem die Anreicherung von
neutrophilen Granulozyen am jeweiligen Infektionsherd entspechend den IL-8-
Gradienten. Weiterhin ist IL-8 an d@r Angiogenese beteiligt und ist somitein wichtiger
Faktor fur de Wundteilung.

Alle genutzen Interleukin-Assays funktioreren nach é@m Prinzip eines nicht
kompetiven Assays (Sandwichimmunassay in welchem ein jeweils spezifisches
Antigen (IL-1a, 1I-6 und IL-8) an einem markerten Antikdrper gebunden wird. Dieser
kann danrentspechend des AssaygHerstellerangalen) quantifiziert werden.

3.12.5.1 Interleukin-1-alphaELISA

Die Durchfuihrung ds Versucles wurde nach a@r Anleitung des Assays Kits von R&P
Sysem Human 1l-:1 alpha/I-1F1 Quantikie ELISA Kit ausgfuhrt. Durch de Bindung
von humaem IL-la durch monoklona Antikorper und einen zweiten Biotin-
gekoppelten Antikorper sowie einer Streptavidingekoppelten Peroxidae wird die
Bindung sichtbar gmacht. Als Substrat wird TMB egutzt und durch Sgptavidin
gekoppelte Peroxidag zu einem Farbprodukt umesetzt. Gestoppt wird de Reaktion
durch de Zugake von HbSQu. Mithilf e einer Kalibrierkurve, welche nach Ankitung mit
den Materialien im Assay Kit angfertigt wird, kannder Test quantitativ ausyvertet

werden.
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Zuerst wurde die mit einem IL-1a-Antikorper beschichete MTP dreimal mit 400 pl
Waschpufér pro Well gewasclen und im Anschluss mit 3qQ@/Well Reagent-Diluent fur
eine Stunck geblockt. Danach folgt ein analogs Auswascln mit Waschpu#r. Nach
dem Pipettieren von 200 pl Standad (des Assayy und Prolen (Uberstand ar
Nahrstofflosung & Hautmodle) in Doppelbestimmung erfolgte eine zweistindige
Inkubation @ RT. Nach desem Schritt erfolgte ein abermaliges Wasclen mit
Waschpufér. Hiernachwurden in jedes Well 100 pl biotinylierter Antikdrper gegeben
und fir 2h bei RT inkubiert. Nach desem Schritterfolgte ein erneutes Wasclen mit
Waschpufér. Streptavidin-Peroxidase wird in jedes Well der MTP gegeben und unér
Lichtausschluss fur 2fhin inkubiert. Im Anschlusserfolgte ein erneutes Wasclen mit
Waschpufér und de Zugale von jeweils 100 pl TMB-Substratlésung e Well.
Abschlie3end wurde die Plate unter Lichtausschluss inkubit und nach 20min die
Reaktion mit 50ul Schwefelsaue (H-SQy) abgestoppt. Es folgt die Absorptionsnessung
der L6sungen injedem Well bei 450 nm.

3.12.5.2 Interleukin-6-ELISA

Die Messung s Interleukin-6 wurde mithilfe eines AssaysHuman 16 ELISA
development kit (HRP) von Mabtch durchegfliihrt. Die prinzipielle Durchfihrung ist
identisch mit 3.12.5.1 Interleukin-1-alphaELISA. Zu Beginn wurde die mit IL-6-
Antikorpern beschichtete Mikrotit erplatte zweimal mit PBS gwasclen und im Anschluss
mit 200 pl Inkubatians-Puffer pro Well fur eine Stunce blockiert. Hierauf folgte ein
finfmaliges Wasclen der Plate mit 300 ul PBSTween pro WeIl. Im nachséen Schritt
wurden jeweils 100 pl Proken (Uberstand @ Nahrstofflosung e Hautmodile) bzw.
Standarddes Assaysin die entsprechenden Wells pipettiert und fir 2h bei RT inkubiert.
Hiernach folgte ein erneutes Wascten aller Wells mit je 300 ul PBSTween. Fur de
Reaktion wureen nun 10Qul Biotin-markierte Antikdrper in jedes Well gegeben und fur
1 hbei RT inkubiert. Im folgenden Schrittwurden alle Wells abkermals gewasclen undes
wurde StreptavidinPeroxidase in die Wells gegeben. Die MTP wurde nach @ Zugale
von Steptavidin-Peroxidase fir 1 h bei RT inkubiert, es folgte ein fliinfmaliges Wasclen
mit 30Qul/Well PBSTween. Abschlief?end wurde die Plate unter Lichtausschluss
inkubiert und nach 20 min diReaktion mit 50 pl HSQOs abgestoppt. Es folgt die
Absorptionsnessung @r Losungen in jedem Well bei 405 nm.
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3.12.5.3 Interleukin-8-ELISA

Die Durchfiihrung ds Versuclhes wurde nach a@r Anleitung des Assays Kitsyon R&D-
Sysem Human I[L-8/CXCL8 Quantikie ELISA Kit ausgfuhrt. Die prinzipielle
Durchfuhrung ist iégntisch mit3.12.5.1Interleukin-1-alphaELISA. Zuerstwurde die mit
IL-8-Antikorper-beschichete Mikrotit erplatte dreimal mit 400 ul Waschpufér pro Well
gewasclen und im Anschluss mit 30Ql/Well Block Buffer fir eine Stunde geblockt.
Danach folge ein analogs deimaliges Auswascben mit PBSTween. Nach dm
Pipettieren von 10Qul Standad (des Assaysund Prolen (Uberstand @ Nahrstofflosung
der Hautmoatll e) in Doppelbestimmungerfolgte eine zweistiindige Inkubation ke RT.
Nach desem Schritterfolgte ein erneutesVascten mit Waschpu#r. Hiernachwurden
in jedes Well 100 ul Detection Antibody ggeben und fiir 2h bei RT inkubiert. Nach
diesem Schritterfolgte ein erneutes Wasclen mit Waschpu#r. StreptavidinPeroxidase
wurde in jedes Well der MTP gegeben und fur 20min inkubiert und danach mit
400ulWell PBS-Tween gewasclen. AbschlieRend wurde die Plate unter Lichtausschluss
inkubiert und nach 20 min diReaktion mit 50 pl HSQs abgestoppt. Es folgt die
Absorptionsnessung @r Losungen in jedem Well bei 405 nm.

3.12.6 Anfertigung von histologischen Schnitten

Die Herstellung der histologisclen Schnite begannmit der vorsichtigen Entfernung abr
Hautmodhlle aus @n Inserts der Mikrotiterplatten. Die entfernten Hautmoeil e wurden
mittig in zwei annahrendjleich grofe Halften unter Verwendung eines Skalpedjteilt
(siehe Abbildung 17). Eine Halfte des Hautmodlls wurde mittels Einkettkasstte in
Formalinlésung ggeben. Mittels Histokirette wurden die Hautmodtlle im Anschlussur
Entwassrung in einer aufseigenden Konzentratiorsrelhe von Ethanolbel 40 °C
inkubiert. Es folge eine Behandlung @ér Hautmodl e mit 40 °C temperiertem Xylol far
45 min undim Anschlusserneut zweimal fir 60 min. In den nachsén Schriten wurden
die Modelle in 60 °C warnes Paraffin ggeben (insgesamt fir 200 mih Daraufolgend
konnten die Hautmoatll e mit 60 °C warmem Paraffin in Blocle gegos®n und ausehariet
werden. Um die Hautmodl e mittels Mikrotom zu schaden, wurden die Blocke auf-15
°C abgekuhlt. Die resultierenden Schnite haten eine Starke von circa4 um undwurden
direkt nach @m Schnitt in 40°C warmes Wassr gegeben. Die so fertigen Schnite
konnen auf Obgkttrager aufgezogen werden. Ein anschéf3endes Trockren der
Objekttrager erfolgtein zwei Stufen bel 45°C und 6°C fiurje 35minim Warmeschrank
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Als letzter Schritt vor dr HamatoxylinEosinFarbung (HE-Farbung wurde das
enthaliene Paraffin durcheine abstigende Alkoholreihe entfernt.

Die HE-Farbung iskine Ubersichtsfarbung, wiche in der Histologie sehr gebrauchlich
ist. Damitist es moglich,bildgebende morphologisck Mikroskopie-Untersuchungn an
Gewebeproben durchzufuhen. Der Farbstoff Hamatoxylin wird mits Oxidation zu
Hamagin umgawandelt, weiterhin entsieht durcheine Chelatbildung auch Hamalaumit

dieser Verbindung verden saue Gewebestruktuen wie Phosphatgrupgn der DNS blau
gefarbt. Samtlicle eosinophien Struktuen wie Zellplasmaprogine, Kollagen, Kreatin
und Mitochondren werden mit dem Fabstoff Eosin rot gfarbt[136] Die Farbung ér

HautmodblIschnitte erfolgt dakei in einen automatiserten Farteautomaen.

313Ausewt ung und Statistik

Samtlicke Versucle wurden mindestens in Deifachbestimmung durchgfiihrt und
zweimal wiederholt (n=2). Hierbei wurden alle Einzelergebnise und de

Wiederholungsnessung zweinem Mittelwert mit Standagdlabweichung zusammengefasst.
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4 Erehniess

Im folgenden Abschnitt verden die Ergebnis®e der verschiedenen Untersuchungn

(sowohl biologisch als auch physikalischdargestellt. Zunachst werden die

Materialcharakeristika der hergestellten Wundauflagn vorgestellt. Im Anschluss folgt
die Darstllung der Ergebnis® der Untersuchungn der antibakeriellen Aktivitat der

hergestellten Wundauflagn. Zum Abschluss erden die Ergebnis® der zytotoxisclen

Untersuchungn beschrieben.

