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1 Einleitung

Silicium ist das zweithdufigste Element der Erdkruste. Es kommt dort haupt-
sichlich in Siliciummineralen vor [86].

In biologischen Systemen ist es ein Spurenelement. Beispielsweise bauen Kie-
selalgen (Bacillariophyta) ihr Exoskelett vorwiegend aus amorphem SiO, auf,
woher sie auch ihren deutschen Trivialnamen haben. Versuche an ihnen mit
Germanium als Siliciumtracer ergaben Hinweise darauf, dass die Aufnahme
des Siliciumdioxids durch Proteine stattfindet [3§].

Weitaus grofiere Siliciumkonstrukte werden von Glasschwdmmen erzeugt. Die
Schwammart Monorhaphis chuni kann Nadeln bis zu einer Gréfie von 3m
und einem Durchmesser von 10 mm erzeugen, womit sie die groiten Bio-Silica
Strukturen der Erde produzieren [87]. Diese Meeresbewohner gewinnen das Si-
liciumdioxid aus im Wasser geloster Kieselsédure.

Auch fiir Landlebewesen ist SiO, wichtig. Schachtelhalme (Equisetum) benut-
zen amorphe SiO,-Strukturen fiir ihr Stiitzgertist.

Ein weiteres Beispiel fiir die Bedeutung des SiO, ist Reis, bei dem gezeigt
werden konnte, dass die Pflanze auf einem SiOj-reicheren Boden mehr Sili-
ciumdioxid in die Halme einbaut und so eine hohere Resistenz gegen einen
Schédling, den Ziinslerfalter (Pyraloidea), sowie einen hoheren Ertrag aufweist
[42].

Auch hohere Lebewesen nutzten SiO, fiir ihren Gewebeauf- und umbau. Car-
lisle hat schon 1970 gezeigt, dass die SiOy-Konzentration in jungem, neu ge-
bildetem bzw. sich bildenden Knochen héher ist als in ausgewachsenem [10].
Bei Hithnern fithrte demzufolge eine siliciumarme Kost zu Fehl- und Man-
gelwiichsen beim Knochen- und Knorpel- und Bindegewebe [I1} [12]. Somit ist
Silicium essentiell fiir den normalen Knochenaufbau [13].

Ahnliche Ergebnisse haben Diitversuche an Ratten ergeben, welche wihrend
einer siliciumarmen Didt langsamer zunahmen als die Kontrollgruppe. [79].
Dass SiO, durch die Nahrung aufgenommen Einfliisse auf den menschlichen

Organismus hat, konnte an verschiedenen Stellen verifiziert werden [80, 78, [47].
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Es wurde gezeigt, dass SiO9-Aufnahme mit einer erhohten Knochendichte as-
soziiert werden kann [47].

Bis heute ist nicht eindeutig geklért, an welchen biochemischen Prozessen Sili-
ciumdioxid direkt beteiligt ist. Weiterhin besteht Untersuchungsbedarf beziig-
lich der Bioaktivitét verschiedener SiO,-Strukturen.

510, kann kristallin, amorph, stark oder schwach vernetzt vorkommen. Da in
biologischen Systemen wie in Pflanzen das Siliciumdioxid aber amorph und
schwach vernetzt ist [49], liegt es nahe, dass diese Struktur die biologisch ak-
tivere ist.

Solche schwach vernetzten, amorphen SiO,-Strukturen kénnen iiber einen Sol-
Gel-Prozess erzeugt werden. Dieser Prozess bietet eine Vielzahl an Moglich-
keiten die Strukturbildung zu steuern und somit verschiedene SiO4-Strukturen
zu gestalten.

Da SiO4 Einfluss auf Knochen- und Bindegewebsautbau hat, ist der Einsatz als
Zusatz fiir ein Knochenaufbaumaterial denkbar und sogar schon Realitdt. Im
Knochenaufbaumaterial Nanobone® sind bis zu 39 % SiO, enthalten, welches
nachweislich einen positiven Einfluss auf den Knochenaufbau hat [91], [1]. Das
Siliciumdioxid dieses Produktes ist ein amorphes, schwach vernetztes Xerogel,
welches im Sol-Gel-Prozess hergestellt wird.

Die Eigenschaft beim Knochenaufbau zu unterstiitzen und sich am Aufbau von
Bindegewebe zu beteiligen, legt nahe, dass SiO, eine Wirkung auf den Aufbau
anderer Organe hat.

Die Haut besteht, wie das Bindegewebe, zu einem wesentlichen Teil aus dem
Strukturproteein Kollagen. Calomme hat bei Kélbern festgestellt, dass sich
der Kollagenanteil in deren Haut erhoht, wird der Nahrung SiO, zugegeben
[9]. Es besteht also die Moglichkeit, dass SiO5 den Aufbau der Haut bzw. ihre
Wundheilung unterstiitzt.

Die Wundheilung ist einer der komplexesten Vorgénge im menschlichen Kérper.
Sie dient dem Verschluss einer Wunde und der weitestgehenden Wiederher-
stellung des beschéadigten Koérpergewebes. Dabei werden verschiedene Phasen
durchlaufen, die einander iiberlappen.

Bei der Wundheilung der Haut sind das die Hamostase, die inflammatori-
sche Phase, die proliferative Phase und die Regenerationsphase [28]. Laufen
diese Prozesse nicht in physiologischer Weise ab, sondern sind unkoordiniert

und pathologisch verzogert, heilt die Wunde nicht und man spricht von ei-



ner chronischen Wunde [34]. Ab wann dies zutrifft, ist nicht eindeutig aus-
gewiesen. Griinde fiir chronische Wunden gibt es einige, am héaufigsten (bis
zu 70 %) treten chronische Wunden infolge von von Durchblutungsstérungen
auf. Weitere Einflussfaktoren sind dauerhafte Druckschéadigungen der Haut,
Stoffwechselstorungen, Diabetis, Immunsuppression oder Strahlenschéden. Die
Behandlung chronischer Wunden kann relativ komplex sein, da immer nicht
nur die Wunde sondern auch die urséchliche Erkrankung mitbehandelt werden
muss. Prinzipiell ist die Behandlung einer chronischen Wunde dhnlich der einer
akuten Wundbehandlung. Im Unterschied dazu ist sie viel zeitintensiver und
benotigt eine groBere Einflussnahme auf das Heilungsgeschehen [8F].

In der modernen Wundbehandlung wird bei chronischen Wunden auf ein feuch-
tes Wundmillieu gesetzt. Bereits 1963 hatte Winter festgestellt, dass feuchte
Wundauflagen eine wesentlich schnellere Reepithelisierung induzieren als tro-
ckene [90]. Jedoch wird heute noch der traditionelle trockene Wundverband,
meist Mullkompressen, welche die Wunde austrocknen, weit verbreitet einge-
setzt [88, BI]. Dabei muss ein trockener Wundverband nicht gleichzeitig mit
einem trockenen Wundmillieu in Zusammenhang gebracht werden. Beispiels-
weise verhindern Okklusivverbédnde, die nur aus einer Polymerfolie bestehen
konnen, das Austrocknen der Wunde und schaffen ein feuchtes Wundmillieu.
Man spricht hier von hydroaktiven Wundauflagen.

Grundsétzlich ist der Einsatz einer solchen Auflage abhédngig vom Wundtyp.
Bagatellwunden oder chirurgische Verschliisse konnen beispielsweise trocken
therapiert werden. Chronische Wunden oder Wunden mit komplizierter Ree-
pithelisierungsphase sollten jedoch mit hydroaktiven Wundauflagen behandelt
werden [41].

In Deutschland gibt es schatzungsweise iiber 4 Mio. Menschen mit chronischen
Wunden. Die entsprechenden Behandlungskosten werden auf etwa 5 Mrd. Eu-
ro jahrlich geschitzt [20]. Aufgrund des Demografiewandels und der Tatsache,
dass chronische Wunden meist dltere Menschen betreffen, ist anzunehmen, dass
diese Zahlen eher steigen.

Der hohe Bedarf an modernen Wundauflagen und das groie Potential des Si-
liciumdioxids sind eine gute Motivation, eine Wundauflage auf SiO,-Basis zu
entwickeln. Es besteht grofler Forschungsbedarf, um die biochemischen Ein-
fliisse des Siliciumdioxids auf, den Gewebeauf- und umbau zu verstehen. Ein

Hautdefektmodel ist geeignet, um dies zu untersuchen und gleichzeitig eine
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Silica enthaltende Wundauflage zu entwickeln.

Im Rahmen dieser Arbeit werden schwach vernetzte Silicastrukturen im Nano-
meterbereich im Sol-Gel-Prozess hergestellt und zu einem Nanokomposit fiir
eine Wundauflage weiterentwickelt. Da SiO, spréde ist und damit nicht die
geeigneten rheologischen Eigenschaften hat, um als Wundauflage zu dienen,
wurde ein Additiv gesucht. Dieses Additiv muss natiirlich biokompatibel sein
und in Kombination mit den Silicastrukturen eine gut handhabbare Wund-
auflage ergeben. Zusétzlich sollten die Interaktionen mit den Silicastrukturen
nicht zu stark sein, damit diese fiir die Wundheilung zur Verfiigung stehen.
Polyvinylpyrrolidon (PVP) hat sich als beste Alternative fiir diesen Zweck
ergeben. Dieses Polymer wird schon ldnger in der Medizin verwendet, kann
mit Wasser zu einem elastischen Gel verarbeitet werden und geht mit SiO,-
Oberflachen nur Wasserstoftbriickenbindungen ein. Bevor dieses PVP-SiO,-
Nanokompositmaterial in vivo und in vitro getestet wurde, wurden Struktur-
untersuchungen durchgefiihrt, um die Interaktionen zwischen dem Polymer
und den Silicastrukturen zu verstehen.

Fiir die Entwicklung einer Wundauflage aus dem Nanokomposit wurden zwei
Ansitze verfolgt. Zum Einen wurde ein trockenes Vlies entwickelt, welches bei
stark sezernierenden Wunden angewendet werden kann. Zum anderen wur-
de eine feuchte Wundauflage entwickelt, die auch bei trockenen Wunden ein
feuchtes Wundmilieu erzeugt. Beide sollen schwach vernetzte Silicaaggregate
im Nanometerbereich freisetzen kénnen, um die Wundheilung positiv zu be-

einflussen.



2 Stand der Technik

2.1 Sol-Gel-Prozess

Genutzt wird der Sol-Gel-Prozess in Verfahren zur Synthese nichtmetallischer,
anorganischer oder anorganisch-organischer Werkstoffe aus kolloidalen Disper-
sionen, den Solen.

Es koénnen optische Gléaser, diinne Beschichtungen oder Fasern mit diesem
Vorgang hergestellt werden, wobei sich die industriellen Anwendungen auf die
diinnen Schichten konzentrieren. Diese sind vergleichbar mit Schichten, die
durch Kathodenzerstdubung hergestellt werden [95].

Der Sol-Gel-Prozess lauft meist unter milden Bedingungen, also bei Raumtem-
peratur und atmosphérischem Druck ab. Dabei konnen aus ein und derselben
chemischen Komposition, nur durch das Verdndern einiger Prozessparameter,
Materialien mit deutlich unterschiedlichen physikalischen Formen und Eigen-
schaften erzeugt werden.

Das Sol, welches am Anfang des Prozesses steht, kann aus Priakursoren her-
gestellt werden. Dies sind meist Metalle oder Halbmetalle, an die organische
oder auch anorganische Gruppen gebunden sind. Diese Gruppen werden ab-
gelost und es bilden sich die kolloidalen Strukturen, die das Sol ausmachen.
Diese Strukturen konnen, je nach Syntheseparameter, weiter miteinander ag-
gregieren. Dabei erhoht sich die Viskositdt und letztendlich wird ein Hydrogel
gebildet. Ein Gel ist ein starres Netzwerk aus Solpartikeln mit interkonnek-
tierenden Poren. Die Form des Netzwerkes und der Poren hingt stark von
Parametern wie dem pH-Wert oder der Verdiinnung ab. So kénnen mitunter
fraktale oder faserartige Strukturen erzeugt werden. Auch die Vernetzung kann
beeinflusst werden.

Im Anschluss an die Gelbildung wird das Material meist getrocknet um das
Losungsmittel, welches in den Poren ist, zu entfernen. Dieser Prozess hat eben-

so einen groflen Einfluss auf das Endprodukt. Einfaches Trocknen auf einer
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Heizplatte beispielsweise, erzeugt durch Kapillarkréfte grofle Spannungen im
Gel, die zum Kollabieren der Strukturen fithren. So entstehen Xerogele. Dies
kann man durch iiberkritisches Trocknen umgehen und Aerogele herstellen,
deren Nanostruktur erhalten bleibt. Durch anschlieSfendes Erhitzen kénnen

Gléser oder Keramiken erzeugt werden. [75] [35]

2.1.1 Herstellung von Silicastrukturen mit Hilfe des

Sol-Gel-Prozesses

Wie schon beschrieben, kann durch den Sol-Gel-Prozess eine Vielzahl an ver-
schiedenen Strukturen erzeugt werden. Ziel ist es, dies zu nutzen, um Silici-
umdioxidstrukturen herzustellen, die sich durch eine moéglichst schwache Ver-
netzung auszeichnen. Weiterhin ist die Intention, diese Vernetzung steuern zu
konnen.

Eine Methode ein SiO,-Sol herzustellen ist, es aus Natriumwasserglas zu ge-
winnen. Natriumwasserglas (Nay,O(SiOs), - xH5O; x = {1, 2, 3,4}) besteht aus
Si0y-Strukturen im Nanometerbereich die in Wasser gelost und durch Natri-
umionen stabilisiert sind. Um nun ein Sol zu gewinnen, muss lediglich das
Natrium entfernt werden. Dies kann durch einen Ionenaustausch geschehen.
Danach liegt ein wéssriges Sol mit SiOy-Primérpartikeln vor.

Eine andere Methode ein SiO5-Sol zu gewinnen, ist einen Prakursor zu verwen-
den, zum Beispiel Tetraethylorthosilikat (TEOS). Dem TEOS werden durch
Hinzugeben von Wasser in einer Hydrolysereaktion (s.h. Schema die orga-
nischen Anhénge (Ethylgruppen) entfernt und es entstehen Monomere. Zeit-
gleich mit der Hydrolyse setzt eine Kondensationsreaktion (s.h. Schema

ein, bei der die Monomere iiber Si—O—Si Bindungen kondensieren.

Hydrolyse

(RO)5—Si—OR + H,0 (RO);—Si—OH + HOR

Veresterung

Schema 2.1: Hydrolyse und Veresterung von TEOS mit Wasser;
Der Molekiilrest R ist in diesem Fall eine Ethylgruppe.

Das molare Verhéltniss von Wasser zu TEOS wird als ry-Wert bezeichnet. Da
bei der Kondensation Wasser frei wird, reicht rechnerisch ein ry-Wert von 2
aus, damit die Hydrolyse und die Kondensation vollstdndig ablaufen und ein
wasserfreies SiO,-Gel entsteht. Dies kommt aber praktisch nicht vor [7].

Da TEOS und Wasser nicht mischbar sind, wird meist ein organisches Losungs-
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(RO);—Si—OH + HO—Si—(OR), ~odensation,
(RO)3—Si—0—Si—(OR)3 + Hy,O

(RO)3—Si—OH + RO—Si—(OR), Zondensetion,
(RO)3—Si—0—Si—(OR)3 + ROH

Schema 2.2: Kondensation von Kieselséure iiber eine OH- bzw. eine Alkoholgruppe
(RO)

mittel wie Ethanol verwendet. Dieses beteiligt sich an den Reaktionen wie an
der Riickreaktion der Hydrolyse, der Veresterung (s.h. Schema [2.1). Es ist
durchaus moglich ohne ein Losungsmittel auszukommen, da Ethanol bei der
Hydrolyse als Nebenprodukt entsteht und sich so im Laufe der Reaktion mehr
und mehr TEOS und Wasser miteinander vermischen.