Im Ergebnis cer vorliegenden Arbeit sind zwei verschiedene Grundmagrialien A und B
(siehe Kap.3.2undTakbell e 9) mit verschiedenen Precursoen (siehe Kap. 3.3) beschichét
worden. Die einzelnen Material- und Pecursorkombinatioen sind ineiner Ubersicht in
Tabelle 17 dargestellt. Die gewahlten Beschichtungsparaeter fur die Herstellung der
achtverschiedenen finalen Material- bzw. Precursorkombinatioen sind in Tabelle 18
aufgefuhrt. Die Beschichtungsparaater wurden anhand vonVorversucken mit
Bakterienzellulose, Lyocell und der PES/C\fTextilien ermittelt, deren Resultae den
jewelligen Darsellungen der Ergebnise der antibakeriellen und zytotoxischn
Untersuchungn vorangstellt sind. Teil e dieser Arbeiten und ar daraus esultierenden
Ergebnisse wurden bereits in wissenschatftlicken Journagén und Buchleitréagen publiziert
sowie teilw eise paentiert.[104][137][138][139]

Takelle 17: Ubersicht Matrial- und Pecursorkombinatioen der beiden Materialien A und Bund cer vier
verschiedenen Precursoen.

Abkirzung | Material Precursor(Konz. m% Wirkstoff)
AgNaMA Material A Silbernanopartilelprecursor(5 %)
AgNaMB Material B Silbernanopartilelprecursor(5 %)
AgNiMA Material A Silbernitratprecursor(5 %)

AgNiMB Material B Silbernitratprecursor(5 %)

ZnNaMA Material A Zinkoxidnanopartiklprecursor(25 %)
ZnNaMB Material B Zinkoxidnanopartiklprecursor(25 %)
ZnNiMA Material A Zinknitratprecursor(25 %)

ZnNiMB Material B Zinknitratprecursor(25 %)

SIOMA Material A Reine Siliziumdioxidschicht

SiOMB Material B Reine Siliziumdioxidschicht

RefMA Material A Unbehanckltes Maerial A
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Abklrzung | Material Precursor(Konz. m% Wirkstoff )

RefMB Material B Unbehandtltes Magrial B

Tabelle 18 Gewahlte Anlagenparaneter fur Wundauflagnbeschichtungn, resultierend aus
Vorversucten und Magrialeignung.

Paraneter Bereiche

Leistung Plasmaanlag 250 W

Vordruck Arkeitsgas 6 bar

Abstand Aufénelektrode zu Substrat 12 mm

Raser flr Beschichtung 3 mm

Arbeitsgas Druckluft

Frequenz Automatik

Vordruck Zweistoffdiise 1,5 bar

Fluss Tragrgasstrom LARS 10 Fmin

Fluss HMDSO(erster Precurso)) 7 ml/min (gasformig

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

Verfahrgeschwindigleit Substrat 200 mm/s

41 Madr i al cé&rarsda k tk a

4.1.1 Visuelles Erscheinungshbild der beschichteten Textili en

DurchBeschichtung dr Textili enunter Verwendung aér APCVD-Technik mittelsin eine
Siliziumdioxid-Matrix (SiOx) eingebetteten verschiedenen Precursoen (Silber und Zink
ergalen sich teilweise visuelle Veranderungen im Vergleich zu den nicht kehancdilten
Ausgangsxtilien (siehe Abbildungen 19 und 20). Die reine SiO-Matrixschicht
verancerte dasmakroskopiscl Erscheinungsbild a@r Textilien nicht. Die zinkhaltigen
Beschichtungn (ZnNa, ZnN) verancerten die visuelle Erscleinung der Textilien
ebenfalls nicht, da dise als Grundfark ebenfalls einen hellen Farbton aufsisen.
Beschichtungn mit Silbernitratprecursor (AgNi) ergalen einen gelblichen Farbton,
welcher in Abhangigleit der Dosierrate an Farbingnsitatzunahm Beschichtungn mit

Silbernanopartiledprecursor(AgNa) ergaken einen leichten silbrigen Farbton.
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Wie in den Abbildungen 19 und 20 zu erkennen ist, wareine Verfarbungnur bei der
Nutzung vonAgNi-Precursor flr de beiden Materialien visuell deutlich erkennbar In
Abbildung 21 sind mikroskopiscé Aufnahmen von mit Sillernitratprecursor (AgNi)
beschicheten Materialien A (AgNiMA) und B(AgNiMB) dargestellt. Es zigte sich das
Fasrn, welche naker an der Oberflache gelegen waren, eine intensivere Farbung durch

die Beschichtung mittls AgNi-Precursorerhielten.

[Material A || "Material A [ Material A Material A___|| Material A ol Viatesinl &
unbeschichtet SiO, Zinkoxidnanopartikel] ~Zinknitrat Silbernanopartikel | Silbernitrat Silbernitrat
25 pl/min 25 pl/min 35 pl/min 35pl/min 70 pl/min
Abbildung 19: Visuelles Erscleinungsbild von Madrial A nach @r Beschichtung mit dn verschiedenen
Wirkstoffprecursoen.

Material B | Material B

Material B | Material B Material B | Material B Material B
"unbeschichtet SiO Zinkoxid rtikel | Zinknitrat Silbernanopartikel | Silbernitrat Silbernitrat

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

Abbildung 20: Visuelles Erscleinungsbild von Madrial B nach @ Beschichtung mit dn verschiedenen
Wirkstoffprecursoen.

Abbildung21: Mikroskopiscles Erscleinungsbild eér beschicheten Materialien A (links) und B(recht9
nach @r Beschichtung mit Silbrnitratprecursor(AgNi). Im oberen Bereich des Bildes vergréferte
Darstllungen der Vertiefung der Materialien (Lamminierungssglle). Eine Ubersicht der Materialien im
unteren Bereich des Bildes.

4.1.2 Rasterelekiron enmikroskopie (REM)

Untersuchungn mittels Raserelektronenmikroskope wurde an cen beschicheten und

nicht beschicheten Textilien durchgfuhrt. Ziel war eine Visualisierung cer
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abgeschiedenen Schichén auf dn einzelnen Textilbestandélen (Fasrn) fir eine
Abschatzung e Schichthomognitat und Partiklverteilung auf der Oberflache. Um
diese Analyse durchzufihen, wurden alle Textilien zuvor mitels einer Goldschicht
bedampft um diese leitfahig zu maclen, was fur dé Rasereektronenmikroskopée

teilw eise notwendig ist.

Nicht beschichete Materialien A und B sind in @n Abbildungen 22 und 23 dargestellt.

Wie bereits bel der Materialvorsiellung erwahnt bestanen beide Materialien aus
Polyamid(PA) und Viskog (VI). Die Fasrn der Materialien untrschieden sich eutlich.
Polyamidfasrn haten einen groferen Fagrdurchnesser, hingegen waten Viskosefasern

kleiner und séts geblindelt. In Abbildung24 und25sind dereinen SiOy-Matrixschichen
auf keiden Materialien dargestellt. Diese waren durcheine rauve Strukturgekennzeichnet.

In den Abbildungen 26 bis 33 sind alke Material- und Wirkstoffkombinatioen der silber-

und zinkhaltign Beschichtungn fur Material A und Bdargestellt. Es zigte sich dass
die Struktuen, welche auf den einzelnen Bestandellen (PA und VI der Materialien
aufwuchen, identisch zu @nen der reinen Siliziumdioxidschichén erschienen.

Mikroskopisch lonnien diese ohre weitere Elementanalygn nicht unérschieden werden,
auch venn die Struktuen in den Abbildungen nicht absolut idntischdargestellt werden
konnien, aufgrund von pragrations und aufladungsilingten Besonderheiten bei der
raserelektronemikroskopisclen Analys. Daraus folgrnd wurden sowohl Siller- als
auchZinkoxidnangartikel in die Schichen eingebaut.

Abbildung22: Material A ohre Beschichtung Abbildung 23: Material B ohre Beschichtung
(MA). Links PA-Fagr, RechtsVI-Fagrn (MB). Links PA-Faser, RechtsVI-Fagrn
(MaR3stalb pm). (MaRstakb pm).
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Abbildung 24: Material A mit reiner Abbildung 25. Material B mit reiner
Siliziumdioxidkeschichtung(SIOMA). Links PA-  Siliziumdioxidbeschichtung(SIOMB). Links PA-
Fagr, RechtsVI-Fasrn (Mal3stalb um). Fasr, RechtsVI-Fasrn (Mal3stalb um).

Abbildung 26: Material A mit Silbernarjopartilel Abbildung 27: Material B mit Silbernanopartilel
aus Silernanopecursor(AgNaMA). Links PA- aus Sillernanopecursor(AgNaMB). Links PA-
Faser, RechtsVI-Fasrn (Mal3stalb pum). Fasr, RechtsVI-Fasrn (MaRstalb pm).

Sp RS 1 sum : “Spm

Abbildung 28: Material A mit Silbernanopartilel  Abbildung 29: Material B mit Silbernanopartilel

aus Sillernitratprecursor(AgNiMA). Links PA- aus Sillernitratprecursor(AgNiMB). Links PA-
Fasr, RechtsVI-Fagrn (Mal3statb um). Fasr, RechtsVI-Fagrn (Maflstalb um).

. | Sum |
Abbildung 30: Material A mit Zinkoxid aus Abbildung 31: Material B mit Zinkoxid aus
Zinkoxidnanopecursor(ZnNaMA). Links PA- Zinkoxidnanopecursor(ZnNaMB). Links PA-

Fagr, RechtsVI-Fasrn (Mal3stalb pm). Faser, RechtsVI-Fagrn (MaRstatb pm).