Um die Hydrolyse zu beschleunigen nutzt man Katalysatoren. Dies konnen
Basen oder Sauren sein. Bei der sauer katalysierten Hydrolyse protoniert die
Saure eine Alkoxylgruppe des TEOS. Dadurch sinkt die Elektronendichte am
Si-Atom und es ist angreifbarer durch Wasser. Das hat zur Folge, dass die Hy-
drolyserate steigt. Bei der basisch katalysierten Hydrolyse wird das Si-Atom
des TEOS durch nukleophile Hydroxylanionen angegriffen, die durch die Dis-
soziation des Wassers unter den basischen Bedingungen entstanden sind [7].
Sowohl der ry-Wert, der Losungsmittelanteil und der pH-Wert haben einen
Einfluss auf die Kondensation und somit auf die Strukturbildung. Im Allge-
meinen kondensiert SiOy von Monomeren iiber Dimere und Trimere zu zykli-
schen Strukturen und weiter zu SiO4-Polyedern, den Primérpartikeln des Sols.
Im basischen Milieu entstehen dann gréflere, sphérische Partikel. Bei niedrigen
pH-Werten oder auch in Anwesenheit von Salzen entstehen dreidimensionale
Gel-Netzwerke [44]. Speziellere Sole konnen beispielsweise aus TEOS bei ei-
nem ry-Wert von etwa 1 bis 2 und 0.01 M HCL hergestellt werden. Diese Sole
sind spinnbar [76]. Ist der ry-Wert jedoch hoher oder die Hydrolyse basisch
katalysiert, entstehen keine spinnbare Sole mehr. Die schon besprochenen,
monodispersen, sphérischen Partikel entstehen unter basischen Bedingungen
und hohen ry-Werten durch den Stéber Prozess. Bei diesen Bedingungen ag-
gregiert das SiO, zu Partikeln, die ab einer bestimmten Grofle aufgrund von
AbstoBungseffekten stabil sind [83].

Der pH-Wert beeinflusst sowohl die Loslichkeit als auch die Oberflichenladung-
en der SiOy-Molekiile. In SiO5-Solen ist die Netto-Oberflichenladung bei enem
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pH-Wert von etwa 2 neutral [64]. Dieser Punkt wird isoelektrischer Punkt ge-
nannt. Da an diesem Punkt wenig =SiOH™ oder =SiO -Gruppen an der SiO,-
Oberflache sind, die bei der Aggregation von Partikeln involviert sind [44],
braucht ein Sol dort langer zum Gelieren. Ist der pH-Wert des Sols kleiner als
der isoelektrische Punkt, also kleiner als 2, ist die Netto-Oberflichenladung der
SiO,-Partikel positiv. Dadurch gibt es viele =SiOH™ und die Geliibergangszeit
des Sols sinkt. Bei hoheren pH-Werten steigt der Anteil an =SiO™ und die
Geliibergangszeit sinkt auch. Der isoelektrische Punkt ist also ein Punkt, an
dem die Geliibergangszeit ein lokales Maximum besitzt. Ab einem pH-Wert
von 7 bis 8 steigt die Geliibergangszeit wieder, da die negativ geladenen Par-
tikel sich nun immer stérker elektrostatisch abstoflen. Auch erhoht sich die
Loslichkeit von SiOy in Wasser ab einem pH-Wert von 9 stark, sodass eine
Gelbildung bei hohen pH-Werten nicht eintritt bzw. sehr lange dauert. Die
Loslichkeit des SiO, ist auch von der Grofle der Strukturen abhéngig. Kleinere
sind besser 16slich als grolere. Diese Loslichkeitsunterschiede fithren in Gelen
zu einer Reifung, der Ostwaldreifung. Dabei 16sen sich im Mittel mehr kleine-
re Strukturen auf und das geldste SiO, aggregiert wieder. Im Laufe der Zeit
werden so die grofleren Strukturen groBer und die kleinen verschwinden [85].

Fiir die Entwicklung einer Wundauflage, welche auf SiO,-Strukturen basieren
soll, ist deren biologische Aktivitdt wichtig. Es sollen schwach vernetzte Si-
licaaggregate im Nanometerbereich verwendet werden, da die angenommene
Hypothese besagt, dass sie den Gewebeauf- und umbau positiv beeinflussen.
Solche Aggregate sollen mit Hilfe des Sol-Gel-Prozesses hergestellt werden, da
dieser iiber weitreichende Moglichkeiten verfiigt, die Struktur der Silicaaggre-

gate einzustellen.

2.2 Biologische Wirksamkeit des SiO,

Die biologische Wirksamkeit von SiO, ist im allgemeinen wenig bekannt. Re-
lativ bekannt ist die Krankheit Silikose, eine Form der Fibrose, die durch das
Einatmen von Quarzstduben hervorgerufen wird. Partikel, die Silikose hervor-
rufen sind kristallin und haben eine Grofle im Mikrometerbereich. Bei Unter-
suchungen, ob auch Partikel im Nanometerbereich fibrogen sind, wurde fest-
gestellt, dass diese weitaus geringere fibrogene Eigenschaften aufweisen [16].

Inzwischen hat Siliciumdioxid bzw. Silicium einen gewissen Bekanntheitsgrad
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bei den Nahrungsergénzungen erhalten. Man kann Kieselerden kaufen oder
Zeolithpréparate, die je nach Anwendung verschiedene Wirkungen haben sol-
len. Dass Silicium ein Spurenelement biologischer Systeme ist, ist schon ldnger
bekannt [57]. Es kommt in der Natur am héufigsten als Siliciumdioxid vor und
wird auch so in biologischen Systemen verstoffwechselt.

Verschiedene Diédtversuche haben gezeigt, dass ein Mangel an Silicium bzw.
Si05 zu Fehl- und Mangelwiichsen fithrt. In Abbildung sind beispielhaft
zwei Hithner aus einer Erndrungsstudie zu sehen, von denen das rechte we-
nig SiO, in die Nahrung bekam, das linke mehr [I4]. Auch Ratten zeigen bei

siliciumarmer Kost ein vermindertes Kérperwachstum [79, 81].

Abbildung 2.1: Vier Wochen alte ménnliche Hiihner wéhrend einer mit Silici-
um ergianzten Diat (links) und einer Basisdiit mit wenig Silicium

(rechts), aus [14].

Da SiO, im Knochen vorkommt [50, [10], ist es nachvollziehbar, dass erhohte
SiOy-Aufnahme die Knochendichte positiv beeinflusst und den Verlauf von
Knochenkrankheiten wie Osteoporose verzogert [70), 47, [4]. Weiterhin wurde
berichtet, dass Siliciumdioxid Arteriosklerose entgegenwirkt, den HDL- und
LDL-Cholesterinspiegel zu Gunsten des HDL-Cholesterinspiegels verschiebt,
den Triglyceridwert im Blut senkt und altersbedingten Endothelverdnderungen
in den Geféflen entgegenwirkt [80, 78] 62 [56), [§].

5104 wird hauptséchlich durch die Nahrung aufgenommen. Dabei wurde in ei-
ner britischen Studie herausgefunden, dass Méanner Siliciumdioxid vorwiegend
durch Bier und Bananen zu sich nehmen, wérend es bei Frauen Bananen und

griine Bohnen sind [46]. Viel SiO, ist u.a. in Bier, Bohnen, Datteln, Bananen,
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braunem Reis, und Dinkel zu finden [67].

Da Siliciumdioxid sehr vielfiltig auf der Erde vorkommt und wichtig fiir Le-
bewesen ist, stellt sich die Frage, welches SiO, fiir Organismen, speziell den
Menschen, brauchbar ist. Ein Quarzkristall oder ein Stiick Kieselglas konnen
beispielsweise nicht durch den Korper aufgeschlossen werden. Monokieselséaure
dagegen ist bioaktiv wie folgendes Beispiel zeigt. Calomme hat bei seinen Fiit-
terungsversuchen an Kélbern den SiO,-Gehalt der Nahrung durch stabilisierte
Monokieselsdure um nur 4,9 % erhoht, was sowohl einen Anstieg von 70 % des
Siliciumgehaltes im Blutserum zur Folge hatte als auch den Kollagengehalt
in der Haut erhohte [9]. Monokieselsdure ist nicht vernetztes SiOy und sehr
bioaktiv, dagegen werden stark vernetzte SiO,-Strukturen, wie Quarzkristalle
oder auch Kieselglas, nicht verstoffwechselt. Lakshminarayanan hat gezeigt,
dass die SiO4-Strukturen in Pflanzen schwach vernetzt und amorph sind. Die
Si0y-Strukturen in Schachtelhalm und Dinkel sind beide aus Primérpartikeln
im Bereich von 4 nm aufgebaut [49).

Es konnte nachgewiesen werden, dass ein Sud aus Ackerschachtelhalm (equi-
setum arvense) als Wundauflage bei Kaninchen eine grofiere Wundkontrakti-
on hervorruft [32]. Auch werden dem Ackerschachtelhalm antidiabetische [74],
blutstillende und andere heilende Wirkungen zugeschrieben [63]. Er wird in
der Naturheilkunde u.a. bei Nierenleiden, Harnwegserkrankungen, rheumati-
schen Beschwerden und auch als Wundauflage bei schlecht heilenden Wunden
eingesetzt [77]. Ob diese Wirkungen auf dem hohen SiO,-Gehalt beruht, der
bis zu 25 % der Trockenmasse betragen kann [39], ist nicht ausreichend geklért.
Dass in biologischen Systemen meistens schwach vernetztes SiO, vorliegt, legt
die Schlussfolgerung nahe: Je schwécher vernetzt das Siliciumdioxid ist, desto
brauchbarer ist es fiir den Organismus.

Das Knochenaufbaumaterial Nanobone® macht sich diesen Zusammenhang zu
Nutze. Es besteht aus Hydroxylapatitpléttchen, die in eine SiO,-Matrix ein-
gebunden sind. Diese SiO,-Matrix ist schwach vernetzt, amorph und bioaktiv.
In den Korper eingebracht, vollzieht diese Matrix einen Matrixwechsel ohne
seine Form zu verlieren. Das SiOy wird sehr schnell durch kérpereigene Prote-
ine ausgetauscht und das Material so maskiert [91].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass SiO, wichtig und nétig fiir Orga-
nismen ist, speziell fiir den Bindegewebsaufbau. Es hat sich gezeigt, dass es

einen groflen Einfluss auf die Kollagensynthese hat. Je schwécher das SiO, in
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einem Netzwerk gebunden ist, desto bioaktiver ist es.

2.3 PVP

Eine gut handhabbare Wundauflage sollte elastisch und anschmiegsam und
nicht sprode sein. SiO,-Gele sind jedoch sprode. Deshalb muss auf ein Ad-
ditiv zuriickgegriffen werden, welches diese Eigenschaft unterdriickt. Vorun-
tersuchungen haben ergeben, dass sich Polyvinylpyrrolidon (PVP) gut dafiir
eignet. PVP (Abb. ist ein weifles, hygroskopisches Pulver. Es kann durch
radikalische Losungsmittelpolymeri-
sation aus Vinylpyrrolidon in Was-
ser oder organischen Losungsmitteln
hergestellt werden. Die Molmassen
iiblicher Polyvinylpyrrolidone liegen N
zwischen 2000 und 2500000 g/mol.
PVP wird typischerweise iiber die
Eigenviskositit, den K-Wert charak-
terisiert, welcher direkt mit der mo-
laren Masse zusammenhéngt. PVP Abbildung 2.2: PVP

liegt in Losung als Knéduel vor. In

m

0,9 %-iger NaCl Losung liegen die Knidueldurchmesser zwischen 1 bis 100 nm
[29]. Einige K-Werte, deren zugehorigen molaren Massen und die mittlere
KnéuelgroBen sind in Tabelle[2.T|dargestellt. PVP hat eine Glastemperatur, die
von der molaren Masse abhingt (s.h. Tabelle 2.1)). Sie reicht von etwa 95°C
fiir niedrige Molekulargewichte bis etwa 175°C fiir hohe Molekulargewichte.
Die Pyrrolidoneinheiten des PVP haben eine sehr polare Struktur und sind
daher in der Lage Wasserstoftbriickenbindungen auszubilden. Dies ist auch der
Grund, weshalb sich PVP gut in Wasser und vielen polaren Losungsmitteln
16sen lésst.

PVP lasst sich in wassriger Losung chemisch oder durch Bestrahlung mit Gam-
mastrahlen oder UV-Strahlung quervernetzen [59] 2, 45, 23] 36]. Chemisch
kann es mit starken Basen, anorganischen Persulfaten oder Peroxiden querver-
netzt werden. Dabei kann durch Radikale sowohl die Vinylkette als auch der
Pyrrolidon-Ring geoffnet werden. Das an dieser Stelle enstandene Makroradikal

kann dann mit anderen Makroradikalen eine kovalente Bindung eingehen und
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K-Wert molare Masse [Da] Kné#ueldurchmesser [nm]  Glasiibergangs-
temperatur [°C|

12 2500 3 97
17 10000 5 109
25 25000 10 141
30 40000 20 158
90 110000 100 178

Tabelle 2.1: Zusammenhang zwischen K-Wert, molarer Masse und Knéuelgrofie bei
Losung in 0,9 %-iger NaCl Losung von PVP nach [29]

sich so das PVP-Molekiil mit einem anderen oder demselben an anderer Stelle
verkniipfen [2]. Bei der Bestrahlung mit UV-Strahlen entstehen im Wasser Hy-
droxylradikale, die den Pyrrolidon-Ring angreifen. Dadurch entstehen wieder
Makroradikale, welche die Quervernetzung bedingen. Die UV-Strahlung kann
aber auch die PVP-Kette oder die Pyrrolidon-Ringe radikalisieren und selber
Makroradikale bilden. Bei dieser Methode werden die PVP-Ketten durch das
Offnen dieser nicht signifikant kleiner [06]. Da Gammastrahlen eine hohere
Energie besitzen, kénnen sie sowohl Radikale im Lésungsmittel und Makrora-
dikale erzeugen als auch kovalente Bindungen der PVP-Molekiile aufbrechen.
Die Quervernetzung erfolgt dann wieder durch die inter- und intramolekula-
re Bindung zweier Makroradikale [36] 48]. Durch die Quervernetzung verliert
PVP die Wasserloslichkeit, wird jedoch quellfdhig und kann mit Wasser ein
Hydrogel bilden.

Pharmakologisch wird PVP schon ldnger verwendet. Im 2. Weltkrieg wurde
PVP unter dem Namen Periston als Blutplasmaersatz eingesetzt. 1952 wurde
auf Grund der langfristigen Speicherung des Peristons im Korper, das Mole-
kulargewicht von 50000 u auf 25000 u herabgesetzt [33]. Es hat sich gezeigt,
dass die Knéuelgrofle und somit das Molekulargewicht entscheidend fiir die
Ausscheidung des PVP ist. Da die Nierenkapillaren nur etwa 8 nm grof3 sind,
kénnen diese nur von Molekiilen mit maximal dieser Gréfle passiert werden. Ra-
vin hat gezeigt, dass inerhalb von 6 Stunden nach der Infusion, PVP mit einem
Molekulargewicht von 30000 u vom Menschen ausgeschieden wird. Danach ver-
langsamt sich die Ausscheidungsrate und die Molgewichte der ausgeschiedenen
PVP-Ketten steigen an [69]. PVP verbleibt also nicht im Koérper. Die Toxi-
zitdt von PVP ist sehr gering. Die mittlere letale Dosis, also die Dosis bei der
50 % der beobachteten Population verstorben sind, wird mit LD5g > 100 g/kg

Korpergewicht fiir Ratten und Meerschweinchen angegeben [61].
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PVP findet eine weite Verbreitung im medizinischen Raum als Komplexbildner
mit Tod. Dieses sogenannte Povidon-Iod wird als Antiseptikum bzw. Desinfek-
tionsmittel verwendet. Das Iod ist dabei zwischen zwei Pyrrolidon-Ringe des
PVP iiber Wasserstoftbriicken an den Sauerstoff gebunden [94]. Der Komplex
aus Iod und PVP ist gut wasserloslich, wiahrend Iod schlecht in Wasser gelost
werden kann und so schwieriger als Desinfektionsmittel einsetzbar wére.

Der Umstand, dass quervernetztes PVP ein quellfdhiges Hydrogel ist, macht
es attraktiv fiir eine Wundauflage. In Verbindung mit Silicaaggregaten kann
es deren Vernetzung und Gelbildung unterbinden und so als anschmiegsames,
nicht sprodes Material fiir eine Wundauflage dienen. Die Medizinische An-
wendung von Hydrogelen auf PVP-Basis ist Gegenstand aktueller Forschung
[37, 145, 511, (73], [72).

2.4 Wunde

Eine Wunde ist das Resultat einer Storung normaler anatomischer Struktur
und Funktion von Gewebe [52]. Es ist schwierig Wunden im Allgemeinen zu
klassifizieren. Die wichtigsten Fakten sind die Art der Verletzung, wie tief die
Wunde ist, die Zeit, die seit Eintreten der Verwundung vergangen ist und ob
es sich um eine akute oder chronische Wunde handelt. Bei der Art der Ver-
letzung ist beispielsweise zu unterscheiden, ob die Wunde durch eine Infektion
oder eine Verbrennung zu Stande kam, oder ob Abscherungen, Schnitte oder
Quetschungen die Ursache sind. Die Féhigkeit eine Wunde zu Heilen, héngt
auch von ihrer Tiefe ab. Man unterschiedet zwischen oberflachlichen, tiefder-
malen und Vollhautwunden.

Die Zeit spielt insofern eine Rolle, dass, je langer eine Wunde offen ist, de-
sto mehr Krankheitserreger ihre Oberfliche besiedeln. Nach durchscnittlich 5
Tagen ist eine Wunde mit Bakterien kolonisiert und somit chronischer Natur
[65].