Abbildung 32: Material A mit Zinkoxid aus Abbildung 33: Material B mit Zinkoxid aus
Zinknitratprecursor(ZnNiMA). Links PA-Fasr,  Zinknitratprecursor(ZnNiMB). Links PA-Fasr,
RechtsVI-Fagrn (Malstalb um). RechtsVI-Fagrn (Mal3stalb pm).
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4.1.3 Rontgenphotoelektron enspektroskopie (XPS)

4.1.3.1 Tiefenprofil mittels XPS

Untersuchungn mittels XPS wur@én durchgfiihrt, um den Schichtaufbau et
abgeschiedenen Schichen im  Tiefenprofil darzusellen. Die Untersuchungn des
Schichtaufbaes wurcen an Siliziumwagrn durchgfiihrt. Eine direkte Ubertragung @r

auf den Wafern gemessnen Gesamtnengen an Silber und Zink auf die jeweiligen
Wundauflagn bzw. Textili en ist jedoch nicht oheweiteres moglich Auf Siliziumwatern
abgeschiedene Schichtsystme wurden mittels einer lonenquelle abgetragen und
analysert. Die Atzzeit korrelierte hierbei mit den Schichtdickn der abgeschiedenen
Schichen. Die Schichen wurden demzufolge bis auf das Imdrface zwischen
Schichtsysgm und Siliziumwaér abgtragen (Krater bzw. Durchnesser des
abgetragenen Bereiches circa 5 pn). Als Resultat erhalt man de elementare
Zusamnensetzung Uler den Verlauf der Schichen in Abhéngigleit von der Zeit. Eine
Atzzeit von etwa 100 s entsprah 10 nm Schichttefe. Der gemessene Ubergang @s
Interfaces zum rinen Siliziumwakr befindet sich pweils am Schnittpunkt der
Saterstoff- und Siliziumlinie, an welcher die applizierte Siliziumdioxidschichtin reines
Silizium Ukergeht. Der gemessne fli eRende Ubergangist mit der unscharén Abtragung
und cer nicht klaen Atzkane auf dem Watfer zuerklaren. Die erh6hen Kohlenstoffwerte
auf allen Proben am Anfang ¢der Messung waen der naturlicken Verunreinigung der

Proken mit Kohlenstoff an Atmosph&ndruckumgbung zuzuschaben. Abbildung 34
zeigt den gemesenen Verlauf von Zinkoxid-dotierten Schichén, welche mit
Zinknitratprecursor lergestellt wurden. Der Zinkgehalt lag durchschnittlich b 5 At%.

Abbildung 35 zeigt das Schichtsysin, welches mit Zinkoxidnanoparti®n als Pecursor
hergestellt wurde. Hierbei konnten im Mittel nur geringe Spuen in der Grolenordnung
von 0,36At% von Zink nachgwiesen werden. Abbildung 36 zeigt den Verlauf einer
silberhaltigen Schicht hergestellt aus Sillernitrat als Pecursor. Cr Silbergehalt war im
oberen Bereich der Schicht bis circa 20 nnmessbarund lag bel etwa 5 At%. Bel

Annahkerung an das letface konnte Silber nur noch in Spuen (0,3 At%) nachgpwiesen

werden. Abbildung 37 zeigt den Schichterlauf der silberdotierten Schichen hergestellt

mit Silbernanopartilel-Precursor. Cr Silbergehalt war mit durchschnittlicii,49 At%

Uber den gesamen Schichterlauf konstantin Tabell e 19 sinddie mittleren Gehalte aller

Elemente Gber die gesame Schichttefe kompakt dargstellt.
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Abbildung 34: Verlauf der Elementarzusamrensetzung (XPS Tiefenprofil) einer Zinkoxid-dotierten
SiO-Schicht(mittels ZinknitratpecursorZnNi) auf Siliziumwagr. Dargestellt ist die
Elementzusamrensetzung in Abhéngigkit vonder Schichttefe (Atzzeit) fir Zink, Kohlenstoff,
Sauerstoff undSilizium. Im unteren Bildbereich ist der Verlauf des Zinkgehaltes nachSchichttefe
vergrofert dargestellt.
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Abbildung 35: Verlauf der Elementarzusamrensetzung (XPS-Tiefenprofil) einer Zinkoxid-dotierten
SiO-Schicht(mittels ZinkoxidnangartikelprecursorZnNa) auf Siliziumwagr. Im unteren Bildbereich ist
der Verlauf des Zinkgehaltes nachSchichttefe vergrofiert dargestellt.
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Abbildung 36: Verlauf der Elementarzusamrensetzung(XPS-Tiefenprofil) einer Silber-dotierten SiOx-
Schicht(mittels SilbernitratprecursorAgNi) auf Siliziumwagr. Im unteren Bildbereich ist der Verlauf des
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Abbildung 37: Verlauf der Elementarzusamrensstzung(XPS-Tiefenprofil) einer Silber-dotierten SiO-
Schicht(mittels SilbernanopartilelprecursorAgNa) auf Siliziumwagr. Im unteren Bildbereich ist der

Verlauf des Silkergehaltes nachSchichttefe vergrofiert dargestellt.
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Talelle 19: Gemessene Elementgehaltégemittelt Giber 50 nm Schichtdio®) der Schichtsystme auf
Siliziumwafer in Atomproznt (At%) und umgrechret in Masgprozent (Mas® %).

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

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

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

Zinkoxidnanopartiklprecursor

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

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

Umgerechret in Mas® % Silber / Zink Kohlenstoff Saterstoff Silizium
[Mass %) [Mass %] [Mass %] [Mass %]

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

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

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

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

4.1.3.2 Elementverteilung/Mapping mitels XPS

Weiterhin konne mit einem XPSMapping de oberflachige Elementverteilung an
Material A besdichtet mit Silbernitratprecursor (AgNiMA) visualisiert werden (siehe
Abbildung 38). Das Mapping dgte eine gleichmaRig Vertellung des Silkers auf an
Fasern, welches bel grof¥eren Intensitden der Matrixbestandeil e (Saterstoff) ebenfalls in
erhoher Konzentration vorlag, sodassn Einbau @s Silkers in das Matrixsysin (SiOy)
erfolgreich belegt werden konne. Das Mapping konmt nur fir desen einen Fall
durchgfuhrt werden, daes kel Material B aufgrund ér feineren Struktur zu groén
Aufladung®rscheinungen gekommen war. Durch dese Aufladungen bewegten sich
einzelne Fagrn des Matrials undes konnéen keine verwertbaren Mappings angfertigt
werden. Weiterhin war de Signalinensitat fur zinkhaltig Beschichtungn und
Silbernanopartile an der Oberflache nicht hoch gnug.
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35 pm Max: 31.9 25 jim Max: 79.9
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Abbildung 38 XPS-Mapping von Magrial A mit Silbernitrat. Links: Silkerverteilung auf cen Fagrn.
Rechts: Saerstoffverteilung (Matrixschicht SiQ) auf den Fa®rn. Die Skala gibt dé gerateinterne
Intensitatdes Sighags wieder, hote Intensitatentsprichteiner erch6hten Konzentration s gemessenen
Elementes.

4.1.4 Extraktion nach DIN EN ISO 1099312 und ICP/OES

Die Messung @s Silker- und Zinkgehaltes in den hergestellten Extraken erfolgte mittels
ICP/OES.Ziel war es, die Freisetzungsragn von Silker und Zink aus en beschicheten
und am Markierhaltlichen Textilien im Verlauf von 24 h in das Eraktionsnedium zu
ermitteln. Weiterhin sollen Unterschiede der Freisetzungen aus den verschiedenen
Materialien MA und MB sowe der Einfluss unérschiedlicher (doppelter) Dosierraten der

verschiedenen Precursoen ermittelt werden.

In Abbildung39ist die Freisetzung von Siller aus @n silberhaltigen Beschichtungn auf
Material A und B (MA und MB) mit zwei Dosierraten (35 pl/min und 70 pl/mihvon
Silbernitrat und Sillernanopartikeln (AgNi und AgNg sowie aus @n am Markt
befindlichen Produken (M1S, M2S, MS3S; she Tabelle 11) mit enem
Extraktionserhaltnis von 2,%n?/ml (Siehe 3.5.3 Tabelle 14) dargestellt. Bei
Beschichtungn mit Dosierraten der Silberprecursoen von 35 pl/min und 70 pl/min
waren entspechende Verdopplungn der freigesetzten Silberkonzentratioren im Extrakt
messbar Dies betraf sowohl Beschichtungn mit Silbernitrat (AgNiMA und AgNiMB)
als auch Bschichtungn mit Silbernanopartikln (AgNaMA und AgNaMB als
Precursoen. Unabhangig vom Grundsubstratar, trotz identischer Mengen an
eingesetztem und vorhandnen Silber (sieche Talelle 19), die Freisetzung aus
Beschichtungn mit Silbernitratals Pecursorumbis zu 50% erh6ht Bei der Freisetzung
des Silkers war eine Abhangigleit vom Grundmagrial zu erkennen. Die freigesetzte
Menge Silber aus Magrial B warstets leicht hober als deaus Magrial A. Dieses Ergebnis
war unabhangig voneingesetzten Silberprecursor. De Freisetzung as Silbers aus @n
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am Markt kefindlichen Produken lagin einem sehr breiten Bereich zwischen 0,05 mgl
und 7 mgl. Das Produkt M1S heg aufgrund siner horen Quellfahigkeit die gesame
Extraktionsflissigkit aufgesogen, wodurchdie Prokenentnahne erschwert wurcde.

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 O,;G 0,05
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¥ @ v @ 5 5 S
& & & * & *

Abbildung 39: Silberfreisetzung ausnit Silberprecursoen in unerschiedlichen Doskerraten (35 und 70
pl/min) beschichtten Wundauflagn undausam Markt tefindlichen silberhaltigen Wundauflagn nach
24 h Extraktionin entionisiertem Was®r (n=2, Dreifachbestimmung Extrakionserhaltnis 2,5 criiml).