Akute Wunden durchlaufen normalerweise einen geordneten Wundheilungs-
prozess, der die Wiederherrstellung der normalen anatomischen Struktur und
Funktion zum Ziel hat [52].

Bei chronischen Wunden ist dieser Heilungsprozess gestort oder er wird nicht
beendet [52]. Dies kann mehrere Griinde haben. Man unterscheidet einereits lo-

kale Faktoren, wie Fremdkorper in der Wunde, aufgequollenes Gewebe, Durch-
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blutungsstérungen oder Infektionen und andererseits systematische, wie fort-
geschrittenes Alter, Mangelernéhrung, Diabetes und Nierenerkrankungen, die
einen Einfluss auf die Wundheilung haben kénnen. Neben diesen lokalen und
systematischen Einfliissen scheinen auch ein niedriges Niveau aktiver Wachs-
tumsfaktoren, ein Ungleichgewicht zwischen Proteinase und deren Inhibitoren

und seneszente Zellen den Heilungsprozess ungiinstig zu beeinflussen [30, [52].

2.5 Wundheilung

Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, den man in vier Phasen eintei-
len kann (Tabelle [2.2)). Die erste Phase ist die Hémostase oder Blutstillung,
welche sofort nach der Verletzung des Gewebes einsetzt. Durch das aus den
verletzten Gefidflen austretende Blut werden Fremdkorper bzw. Krankheitser-
reger grofitenteils ausgespiilt. Sekunden danach verengen sich die Gefiafle, um
einen grofferen Blutverlust zu vermeiden. Nun lagern sich Thrombozyten an
den verletzten Gefafiwénden an und verklumpen. Es werden Gerinnungsfakto-
ren freigesetzt, Fibrin bildet ein Fasernetz, in dem sich weitere Thrombozyten
festsetzen konnen — ein Blutgerinsel bildet sich.

Wiéhrend der Entziindungs- und Exsudationsphase wandern Leukozyten, zu

denen u.a. Phagozyten (Fresszellen), Neutrophile und Lymphozyten gehéren,

Phase zelluldre Vorgénge
Héamostase - austretendes Blut spiilt Fremdkorper aus
- Vasokonstriktion der betroffenen Geféfle
- Aggregation von Blutplédttchen,
Degranulierung und Fibrinbildung

Entziindungs- & - Leukozyten wandern ein
Exsudationsphase - Krankheitserreger, Zelltriimmer und
toxische Stoffe werden abgebaut
Granulations- & - Reepithelisierung, Angiogenese, Kollagensynthese

Proliferationsphase - Fibroblasten wandern ein
- Ab- und Umbau der extrazelluldren Matrix
Wundkontraktion/ - aktive Annéherung der Wundrénder
Remodelling - Umwandlung des Granulationsgewebes zu
Narbengewebe
- Abbau und Reifung von Blutgefafien

Tabelle 2.2: zelluldre Vorgéinge withrend der Wundheilungsphasen nach [28]



19

in die Wunde ein. Dies sind Zellen des Abwehrsystems und fiir die spezifi-
sche und unspezifische Abwehr zustéindig. Makrophagen, die zu den Phago-
zyten zidhlen, konnen Fremdkorper und Krankheitserreger umschliefen und
phagozytieren. Auflerdem setzten sie wichtige Stoffe wie zum Beispiel proteo-
lytische Enzyme (z.B. Kollagenasen und Elastasen), Wachstumsfaktoren und
entziindungsfordernde Zytokine frei und unterstiitzen somit die Wundreini-
gung und -heilung [66, 54, 21]. Die Lymphozyten sind Teil der spezifischen
Immunabwehr und tragen Antigene um bestimmte Krankheitserreger zu be-
kampfen.

In der Granulations- und Proliferationsphase wandern nun Fibroblasten ein
und ersetzen das Fibrinnetzwerk durch neues Bindegewebe. Weiterhin immi-
grieren Endothelzellen und bilden neue Blutgeféafle, sodass die Wunde mit Sau-
erstoff und Nahrstoffen versorgt wird.

Auf dem neu gebildeten Granulationsgewebe wandern Keratinozyten von den
Wundréandern her in den Hautdefekt. Sie bilden eine neue Epithelschicht und
verschlieen so die Wunde. Schon wihrend der Granulationsphase setzt die
Wundkontraktion und die Remodellierung des Granulationsgewebes zu stabi-
lerem Narbengewebe ein. Bei der Wundkontraktion wird das Wundvolumen
verkleinert indem sich die Wundréander aktiv anndhern. Das Umstrukturieren
des Granulationsgewebes zu Narbengewebe ist durch ein Umbau von Typ-I1I-
Kollagen zu Typ-I-Kollagen gekennzeichnet. Dieser Vorgang kann von mehre-
ren Wochen bis zu Jahren dauern und auch danach betriagt die Reif3festigkeit

der Narbe nur noch maximal 70 % der normaler Haut [82].

2.6 Wundauflagen

So vielfiltig wie Wunden sein konnen, so vielféltig ist auch das Spektrum der
Wundauflagen. Es reicht von einfachen Mullauflagen bis hin zu geziichteten
Gewebeteilen.

Strukturell besteht eine Wundauflage meist aus drei Schichten, einer Deck-
schicht zur Abgrenzung gegen die Umgebung, einer Adhésivschicht zur Fi-
xation der Wundauflage mit der umgebenden Haut und dem Wundfiiller, der
eigentlichen Auflage [40]. Es gibt sowohl Komplettsysteme, die alle drei Schich-
ten vereinen als auch Auflagen, die nur ein oder zwei Schichten beinhalten.

Grundsétzlich kann man zwischen Wundauflagen zur trockenen und feuchten



20 2 Stand der Technik

Wundversorgung unterscheiden. Bei der feuchten Wundversorgung muss nicht
zwangslaufig auf eine feuchte Wundauflage zuriickgegriffen werden. Wichtig ist

nur, dass die Auflage ein feuchtes Wundmilieu gewéhrleistet. In Tabelle

Indikation zur trockenen Indikation zu feuchten
Wundversorgung Wundversorgung

- primérer chirurgischer Wundverschluss - sekundér heilende Wunde
- unkomplizierte (akute) Bagatellwunde - chronische Wunde

- Wunde in der abschlieBenden - mit nekrotischem Material
unkomplizierten Epithelisierungsphase belegte Wunde
- trockene Nekrose bei hochgradiger - fibrinbedeckte Wunde
arterieller Minderdurchblutung - groBflachig unverschlossenes
Granulationsgewebe

Tabelle 2.3: Wundtypen und ihre Behandlung nach [41]

sind einige Indikatoren von Wunden fiir eine trockene bzw. feuchte Wundbe-
handlung aufgelistet.
Ublicherweise werden Wundauflagen nach ihren Eigenschaften in drei grofere

Gruppen klassifiziert.
- inaktive (passive) Wundauflagen
- interaktive Wundauflagen

- aktive Wundauflagen

Inaktive Wundauflagen nehmen Sekret aus der Wunde auf. Sie schaffen
kein spezielles Wundmillieu, und rufen, im Vergleich zur offenen Wunde, keine
Verénderungen auf zelluldrer Ebene hervor [40]. Beispiele sind Mullkompres-
sen, welche zur Erstversorgung oder bei Druckverbénden genutzt werden, Ga-
ze, als nicht haftende Verbéande oder Saugverbénde zur verstirkten Aufnahme

von Exsudat [41].

Interaktive Wundauflagen verdndern das Mikromillieu der Wunde und
fordern so die Wundheilung. Zu ihnen zéhlen Hydrokolloide.

Sie bestehen aus Natrium-Carboxymethylcellulose, Pektin oder Gelatine, wel-
ches meist mit einer Polyurethanschicht abgedeckt ist [34]. Bei Fliissigkeits-
aufnahme quellen Hydrokolloide auf das Vielfache ihres Eigengewichts. Eine
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andere interaktive Wundauflage sind Alginate. Alginate sind Salze und Es-
ter des Polysaccharids Alginsdure und werden aus Braunalgen gewonnen. Der
Hauptbestandteil ist Kalziumalginat, welches unter Abgabe von Kalziumionen
und Aufnahme von Natriumionen aus dem Wundexsudat zu einem hydrophi-
len Gel geliert [34].

Ahnlich wie Alginate gelieren auch Hydrofasern, aus Natrium-Carboxymethyl-
cellulose bei Fliissigkeitsaufnahme. Im Gegensatz zu Alginaten verlduft dieser
Prozess aber wesentlich schneller.

Eine weitere Gruppe interaktiver Wundauflagen bilden geschlossene Hydrop-
olymere. Diese bestehen fast ausschliefilich aus geschdumten Polyurethanen.
Abhéngig vom Grad der Schdumung und evtl. von der Einarbeitung eines
Superabsorbers (Polyacrylate, z. B. Tielle® plus, Allione® ) haben Polyu-
rethane ein méBiges bis sehr hohes Fliissigkeitsaufnahmevermégen [41]. Ein
anderes Beispiel fiir eine interaktive Wundauflage, die Fliissigkeit aufnemen
und abgeben kann, sind die Hydrogele. Meist aus dreidimensionalen Netzwer-
ken mit hydrophilen natiirlichen (Stérke, Agar) oder synthetischen Polymeren
(Polyurethan, Polyethylenoxid) mit einem sehr hohen Wasseranteil (35—96 %).
Hydrogele gibt es in Form von Kompressen (z. B. Hydrosorb®-Gel-Verband,
Geliperm®-Celplatten) und als Gel im Applikator oder in Tuben (NU-GEL®,
Varihesive®-Hydrogel).

Aktive Wundauflagen greifen durch verschiedene Substanzen in die Bioche-
mie der Wundheilung aktiv ein. Hyaloronsédure beispielsweise ist Bestandteil
der extrazellularen Matrix. Es ist an der Phagozytosefdhigkeit der Makropha-
gen, der Organisation der extrazelluldren Matrix und weiteren physiologischen
Prozessen beteiligt [41]. Veresterte Formen der Séure werden als Granulat,
Kompressen, Tamponaden oder Spray verkauft (Hyaloﬁl®, Hyalogran®, [Tex-
tus] heal®). Andere aktive Wundauflagen sind Auflagen, die auf Kollagen ba-
sieren (ABE Collagen®, Catrix®, Nobakoll®, Suprasorb®C) oder Kollagen in
Kombination mit oxidierter regenerierter Zellulose (Promogran®) beinhalten.
Sie hemmen die Neubildung der Matrixmetalloproteinasen bzw. binden die
erhohte Konzentration, die eine Deaktivierung der Wachstumsfaktoren und
Abbau der zellularen Matrix bewirkt [41]. Der Abbau des zugefiihrten Kolla-
gens selbst sorgt dafiir, dass weitere Fibroblasten in die Wunde wandern und

korpereigene extrazelluldre Matrix aufbauen [34].
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Es gibt auch noch weitere Auflagen wie Aktivkohleverbénde, die giftige bakteri-
elle Stoffwechselprodukte oder auch Geruchsstoffe binden kénnen (Carbonet®,
Carboflex®). Antibakterielle, Silber beinhaltende Auflagen (Acticoat® und
Contreet® H) sind momentan sehr beliebt. Jedoch ist nicht endgiiltig ge-
klart, ob Silber wirklich die Wundheilung férdert oder Wundinfektionen si-
gnifikant verhindert [34]. Diinne semipermeable Polyurethanfilme(Tegaderm®,
Suprasorb® F) werden héufig auch als Wundabdeckung genutzt und eignen

sich als solche, wenn schon ein Wundfiiller genutzt wird.

Neben diesen Wundauflagen werden momentan schon Auflagen durch Tis-
sue Engeneering (Gewebekonstruktion bzw. -ziichtung) hergestellt und ver-
kauft. Dabei gibt es verschiedene Varianten: Auflagen, welche keine zelluldren
Bestandteile enthalten und die extrazellulire Matrix nachahmen (Integra®,
Biobrane®). Sie dienen den Zellen als Vorlage und werden in das neu wachsen-
de Gewebe eingebaut. Dabei sind sie bioresorbierbar, werden also vom Korper
ab- und umgebaut [3].

Dann gibt es noch Wundauflagen, die Zellbestandteile beinhalten (Epicel®,
Myskin®). Sie bestehen aus einem Ceriist aus Glykosaminoglykane (u.a. Hya-
loronsdure) oder Kollagen, in das vom Patienten entnommene Zellen einge-
bracht werden. Diese bilden dann unter den richtigen Bedingungen im Labor
einen Hautersatz, der dann auf die Wunde aufgebracht wird. Die meisten Zel-
len in dem Hautersatz sterben, nachdem sie wieder in den Korper eingebracht
werden, hinterlassen aber ihre extrazellulare Matrix, die in der Wunde ver-
bleibt und die Wundheilung unterstiitzt [6].

Es gibt auch Auflagen, bei denen die extrazellulare Matrix aus toter Haut ge-
wonnen wird (Alloderm®) [3]. Ein weiterer Hautersatz ist die eigene Haut, die

als Vollhaut- oder Spalthauttransplantat eingesetzt wird.



3 Si0,-PVP-

Nanokompositmaterial

Um den Einfluss von SiO4 auf die Heilung von kutanen Wunden zu untersu-
chen, wurden zwei Wundauflagen entwickelt, die Silicaaggregate im Nanome-
terbereich enthalten, ein trockenes Vlies und ein feuchtes Gel. Der Hypothe-
se folgend, dass schwach vernetztes SiO, biologisch am aktivsten ist, sollten
die SiO,-Strukturen moglichst klein sein und nicht miteinander aggregieren.
Gleichzeitig musste natiirlich auch ein Augenmerk auf die Handhabbarkeit, al-
so der erforderlichen mechanischen Eigenschaften, einer solchen Wundauflage
gelegt werden und ein entsprechender Kompromiss aus idealer Struktur und
Handhabung gefunden werden.

Da reine Siliciumdioxidgele sehr sprode sind und somit eine schlechte Hand-
habung aufweisen, kann diesen ein Additiv hinzugefiigt werden, um ihnen eine
gewisse Elastizitdt zu verleihen. Fiir diesen Zweck wurde ein Polymer aus-
gewahlt. Ein weiter Vorteil des Polymers soll sein, dass es das Aggregieren
der SiO,-Strukturen verhindert, einer Vernetzung dieser also entgegenwirkt.
Polyvinylpyrrolidon (PVP) erfiillt all diese Anforderungen. Da es unter ande-
rem in der kosmetischen Industrie und der Pharmakologie eingesetzt wird, ist
die medizinische Unbedenklichkeit auch hinreichend getestet [61]. Es ist au-
Berdem durch die Eigenschaft, dass es bei Bestrahlung mit Gammastrahlen
quervernetzt, besonders geeignet, da so aus einem wasserloslichen Ausgangs-
material ein wasserunlosliches Hydrogel erzeugt werden kann [53]. AuBerdem
hat quervernetztes PVP die Eigenschaft zu quellen, diese Eigenschaft kann
gegebenenfalls genutzt werden, um iiberschiissiges Exsudat der Wunde aufzu-
nehmen.

Zur Herstellung beider Wundauflagen wurde ein Kompositmaterial aus einer
PVP-Lésung und einem SiO,5-Sol entwickelt.

Im Folgenden werden Struktur und physikalische Eigenschaften dieses SiO,-

PVP-Nanokomposits und seiner Ausgangsstoffe analysiert.
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3.1 Herstellung nanostrukturierte Silicaaggregate

Die Gewinnung der Silicananostrukturen erfolgte iiber zwei Wege: Zum einen
aus Natriumwasserglas (NaWa) und zum anderen {iber einen Sol-Gel-Prozess
aus TEOS (Tetraethylorthosilikat).

Natriumwasserglas besteht aus SiO,-Aggregaten, die in Wasser suspendiert
und von Natriumionen stabilisiert sind. Die Gewinnung der Aggregate erfolgt
mit Hilfe eines Ionenaustauschers (Lewatit® MonoPlus SP 112 von Fluka), der
die Natriumionen entfernt. Als Prozesskontrolle wird beim Ionenaustausch der
Leitwert gemessen. Es wird eine verdiinnte NaWa-Losung (30g NaWa + 107, 7g
Hs0) mit einer Schlauchpumpe bei Raumtemperatur und einer Geschwin-
digleit von 45 ml/min durch den Ionenaustauscher gedriickt. Der Leitwert des
ausflieBenden Sols ist konzentrationsabhéngig und steigt von < 10uS/cm auf
ca. 550uS/cm. Dort hat der Leitwert ein Plateau und fillt dann wieder auf
< 10pS/cm (Abb. B.1)). Der Leitwert des vorderen und des hinteren Bereichs
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Abbildung 3.1: zeitlicher Verlauf des Leitwertes beim Ionenaustausch

sind durch vor- und nachlaufendes Wasser determiniert, das Plateau durch das
Si05-Sol. Die Flanken sind die Mischbereiche. Es wurde nun nur das Sol, wel-
ches einen Leitwert von < 500uS/cm hat, aufgefangen. Das gewonnene Sol hat
einen pH-Wert von 2,67 £ 0.05.

SAXS-Untersuchungen (Abb. am Natriumwasserglas und am Sol konnten
Aufschliisse iiber die dispergierten SiO,-Aggregate erbringen. Die Aggregate

der Natriumwasserglaslosung haben eine Gréfle von 0,7-1,0nm. Die Grofle
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Abbildung 3.2: (a) geglittete Kleinwinkelstreukurven von Natriumwasserglas
und von einem Sol hergestellt aus Natriumwasserglas, eine
Stunde nach dem Ionenaustausch bei pH 2.6;
(b) errechnete Korrelationsfunktionen der Streukurven

der SiO,-Aggregate des gewonnenen Sols hat sich auf etwa 1,3-1,6nm ver-
grofert. Auch hat sich die durchschnittliche Clustergréfie von 2nm auf 4 nm
verdoppelt. Dieses Sol hat bei einem pH-Wert von 2,67 £ 0.05 eine Gelbil-
dungszeit von ca. zwei Tagen.

Die Erzeugung der Silicananostrukturen aus TEOS wird mit einer sauer ka-
talysierten Hydrolyse des TEOS und anschlieSender Kondensation der ent-
stehenden Molekiile realisiert (s.h. Kapitel Schema bzw. [2.2)). Die
entstehenden Aggregate sind etwa 0,5-0, 7nm groff. Das Sol geliert bei einem
pH-Wert von 1 innerhalb von etwa 2 Wochen [19].

Der Unterschied der beiden Sole besteht darin, dass die SiO,.-Aggregate in
wéssriger (iiber NaWa) oder alkoholischer (iiber TEOS) Losung vorliegen, wo-
bei in der alkoholischen Losung immer ein wenig Wasser und der verwendete
Katalysator enthalten sind. Wahrend die SiO,-Strukturen in wéssriger Losung
sofort verwendet werden konnen, muss der Alkohol, der Katalysator und die
Alkoholgruppen von den Aggregaten in alkoholischer Losung getrennt werden,
da diese toxisch sind. Der Vorteil dieser SiO,-Strukturen besteht jedoch darin,
dass durch eine Veresterung die Vernetzung der Kondensate gesteuert werden
kann [19]. So kénnen durch eine Trocknung duBerst schwach vernetzte Xero-
gele hergestellt werden. Die Trocknung erméglicht es sowohl den Alkohol als
auch den verwendeten Katalysator (Oxalséure), der sich oberhalb von 157°C

zersetzt, zu entfernen. Des weiteren miissen die Alkoholgruppen, die bei der
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Veresterung angebracht wurden, wieder entfernt werden. Dies kann durch die
Riickreaktion der Veresterung der Hydrolyse erreicht werden. Die erzeugten
Kondensate werden dazu mit verdiinnter Oxalsédure, welche wieder als Kata-
lysator dient, gespiilt.

Mit dieser Technik der Einflussnahme auf die Strukturvernetzung kann deren
Einfluss auf die biologische Wirksamkeit des SiOy untersucht werden.

Das Nanokomposit fiir die Wundauflage wurde aus SiO,-Strukturen in wéssriger
Losung hergestellt. Die SiO,y-Strukturen in alkoholischer Losung wurden zur

Herstellung von Mikropartikeln benutzt (nach [19]).

3.2 PVP

Fiir die bessere der Handhabung von Silicaaggregaten als Wundauflage hin-
sichtlich der erforderlichen mechanischen Eigenschaften wurde PVP als Ad-
ditiv eingesetzt. Das verwendete PVP ist Kollidon® 90F von BASF, welches
fiir pharmakologische und medizinische Anwenungen zugelassen ist. Es liegt
als weifles Pulver vor. Der K-Wert dieses PVP wird mit 85-95 angegeben
und das Molekulargewicht mit 1000000 - 1500000 g/mol. Die Viskositét einer
PVP-Losung ist abhéngig vom Feststoffgehalt (Abb. und steigt mit zu-
nehmender PVP-Konzentration an.

1.5¢

Viskositat [Pals]
[EEY

0.5

5 10 15 20
PVP Anteil [%)]

Abbildung 3.3: Viskositéit in Abhéngigkeit vom Feststoffgehalt einer PVP-Losung
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PVP ist hygroskopisch und bindet Wasser aus der Umgebungsluft. Da aus
dem PVP wissrige Losungen hergestellt werden, ist die Menge an gebun-
denem Wasser fiir die Zusammensetzung des Komposits relevant. Auch fiir
kalorimetrische Messungen ist es wichtig zu wissen, bei welchen Temperatu-
ren das Wasser desorbiert. Diese Temperatur und die Zersetzungstemperatur
des Polymers kénnen mit einer thermogravimetrischen Analyse (TGA) be-

stimmt werden. Diese Messung ist in Abbildung zu sehen. Die Desorp-

Gewicht [mg]
= = N N w
o (631 o (631 o

¢}

100 200 300 400 500
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Abbildung 3.4: thermogravimetrische Analyse von Kollidon® 90K; gebundenes
Wasser wird bis 130°C abgegeben, das Polymer zersetzt sich ab
290°C

tion des Wassers ist bei etwa 130 °C abgeschlossen und die thermische Zer-
setzung setzt ab 290°C ein. Es ist am Gewichtsverlust zu erkennen, dass
das Polymer 20 % Wasser enthélt, wenn es bei Raumtemperatur und Um-
gebungsluft gelagert wird. PVP hat einen Glasiibergang, der vom Molekular-
gewicht abhigt. Das verwendete Kollidon® 90F hat ein vergleichsweise ho-
hes Molekulargewicht, weshalb eine hohe Glasiibergangstemperatur zu erwar-
ten ist. Die Messung der Ubergangstemperatur wurde mit Hilfe dynamischer
Differenzkalorimetrie durchgefiihrt. Diese ist in Abbildung zu sehen. Die
Glasiibergangstemperatur des Kollidon® 90F betrigt 174 °C.
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Abbildung 3.5: spezifische Wirmekapazitit in Abhéingikeit von der Temperatur fiir
PVP mit Glasiibergangstemperatur (x)

3.3 Physikalische Eigenschaften des Komposits

Wie am Anfang dieses Kapitels schon beschrieben wurde, soll ein Material ent-
wickelt werden, welches sich zur Herstellung von Wundauflagen eignet. Diese
sollen Silicastrukturen im Nanometerbereich enthalten und abgeben konnen.
Mit dem Material soll es méglich sein sowohl trockene als auch feuchte Wund-
auflagen zu generieren. Fiir die Herstellung einer feuchten Wundauflage muss
das Material ein wasserunlosliches Gel bilden konnen. Fiir ein trockenes Vlies
soll es moglich sein, mit dem Material eine pordse Struktur zu erzeugen.
Natiirlich muss das Material biokompatibel und leicht zu sterilisieren sein.
Reine SiO,-Xerogele und -Hydrogele besitzen zwar diese Eigenschaften, sind
jedoch zu sprode fiir eine Wundauflage. Somit war es notig, ein geeignetes
Additiv zu finden. Dieses soll biokompatibel und wasserunloslich sein, ein Gel
bilden kénnen und moglichst schwache Bindungen mit SiO, eingehen. PVP hat
sich als geeignet fiir diese Aufgaben erwiesen. Es ist biokompatibel, lésst sich in
wiassriger Losung durch Bestrahlung zu einem wasserunloslichen Gel verarbei-
ten und geht mit SiOy-Oberflichen nur Wasserstoffbriickenbindungn ein [92].
Wegen dieser Wasserstoftbriicken ergeben sich fiir das SiO4-PVP-Komposit an-
dere physikalische Eigenschaften als fiir die reinen Ausgangsstoffe. Auf diese
Eigenschaften soll im Folgenden eingegangen werden.

Das SiOy-PVP-Komposit wird aus einem wéssrigen SiO5-Sol und PVP in
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wissriger Losung hergestellt. Die SiO,-Strukturen wurden aus Natriumwasser-
glas wie in Kapitel beschrieben gewonnen. Unter stédndigem Riithren wird
nun das SiO,-Sol in die PVP-Losung gegeben. Das SiO,-Sol hat dabei einen
Feststoffgehalt von 6 % und die PVP-Losung einen von 12 %. Diese Werte wur-
den experimentell ermittelt. Es soll so viel SiO, wie moglich in der Wundauflage
sein und da beim Ionenaustausch auch immer SiO, am Austauschermaterial
aggregiert, kann der Feststoffgehalt nicht beliebig hoch gewéhlt werden. Das
Erzeugen eines Sols mit 6 % Feststoffgehalt erwies sich am optimalsten, da
moglichst viel SiO, im Sol erhalten werden kann und méglichst wenig SiO, im
Ionenaustauscher zuriickbleibt. Die PVP-Losung hat einen Feststoffgehalt von
12 %, da moglichst wenig PVP in der Wundauflage sein soll, jedoch noch genug
um das Vernetzen der Silicaaggregate zu minimieren. Die beiden Dispersionen
werden mit einem Masseverhéltnis von eins zu eins vermischt. Beim Mischen
der Dispersionen steigt die Viskositdt an (Abbildung und die Losung wird

sofort weillich triib. Ab einem SiO,-PVP-Gewichtsverhéltnis von etwa eins zu
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Abbildung 3.6: Viskositit beim Mischen des Komposits in Abhéngikeit vom SiO,-
Gehalt im Feststoffanteil (a) durch Hinzugeben von einem SiO,-
Sol in eine PVP Losung. (b) zeigt die Viskositét in Abhéngikeit
vom PVP-Gehalt im Feststoffanteil durch Hinzugeben einer PVP-
Losung zu einem SiO,-Sol. Der Gesamtfeststoffanteil betrit jeweils

9%.

eins lésst sich kein weiteres Sol mehr einrithren. Man kann auch dem SiO4-Sol
eine PVP-Losung hinzugeben, um dadurch einen groferen SiO,-Gehalt zu er-
reichen. In Abbildung sind dazu entsprechende Viskositédtsmessungen zu
sehen. Die Viskositét steigt zuerst langsam an, ab 30 % PVP-Gewichtsanteil

vom Feststoff steigt die Viskositdt dann stédrker an und erreicht schliellich
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in etwa 80% des entsprechenden Wertes bei umgekehrter Mischfolge. Beim
Hinzugeben von PVP in das Sol entstehen aber sofort weifle Schlieren. Diese
verschwinden auch bei starkem Riihren nicht. Durch weiteres Hinzugeben von
PVP vermehren sich diese Schlieren bis die ganze Mischung schliellich weif3
ist. Dies ist etwa bei 20 % PVP Gewichtsanteil vom Feststoff der Fall. We-
gen des ungleichméfigen Auftretens der Schlieren wurde beim Herstellen der
Wundauflagen und bei allen weiteren Untersuchungen an dem Komposit, im-
mer ein SiO,-Sol zu einer PVP-Losung gegeben. Das Hinzugeben des SiO5-Sols
zur PVP-Losung hat jedoch nicht zur Folge, dass keine Schlieren entstehen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen (Abbildung des Komposits zeigen unge-
ordnete fadenartige Gebilde. Diese Strukturen entstehen sobald SiOy in das
PVP gegeben wird, da sie schon bei 1% SiO, im Feststoffanteil zu erken-
nen sind. Daraus lasst sich ableiten, dass die Silicaaggregate anscheinend an
die Polymerketten gebunden sind, die sich durch das Riihren ausrichten. Ab
einem SiOy-Anteil von 20 % ist das ganze Volumen von diesen Faden durchzo-
gen. Diese Strukturen sind auch in REM-Aufnahmen zu erkennen (s.h. Abb.
. Fiir diese Aufnahmen wurde das feuchte Komposit in einem fliissiges
Butan-Propan-Gemisch schockgefroren und dann per Sublimation getrocknet.
So konnten die Strukturen des feuchten Komposits beim Trocknen, welches
fiir die Hochvakuumbedingungen innerhalb des REM erforderlich ist, erhalten
bleiben. Die stédrkeren Vergroflerungen zeigen, dass die Strukturen in sich in-
homogen sind und aus kleineren fédigen Strukturen bestehen.

Da die biologische Aktivitit des SiO4 von seiner Vernetzung abhéngt, soll auch
die Nanostruktur des Komposits aufgekliart werden. Hierzu wurden SAXS-
Untersuchungen mit verschiedenen SiO,-PVP-Konzentrationen bei gleichem
Feststoffgehalt von 9% durchgefiihrt (Abb. . Die Intensitat und die An-
stiege der Streukurven (Abb. sind bei grofleren Streuvektoren bis zu
einem SiOy-Gehalt von 10% im Feststoff gleich. Im Bereich kleinerer Streu-
vektoren ist ein Anstieg der Streuintensitét mit steigendem SiO,-Gehalt zu
erkennen. Auch die Anstiege der Kurven werden steiler. Die Anstiege der In-
tensitéat und die steileren Anstiege der Kurven kénnen sowohl auf den hoheren
5109-Gehalt in den Proben als auch auf strukturelle Verédnderungen in der
Probe zuriickzufiihren sein. Die errechneten Korrelationsfunktionen der Streu-
kurven (Abb. zeigen erst ab 10% SiOy im Feststoff Unterschiede. Der

Einfluss des SiO, ist also erst dann zu erkennen. Mit steigendem SiOy-Gehalt
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Abbildung 3.7: lichtmikroskopische Aufnahmen des SiO,-PVP-Nanokomposits; Es
ist jeweils der SiO5-Anteil im Feststoffgehalt angegeben, welcher
konstant bei 9% liegt.

wachsen nur die grofien Strukturen, die kleinen bleiben etwa gleich groff. Die
Primérpartikel im Komposit sind 2 - 2, 3 nm grofl und somit etwa 1,5 mal grofler
als die im Sol, welche 1,3-1, 6 nm grof3 sind. Die duchschnittliche Clustergrofe,
also die Grofe der Strukturen, die aus aneinander aggregierten Primérpartikeln
entstanden sind, betrégt bei der Probe mit 20% SiO, im Feststoff 5 nm und bei
40% SiO4 im Feststoff 7nm. Das Wachsen der Primérpartikel ist auf den leicht
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Abbildung 3.8: rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des schockgefrorenen
Si04-PVP-Nanokomposits

héheren pH-Wert des Komposits gegeniiber dem Sol zuriickzufithren. Denn da-
mit dndert sich auch die Loslichkeit des SiO5 und sowohl Ostwald-Reifung als
auch der Stober-Prozess fithren bei hoheren pH-Werten zu grofleren Partikeln.
Die groferen Cluster konnen mit dem Mehr an SiOy-Aggregaten erklért wer-
den, welche nicht mehr durch das Polymer separiert weden kénnen und somit
wiederum miteinander aggregieren.

Wie schon in der Literatur beschrieben, geht PVP mit SiO5-Oberflachen Was-
serstoffbriickenbindungen ein [92]. Ob diese Bindungen einen Einfluss auf die
interne Struktur der SiO,-Aggregate hat, konnte mit Rontgengrofiwinkelstreuung

(WAXS) geklédrt werden. Diese wurden an getrockneten Kompositproben mit
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Abbildung 3.9: SAXS-Streukurven (a) und daraus errechnete Korellationsfunktio-
nen (b)) des SiO,-PVP-Komposits mit gleichem Feststoffgehalt von
9 % und variiertem SiO,-PVP-Verhéltnis (angegeben ist der Anteil
von SiO, im Feststoffgehalt)

verschiedenen SiO9-PVP-Konzentrationen und an einer Xerogelprobe durch-
gefithrt. Fiir das Xerogel wurde, wie in Kapitel beschrieben, aus Natri-
umwasserglas ein Sol mit einem pH-Wert von 2,6 hergestellt. Dieses wurde
bei Raumtemperatur 7 Tage verschlossen stehen gelassen, wobei es zu ei-
nem Hydrogel aggregierte. Anschlieflend erfolgte eine Trocknung iiber 3 Ta-
ge bei Raumtemperatur an Luft. Fiir die Kompositprobe wurde, wie im Ka-
pitel beschrieben, das Kompositmaterial jedoch mit verschiedenen SiO,-
PVP-Verhiltnissen bei gleichem Feststoffgehalt von 9% hergestellt. Die Pro-
ben wurden trocken vermessen, da das Streusignal von Wasser im Bereich des
Streusignals von PVP und SiO, liegt. Dazu wurden sie eine Stunde bei 130 °C
getrocknet. Die Materialproben waren ca. 0, 1 mm stark. Die entsprechenden
Streukurven sind in Abbildung zu sehen.