In Abbildung40ist die Freisetzungvon Zink aus @&n mit Zinkprecursoen beschicheten

Wundauflagn mit einem Extraktionserhaltnis von 2,5 ciiml dargestellt. Die mit

Zinkprecursoen (ZnNa, ZnN) beschich&ten Materialien A und Bverhielten sich analog
zu der Freisetzung ar silberhaltigen Beschichtungn auf Maerial A und B (siehe

Abbildung 39). Die Menge an freigesetztem Zink war trotz héherer Mengen an Zinkim

Precursor (25 % im Vergleich zu 5 % bei silberhaltigen Precursoen) geringer. Eine

Verdoppelung der Dosierrate der Wirkstoffprecursoen von 25 auf 50 pl/mirerbrache

auch ke den zinkhaltigen Beschichtungn eine nalezu verdoppelte Freisetzung an Zink
im Extraktionsnedium.
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Abbildung40: Zinkfreisetzung aus miZinkprecursoen in unerschedlichen Doserraten (25 und
50 pl/min) beschicheten Wundauflagn nach24 hExtraktion inentionisiertem Wassr.
(n=2, Dreifachbestimmung, Extraktionsarhaltnis 2,5 criiml).
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Die gemessenen Freisetzungsragn der silber- und zinkhaltigen Beschichtungn,

dargestellt in den Abbildungen 39 und 40, zeigten den Einfluss einer verdoppelten

Dosierrate der Precursoen sowe den Vergleich mit am Markt lefindlichen Produken,

wobei ein Extraktionserhaltnis von 2,5 ciiml verwendet wurde. In Abbildung41 sind
die gemessenen Freisetzungsragn der silber- und zinkhaltiggn Materialien dargpstellt,

welche fur mikrobiologiscle Untersuchungn genutzt wurden. Dabei wurden fur die
silber- bzw. zinkhaltiggn Precursoen jeweils nur die niedrigeren Dosierraten (35 bzw. 25
ul/min) eingesetzt. Durch das gnutzie Extraktionserhaltnis von 10 crfiml ergaten sich
hohere Silber- und Zinkgehalte in den Extraken. Die Gegentiberstellung der gemessenen

Konzentratioren ist inTabelle 20 dargestellt. Die Konzentratioren an Siller und Zink in
den Extraken wasen entspechend der Vervierfachung e@s Extraktionserhaltnises
(Flacke pro Flussigkit) in &hnlicken GrofEnordnungn anggstiegen.
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Abbildung41: Silber- und Zinkfreisetzungaus @n beschichtten Wundauflagn nach 24 h Extraktion in
entionisiertem Wassr. (n=2, Doppelbestimmung, Extraktionsarhaltnis 10 crifml).
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Talelle 20: Gemessne mittlere Wirkstoffkonzentratioren aus @n Extraken nach 24 Extraktionin
entionisiertem Wassr mit zwel verschiedenen Extraktionserhaltnisen. Extraktioren mit einem
Extraktionserhaltniss von 2,5 cAml wurden fir analytisck Zwecke genutzt, Extraktioren mit 10
cm?/ml wurden fir mikrobiologiscle Untersuchungn genutzt(x = nicht durchgfiihrt).

Wirkstoffprecursor / | Material | Abkirzung | Wirkstoffgehalt mg/l | Wirkstoffgehalt mg/I
Produkt mit (Extr.-Verhaltnis2,5 | (Extr.-Verhaltnis10
verwendeter cn? pro m) cn? pro m)
Dosierrate

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

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

Silbernitrat 35 pl/min A (AgNIMA) 1 2,8
Silbernitrat 70 pl/min A (AgNiMA) 2 X
Zinkoxidnanopartik! A (ZnNaMA) 0,07 0,25
25 pl/min

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

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

Silbernanopartilel 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
Zinkoxidnanopartikl B (ZnNaMB) 0,2 0,7
25ul/min

Zinkoxidnanopartikl 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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42 Ung suc bhuaedgnad i keraleit Wi r k sea tnk

Zur Bestimmung @r antibakeriellen Wirksamleit der beschicheten Wundauflagn
wurden direkte und indiekte Assays gnutzt. Zur indirekten Untersuchungwurden
Extrakie der Textilien verwendetuund ceren Wirkung auf de Mikroorganisnen getestet.
Im direkten Kontakt wure die Wirkung der jewelligen beschicheten Substrat auf die
Mikroorganisnen untersucht Die aus @n Vorunersuchungn an an Materialien
Bakteriencellulose, Lyocell und PES/CV gewonrenen Daten sind in de
Beschichtungsparaeter fir Material A und Beingeflossen.

4.2.1 Mikroplatt enlasernephelometri e

Mit der Durchfihrung ér Mikroplattenlasernephelometrie sollte die Wirkung der silber-
und zinkhaltign Extrake auf das Wachstumseshalten im Verlauf von 24 h auf
Bakteriensusgnsioren von Staphylococcus asus ATCC 6538 und Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352 ulerpruft werden. Als Ergebnis solle im Idealfall kein
Wachstum dr Bakterien im gesamen Zeitraum erfolgen. Als Referenz dienten
Bakteriensusgnsioren, welche ohre Textilextrakte, sondern lediglich mit
Nahrstofflosung &rsetzt wurden.

In Vorversuclen wurden drei Materialien (Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CVY mit
silberhaltigen Beschichtungn entspechend der in 3.5.3 beschrebene Methodik
extrahiert, diese Extrakie (hdchse Konzentration / gringste Verdinnung mit den beiden
Mikroorganisnen Uber 24 h inkubiert und das Baldrienwachstum Uér diesen Zeitraum
mithilf e der Mikroplattenlasernephelometrie aufgezeichnet (siehe Kap. 3.8.4). Es =igte
sich, dass @ antibakerielle Wirkung dieser Extrake vom jewelligen Material (Textil)
und cer Precursorflussrat des Silkerprecursorsabhing Es konné festgestellt werden,
dass d¢ silberhaltigen Extrake eine starlere antibakeriele Wirkung gegen die
Bakteriensusgnsionder gramregativen K. preumonia ausibén. Weiterhin zeigte sich,
dass breits Precursorflussran von 25 pl/min fir sillerhaltige Precursoen auseichend
waren, um das Wachstumed Bakterien in Susgnsion zu \erringern, jedoch fihrten
Flussragn mit 50ul/min zu starleren Reduktionen des Bakerienwachstums bzweiner
vollstandigen Hemmung(Abbildung42).[137]

Als Schlussfolgerungaus desen Ergebnisen wurde fiur die Beschichtungn der
Materialien A und B eine Flussra¢ von 35 pl/min von Sillerprecursoen mit 5 %

Silbergehalt gewabhilt.
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Abbildung42: Lasernephelometrische Messungn der Textili extrakte aus Bakérienzellulose, Lyocell und
PES/CV. D& oberen Graplen zeigen den Einfluss @r Extrakie aus sillerhaltigen Beschichtungn mit
verschiedenen PrecursorFlussraen (25 und 50 pl/mihauf das Wachstum vdf. preumonia, die
unteren Graplen zeigen die Wirkung cer gleichen Extrake gegen S. aueus. (Dargestellt Mitt elwert,
Vierfachlestimmung, n=2[137]

Resultierend aus én Ergebnissen der Vorversucle zu silkerhaltigen Beschichtungn der
drei Materialien Bakerienzellulose, Lyocell und PES/CV (Abbildung 42) wurden die
Beschichtungn an Maerial A und B mit dn daraus esultierenden Paramatern
ausgwahlt Die Extrake aus Maerial A und B mit zink- und silkerhaltigen
Beschichtungn bewirkten in Abhéngigleit von der Extraktkonzntration(siehe Takelle
15in 3.8.4 entsprechende Wachstumsgrzogerungen oder Wachstumsegrringerungen in
den Bakeriensusgnsioren. Abbildung 43 und 44 zeigen die gemessnen
Wachsumskunen vonS.aureusunter den Einfluss cer Textil extrakte mit Silber und Zink
beschichetem Material A und B Die Extrakie aus Material A und B von
Silbernanopartilel precursor (AgNaMA, AgNaMB) als auchvon Silbernitratprecursor
(AgNIM A, AgNiMB) zeigten in den hochsén genutzien Extraktkonzentratioren (90 %)
eine vollstandige Inhibierung des WachstumsEinen identiscken Einfluss hatn die
silberhaltigen Extrake auf das Wachstumethalten vonK. pneumonia (Abbildung 45
und 46). Die 72 % Extraktkonzntratioren der vier silberhaltigen Extrake haten ein im
Vergleich zur Verwendung vorreinem Nahrmedium um 7h verzogertes Wachstunbei

S.aureusundum9 h verzogertes Wachstum & K. pneumoniae zur Folg.
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Bei der Wirkung der zinkhaltigen Extrake beider Materialien A (ZnNaMA, ZiNaMA)
und B (ZnNaMB, ZiNaMB) auf S. aureus (Abbildung 43 und 44) war lediglich in den
Extraktkonzntratioren mit 90% eine Beanflussungdes Wachstumsestsellbar. Diese
aulerte sich in einer um 1 bis 2 h verzogerten Proliferation der Bakterien in den
Suspensioren. Extrakie ausMaterial A zeigte hierbel einen geringeren Einfluss auf das
Wachstum als Matial B (Wachstumskursn etwas flacter gegen die Referenz). Die
Textilextrakte der zinkhaltigen Beschichtungn bewirkten ebenfalls nur eine leichte
Verringerung der Gesamttribungbel K. preumoniae, welche lediglich bei ZnNi
ausg@gpragt erkennbar war mitetwa 500 RNU fur ZnNiMA(Abbildung 45) und 1000
RNU fuar ZnNiMB (Abbildung 46) im Vergleich zu einen Medium. ZnNaMA und
ZnNaMB haten keine messbae Verringerung der Tribungund damit Banflussung @s
Bakterienwachstums im ¥rgleich zur Kontrolke ergeben.
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Abbildung43; Wachstumskuren vonS. aureustiber 24 h unter Einfluss von Siller- und Zinkoxid
Extrakien der Wundauflagn aus Magrial A. (Dargestellt Mit telwert, Sechshchestimmung, n=2
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Abbildung44: Wachstumskuren vonS.aureusiber 24 h unter Einfluss von Siller- und Zinkoxid