Erkennbar ist, dass die Proben, die mehr SiO, enthalten, einen starken Inten-
sitdtsanstieg bei kleinen Betrdgen des Streuvektors aufweisen. Dies ist durch
die vergleichsweise groflen SiO,-Strukturen, welche schon mit Hilfe der SAXS-
Messungen untersucht wurden, zu erklaren. Des Weiteren weisen die Streukur-
ven 2 Maxima auf. Die Maxima resultieren aus der rdumlichen Verteilung von
Elektronendichteunterschieden. Im Falle der reinen SiO4-Xerogel Probe tritt
ein Maximum bei (15,94 0,2) nm~! auf, das erste amorphe Hauptmaximum.
Es ensteht, weil die SiOy-Polyeder, aus denen das Xerogel zusammengesetzt

ist, eine bestimmte Grofie aufweisen [22].
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Abbildung 3.10: WAXS-Streukurven des getrockneten SiO,-PVP-Komposits mit
variiertem SiO,-PVP-Verhiltnis (angegeben ist der Anteil von
Si0, im Feststoffgehalt);
(a) zeigt die gemessenen Streukurven.
(b) zeigt die gemessenen Streukurven von denen die Kurve der
PVP-Messung subtrahiert wurde.

Die Streukurve des reinen PVP weist zwei breite Peaks auf. Der erste Peak, also
der bei kleineren Betriagen des Streuvektors, wird auch erstes amorphes Haupt-
maximum oder Polymerisationspeak genannt. Die fiir die Entstehung dieses
Peaks verantwortlichen regelméflig angeordneten Elektronendichteunterschie-
de sind die Kohlenstoffatome der PVP-Hauptkette [58, [17]. Uber diesen Peak
kann man also Aussagen zur Anordnung der PVP-Hauptkette machen. Der
zweite Peak resultiert aus der Anordnung der Vinylpyrrolidon-Seitenketten,
die auch eine gewisse RegelméBigkeit aufweisen [I7]. Die Streukurve des Kom-
posits hat zwei Maxima, die aus der Uberlagerung der jeweiligen Streuung
des enthaltenen PVP und des SiO, entstehen. Unter der Beriicksichtigung,
dass PVP eine Dichte von 1,2g/cm? hat und SiO, von etwa 2,2g/cm?® und
dass doppelt so viel Masse PVP wie SiO, im Komposit ist, nimmt PVP in
etwa 3,7 mal mehr Volumen ein als die SiO,-Aggregate. Man kann also da-
von ausgehen, dass die Anordnung der Polymerketten zueinander nicht von
den SiO,-Aggregaten beeinflusst wird. Unter dieser Annahme, ist es moglich,
den PVP-Anteil aus der Streukurve des Komposits durch Subtrahieren her-
auszurechnen. In Abbildung sind errechnete Kurven zu sehen, die durch
Subtraktion des PVP-Anteils von den Streukurven entstanden sind. Wie die
Streukurve reinen Xerogels weisen sie ein Maximum bei (15,8 4+ 0,2)nm~!
auf. Dieses Maximum ist das erste amorphe Hauptmaximum des SiO,. Es ist
nicht signifikant verschoben. Das PVP hat also keinen Einfluss auf die SiO,-
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Polyeder und somit auch nicht auf die innere Struktur der Silicaaggregate. Im
Gegensatz zum reinen Xerogel ist jedoch bei kleineren Betridgen des Streuvek-
tors eine Schulter zu erkennen. Diese Schulter bei (6,8 £ 0,2) nm ™! weist auf
geordnete Strukturen hin, die einen relativ groflen mittleren Abstand zuein-
ander haben. In diesem Fall sind es die SiOy-Aggregate. Diese sind also im
getrockneten Komposit nicht miteinander aggregiert und in einer PVP-Matrix
separiert eingebunden. Es ist davon auszugehen, dass die SiO,-Aggregate auch
im feuchten Komposit separiert vorliegen.

Um das Komposit weiter zu untersuchen, wurden analog zu den Messun-
gen an PVP (s.h. Abb. , auch DSC-Messungen an ihm durchgefiihrt. In
Abbildung ist zu sehen, dass die Glastibergangstemperatur (T,) mit
héherem SiO5-Gehalt zu hoheren Temperaturen verschoben wird. Gleichzeitig
sinkt die Stufe in der spezifischen Wirmekapazitéiit (Acp) (s.h. Abb. [3.11D)).

Das Ansteigen der Glasiibergangstemperatur ist auf eine zunehmende Be-
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Abbildung 3.11: Glasiibergang T, (a) und spezifische Wirmekapazitéitsstufe A cp
(b) in Abhéngikeit vom SiOy-Gewichtsanteil des Feststoffs;
Die schwarze Linie in (b) représentiert den Verlauf von Ac,, wel-
che nur vom SiO,-PVP-Verhiltnis abhéingt. Die Messwerte zeigen
aber einen deutlich anderen Verlauf, was auf starr amorphe Berei-
che schlieflen lasst.

weglichkeitseinschrankung der PVP-Ketten zuriickzufiihren. Da sich die SiO,-
Aggregate iiber Wasserstoffbriicken an die PVP-Ketten binden und iiber diese
eine Vernetzung der Ketten einhergeht, schrinkt das die Beweglichkeit der Ket-
ten ein. Das Absinken von Ac, hat zum einen den Grund, dass mit héherem
S5105-Gehalt weniger PVP fiir den Glasiibergang zur Verfiigung steht, welches
durch die schwarze Kurve in Abbildung dargestellt wird. Zum anderen
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bilden sich um die Aggregate starr-amorphe Bereiche des PVP aus, welche

nicht an dem Glasiibergang teilnehmen.

3.4 Physikalische Eigenschaften des

quervernetzten SiO,-Nanokomposits

Da sich PVP in Wasser 16st, 16st sich auch das SiOy-PVP-Komposit in Wasser.
Jedoch ist eine feuchte formstabile Wundauflage in feuchter Umgebung der an-
gestrebte Anwendungsbereich des Komposits. Daher muss es wasserunloslich
sein. Quervernetztes PVP hat diese Eigenschaft. Die Quervernetzung kann
chemisch, durch das Einbringen von Radikalen erreicht werden oder durch
eine Bestrahlung mit Gammastrahlen. Dadurch entstehen aus dem vorhande-
nen Wasser Radikale, die fiir die Quervernetzung verantwortlich sind, oder die
PVP-Molekiile werden direkt durch die Strahlung aufgebrochen und vernetzen
sich dann erneut.

Fiir die Quervernetzung wurde hier die Bestrahlung mit Gammastrahlen ei-
ner %0Co-Quelle gewihlt, da so die chemische Umgebung des Komposits nicht
durch Additive beeinflusst wird.

Die Bestrahlung erfolgte bei der Synergy Health Radeberg GmbH und die Do-
sis betrug 30 kGy bis 35 kGy. °Co zerfillt hauptsichlich iiber einen B -Zerfall
in einen angeregten Zustand von ONi. Dieses geht iiber einen weiteren angereg-
ten Zustand in den Grundzustand iiber. Es werden also zwei Strahlungsener-
gien emmitiert. Die Energien der Gammastrahlung betragen 1,17 MeV und
1,33 MeV.

Um Strukturverdnderungen wéahrend der Bestrahlung zu untersuchen wur-
den die vorangegangene Analysemethoden auch an dem bestrahlten Komposit
durchgefiihrt. Das PVP wird durch die Quevernetzung zu einem Gel, auch
das Komposit hat diese Eigenschaft, wodurch Viskositdtsmessungen natiirlich
nicht méglich sind. Lichtmikroskopische Untersuchungen ergaben keine Struk-
turdnderungen (s.h. Abb. [3.12)). Es sind wieder fadenartige Strukturen zu er-
kennen. Lediglich das Auftreten von Briichen und Rissen im Material ist als
Unterschied zu sehen. Diese resultieren aus Probenvorbereitung, da die Proben
zwischen Objekttriger gedriickt wurden, um eine méglichst diinne Probe zu
erhalten.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Abb. zeigen ebenso keine
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(a) PVP \ (b) 1%

(c) 5% - | () 10%
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Abbildung 3.12: lichtmikroskopische Aufnahmen des SiO4-PVP-Nanokomposits
nach der Bestrahlung mit Gammastrahlen; Es ist jeweils der SiO,-
Anteil im Feststoffgehalt, der 9 % betrigt, angegeben.

strukturellen Unterschiede nach der Besrahlung. Es sind auch hier die gleichen
faserigen Strukturen zu erkennen wie schon bei den unbestrahlten Proben.

Die SAXS-Streukurven der Kompositproben, zu sehen in Abbildung zei-
gen wie bei den unbestrahlten Proben ein Anwachsen der SiO, Strukturen.
Jedoch ist hier das Wachstum schon ab 5% SiO, im Feststoffanteil zu be-

obachten. Ein direkter Vergleich zwischen den Streukurven der unbestrahlten



38 3 SiO,-PVP-Nanokompositmaterial

Abbildung 3.13: rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des quervernetzten
und schockgefrorenen SiO,-PVP-Nanokomposits
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Abbildung 3.14: SAXS-Streukurven (links) und daraus errechnete Korellations-
funktionen (rechts) des quervernetzten SiOy-PVP-Komposits
mit gleichem Feststoffgehalt (9%) und variiertem SiO,-PVP-
Verhéltnis (in % vom Feststoff angegeben).
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und bestrahlten Proben, zu sehen in Abbildung [3.15] zeigt noch weitere Un-
terschiede auf. Die Streukurven des PVP bzw. der Probe mit 5% SiO, im
Feststoffanteil verlieren im Bereich kleinerer Betréige des Streuvektors an In-
tensitdt, wenn sie bestrahlt werden. Das ist dadurch zu begriinden, dass die

PVP-Molekiile, die zwar sehr stark ineinander verwunden sind, aber messbare
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Abbildung 3.15: SAXS-Streukurven des SiO,-PVP-Nanokomposits vor und nach
der Bestrahlung mit Gammastrahlen. Es ist jeweils der SiO,-
Anteil im Feststoffgehalt angegeben. Der Feststoffgehalt betrigt
konstant 9 %.
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Strukturen aufweisen, als Knéuel vorliegen. Durch die Bestrahlung werden die-
se Molekiile unterbrochen und verkniipfen sich neu, wodurch eine willkiirlichere
Verteilung von Elektronendichten entsteht, als es im unbestrahlten Zustand der
Fall ist. Somit sinkt die Intensitét bei kleinen Betrdgen des Streuvektors. Bei
hoheren SiOy-Gehalten nimmt der Einfluss des PVP an den Streukurven ab
und es ist wieder das schon angesprochene Wachsen der SiOy-Strukturen zu
beobachten. Dass die Strukturen jetzt auch schon bei einem SiO5-Anteil von
10 % im Feststoffgehalt grofier sind, liegt daran, dass zwischem dem Zeitpunkt
der Herstellung des Komposits bis zur Bestrahlung 3 Tage Postweg lagen und
die Strukturen durch die Alterung gewachsen sind. Bei 40 % SiO, im Fest-
stoffanteil sind die entsprechenden Strukturen schon wihrend der Herstellung
entstanden und es ist kein signifikanter Unterschied zwischen der bestrahlten
und der unbestrahlten Probe in den SAXS-Streukurven zu erkennen.

Die GroBe der Primérpartikel betréigt somit 2-2,3) nm und die durchschnitt-
liche Clustergréfie betragt nach der Bestrahlung auch noch 7nm.

Wie schon am unbestrahltem Komposit, wurden WAXS-Untersuchungen am
bestrahlten Komposit durchgefiirt, um auf die interne Struktur und die Anord-

nung der SiO,-Aggregate zu schlielen. Die Kompositprobe fiir diese Messungen
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Abbildung 3.16: WAXS-Streukurven des getrockneten SiO,-PVP-Komposits, eines
Xerogels und von PVP, sowie eine Kurve, die durch Subtraktion
der Intensitit der PVP-Probe von der Kompositprobe errechnet
wurde

wurde, wie im Kapitel [3.3] beschrieben hergestellt, in 2mm dicke und 100 mal



41

100 mm grofle Formen gepresst, verpackt und anschliefend bestrahlt. Danach
wurde die Probe in 5 mm breite Streifen geschnitten und bei Raumtemperatur
zwischen zwei Glasplatten getrocknet. Alle drei Proben wurden unmittelbar
vor der WAXS-Messung fiir eine Stunde auf 130°C erhitzt, um sie nachzu-
trocknen. In Abbildung sind die WAXS-Streukurven eines Xerogels, PVP
und der Kompositprobe zu sehen. Sowohl Xerogel- als auch PVP-Probe sind
selbige wie im vorigen Kapitel. Zusétzlich ist eine berechnete Kurve dargestellt,
bei der die Streuintensitdat der PVP-Probe von der des Komposits abgezogen
wurde. Auch hier ist wieder die Schulter bei kleineren Betrigen des Streuvek-
tors zu erkennen, welche darauf schlieflen lésst, dass die SiO,-Aggregate nicht
weiter miteinander aggregiert sind. Sowohl das erste amorphe Hauptmaximum
bei (15,8 +0,2)nm~! als auch die vordere Schulter bei (6,7 £ 0,2) nm~! sind
gegeniiber den unbestrahlten Proben nicht signifikant verschoben. Demnach
hat die Bestrahlung des Komposits mit Gammastrahlen keinen Einfluss auf
die interne Struktur der SiO4-Aggregate, deren Anordung zueinander und de-
ren Grofe.

Die Quervernetzung des PVP hat nicht nur dessen Wasserunloslichkeit zur

Folge, es wird auch zu einem quellfahigen Hydrogel. Das Quellen des Kompo-
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Abbildung 3.17: Quellverhalten von quervernetztem SiO,-PVP-Komposit mit ei-
nem Feststoffgehalt von 9 % in Abhéngigkeit vom SiO,-Gehalt

sits wurde in Abhéngikeit vom SiO,-Gehalt bei einem Feststoffgehalt von 9 %
gemessen und ist in Abbildung dargestellt. Dazu wurden (1,00 4+ 0,05) g
des quervernetzten Komposits iiber 24 Stunden in (10,00 £ 0,05) g Wasser
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gelegt. Aus der Gewichtszunahme beim Wassern konnte die Quellfahigkeit des
Komposits geschlossen werden. Es ist zu sehen, dass reines PVP bei dieser
Bestrahlungsdosis von 30 bis 35kGy auf 145 % quellen kann. Hohere SiO,-
Gehalte im Feststoffanteil resultieren in schwécherer Quellfihigkeit. Ab einem
SiOy-Gehalt von 20 % quillt das Material nicht mehr.

Die SiO5-Aggregate und das PVP gehen Wasserstoffbriickenbindungen ein [92].
Da es fiir die Wirksamkeit der Silicastrukturen zwingend erforderlich ist, dass
diese auch in die Wunde gelangen, miissen sie aus dem Komposit herausgelost
werden konnen. Durch eine Heiflwasserextraktion wurde ermittelt, ob SiO,-
Aggregate iiberhaupt aus dem Verbund durch Diffusion gelost werden kénnen
und ob dieser Prozess in irgend einer Weise abhingig vom SiO,-Gehalt ist.
Es wurden dazu zylindrische Proben mit einem Durmesser und einer Hohe
von 10 mm gewogen und anschlielend in einen Soxhlet-Apparat 24 Stunden
bei ca. 25 ml/min und mit ca. 95 °C heiflem Wasser die SiO, Aggregate extra-
hiert. Danach wurden die Proben erneut gewogen, bei 150 °C getrocknet und
anschliefend wieder gewogen. Abbildung zeigt den Feststoffgehalt nach
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Abbildung 3.18: Feststoffgehalt nach der Heiflwasserextraktion in Abhéngigkeit
vom SiO,-Gehalt im Feststoff vor der Extraktion; Der Feststoff-
gehalt vor der Extraktion betrug immer 9 %.

der Extraktion. Alle Proben hatten vor der Extraktion einen Feststoffgehalt
von 9 %. Da die reine PVP-Probe keinen verdnderten Feststoffgehalt hat, kann
man davon ausgehen, dass das PVP durch die Quervernetzung wasserunloslich

geworden ist. Dies war zu erwarten und ist eine Bestétigung dafiir, dass die
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verwendete Strahlendosis ausreicht, um eine vollstdndige Vernetzung der PVP-
Ketten zu erreichen. Die Feststoffgehalte der Proben mit SiO,-Aggregate sind
nach der Extraktion geringer als zuvor, wobei ein steigender SiO,-Gehalt fal-
lende Feststoffgehalte nach sich zieht. Errechnet man das Verhéltniss von extra-
hiertem zu urspriinglichem SiO,, so ist keine Korellation zwischen SiO,-Gehalt
und Extraktionsrate zu erkennen. Bei allen Proben wurden in den 24 Stun-
den (32,8 +4,2) % des SiO, extrahiert. Man kann also davon ausgehen, dass
die SiO4-Nanopartikel das Komposit durch Diffusion verlassen kénnen und die
Diffusionsrate nicht vom SiO5-Gehalt abhéngt.
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4 S5i0,-aktive Wundauflagen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Wundauflagen entwickelt, welche Sili-
caaggregate im Nanometerbereich enthalten und abgeben kénnen, um somit
den Wundheilungsprozess positiv zu beeinflussen. Das im vorigen Kapitel
vorgestellte PVP-Si04y-Komposit ist Ausgangsmaterial beider Auflagen.

Es wurde ein trockenes Vlies entwickelt, welches bei stark sezernierenden Wun-
den angewendet werden kann. Es ist saugfahig, um iiberschiissiges Exsudat
aufzunehmen. Des Weiteren wurde eine feuchte Gelauflage entwickelt, welche
auch bei trockenen Wunden ein feuchtes Wundmilieu erzeugen kann.

Bei der heutigen Wundversorgung nicht trivialer Wunden wird mit geeigneten
Wundauflagen ein feuchtes Wundmilieu geschaffen, welches den Heilungspro-
zess optimieren soll. Nach Winter verzogern das Austrocknen der Wunde und
die Schorfbildung die Heilung [90]. Somit sollen beide Auflagen hydroaktiv sein
und die Bildung eines feuchtes Wundmilieus unterstiitzen.

Des Weiteren soll es moglich sein, in beide Wundauflagen gegebenenfalls zu-
sétzlich nanostrukturierte SiO,-Mikropartikel einzubringen, oder diese direkt
auf die Wunde zu applizieren und mit den Wundauflagen zu kombinieren. Bei
diesen Mikropartikeln kann der Vernetzungsgrad der Nanostrukturen gesteuert
werden. Dadurch und durch das Einbringen der Mikropartikel liefle sich der
Einfluss der Vernetzung auf die Bioaktivitdt des SiO, erforschen und gleich-
zeitig der SiO,-Gehalt in der Wundauflage erhohen.

Fiir die biologische Testung der Wundauflagen bzw. des PVP-5i05-Komposits
wurden tierexperimentelle Untersuchungen an Méusen durchgefiihrt. Die Ge-
stalt der eingesetzten Auflagen wurde an die Form des entsprechenden Wund-

modells angepasst.
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4.1 Trockenes Vlies

Die trockene saugfihige Wundauflage soll mdoglichst viele Poren enthalten.
Auflerdem muss sie gut als Wundauflage handhabar, also nicht zu hart, zu
weich oder sprode sein. Das Vlies wird durch das Gefriertrocknen einer Kom-
positlosung hergestellt. Es hat sich gezeigt, dass ein Feststoffgehalt von 1,5 %
am geeignetsten ist. Hohere Feststoffgehalte der Kompositdispersion fithren zu
iiberméflig starren, harten Vliesen, niedrigere zu ungeeignet weichen.

Der SiO,-Gehalt der Wundauflage soll so hoch wie moglich sein. Ein PVP-
SiOy-Verhéltnis von 2 zu 1 hat sich bewéhrt. Hohere SiO9-Gehalte haben
sprodere Vliese zu Folge.

Fiir das Vlies wird eine 1,67 %ige PVP-Losung und ein SiO,-Sol wie in Ab-
schnitt beschrieben hergestellt. Das Sol wird dann durch verdiinnen mit
Wasser auf einen Feststoffgehalt von 1,33 % gebracht. AnschlieBend wird das
Sol unter permanentem, starkem Riihren zur PVP-Losung langsam hinzuge-
geben. Die Masse des Sols ist gleich der Masse der PVP-Losung, damit ein
PVP-SiO,-Verhéltnis von zwei zu eins erreicht wird. Wie in Abschnitt be-
schrieben, wird aus den beiden durchsichtigen Losungen bzw. Dispersionen
eine weifllich triibe Dispersion.

Diese Dispersion wird dann in eine Form gegossen und anschlieSend bei —20°C
eingefroren. Die Einfriergeschwindigkeit ist ausschlaggebend fiir die Porengrofie
des Vlieses. Ein schnelles Einfrieren fiithrt zu kleinen Eiskristallen, welche beim
Sublimieren verschwinden und kleine Poren im trockenen Material hinterlas-
sen. Langsames Einfrieren hingegen fithrt zu groflien Eiskristallen und somit
auch zu groflen Poren [43]. Es hat sich gezeigt, dass Bereiche des Vlieses mit
kleineren Poren fester sind als Bereiche mit groflen Poren. Da die Warme aus
dem Material nicht gleichméflig abgefiihrt wird, entstehen auch Bereiche mit
unterschiedlichen Porengréfien. Um einen festen Bereich zu erzeugen, der dem
Vlies eine hohere Integritat verleihen soll, wurde der untere Teil der Form auf
—20°C vorgekiihlt. Dadurch gefriert hier das Material sehr schnell und es ent-
stehen kleine Poren, die 10 gm bis 100 gm grof} sind. Im mittleren Bereich friert
das Material zuletzt ein, so dass das Vlies hier eine Lamellenstruktur besitzt.
Im oberen Bereich kann das Material seine Warme wieder direkt an die Umge-
bung abgeben und die Einfriergeschwindigkeit ist grofler. Es entstehen wieder
kleinere Poren mit 50 um bis 200 um GroBe. Diese Porenverteilung ist in Ab-
bildung {4.1] zu sehen. Der untere, festere Bereich des Vlieses soll beim Auflegen
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Abbildung 4.1: rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen vertikaler Schnitte
durch ein Vlies.
a) oberer Teil mit kleinen Poren
b) Schnitt aus der Mitte des Vlieses
¢) Schnitt aus dem unteren Teil

auf eine Wunde oben sein, also keinen Kontakt zur Wunde haben. Dies hat den
Grund, dass dieser Bereich stabiler ist und es so fiir den Anwender einfacher
macht, die Wundauflage zu applizieren. In Abbildung ist ein zylindrisches
Vlies mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Hohe von 7 mm abgebildet.
Man erkennt auf der rechten Seite, dass der obere Teil dichter wirkt als der
obere Teil auf dem linken Bild. Dieser Bereich ist der festere mit den klei-
nen Poren. Vliese mit diesen Abmessungen wurden fiir die tierexperimentellen

Untersuchungen an Mausen benutzt.
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Abbildung 4.2: zylindrisches Vlies mit einem Durchmesser von 10 mm und einer
Hohe von 7mm; rechts oben bzw. links unten der schnell gefrorene,
festere Bereich mit kleinen Poren

4.2 Feuchte Gelauflage

Wie das trockene Vlies wird auch die feuchte Gelauflage aus PVP und SiO, im
Verhéltnis zwei zu eins hergestellt. Der Feststoffgehalt dieser Mischung betragt
9%. Das Vermischen der Edukte gestaltet sich nach folgendem Protokoll: Zu
einer 12 %-igen PVP-Losung wird unter stindigem Riihren, tropfenweise ein
6 %-iges SiO4-Sol gleicher Masse gegeben. Beim Zugeben des Sols ist darauf zu
achten, wie sich die Mischung verhélt. Sind entmischte Bereiche zu erkennen,
muss die Zugabe des Sols unterbrochen und so lange geriihrt werden bis diese
verschwinden. Es ergibt sich eine cremige, weifle Substanz mit einem pH-Wert
von 3,36+0,03. Nun wird unter weiterem Riihren der pH-Wert mit verdiinnter
Natriumwasserglaslosung (pH-Wert = 11, 0) auf 7,0 erhoht. Die Viskositét der
Masse éndert sich beim Einstellen des pH-Wertes von (183 &+ 20) Pa -s auf
(10000+1000) Pa - s. Jetzt wird das Material in eine Form gegeben und hinein-
gepresst. Die Formstabilitiat erhélt die Wundauflage durch das Quervernetzen
der PVP-Ketten. Dadurch geht die PVP-Losung in ein Gel iiber und das PVP
verliert seine Wasserloslichkeit [29)].

Eine solche Quervernetzung lasst sich bei PVP, wie in Kapitel beschrieben,
chemisch oder durch die Bestrahlung von y-Strahlen erreichen [36]. Da die
Bestrahlung ein Standardverfahren zur Sterilisation von Medizinprodukten ist
und weil so die chemische Umgebung der Wundauflagen nicht durch Additive
verdndert wird, wurde diese Methode gewé&hlt. Sie wurde bei den Wundauf-
lagen mit einem %0CO-Strahler realisiert und erfolgte bei der Synergy Health
Radeberg GmbH. Die Dosis betrug 30 kGy bis 35 kGy. Fiir die Tierexperimente

an Méausen wurden zylindrische Auflagen gefertigt, die 10 mm im Durchmes-
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Abbildung 4.3: zylindrische Gelauflage
mit einem Durchmesser
von 10mm und einer
Hohe von 2 mm

ser und 2mm in der Hohe aufwiesen. In Abbildung [4.3]ist eine entsprechende

Wundauflage zu sehen.
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5 Biokompatibilitat der
Wundauflagen

Fiir die Entwicklung eines Medizinprodukts, so auch einer Wundauflage, ist
eine Analyse der biologischen Vertraglichkeit des Materials nétig. Im Rahmen
dieser Analysen wurden Testungen in vitro und in vivo durchgefiihrt. Die Un-
tersuchungen in vitro erfolgten an murinen Fibroblasten der Linie 1.929. Es
wurden dazu verschiedene Tests zur Zellviabilitdt durchgefiithrt, wobei auch
der SiOy-Gehalt des PVP-SiOy-Komposits variierte, um einen méglich Ein-
fluss des SiO, auf die Zellen zu ermitteln. Die Untersuchungen in vivo der
entwickelten Wundauflagen wurden an einem Nacktmausmodel mit SKH1-hr-

Mé&usen durchgefiirt.

5.1 Zytotoxizitat des PVP-SiO,-Komposits

Die Zellviabilitéatstests wurden in Zusammenarbeit des Zell- und molekularbio-
logischen Labors, der Klinik und Polyklinik fiir Mund,- Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie durchgefiihrt.

Fiir die Tests wurden 6 verschieden Proben des Nanokomposits analysiert.
Um einen moglichen Einfluss der SiOy-Aggregate zu untersuchen, variierte
der SiOy-Gehalt der Proben. Zusétzlich konnte der Einfluss des pH-Wertes
des Ausgangsmaterials auf die Zellviabilitadt untersucht werden. Die Zusam-
mensetzung der Proben und der entsprechende pH-Wert sind in Tabelle [5.1
zusammengestellt. Der pH-Wert der Probe Sd337 wurde mit verdiinnter Na-
triumwasserglaslosung (1 Teil NaWa, 3 Teile Wasser) auf pH 7,4 eingestellt.
Dieser pH-Wert entspricht dem physiologischen und es soll so ausgeschlossen
werden, dass mogliche negative Effekte pH-Wert-abhéngig sind.

Zusétzlich wurde das Verpackungsmaterial, in dem die Wundauflagen verpackt

und sterilisiert werden, getestet. Dies dient der Kontrolle, dass die Sterilisa-
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Probe Wasseranteil [%] PVP-Anteil [%] SiOy-Anteil [%] pH-Wert

PVP 91 9,00 0,00 4,10
Sd5 91 8,55 0,45 4,08
Sd10 91 8,10 0,90 3,95
Sd20 91 7,20 1,80 3,71
Sd334 91 6,00 3,00 3,38
Sd337 91 6,00 3,00 7,40

Tabelle 5.1: Zusammensetzung der Proben fiir die Biokompatibilititstests; Sd337
wurde mit verdiinnter Natriumwasserglaslosung auf pH 7,4 eingestellt.

Probe Préparation

Vi Verpackung trocken gammasterilisiert

Von Verpackung nass gammasterilisiert

V,sq  Verpackung in Kontakt mit Sd334 gammasterilisiert

Tabelle 5.2: Priaparation der Verpackungsproben fiir die Biokompatibilititstests

tion mit Gammastrahlen keine schéidlichen Einfliisse auf die Verpackung oder
das Material hat. In Tabelle sind die drei verschieden préaparierten Verpa-
ckungsproben zusammengestellt.

Die Inkubationszeit aller Proben mit Fibroblasten betrug 3 und 6 Tage bei
37°C und 5% CO4 in der Atmosphére. Anschliefend wurde an den Zellen
ein Live/Dead Test und ein Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitét
durchgefiihrt.

5.1.1 Live/Dead Test

Die Reaktion von Zellen auf ein Material kann iiber die Zellviabilitdt mit dem
Live/Dead Test ermittelt werden. Hierbei wird das Material mit der entspre-
chenden Zelllinie zusammengebracht und dann iiber einen bestimmten Zeit-
raum inkubiert. Anschliefend kann iiber Fluoreszensfirbungen der toten und
lebendigen Zellen die Zellviabilitdt bestimmt werden.

Die Kompositproben waren zylindrische Gelauflagen mit einem Durchmesser
von 10mm und einer Hohe von 2mm, die Verpackungsproben waren Qua-
drate mit einer Kantenldnge von 5mm. Auf alle Proben wurden 50000 Zellen
der murinen Fibroblastenlinie 1929 gegeben und anschliefend mit Medium
aufgefiillt. Die Proben wurden dann in einem Brutschrank bei 37° C und 5%

CO, in der Atmosphére 3 bzw. 6 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die
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(a) PVP (b) Sd5 (c) Sd10

(d) Sd20 | (e) d334 (f) Sd337

Abbildung 5.1: Zu sehen sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Live/Dead Tests
der verschiedenen Materialien (s.h. Tabelle nach 3 Tagen. Le-
bende Zellen sind griin, tote rot dargestellt.

(a) PVP (b) Sd5 (¢) Sd10

-

200 um
—

(d) Sd20 (e) Sd334 (f) S4337

Abbildung 5.2: Zu sehen sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Live/Dead Tests
der verschiedenen Materialien (s.h. Tabelle nach 6 Tagen. Le-
bende Zellen sind griin, tote rot dargestellt.
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Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Calcein-AM und Ethidium homodimer
gefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskops fotografiert. Der Farbstoff
Calcein-AM selbst ist nicht fluoreszierend. Er wird in die Zelle transportiert
und dort zu Calcein umgewandelt. Calcein kann Calziumionen komplexieren,
was in einer griinen Fluoreszens resultiert. Da tote Zellen nicht in der Lage
sind, Calcein-AM in Calcein umzuwandeln, farbt dieser Farbstoff nur lebende
Zellen griin.

Ethidium homodimer dagegen fluoresziert rot und bindet an die DNA. Es kann
aber die Zellmembran nicht passieren. Es firbt nur tote oder sterbende Zellen,
deren Zellmembran beschédigt ist.

Die jeweiligen Farbstoffe wurden mit einem Fluoreszensmikroskop angeregt
und die Zellen fotografiert. In Abbildung[5.1] bzw. [5.2]sind Aufnahmen von den
einzelnen Proben nach 3 bzw. 6 Tagen zu sehen. Die Calcein- und Ethidium-
Férbung sind zusammengefasst, sodass die lebenden (griin) und toten (rot)

Zellen zusammen erkennbar sind.

Abbildung 5.3: lichtmikroskopische Aufnahmen der Live/Dead Tests 6 Tage nach
der Erstbesiedlung einer SD334 Probe; Es sind grofie Agglomerate
lebender Zellen am Rand bzw. inerhalb einer Vertiefung der Probe
zu sehen.

Es ist zu sehen, dass alle Proben von sehr wenigen Zellen besiedelt sind. Sie
treten meist als Zellhaufen auf. Die Zellen selbst erscheinen kugelig und haben

kaum zytoplasmatische Fortsétze gebildet. Dies kann bedeuten, dass sie versu-
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chen, ihre Oberfliche zu minimieren, da die Oberflache, auf der sie wachsen,
offensichtlich ungeeignet ist. Es sind jedoch nur vereinzelt tote Zellen zu erken-
nen und auch nach 6 Tagen sind noch lebende Zellen zu finden. Ein Einfluss
der Silicaaggregate ist nicht zu erkennen, auf allen Proben sind unabhéngig
vom SiOy-Gehalt wenige Zellen zu finden. Wie in Abbildung [5.3| zu sehen ist,
sind in gestorten Bereichen der Probe wesentlich mehr Zellen zu finden. In
diesem Fall ist die Vertiefung durch einen Lufteinschluss bei der Herstellung
der Probe entstanden. Die Zellen wachsen zu grofleren Agglomeraten am Rand
bzw. inerhalb der Vertiefung. Dieser Effekt ist auch bei Rissen im Material zu
sehen, in den die Zellen einwachsen.

Die Live/Dead Tests der Verpackungsproben zeigten ein sehr gutes Zellwachs-
tum. Erwartungsgemif sind alle Verpackungsmaterialien wie vom Herteller
deklariert biokompatibel.

Das PVP-SiOy-Komposit ist offensichtlich nicht als Substrat fiir adhérente Zel-
len wie Fibroblasten geeignet. Dass jedoch wenig tote Zellen gefunden wurden,
kann bedeuten, dass das Material an sich biokompatibel ist. Fiir eine Wund-
auflage ist der Sachverhalt, dass die Zellen nicht darauf wachsen, positiv zu
bewerten. Die Auflage verwéchst nicht mit der Wunde und es entstehen so

weniger Irritationen beim Verbandswechsel.