Extrakien der Wundauflagn aus Magrial B. (Dargestellt Mit telwert, Sechsfachlestimmung, n=2
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Abbildung 45: Wachstumskuren vonK. preumonige Giber 24 h unter Einfluss von Siller- und Zinkoxid
Extrakten der Wundauflagn aus Magrial A. (Dargestellt Mit telwert, Sechsfachlestimmung, n=2
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Abbildung46: Wachstumskuren vonK. preumonige tiber 24 h unter Einfluss vonSilber- und Zinkoxid
Extrakien der Wundauflagn aus Magrial B. (Dargestellt Mit telwert, Sechsfachlestimmung, n=2

4.2.2 BacTiter-Gl o (@BTG)

Der BacTier-G| o E  A's seduchggiinnt, wm die beschicheten Wundauflagn und
die am Markt vorhanehen Produke auf ihr antibakerielles Potenzial zu unersuchen.
Hierzu wurden 1 x 1 cm groB® Proken der Textilien im direkten Kontakt miteiner
Bakteriensusgnsion vonE. coli genutzt Als Resultat solle eine Verringerung cer ATP-
Aktivitat der Bakterien in der Susnsion gmes®en werden, welche Rickschliss auf
das antibaldrielle Poenzial erlauben Reine E. coli-Susgnsioren ohre Materialkontakt
dienten jeweils als regative Referenz, auf welche die Daten normiert wurden. Dieser
UmstanderlaubtATP-Werte Giber 100%, da de Bakterien auf cen Materialien adhareren
konren und somit im @gensatz zu en planktoniscen Susgnsioren ideale
Bedingungn fur eine Vermehrung vorfnden, wenn diese Materialien keine
bakieriostatiscle oder antibakerielle Wirkung aufweisen.
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Erse Untersuchungn mit den Materialien Bakerienzellulose, Lyocell und PES/CVY
beschichet mit verschedenen Doserraten (25, 50 und 100 pl/min des
Silbernitratprecursors (5 %), erbrachen de in Abbildung 47 dargestellten
Ergebnis®.[138] Es zigte sich, das bereits geringe Dosierraten (25 pl/min) des 5%
Silbernitratprecursors(AgNi) bei der Beschichtung dér Materialien im BTG-Test eine
deutliche (unter 20% ATP-Referenz E. coli) Verringerung des ATP-Gehaltes vonE. coli
unabhangig vom Matial (Textil) erbrachen. Als zusatzlicler Schritt wure in
Vorversuclen anProken von Bakerienzellulose, Lyocell und PES/CV, wlche bereits fur
Extraktioren nach Kap. 3.5.3 genutzt wurdn, ein anschle3ender BTG-Test
durchgefuhrt. Die Ergebniss diese Assays sindn Abbildung48 dargestellten. Es &igte
sich, dass trotz durckfjihrter Extraktion noch gntuigend Wirkstoff (Silber) in den
Beschichtungn vorhan@n war, um eine deutliche Reduzierung ces ATP-Gehaltes cer
Bakteriensusgnsion zuerreichen. Daraus konnte geschossen werdesiass nicht er

gesame Wirkstoff aus @n Textilien bei einer Extraktion ausetragen wird.

200

150

—

ATP [%]

100 I ]: I

50

I_|
—
L_.

|

[
 —
—_
—_—
[:_<
e—
—

[

[

Lyocell
100 pl/min
Lyocell
50 pl/min
Lyocell
25 pl/min
PES/CV
100 plfmin
PES/CV
50 pl/min
PES/CV
25 pl/min
PES/CV
Siox

PES
Ref.
E.coli

Lyocell SiOx
Lyocell Ref

Bakteriencellulose
100 plfm
Bakteriencellulose
50 pl/min
Bakteriencellulose
25 pl/min
Bakteriencellulose
SiO
Bakteriencellulose
Ref.

Abbildung47: ATP-Gehalt von E. coliBakteriensusgnsion nach 3 Inkubation mitden Materialien
Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV, beschichtt mit verschiedenen Dosierraten des
Silbernitratprecursors(AgNi); reine E. coli-Susgnsion als Rferenz (Bezug 100%); niedrigere ATP
Gehalte stehen fir stérlere antibakerielle Wirkung. (Dargestellt M ittelwert mit Standardabeichung
Vierfachtestimmung n=2
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Abbildung48: ATP-Gehalt cer E. coliBakteriensusgnsion nach 31 Inkubation mit leschicheten
Materialien Bakerienzellulose, Lyocell und PES/CV mit50 pl/mindes Silkernitratprecursors(AgNi)
nachaem die Proken 48 hextrahiert wurden; reine E. coli-Suspension als Rferenz (Bezug 100%);
niedrigere ATP-Gehalte stehen fiir starlere antibakerielle Wirkung. (Dargestellt Mitt elwert mit
Standardbweichung Dreifachbestimmung n=2

Die in den Vorunersuchungn an cn Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und
PES/CV gwonrenen Ergebniss in Kombinationmit Silbernitratprecursor zigten, dass
Beschichtungn mit einer Flussrag¢ von 25 pl/min des AgNi-Precursor auch im BTG
Assay eine sehr gue antibakerielle Wirkung erzielten. Weiterhin zeigten die drei
Materialien nacheiner Beanspruchung durchelextraktion im Anschluss im BTG Assay
nocheine sehr gue antibakerielle Wirkung. Dies bestatige die Wahl der Flussrag fur
die Beschichtungn fur Matrial A und B mit ener Flussrag¢ von 35 pl/min flr
slberhaltige Precursoen fur alle weiteren Untersuchungn. Vergleichbae
Untersuchungn fur die Nutzung von zinkhaltign Precursoen wurden direkt an Magrial
A durchgfuhrtund nicht an en furdie Vorversucle genutzien Materialien. In Abbildung
49 sind die gemessenen ATP-Gehalte der E. coli-Susgnsioren nach 3 h Inkubation mit
Material A mit zinkhaltigen Beschichtungn dargestellt. Variiert wurde der Zinkgehalt
der Beschichtungn einerseits tUber die Dosierrate (25 bis 250 pl/min) und ancererseits
Uber die Konzentration(5 % und25 %) der verwendeten Precursoen. Es zigte sich, dass
mit 5 % Zinknitratprecursorin der Beschichtungunabhéngig vonat Forderrate (25 bis
250 pl/min keine Reduzierung des ATP-Gehaltes gemesen werden konnk. Eine
Erh6hungdes Zinkgehaltes im Zinknitratpecursor(ZnNi) von 5% auf 25% bewirkte
eine starle Reduzierung ces ATP-Gehaltes in cer Bakteriensusgnsion Der ATP-Gehalt

sankauf ein identisches Niveauim Vergleich zu5 % Silbernitratprecursor (AgNi) mit
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einer Dosierrate von 35 pl/min. Diese Resultae wurden als Ausgangspunkt fur ali
Erhohung dr Zinkkonzentration in @én Precursoen (ZnNa und ZnN) genutzt, um mit

zinkhaltigen Beschichtungn eine identische antimikrobelle Wirkung im Vergleich zu

Beschichtungn mit 5 % Silberprecursor(AgNa, AgNi) zu erhalten.
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Abbildung49: ATP-Gehalt cer E. coliBakteriensusgnsion nach 3 Inkubation mitMaterial A ,
beschichet mit Zinknitratprecursor(ZnNi). Hellorange von links nachechts Erh6hung & Dosierraten
von 25 bis 250 pl/mirpei 5 % Zinknitratprecursor. Dunklorange geringste Dosierrate (25 pl) mit 25%

Zinknitratprecursor; eine E. coli-Susgnsion als Rferenz (Bezug 100%); niedrigere ATP-Gehalte
stehen fir starlere antibakerielle Wirkung. (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung
Dreifachbestimmung,n=2)

Nach an Ergebnissen der Voruntersuchungn mit silberhaltigen Precursoen (Abbildung
47) undzinkhaltigen Precursoen (Abbildung49) wurden die Paraneter fir alle weiteren
Beschichtungn fur zinkhaltige Precursoen auf 25 pl/min lei 25 % Zinkprecursoen
(ZnNi und ZnNa sowie 35 pl/min ke 5 % silberhaltige Precursoen (AgNa und AgN)
als Beschichtungsparaater fur mikrobiologisclen Untersuchungn festgelegt.
Abbildung50 zeigt die gemessenen ATP-Gehalte in E. coli-Bakteriensusgnsioren nach
3 h Inkubation mit @n beschicheten Materialien A und Bund am Markt bfindlichen
Wundauflagn. Die Normierung des ATP-Gehaltes erfolgt auf E. coli Bakterien (rote
Sauk), welche ohre Protenmatrial inkubiert wurde. Die Wirkung der mit Silber
dotierten Wundauflagn war unabhéngig von Maial A und B und vom grwendeten
silberhaltigen Precursor als guteinzustuen (ATP-Gehalt uner 20 %). Mit Zinkoxid
dotierten Wundauflagn zeigten grof® Unterschiede zwisclen den verwendeten
Zinkprecursoen. Die mit Zinkoxidnanopartikl dotierten Wundauflagn aus Magrial A
und B (ZnNaMA, ZnNaMB zeigten im BTG Test keine antibakerielle Wirkung. Mit
Zinknitrat kergestellten Wundauflagn (ZnNiMA, ZnNiMB) zeigten hingegen eine
vergleichbae Wirkung zu a@n mit Silber dotierten Schichén, unabhangig vom
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verwendeten Material. Undotierte Proken, auf anen nur de Siliziumdioxid-Matrix
appliziert wurde (SIOMA, SIOMB), zeigten ebensokeine Wirkung aufE. coli wie die
unbeschicheten Materialien (RefMA, RefMB). Am Markt kefindlichen silberhaltigen
Produke M1S und M2S zeigten ebenfalls ein Absinken des ATP-Gehaltes der
Bakteriensusgnsioren als Folge. Lediglich das Produkt M3®ewirkte im BTG-Assay
keine direkte Verringerung ces ATP-Gehaltes in der Bakteriensusgnsion
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Abbildung50: ATP-Gehalt der E. coliBakteriensusgnsion nach 3h Inkubation miebchicheten
Wundauflagn aus Magrial A und Bund am Markt bfindlichen Wundauflagn; reine E. coliSusgension
als Referenz (Bezug 100%); niedrigere ATP- Gehalte stehen flr starlere antibakerielle Wirkung.
(Dargestellt Mitt elwert mit Standardbweichung Doppelbestimmung,n=2)
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4.2.3 Plattenzahlverfahr en (KbE-Test)

Der KbE-Test bietet die Moglichkeit, nacheiner Inkubdion (3 h) der Mikroorganisnen
mit den beschicheten Materialien deren Vermehrungsfahigkit auf Agar zu erifizi eren.
Der Test kann sowohindirekt mit Extraken der beschicheten Materialien als auchm
Direktkontaktmit den beschicheten Textili en durchgeflihrt werden. Zur Ergénzung ebs
BTG-Assaysim Direktkontakt wurde der KbE-Test eingesetzt. Nach @r Inkubation
wurden vier Verdinnungn der Bakteriensusnsioren, welche mit den Textili en Ghber 3
h in Kontakt waen, auf Agarplatén ausplatrt und Gler 24 h im Brutschrankebrtet.
Bei einer bakeriostatisclen Wirkung konen sich de Bakterien nach Ende der
Exposition mit @&n Wundauflagn im Normalfall weiter vermehren. Wenn die
Wundauflagn eine bakerizide Wirkung haten, sollten nach @m Ausplatteren einer
entspechenden Suspension leine neuen Kolonien entsiehen.

In Abbildung51 sind de Mittelwerte der Bakterienkonzntratioren (KbE/ml) aller nach
Kontakt mit dbn Textilien getesteten Bakeriensusgnsioren dargestellt. Es zigte sich,
dass ak mit zinkhaltigen Precursoen beschicheten Wundauflagn keine vollstandige
Inhibierung ds Wachstums vonE. coli bewirkt haten. Dieser Effekt war
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materialunabhangig,gdoch abhéangig vomwerwendeten Precursor So zigten zinkhaltige
Beschichtung mitNanopartileln als Pecursor (ZnNaMA und ZnNaMB nur geringe
Wirkung auf das Wachstumed Bakterien. Hingegen hate mit Zinknitratprecursor
beschichetes Matrial (ZnNiMA und ZnNiMB) eine starkere antibakerielle Wirkung.
Die mit silberhaltigen Precursoen beschicheten Wundauflagn zeigten nach 3 h
Inkubation mit @&r Bakteriensusgnsionund 24 h Bbriutungkein Wachstum und hatdt
somit einen starlen antibakeriellen Effekt auf E. coli. Die silberhaltigen am Markt
befindlichen Produke (M1S, M2S, M3$ hatien ebenfalls eine schadignde Wirkung auf
die Vermehrungsfahigkit von E. coli. ReineMatrixschichen(SiOMA, SiOMB) und das
nicht keschichete Material (RefMA, RefMB) hatien bis auf RfMB eine Reduzierung

des Wachstums um bis zu 80 zur Folge.
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Abbildung51: Bakterienkonzentratioren der E. coli-Bakteriensusgnsion nach 3h Inkubation mit

beschicheten Wundauflagn und am Markt &indlichen Wundauflagn und ansché3endem 24 h

Wachstum auf Agarplagh nach @r Inkubation. Nedrige KbE-Werte entspiechen einer starkeren
antibakeriellen Wirkung.(Dargestdlt Mitt elwert mit Standardbweichung, Deifachbestimmung, n=2

4.2.4 Antibakt eri elle Aktivitat nach JIS L 1902 / 1ISO 20743

Die Uberpriifung dr antibakerielen Wirkung nach JIS L 1902:1998 arend Test
Mikroorganisnen Staphylococcus asus ATCC 33591 und Klebsiella pneumoniae
ATCC 432 diente dazy das antibalarielle Poenzial der beschicheten Wundauflagn
im direkten Kontakt mit & Mikroorgansmen zu Ukerprifen. Als Wachstumskontrod

fur den Test wurden Polyester genutzt.Ziel war es, eéine nachHofer gestaffelte Einteilung
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der Wirksamleit nach ar Inkubation @ Textilien mit den Mikroorganisnen zu
erhalten.[123]

Abbildung 52 zeigt den Effekt der beschicheten Wundauflagn gegen Staphylococcus
aureus ATCC 33591 Die Beschichtungn erfolgten entspiechend den Ergebnisen aus
Kap. 4.2.2 mit 35 pl/min fur 5% silberhaltige Precursoen und 25 pl/min fur 25%
zinkhaltige Precursoen. Erkennbarwar, dass d nicht keschicheten bzw. nur miteiner
Matrixschicht \ersehenen Textilien A und B(RefMA, RefMB, SIOMA, SIOMB) keine
oder nureineleichte Wirkung gegen den grampositien Mikroorganismus hagh. Die mit
Silberprecursoen beschicheten Textilien A und B (AgNaMA, AgNaMB, AgNIMA,
AgNiMB) hatien eine vollstandige Inhibierung des Wachstums vo8. aureus zur Folgg,
waseiner Wachstumsduktion um 735 log KbEentsprach. De mit den Zinkprecursoen
beschicheten Wundauflagn A und B(ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) zeigten
gegen S. aureus ebenfalls eine starle antibakerielle Wirkung. Xrdoch konngn
unabhangig vom Zinkgcursor de Wundauflagn aus Magrial A (ZnNaMA, ZnNiMA)
keine vollstandigg Inhibition des grampositien Mikroorganismus erursacten.
Wundauflagn aus Magrial A konnien das Bal@rienwachstum um 5,68 log Kbir
Zinkoxidnanopartikl (ZnNaMA) als Pecursoen und um 6,18 log KbE fur

Zinknitratprecursoen (ZnNiMA) reduzieren.

Der Einfluss ar Wundauflagn gegen den gramregativen Mikroorganismuslebsiella
pneumoniae ATCC 4352(siehe Abbildung 53) resultierte in einer ahnlicken Abstufung
der Wirkung cer unterschiedlichen Precursoen und Magrialien. Die nicht beschicheten
und die mit Matrixschichen versehenen Textili en zeigten keine bis eine leichte Wirkung
auf den gramregativen Mikroorganismus Die mit Silberprecursoen beschicheten
Wundauflagn aus Magrial A und B haten ebenfalls eine sehr starle antibakerielle
Wirkung. kdoch konn¢ Material A mit Silbernanopartilelprecursor(AgNaMA) keine
vollstandige Inhibierung von 8,1 log KbE v& die anceren drei silberhaltigen
beschicheten Wundauflagn induzieren, sonarn lediglich 7,15 log KbEerreichen. Die
mit zinkhaltigen Precursoen beschicheten Textilien A und B zigten eine deutliche
Abstufung in @& Wirkung @gen den grammgativen Mikroorgansmus. Mit
Zinkoxidnanopartiklprecursor(ZnNa) hergestellten Wundauflagn aus Magrial A und
B zeigten im Vergleich zu den mit Zinknitratpecursoen (ZnNi) hergestellten Textilien
eine geringere  Wirkung. Die Kombination aus Marial A und
Zinkoxidnanopartiklprecuror (ZnNaMA) erzielte gegen Klebsiella pneumonia eine

Reduktion um 1,44 log KbE und somit namne signifikante Wirkung. Der gleiche
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Precursor auf Madrial B (ZnNaMB) erzielte hingegen eine starlke antibakerielle

Wirkung mit einer Reduktion von 7,15 logKbE. Die mit Zinknitratprecursoen (ZnNi)

beschicheten Wundauflagn aus Magrial A und B konnten beide eine starke

antibakerielle Wirkung gegen Klebsiella pneumoniae erreichen Aber auch her wurden

unterschiedliche Werte abhangig vom Maxial erzielt. Material A zeigte, mit einer

Reduktion um 5 log KbEeine geringere Wirkung als Magrial B mit 7,27 log KbE.

8

7

6

Reduktion des mikrobiellen Wachstums in [log KbE]
I

(Wachstum Kontrolle 7,35 KbE + 0,139)

£

o

Bewertung der
antimikrobiellen
Aktivitat
Reduzierung log
KbE:

stark >3

signifikant 1,5 -3

leicht 1 - 1,5

keine0 -1

Abbildung52: Antibakterielle Wirkung der mit Silber und Zinkoxid leschicheten Wundauflagn gegen
S. aueus mittleres Wachstum dér Referenz 7,3 log KbE. (Dargestellt Mitt elwert mit

Reduktion des mikrobiellen Wachstums in [log KbE]

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

Standardbweichung, Deifachbestimmung, n=2

Bewertung der
antimikrobiellen
Aktivitat
Reduzierung log
KbE:

stark > 3

signifikant 1,5 - 3

leicht 1 -1,5

keine0 -1

Abbildung53: Antibakterielle Wirkung der mit Silber und Zinkoxid leschicheten Wundauflagn gegen
K.preumonia, mittleres Wachstum dr Polyester-Referenz 8,1 log KbE. (Dargestellt Mitt elwert mit

Standardbweichung, Deifachkestimmung, n=2

43 Ung sucheangydotoxizit?t

Die Uberpriifung ar In-vitro-Zytotoxizitat erfolgte, um die zytotoxiscle Wirkung der

beschicheten Materialien und Extrake an verschiedenen Modellsystemen zu Ulkerprifen.

Im indirekten Kontakt wur@n Extrake der beschichtten Textili en verwendet, um ceren

eventuell vorhandene Zytotoxizitdtan Monolayerzellkulturen vonHaCaTKeratinozyen
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zu untersucken. Im direkten Kontaktwurde ein komplexes Hautmodll genutzt, welches
direkt mit den beschichtten Materialien und am Markt erfligbaen Wundaufégen in
Kontakt gbracht wurde. Zur Verifizierung dr jeweiligen Wirkungen wurden

verschiedene Assaysergdnznd eingesetzt.