5.1.2 Metabolische Aktivittat

Neben dem Live/Dead Test als Zellviabilitdtsassay wurde auch ein Zellproli-
ferationsassay durchgefiihrt. Bei diesem Versuch wird die metabolische Akti-
vitét, also das Zellwachstum und die Zellteilung der Zellen, durch deren enzy-
matische Reduktion eines Tetrazoliumsalzes (XTT) zu Formazan, gemessen.
XTT ist farblos bis schwach gelb, Formazan stark orange. Durch Messung der
Absorbtion von Licht der Wellanléngen von 450 - 500 nm kann auf die Menge
des umgesetzten XTT geschlossen werden. Fiir den Versuch wurden die ver-
schiedenen Komposit- und Verpackungsproben fiir 3 bzw. 6 Tage bei 37°C
mit Nahrmedium inkubiert. Das Medium wurde danach abgenommen, auf die
Zellen gegeben und diese dann 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, in der Atmo-
sphére inkubiert. Anschliefend erfolgte der Zellproliferationsassay. Mit diesem
Test konnte gezeigt werden ob das Material Stoffe in das Medium abgibt, wel-
che die metabolische Aktivittit der Zellen beeinflussen.

In Abbildung[5.4]ist die Zellproliferation im Verhéltnis zu einer Positivkontrolle
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Abbildung 5.4: Zellproliferation muriner Fibroblasten, die mit dem Uberstand des
PVP-SiOy-Komposits mit verschiedenen SiO,-Gehalten fiir 3 (rot)
und 6 (griin) Tage inkubiert wurden. Die Viabilitét ist in Prozent
einer Positivprobe angegeben. Die Fehlerbalken reprisentieren die
Standardabweichung der Mittelwerte.

(Ndhrmedium) zu sehen. Die Zellproliferation ist im Mittel bei allen getesteten
Kompositproben bei (93,9 + 1,6) % nach 3 Tagen und (94,5 + 1,6) % nach 6
Tagen. Bei den Verpackungsproben (Abb. sind die entsprechenden Mit-
telwerte (90,0 £ 0,7) % nach 3 Tagen und (90,5 £ 0,7) % nach 6 Tagen. Die

Abbildung 5.5: Zellproliferation — muri-
ner Fibroblasten, dem
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Zellproliferation ist bei allen Proben &dhnlich hoch Das bedeutet, dass weder
das Komposit, noch die Verpackung toxische Verbindungen in das Medium
abgeben. Das Material kann also als biokompatibel eingestuft werden.

Beim Live/Dead Test konnte festgestellt werden, dass die Fibroblasten sehr

schlecht auf dem Material wachsen. Da aber nur sehr wenig tote Zellen gefun-
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den wurden, wurde der schlechte Bewuchs auf die Oberflécheneigenschaften des
Komposits zuriickgefiihrt. Dies kann durch den Zellproliferationsassay bestétigt
werden. Die Zellen zeigen auf einem anderen Substrat bei gleicher Umgebung

ein sehr gutes Wachstum.

5.2 Tierversuch

5.2.1 Versuchstier

Als Versuchstiere wurden Méuse der SKH1-hr Linie ausgewéhlt. Es sind Mause
mit einer Genmutation, welche unter anderem durch Haarlosigkeit charakteri-
siert ist. Sie werden wegen ihrer Nacktheit gerne fiir Experimente an der Haut
genutzt, da das Rasieren, welches unerwiinschte Hautirritationen hervorrufen

kann, wegfallt.

© 2008 The University of Texas M. D. Anderson Cancer Center

Abbildung 5.6: histologischer Schnitt der Haut einer SKH1-hr-Maus; Es sind meh-
rere Dermoidzysten (Sternchen), Utriculi, die mit der Oberfléche
der Haut verbunden sind (lange schwarze Pfeile), Hyperplasie der
Talgdriisen (kurze schwarze Pfeile), und dermale Entziindungen
(kurzer grauer Pfeil) erkennbar. aus [5]

Die Hr-Genmutation der Mause ist auf einige Nullallele und hypomorphe Al-
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lele des Hr-Gens zuriickzufiihren, die fiir einen Haarausfall nach einem relativ
normalen Haarwuchszyklus verantwortlich sind. 13 bis 14 Tage nach der Ge-
burt beginnen die Haare bei den Augenlidern auszufallen, was sich bis zum
Schwanz hin fortsetzt, wobei eine scharfe Abgrenzung zwischen behaarten und
unbehaarten Bereichen erkennbar ist. Etwa 18 Tage nach der Geburt sind alle
Haare bis auf einige Vibrissen ausgefallen. Eine weitere phéanotypische Beson-
derheit dieser Mauslinie ist in histologischen Schnitten der Haut erkennbar.

Es sind Utricili, eine Hyperplasie der Talgdriisen, Dermoidzysten und dermale

Entziindungen zu sehen (s.h. Abbildung ).[5]

5.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Es wurden drei verschiedene Wundauflagen getestet. Das gefriergetrocknete
Vlies, die feuchte Gelauflage, beide aus dem Nanokomposit, und Sorbion plus,
eine perforierte Folie aus PE. Als Kontrollgruppe dienten nur mit Mull abge-
deckte Wunden. Die Versuchstiere waren die schon erwiahnten SKH1-hr-M&use.
Zum Zeitpunkt des Defektsetzens hatten die Tiere ein Alter von 10 bis 12 Wo-
chen und waren zwischen 20 und 25 g schwer. Zu jeder Wundauflage und jedem
Zeitpunkt wurden vier weibliche Tiere verwendet, also inklusive der Kontroll-
gruppe 80. Die Méuse wurden in der SPF-nahen (spezifiziert pathogenfrei)
Haltung des Rudolf-Zenker-Instituts fiir Experimentelle Chirurgie der Univer-
sitdtsmedizin Rostock gehalten.

Die Operation der Tiere wurde von Ferenc Ori, einem Chirurgen der Klinik und
Polyklinik fiir Mund,- Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie Rostock, durch-
gefiihrt. Nach dem Narkotisieren des Versuchstieres durch eine intraperitoneale
Injektion einer Rompun-Ketamin-Losung (1 ml/kg; 0,5 % Rompun; 7,5 % Ke-
tamin), erfolgte das Setzen eines kreisrunden Vollhautdefektes beidseitig auf
den Riicken mit Hautstanze und Schere. Der Defekt hatte einen Durchmes-
ser von 10 mm. Anschliefend wurde die entsprechende Wundauflage aufgelegt,
mit Mull abgedekt und der Wundverband mit einem Heftpflaster fixiert. Der
OP-Ablauf ist in der Bildreihe in Abbildung zu sehen. Die ersten drei Tage
nach der Operation bekamen die Tiere Novaminsulfon als Schmerzmittel ins
Trinkwasser, welches téglich bei der postoperativen Uberwachung gewechselt
wurde. Als Futter diente ein Standard-Nagerfutter. Die Versuchsdauer betrug
3,6, 9, 12 und 15 Tage. Alle drei bis vier Tage erfolgte ein Verbandswech-

sel. Dazu wurden die Tiere mit Diethylether betdubt, der Verband mit einer
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Abbildung 5.7: OP-Ablauf des Tierversuchs zur Biokompatibilititsuntersuchung
der entwickelten Wundauflagen;
a, b) setzen des Defektes mit Hautstanze bzw. Schere
c¢) Vollhautdefekt auf der rechten Seite mit einem Durchmesser von
10 mm
d) Vollhautdefekte beidseitig
e) Abdecken der Defekte mit Mull
f) Fixieren des Verbandes mit Heftpflaster

Schere aufgeschnitten und entfernt, die Wunde vermessen, fotografiert und
anschliefend der neue Verband angelegt. In Abbildung ist der Verbands-
wechsel nach 3 Tagen Standzeit an einer Maus mit gefriergetrocknetem Vlies
als Wundauflage zu sehen. Nach den jeweiligen Versuchszeitrdaumen von 3, 6,
9, 12 bzw. 15 Tagen wurde die Wunde und die Haut um die Wunde herum
explantiert, auf Korkplatten aufgepinnt und in Formalin fixiert. Anschliefend
erfolgte eine Einbettung in Paraffin und eine Teilung der Proben. Die Teilung
verlief mittig, quer zur Langsachse des Tieres, um es zu erméglichen, Einblicke
aus der Wundmitte zu erhalten. Aus diesen Proben konnten dann histologische

Diinnschnittpraparate aus der Mitte der Wunde angefertigt werden.
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Abbildung 5.8: Verbandswechsel nach 3 Tagen bei einer Maus mit gefriergetrock-
netem Vlies als Wundauflage;
a) mit Diethylether betdubte Maus, Verband wurde entfernt Wund-
auflage ist links noch vorhanden
b)Wundauflage wurde entfernt (Die Wundauflage ist die gleiche, die
in a) zu sehen ist, nur die andere Seite. Die zugehorige Wunde ist
aber nicht die sichtbare, da das Tier gedreht wurde.)
c¢) Ein neues Vlies ist auf der Wunde rechts zu sehen.
d) Die Wunden sind mit den Wundauflagen abgedeckt und der Ver-
band wird angelegt.
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5.2.3 Auswertung

Fiir die Bewertung der Wundheilung in Abhéngigkeit von der Wundauflage
konnten verschiedene Parameter herangezogen werden. Bei jedem Verbands-
wechsel und zum Ende der jeweiligen Versuchzeiten der Tiere wurden die Wun-
den vermessen und fotografiert. Bei den nach 3 Tagen entfernten Wundauflagen
konnte untersucht werden, ob SiO, aus ihnen herausdiffundiert.

Des Weiteren wurden histologische Diinnschnitte der Haut im Wundbereich an-
gefertigt und je nach Anforderung geférbt. Fiir eine morphometrische Auswer-
tung wurde eine HE-Farbung verwendet, zur Untersuchung der Neoangiogene-
se der Wunden eine immunhistochemische Féarbung mit Hilfe von CD31. Eine
weitere immunchemische Farbung iiber das a-Smooth-Muscle-Actin konnte

zur Untersuchung der Myofibroblasten verwendet werden.

5.2.3.1 SiO,-Diffusion

Die Grundhypothese ,Nanostrukturierte Silicaaggregate unterstiitzen die
Wundheilung.“, setzt natiirlich voraus, dass die SiO4-Aggregte in das Gewebe
gelangen. In Kapitel konnte gezeigt werden, dass das SiOy das querver-
netze Komposit verlassen kann. Inwieweit dies in der Umgebung einer Wun-
de auftritt, muss natiirlich evaluiert werden. Um dies zu iiberpriifen, wurden
die Wundauflagen nach dem ersten Verbandswechsel untersucht. Die Auflagen
wurden getrocknet, in der Mitte zerschnitten und die Schnittkante mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskops (REM) und energiedispersiver Rontgenspek-
troskopie (EDX) analysiert. In Abbildung ist der Schnitt durch das Vlies
bzw. Gel zu sehen. EDX-Spektren an verschiedenen Stellen und auch ein li-
neares Scannen (line scan) durch die Wundauflage zeigen ein Siliciumgefille zu
der Seite hin, die Kontakt mit der Wunde hatte. Somit ist festzustellen, dass
die Silicaaggregate aus den Wundauflagen in die Wunde diffundieren. Aus dem
line scan an der Schnittkante der Gel-Wundauflage ist erkennbar, dass etwa
die Halfte der Wundauflage weniger Silicium enthélt, wiahrend bei der Vlies-
Auflage bei einem Drittel weniger Silicium gefunden wurde. Dies liegt zum
Teil daran, dass das Gel zu 91 % aus Wasser besteht und die Aggregate darin
leichter diffundieren kénnen. Das Vlies wird durch das Wundexsudat natiirlich
auch feucht und sollte ein feuchtes Wundmillieu aufrecht erhalten kénnen. Je-
doch kénnten durch das Einfrieren beim Gefriertrocknen die Silicaaggregate

starker im Material fixiert worden sein.
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Abbildung 5.9: REM-Aufnahme und EDX-Analyse eines Schnittes durch eine ge-
trocknete Vlies- bzw. eine getrocknete Gel-Wundauflage, nachdem
sie 3 Tage auf einer frischen Wunde waren;

Die unteren Spektren zeigen die Elementverteilung an den zu-
gehorigen Orten auf dem Schnitt. Sowohl an den Spektren als
auch an dem line scan (griine Linie mit zugehoriger relativer Si-
Konzentration) ist ein Si-Gradient zu erkennen. Die Seite, welche

mit der Wunde Kontakt hatte, enthélt weniger Si also auch weniger
Si0,.
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5.2.3.2 AuBerliche Bewertung der Wunden

Die Wunden wurden bei jedem Verbandswechsel zu Ende des Versuchszeit-

raums in Lings- und Querrichtung mit einem Lineal vermessen. Die Wunde

Abbildung 5.10: linksseitiger Defekt einer Maus; Gemessen wurden Lings- und
Querausdehnung, woraus Ellipsen (rot & griin) abstrahiert wur-
den.

wurde in den offenen Defektbereich und den gesamten Defektbereich, der sich
aus dem offenen und reepithelisierten Bereich zusammensetzt, eingeteilt.

Aus diesen MaBlen konnte anschlieflend eine Ellipse abstrahiert (s.h. Abbil-
dung und die entsprechenden Flachen berechnet und verglichen werden.
In Abbildung sind die Fldchen der Defekte und der Narben in zeitlicher
Korrelation dargestellt. Es ist zu erkennen, dass, bis auf bei der Sorbion plus-
Gruppe, bei allen Versuchsgruppen die Defekte nach 12 Tagen verschlossen
sind. Die Narbenbildung ist bei der Vlies- und Kontrollgruppe erst nach 9 Ta-
gen messbar, wiahrend bei den Gruppen mit der feuchten Wundauflage und
Sorbion plus dies schon nach 6 Tagen moglich ist. Bei der Versuchsgruppe mit
der feuchten Wundauflage ist die Gréfle der Narbe nach 15 Tagen am kleinsten.
Die néchst groflere Narbe, ist die der Sorbion plus-Gruppe, dann die Narben
der Vlies-Gruppe und die grofiten Narben hatten die Mause der Kontrollgrup-
pe. Die Gréfle der Narben ist 15 Tage nach der Operation bei allen Gruppen
signifikant unterschiedlich (p < 0,01).
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Abbildung 5.11: Auswertung der Defekt- und Narbenfléichen;

Nach 12 Tagen sind bei allen Versuchsgruppen die Defekte ver-
schlossen. FEine messbare Narbenbildung ist bei der feuchten
Wundauflage bzw. bei Sorbion plus bereits nach 6 Tagen vorhan-
den, bei dem Schwamm und der Kontrolle erst nach 9 Tagen. Die
feuchte Wundauflage hat nach 15 Tagen die kleinste Narbe. Die
Narben der 3 anderen Gruppen sind dhnlich grofS. Die entspre-
chenden Fehlerbalken repriisentieren die Standardabweichung der
Mittelwerte. [Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Ferenc
Ori erhoben.]

5.2.3.3 Histologische Analyse mit Hilfe der HE-Farbung

Die histologische und immunhistochemische Aufarbeitung der Proben geschah
durch das histologische Labor der Klinik und Polyklinik fiir Mund,- Kiefer-
und Plastische Gesichtschirurgie Rostock.

Die Schnitte der Wunden sind 4 ym dick und wurden mit HE (Hamatoxylin-

Eosin-Farbung) gefirbt. Durch diese Férbung werden alle basophilen (DNS,

Zellkern, endoplasmatisches Retikulum) blau und alle acidophilen Strukturen

(Zellplasmaproteine, Kollagen) rot geféirbt.
Wie schon in Kapitel beschrieben, haben die Versuchstiere einige Beson-
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Abbildung 5.12: histologischer Diinnschitt einer Wunde der Kontrollgruppe 3 Tage

nach der Operation; Griine Pfeile markieren neues Epithel mit
der Epithelisierungsfront (griiner Stern). Schwarze Pfeile rechts im
Bild markieren Hautanhangsgewebe, gelbe Pfeile Fettzellen. Der
blaue Pfeil markiert das Ende des Unterhautmuskels, der durch
das Setzen des Defektes durchtrennt wurde. Rote Pfeile markieren
Blutgefifle, rote Sterne entziindliche Infiltrate. Die blauen Sterne
markieren das Granulationsgewebe.