4.3.1 Messungn desATP- und Protein-Gehaltesan Monolayer zellkultur en von

HaCaT-Keratinozyten

Die Messung @s ATP- und Progin-Gehaltes von Monolayerzellkulturen der HaCaF
Zéelllini e erfolgte mit Extrakien (mit den Konzentratioren des Extrakes von 25 %, 50 %,
75 % und 100%) der Textilien, die mit einem Extraktionserhaltniss von 10 cAiml
extrahiert wurden. Der ATP-Gehalt wurde im Uberstand der Zellkulturen nach er
Zugale von Lysepuffer (Freisetzen des ATPs aus eh Zell en) ermittelt Die Messung ds
Proeingehaltes der Zellkulturen erfolgte direkt an den in den Mikrotiterplatten
befindlichen anhafénden Zellen. Ziel der beiden sich erganznden Assays wares, die
zytotoxiscle Wirkung der Extrake auf die Zellkulturen zu Ulerprifen. Die Assays
wurden immer paralel mit den gleichen Zellpassagn durchgfiihrt. Die Uberpriifung
erfolgte anHaCaT-Zellkulturen die 1, 24 und 48 h miteh Extraken inkubiert wurden.
Hohe ATP- und Proginwerte lasen auf vitae und entspechend viele Zellen
schlussfolgrn. Die Anzahl cer Zellen sowke derentspechenden ATP- und Prokingehalt
hatien sich in paralel durchgfuhrten Kontrollunersuchungn (Vermehrung dbr
Bakterien im reinem Medium) jeweils nach 24 h erdoppelt. Aus Grunen der
Darstllung wurcen die Werte auf cen jeweiligen Zeitwert (1, 24, 48 h des reinen

Mediumsals Proentangale normiert.

Die Ergebnis® der Vorversucte an den Materialien Bakerienzellulose, Lyocell und

PES/CV sind ilAbbildung54 dargestellt. Bei diesen Ergebnisen wurde die Zytotoxizitat
in Abhangigleit von der Silbernitratprecursorkonentration (AgNi), eingestellt Gber die
Dosierraten 25, 50 und 100 pl/minuntersucht. Es dgte sich eine beginnende
zytotoxische Wirkung (ATP-Gehalt der Zellen unter 70 % der Kontrolle) von 5 % AgNi

bei Beschichtungn mir Doserraten zwischen 25 und 50ul/min. Somit wureb flr die
folgenden Beschichtungn auf Matrial A und Bmit Silberprecursoen AgNi und AgNa
die Dosierrate von 35pl/min gewahlt. Auf diese Weise sollte die maximal tokrierbare
Silberkonzentration flr de HaCaTZellen genutzt werden, umkeine Einbuf®n bel der

antibakeriellen Wirkung zuerhalten.
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120
M Bakterienzellulose

M Lyocell

I PES/CV

ATPin [%]

}
I

Medium
Unbeschichtet
SiOx Matrix
25 pl/min

50 ul /min

100 pl/min
Triton X - 100

Abbildung54: Gemessner ATP-Gehalt der Textil extrakte von mit Silbernitratprecursoen bei
verschiedenen Doserraten beschicheter Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV nach 24 h Inkubation
mit HaCaTMonolayerzellkulturen. Unbeschichgte, mit reiner SiO-Matrixbeschichete Materialien und
Beschichtungn mit 25 pl/min s Silkernitratprecursors hatin keinen zytotoxisclen Effekt auf HaCat

Zellen[137]

Beschichtungn auf Magrial A und B(35 pl/min 5% silberhaltige und 25 pl/min 25%

zinkhaltige Precursoen) sind in den Abbildungen 55 bis 58 dargestellt. Die gemessenen

ATP-Gehalte der Zellkulturen, welche mit Extrakien der mit Slberbeschicheten

Textili en inkubiert wurden, sindin Abbildung55 dargestellt. Beginnendes zytotoxiscles

Verhalten (ATP-Gehalt < 70 %) der Zellkulturen konne bei AgNiM A 50 % nach 48 h
Inkubationseit, sowie AgNiIMA 100% nach 1h Inkubationseit nachgwiesen werden.

Weiterhin zeigte Material B mit Silbernitratprecursor leschichet (AgNiMB) in den

Konzentratioren ab 75% des originalen Extrakies ATP-Gehalte in der Nahe von 70%

ATP der Referenz. Extraké der Beschichtungn mit Silbernanopartiklprecursor auf
Material A und B (AgNaMA, AgNaMB) zeigten nach 24 bzw. 48 h Inkubatiomr#z
erhohe Werte an freigesetzten ATP unabhangig von e Extraktkonzentration im
Vergleich zu cen Silbernitratprecursor(AgNi) beschichete Materialien.
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Abbildung55: Gemessner ATP-Gehalt cer HaCaTMonolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48 h
Inkubation akr Wundauflagnextrakte mit Silber aus Magrial MA und MB in 4 Verdiinnungsgihen (25,
50,75 und 1006) normiert auf Zellkulturen mit reinem Nahrmedium. (Dargestellt Mitt elwert mit
Standardabgichung Sechsfachlestimmung, n=3

In Abbildung 56 sind die gemessenen Protinwerte der HaCaFMonolayerzellkulturen
abgebildet. Im Wesentlichen bestatigen die gemessenen Prokinkonzentratioren in den
Mikrotiterplatten die mittels ATP gemessen Werte des zytotoxisclen Poenzials der
beschicheten Wundauflagn. Die Extrakie der mit Silbernitratprecursor beschicheten
Probken (AgNi) wiesen eine leichte Verringerungdes Protingehaltes gegentiber den mit
Silbernanopartileprecursorbeschicheten Proken (AgNa) in den Zellkulturen auf. Des
war bei Material B ausgprager als kei Material A (Vergleich der Werte nach 48 h
Weiterhin wasen die Proeinwerte bei Beschichtungn mit Silbernanopartilelprecursor
(AgNa) bei beiden Materialien A und B unabhéngig vonedExtraktkonzntration nach
48 h Inkubation durchgangig héi{bis 10%) als de negative Kontrolle. Hingegen waren
die gemessenen Proeinwerte bel Silbernitratprecursor(AgNi) fur Material A und B nur

in geringeren Extraktkonentratioren (ab 50%) auf glkichem Niveau zur rgativen
Kontrolle.
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Abbildung56. Gemessner Proiein-Gehalt der HaCaTMonolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48
Inkubation akr Wundauflagnextrakte mit Silber aus Magrial MA und MB in 4 Verdiinnungseihen (25,
50, 75 und 100%). (Dargestelit Mitt elwert mit Standardabeichung Sechsfachlestimmung, n=3

Abbildung 57 zeigt die gemessenen ATP-Gehalte der Zellkulturen nach ér Inkubation
(1, 24 und 48 hmit den zinkhaltigen Extraken der Wundauflagn aus Magrial A und B.
Die Wirkung der Extrake aus @n mit zinkhaltigen Precursoen beschich&ten Textili en
zeigt bei den Messungn des ATP-Gehaltes ein vergleichbaes Bild, wie es sich mit
Extraken aus sillerhaltigen Precursoen ergah Deutliche Unterscheitungen der ATP
Gehalte von 70% der Referenz (Medium) konnien lediglich in den Zellkulturen nach 1 h
festgestel It werden, verstarkt pdoch kel Extrakten von Zinknitratpecursor leschicheten
Material A oder B (ZnNiMA und ZnNiMB). Die gemessnen ATP-Gehalte der
Zellkulturen nach 24h Inkubation mit den zinkhaltigen Extraken der beschicheten
Materialien A und B =zigten unabhéangiggom Pecursordeutlich (bis 160%) erhdhie
Werte, welche sich nach 48 tinkubationwieder an de Referenz (Medium) annalerten.
In Abbildung58sind die gemessnen Protinwerte der HaCaTZellkulturen inkubiert mit
den Extraken ausden zinkhaltigen Beschichtungn der Materialien A und B dargstellt.
Im Gegensatz zu dn gemessenen ATP-Werten zeigten sich k@i den Protinwerten der
Zellkulturen nach 1, 24 und 48 reike Auffalligk eiten im Vergleich zur Referenz.
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Abbildung58: Gemessner Pro&in-Gehalt der HaCaTMonolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48
Inkubation aktr Wundauflagnextrakte mit Zink aus Maerial MA und MB in 4 Verdiinnungsgihen (25,

Material A

=3

50,75 und 100%). (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung Sechsfachlestimmung, n

4.3.2 Hautmodelle

Im Vergleich zu Monolayerzellkulturen ist es mit kompexeren Hautmodilen (HM)

ealitatsnale Ergebnise zum Einfluss ér Wundauflagn aufdie menschlicle

moglich

Fibroblastn und Kollagn

Haut zu erlangen. Der komplexe Aufbau aus kratinozyen

erhoht de Widerstandsfahigkit der Zellen

im Vergleich zu offenliegenden

Monozllrasen aus HaCalKeratinozyen. Jedes HM hate bezogen zu dn gleichen

morphologiscke

Wachstumgdaingungen  verschiedene

und

Kultivi erungs
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Erscreinungen. Die Erscheinungspiegelte sichz. B.in unterschiedlicher Auspragung e
Epidermis (Durchmessr) wider. Diesser Umstand solk bei Schwankungn der
Ergebniss relativ zur positiven und regativen Kontrolle berticksichtigt werden.

Abbildung59: Entfernen der Wundauflagn nach 24 h Inkubation mited Hautmodllen. Unten rechtsim
Bild: aufgelegte Wundauflag mit 4 mm Durchresser. Unten links kereits entfernte Auflage.

All e auf HM verwendeten Wundauflagn ausMaterial A und B wuren mit 35 pl/min 5
% fur silberhaltige und 25 pl/min 25% flr zinkhaltige Precursoen beschichet. Die
subgktive Entfernbarleit ist in Tabell e 21 vermerkt. Aufgrund aer méglichen Verfarbung
durch n eingesetzten Wirkstoff Silber wurden die Hautmodtlle entspechend auf
Verfarbungen hin unersucht. &doch hatie keine der mit Silber oder Zink beschicheten
Wundauflagn oder dieam Markt lefindlichen VergleichsProduke eine Verfarbung er
Modelle ausgldst. Die Entfernbarleit der Wundauflagn wurde a | seh ’AS Gut
eingestuft, wenn sich dé Wundauflagn ohre Ruckstéand von Fagn oder anceren
Bestandeilen von cen Hautmod!len mit einer Pinztte ohre Verkleben der Auflage am
Hautmodal| entfernen lieB. AISA Gu t fie dig Bnifechbarkeit eingestuft, wenn sich dé
Wundauflagn iden t i s ¢ éh r z (GerAa®n hate, sich pdoch nur scher mit einer
Pinztte greifen undentfernen liel3. Das Vorhandnsein von Bestandeilen der Auflagen
auf den Hautmod!len hate zu der Bewer t u dngurefEhend efighrt.
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Takelle 21: Beurteilung der Entfernbarleit der Wundauflagn und \erfarbungn des Hautmodlls.

Wundauflag Entfernbarleit Verfarbungen
MA Sehr Gut Nein
MB Gut Nein
MA SiOy Sehr Gut Nein
MB SiO Gut Nein
AgNaMA Sehr Gut Nein
AgNaMB Gut Nein
AgNIiMA 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

4.3.3 MTT -Assay

Der MTT-Assayerlaubt Ruckschliiss auf die metaboliscle Aktivitat von Zellen der
Vollhautmodtlle nachinkubation mit @n verschiedenen Wundauflagn. Lebende Zellen
konren den eingesetzten Farbstoff umeatzen, was zueiner entspiechenden Farbeaktion
fuhrt. Entspechend nicht nehr stoffwechselaktive und somit wahrsdinlich tote Zellen
konren den Farbstoff nicht unezen und \erringern die Farbinensitat was in einer
geringeren Absorption im Messgrat fihrt. De Gesamtmass der Zellen beanflusst
jedoch desen Test, was zueiner Verfalschung ér Ergebniss fihren kann.Der Test
wurde sowohl mit am Markt &indlichen Wundauflagn als auch mitverschiedenen
Beschichtungn der Materialien A und Bdurchgefihrt. Als negative Kontrolle dienten
HM, welche lediglich mit 10 ul NaCl (0,9 %) befeuchit wurden. Positive Kontrollen
wurden mit 10ul SDS(10 %) befeuchtt.

4 Ergebnisse



97

In Abbildung 60 sind de Ergebnise der MTT-Assays darestellt, welche an HM
durchgefiihrt wurcen, die mit Wundauflagn in Kontakt waen, welche mit den finalen
Paranetern fur Material A und B (35 pl/min 5% silberhaltige und 25 pl/min 25%
zinkhaltige Precursoen) beschichet worden waten. Die positive Kontrolle SDS
(zytotoxisch hate eineim Mittel auf 70% reduzierte optiscte Dichte der MTT-LAsung
im Vergleich zur Referenz (NaCl = 100 %) verursacht. Witerhin haten
Silbernanopecursor auf Madrial A (AgNaMA) und Zinknitratpecursor auf Madrial A
(ZnNiMA) eine auf< 80 % reduzierte optische Dichte relativ zur regativen Kontrolle zur
Folge. Alle anceren getesteten Materialien und de am Markt [efindlichen Produké
zeigten Abweichungen geringer als + 20% im Vergleich zurnegativen Referenz (NaCl).
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Abbildung 60: Gemessne optische Dichte der mittels MTT-Assayuntersuchen Hautmodtlle nach 24 h
Inkubationseit mit den Wundauflagn. (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung
Dreifachbestimmung, n=2

4.3.4 LDH-Assay

DasL-Lactateehydrogenas-Assay(LDH-Assay wurde am Ukerstand @s Zellmediums
durchgfuhrt, in wechem sich die Hautmoalle befanden. Bei UbermaRiger
Zellschadigung solk der LDH-Wert im Uberstand signifikant zughmen und somitein
Zellsterben erkennbar &in. Abbildung 61 zeigt die gemessenen LDH-Werte nach 24 h
Inkubation @& Hautmodatlle mit den Wundauflagn. Als negative Kontrolle dienten HM,
welche lediglich mit 20ul NaCl (0,9 %) befeuchet wurden. Positive Kontrollen wurden
mit 10l SDS(10%) befeuchet. Die positive Kontrolle hate im Vergleich zurnegativen
Kontrolle (100% LDH) eine dreifach erh6hie Ausschittung von LDH.
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Eine deutliche Erhéhung(Faktor 1,5 des LDH-Wertes konne lediglich bei Material B
beschichete mit Silbernanopartikelprecursor (AgNaMB) festgestellt werden. Hierbei
wurde die LDH-Ausschittungm Mittel um 48 % erhdht im Vergleich zur negativen
Kontrolle. Ein am Markt bfindliches Produki{M2) ohre Silber hatie um > 50% erh6hie
Ausschittung von LDH¥rzeugt.
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Abbildung61: Freigesetztes LDH nach24 hinkubation @& Hautmoelle mit den Wundauflagn.
(Dargestlt Mitt elwert mit Standardabeichung Dreifachbestimmung, n=2

4.35 Interleukine

Die Messung é@r Interleukine IL-1a, IL-6 und IL-8 wurce ebenfalls im Uberstand @s
Nahrmediums dr Hautmodall e durchgefihrt. Durch de Messung @r Interleukine ist es
maoglich, Ruckschliss auf Gkermafigen Zellstress undeine Steigerung cer Zellantwort
zu ziehen, da die Interleukine IL-1a, IL-6 und I8 als Entziindungsmaak gelten.
Erhohe Werte dieser proinflammatoriscbn Zytokine konren als Anzeichen fir
zytotoxiscle Effekte der Wundauflagn angesehen werden, wenn diese in Kombination
mit anceren Faktoen wie erhdher LDH-Ausschittung und @lschadigungn (im
histologiscten Schnity vorliegen wirden. Als negative Kontrolle dienten HM, welche
lediglich mit 10l NaCl (0,9 %) befeuchit wurden. Positive Kontrollen wurden mit 10
ul SDS (10 %) befeuchiet. All e Ergebnise wurden auf 100% negative der Kontrolle
(NaCl) der jeweiligen Messeihe (IL-1a, IL-6 und 1F8) normiert.

Abbildung 62 zeigt die Ergebnise der IL-la-Messungn. Sowohl bei am Markt
befindlichen Produken (M1S, M2, M2S als auch bi den hier beschicheten
Wundauflagn (AgNaMB, AgNiMB, ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) waren erhthie
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Ausschittungn zu beobachén. Im Besonderen zeigten AgNaMB und das am Markt
befindliche Produkt M2 erh6hie Ausschittungum Faktor 3im Vergleich zur NaCl
Kontrolle. Weiterhin konne eine Verringerung von Il-1la an AgNaMA, AgNiMA,
ZnNaMa und dr reinen SiOxSchichen sowe vom Produkt M1lim Vergleich zur

negativen-Kontrolle gemessen werden.

Abbildung 63 zeigt die Ergebnis® der Messungn von 1I-6. Es =zigte sich, dassim
Vergleich zur zytotoxiscen SDSReferenz mit einer um den Faktor 18erhdhen IL-6-
Ausschittung egeniber der nicht zytotoxisclen NaClReferenz keine derart stark
erhdohen Werte der einzelnen Materialien zu nessen waren. Vergleichsweise geringe
Erh6hungn (Faktor 2 wurden bei AgNiMB, ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMB sowe dem
Produkt M1S gmessn.

In Abbildung 64 sind de Resultat der IL-8-Messun@n dargestellt. Hierbel zeigte sich
dasdie Ausschittung von K8 unter Zugale von SDSim Vergleich zur alen getesteten
Wundauflagn deutlich erhoht (Faktor 3 war. Weiterhin zeigten auch AgNiMB,
ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMB sowe das Produkt M1%ine Verdoppelung der IL-8-
Freisetzungen im Vergleich zur regativen NaClKontrolle.
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Abbildung 62: Freigesetztes IL-1a nach 24h Inkubation @& Hautmodlle mit den Wundauflagn. Werte
relativ zur NaCiKontrolle. (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung Dreifachbestimmung, n=2
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Abbildung63: Freigesetztes IL-6 nach 24 Hnkubation @& Hautmoalle mit den Wundauflagn. Werte
relativ zur NaClKontrolle. (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung Dreifachbestimmung, n=2
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Abbildung 64: Freigesetztes IL-8 nach 24 h Inkubationed Hautmodlle mit den Wundauflagn. Werte
relativ zur NaClKontrolle. (Dargestellt Mitt elwert mit Standardabeichung Dreifachbestimmung, n=2

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

Die HamatoxylinEosinFarbung ér histologisclen Schnite der Hautmodtlle wurde
genutzt, um morphologiscé Veranderungen der kinstlicken Haut unér Einfluss cbr
Wundauflagn zu uterprifen. Negative Einflise der Wundauflagn wurcen das
Hautmoall schadigen bzw. einzelne Bereiche der Epidermis, Dermis oder einzelne
Zéelltypen (z. B. Abrunden der Fibroblasén).

Abbildung 65bis 81 zeigen HE-Farbungn der HautmodaIschnitte nach 24 h Inkubation
bei 20-facher Vergroferung Abbildung 65 zeigt die nicht kelasite Negativkontrolk,
welche lediglich mit 10 pl NaCl (0,9 %) beaufschlagt wurd. Dort ist zuerkennen, dass
die Epidermis und Bermis gut ausepildet sind und kine Schae@n am Gawebe vorhanan
sind (Locher in Dermis, Abrundungn von Fibroblagn). In Abbildung 66 ist die
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