Abbildung 5.13: histologischer Diinnschitt einer Wunde der Gelgruppe 9 Tage nach

der Operation; Griine Pfeile markieren neues Epithel mit der Epi-
thelisierungsfront (griiner Stern). Schwarze Pfeile rechts im Bild
markieren Hautanhangsgewebe, gelbe Pfeile Fettzellen. Der blaue
Pfeil markiert das Ende des Unterhautmuskels, der durch das Set-
zen des Defektes durchtrennt wurde. Rote Pfeile markieren Blut-
gefiafle. Die blauen Sterne markieren das Granulationsgewebe, hell-
blaue Sterne markieren aufliegenden Detritus (Schorf).
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Abbildung 5.14: histologischer Diinnschitt einer Wunde der Gelgruppe 15 Ta-
ge nach der Operation; Griine Pfeile markieren neues Epithel.
Schwarze Pfeile rechts im Bild markieren Hautanhangsgewebe,
gelbe Pfeile Fettzellen. Der blaue Pfeil markiert das Ende des Un-
terhautmuskels, der durch das Setzen des Defektes durchtrennt
wurde. Rote Pfeile markieren Blutgefiafie. Die blauen Sterne mar-
kieren das Granulationsgewebe.

derheiten beziiglich ihrer Hautanhangsgewebe. Diese sind zu allen Zeitpunk-
ten bei allen Versuchsgruppen gut zu erkennen. Da die Hautanhangsgewebe
nur im unverletzten Teil der Haut vorkommen, sind sie ein Anhaltspunkt, um
regenerierte Haut, also die Narbe, von alter Haut zu unterscheiden. In den
Abbildungen [5.12] [5.13 und [5.14] sind die Hautanhangsgewebe mit schwarzen
Pfeilen markiert. In den Abbildungen sind histologische Schnitte der Defekte

3, 9 und 15 Tage nach der Operation zu sehen, genauer immer der Ubergang

von unverletzter Haut bis in den Defekt hinein. Der Ubergang ist zum einen,
wie schon beschrieben, durch das plotzliche Fehlen der Hautanhangsgewebe
gekennzeichnet, zum anderen auch durch das Ende eines Muskels. Dieser ist
in den Abbildungen mit einem blauen Pfeil markiert. Der Muskel ist ein Un-
terhautmuskel, der beim Setzen des Defektes mitentfernt wird. Griine Pfeile
markieren neues Epithel. Die Reepithelisierung verlauft vom Wundrand zur
Mitte des Defektes hin. Die Spitze der Epithelisierungsfront ist mit einem
griinen Stern markiert. In Abbildung [5.14]ist die Wunde komplett mit Epithel
bedeckt, weshalb dort keine Epithelisierungsfront zu sehen ist. Scheinbar lee-
re, grofle, blasige Formationen, die durch gelbe Pfeile markiert werden, sind
Fettvakuolen weiflen Fettgewebes. Rote Pfeile zeigen auf Blutgefifle, in denen
man die roten Blutpldttchen erkennen kann (Abb. rechts unten). Ein roter
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Stern in Abbildung [5.12| markiert entziindliche Infiltrate. Wahrscheinlich han-
delt es sich um polymorphkernige neutrophile Leukozyten, die im Rahmen der
Entziindungs- und Exsudationsphase der Wundheilung versuchen, mogliche
Krankheitserreger, Zelltriimmer oder toxische Stoffe abzubauen. Mit einem
blauen Stern ist das Granulationsgewebe markiert, welches in Abbildung [5.12
kompakt erscheint, wihrend in Abbildung lockereres, noch unstrukturier-
tes Granulationsgewebe zu sehen ist. In Abbildungl5.14]ist das Granulationsge-
webe im oberen Bereich des Defektes schon strukturierter, was darauf hinweist,
dass sich hier die Wundheilung in ihrer letzten Phase, der Wundkontraktion
und des Remodellings befindet.

Um zu analysieren, welche Unterschiede bei der Wundheilung aus der Anwen-
dung der verschiedenen Wundauflagen resultieren, wurden die Préaparate aller
Versuchsgruppen, bei denen die Wunden vollstdndig reepithelisiert sind, aus-
gewihlt. Dies war bei allen Gruppen 15 Tage nach der Operation der Fall.
Von den Proben der Wunden wurde alle 150 ym ein histologischer Diinnschnitt
angefertigt, mit HE gefarbt und der Defektbereich morphometrisch ausgewer-
tet. In den Schnitten kann der gesamte Defekt und die Narbe eindeutig von-
einander unterschieden werden. Der Defekt ist dadurch zu erkennen, dass der
Unterhautmuskel, welcher beim Setzen des Defektes mitweggeschnitten wurde,
fehlt. Die Narbe ist durch die Abwesenheit von Hautanhangsgewebe zu erken-
nen. In Abbildung[5.15]ist beispielhaft mit blau bzw. rot der Bereich der Narbe
bzw. des fehlenden Unterhautmuskels markiert. Dieser zieht sich wegen seines
Eigentonus beim Setzen des Defektes zusammen, weshalb die rote Strecke in

der Abbildung nicht mit der blauen iibereinstimmt.

Abbildung 5.15: histologischer Diinnschitt einer Wunde der Kontrollgruppe 9 Tage
nach der Operation. Rot markiert ist der Bereich des fehlenden
Unterhautmuskels, blau der der Narbe. Neu gewachsenes Epithel
ist griin markiert.
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An den Serienschnitten zum 15-Tage-Zeitpunkt wurde die Lénge der Narbe
und die Strecke des fehlenden Unterhautmuskels gemessen. So kann auf ent-
sprechende Fléchen geschlossen und diese konnen miteinander verglichen wer-
den. Abb. zeigt diese Flachenauswertung.
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Abbildung 5.16: mittlere Fliiche des verbleibenden Muskeldefektes der Wunde und
die mittlere Narbenfliche;
Fiir diese Messung wurde von den Wunden alle 150 ym ein
Diinnschnittpraparat angefertigt und ausgemessen. Die entspre-
chenden Fehlerbalken repréisentieren die Standardabweichung der
Mittelwerte.

Die Evaluation des Muskeldefekts zeigt, dass bei der Gel-Gruppe der Bereich
des fehlenden Unterhautmuskels am kleinsten ist. Das Verkleinern dieses Be-
reichs geschieht auf zwei Wegen. Zum einen regeneriert sich der Muskel, zum
anderen kontrahiert er mit der gesamten Wunde. Wie schon an anderer Stelle
gezeigt, ist die Geweberegeneration bei dieser Wundart mit interaktiven Wund-
auflagen besser als bei passiven [90]. Dies ist anscheinend auch auf den Muskel
iibertragbar. Dass die Defektfliche bei der Gel-Gruppe am kleinten ist, konnte
auch auf die eindiffundierten Silicaaggregate zuriickzufiihren sein, bedarf aber
weiterer Untersuchungen beziiglich des Zusammenspiels zwischen Siliciumdi-
oxid und des Muskelwachstums. Mit der Kontraktion der Wunde wird auch der
Muskel beeinflusst und zusammengezogen. Da aber sowohl die Haut als auch
der Muskel unterschiedlich kontrahieren, ist es nicht moglich, diese herauszu-
rechnen und Aussagen iiber die Regeneration des Muskels zu machen. Diese

unterschiedliche Kontraktion ist deutlich an den histologischen Schnitten von
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Tag 3 zu sehen.

Wie schon beim Muskeldefekt, zeigt sich bei der mittleren Narbenfliche der
gleiche Trend. Die Narbe ist in der Kontrollgruppe am grofiten und bei der
Gel-Gruppe am kleinsten. Das Verschlieen einer Wunde ist, wie in Abschnitt
beschrieben, auf zwei Vorgénge zuriickzufithren. Zum einen kontrahiert die
Wunde und zum anderen reepithelisiert sie. Die Stérke der Kontraktion korre-
liert mit der Grofle der Narbe: Je stéirker die Wundkontraktion, desto kleiner
die Narbe. Die kleinere Narbe bei der Gel-Gruppe resultiert also aus einer
starkeren Wundkontraktion. Diese Kontraktion wird unter anderem durch das
Zytokin TGF-31 reguliert, da TGF-f3; die Proliferation von Fibroblasten und
die Diffenrenzierung dieser zu Myofibroblasten stimuliert [89] 24]. Die Myo-
fibroblasten bilden Stressfasern aus Aktinfilamenten aus, mit denen sie Zug-
spannung auf die umgebende extrazellulare Matrix ausiiben und so eine lokale
Kontraktion der Marix erzeugen. Diese Kontraktion wird durch den weiteren
Aufbau extrazelluldrer Matrix stabilisiert und so dauerhaft [24]. Die Diffusion
der Silicaaggregate in die Wunde, wie in Abschnitt beschrieben, hat
also einen Einfluss auf die Biochemie der Wundheilung, indem offensichtlich
die TGF-f1-Produktion erhoht, und dadurch die Wundkontraktion verstérkt
wird.

Auch die Reepithelisierung wird von TGF-31 beeinflusst. Obwohl TGF-31 die
Produktion von Fibronektinen und Integrinen stimuliert, die den migratori-
schen Phenotyp von Keratinozyten induziert [55, 25], wird durch TGF-3; die
Reepithelisierung gehemmt [55] 89, 60, 26, 84] [93]. Diese Beobachtung konnte
auch im vorliegenden Experiment gemacht werden. Anhand der histologischen
Schnitte konnte mit Hilfe der Reepithelisierungsfront der reepithelisierte Teil
und der offene Teil der Wunde vermessen werden. In Abbildung ist zu se-
hen, dass zum einen alle Wunden nach 12 Tagen verschlossen waren und dass
die Reepithelisierung der Gel-Gruppe verzogert einsetzt. Auch bei der Vlies-
Gruppe setzt die Reepithelisierung im Vergleich zur Kontrollgruppe verzogert
ein. An Tag 9 ist auflerdem zu sehen, dass mehr Wundflache im Vergleich zur
Kontrollgruppe sowohl bei der Gel- als auch der Vlies-Gruppe reepithelisiert
sind.

Ein weiterer Punkt der Wundheilung ist die Reorganisation des neu gebildeten
Epithels zu einer gesunden Epidermis. Die Préparate der Wunden von Tag 15

nach der Operation wurden dahingehend untersucht.
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Abbildung 5.17: Reepithelisierung der Wunden der vier Versuchsgruppen zu den
verschiedenen Zeitpunkten in Prozent der gesamten Wunde;
Gemessen wurde an einem Schnitt durch die Mitte der Wunde.
Die entsprechenden Fehlerbalken reprisentieren die Standardab-
weichung der Mittelwerte. [Die Daten wurden von Ferenc Ori auf-
genommen.]

In Abbildung [5.18|sind zwei Beispiele zu sehen. Abbildung zeigt die Epi-
dermis einer Wunde aus der Gel-Gruppe. Es ist deutlich das stratum basale,
die Basalzellschicht zu sehen. Sie ist in der Abbildung mit einem roten Pfeil
markiert. Das stratum basale dient als einlagige, innerste Zellschicht der Rege-
neration. In ihr findet die Zellteilung statt. Uber dem stratum basale liegt das
stratum spinosum, die Stachelzellschicht (gelber Pfeil in Abb. , in dieser
Schicht wird durch die zunehmende Synthese von Keratohyalin, die Verhor-
nung oder Keratinisation der Keratinozyten eingeleitet. In der darauffolgen-
den Schicht, dem stratum granlosum oder Kornerzellschicht (griiner Pfeil in
Abb. wandeln sich die Keratinozyten allméhlich zu leblosen Korneo-
zyten um. In ihnen sind die dunklen Keratohyalingranula zu erkennen. Die
oberste Schicht der Epidermis ist das stratum corneum, die Hornzellschicht
(weiBe Pfeile in Abb.[5.184)). Hier befinden sich nur noch abgestorbene Korneo-
zyten, die keine Zellorganellen mehr aufweisen. Das stratum corneum besteht
hauptséchlich aus Keratin und stellt die Aulenbarriere der Haut dar.

Je nach Heilungsgrad ist diese Ordnung der Epidermis mehr oder weniger
ausgeprigt. In Abbildung ist die Epidermis einer Wunde aus der Kon-

trollgruppe gezeigt. Hier sind eindeutig nur die letzten beiden Epidermisschich-
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(b) Epidermis einer Maus der Kontrollgruppe

Abbildung 5.18: Epidermen 15 Tage nach der Operation von 2 unterschiedlichen
Versuchsgruppen (Gel- bzw. Kontrollgruppe); Erkennbar ist, dass
sich bei der Kontrollgruppe noch keine klare Epidermis-
struktur gebildet hat, widhrend bei der Gel-Gruppe die
Epidermisstrukturen zu erkennen sind.
stratum basale (roter Pfeil)
stratum spinosum (gelber Pfeil)
stratum granlosum (griiner Pfeil)
stratum corneum (weile Pfeile)

ten zu erkennen. Das stratum granlosum (griiner Pfeil), zu erkennen an den
Granula und das stratum corneum (weifle Pfeile), zu erkennen an den Plat-
tenepithelzellen (Korneozyten). Die Tabelle stellt die qualitative Analyse
der Epidermis der Prédparate dar. Es wurde untersucht, ob die Zellschichten

geordnet sind, oder nicht.
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Versuchsguppe geordnete Zellschichten

Kontrolle 2
Vlies 5)
Sorbion plus 6
Gel 5

Tabelle 5.3: Angegeben sind jeweils die Anzahl an erkennbar geordneten Zellschich-
ten in der Epidermis von je 8 Schnitten.

Die Dicke der Epidermis ist ein weiterer Parameter, an dem die Qualitdt der
Haut gemessen werden kann. Es wurde die mittlere Dicke der Epidermis der
Wunden von Tag 15 nach der Operation gemessen. Der Graf in Abbildung
[.19| zeigt, dass die Epidermis der Sorbion plus-Wundauflage am dicksten ist,
die der Gel-Gruppe diinner und die der Kontrollgruppe am diinnsten. Diese
Ergebnisse als Indikator fiir die Epidermisqualitdt decken sich auch mit der
qualitativen Analyse (Tabelle|5.3)). Trotz der verzigert einsetzenden Reepithe-
lisierung, ist die Epidermis der Gel-Gruppe 15 Tage nach der Operation reifer
als die der Kontrollgruppe.

40
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Abbildung 5.19: Abgebildet ist die mittlere Epidermis der Wunden der vier Ver-
suchsgruppen an Tag 15.

5.2.3.4 Immunhistochemische Analyse zur Vaskularisation

Da bei der Wundheilung die Neoangiogenese, also das Wachstum von Blut-

gefdflen, innerhalb der Defektregion von entscheidender Bedeutung ist, wurden
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mit Hilfe des Antikérpers CD31 der Firma Abcam die Blutgefafie nachgewie-
sen.

Thrombozyten-Endothelzellen-Adhésionsmolekiil oder auch Cluster of Diffe-
rentiation 31 (CD31), ist ein Protein, welches in hohen Mengen auf der Ober-
fliche von frithen und reifen Endothelzellen, Thrombozyten, Monozyten, neu-
trophilen Granulozyten und einigen Arten von T-Zellen exprimiert ist. Es ist
ein Zelladhésionsmolekiil, welches u.a. die endotheliale Zelladhésion vermit-
telt, und eine Rolle bei der Endothelanlagerung spielt.

In Abbildung ist ein Diinnschnitt aus dem Defektbereich einer Maus der
Vlies-Gruppe 12 Tage nach der Operation zu sehen. Es wurden hier mit Hil-

Abbildung 5.20: histologischer Diinnschnitt des Defektes der Vlies-Gruppe 12 Tage
nach der Operation; rechts Muskel, links Epithel; Die Gefafwénde
sind mit Hilfe con CD31 braun gefirbt. Im rechten Bildbereich
sind noch ungeordnete Strukturen mit vielen Gefdflen zu sehen,
links geordnetere Struktur und weniger Gefafle.

fe von CD31 die Blutgefile braun angefiarbt. Bei diesem Schnitt sind in der
rechten Bildhélfte mehr Blutgeféafie zu sehen als in der linken. Die Unterschiede
sind durch das Einsprossen der Blutgefédfle aus dem Wundgrund zu erkldren.
Eine hohe Blutgeféfidichte zu frithen Zeiten der Wundheilung beschleunigt die-
se auf Grund eines hoheren Nahrstoffeintrags. Das Abfallen der Geféfidichte
zeigt den Ubergang von der Granulations- /Proliferationsphase zum Remodel-
ling der Wunde an.

Die histologischen Diinnschnitte der Defekte der verschiedenen Wundauflagen
von Tag 6, 12 und 15 nach der Operation wurden mit Hilfe von CD31 geférbt
und die Anzahl der Gefiafle bestimmt. Dazu wurde ein Bereich aus der Mitte
des Defektes gewahlt und in diesem die Gefdafle gezéhlt. Die Anzahl der Blut-
gefédfle im Verhéltnis zur Fliche des Bereiches ergibt die Blutgefédfidichte. In
Abblidung sind die Ergebnisse der Messung dargestellt. Mit Ausnahme
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Abbildung 5.21: Blutgefifidichte der heilenden Defekte der verschiedenen Wund-
auflagen zu den Zeitpunkten 6, 12 und 15 Tage nach der Operati-
on. Die entsprechenden Fehlerbalken représentieren die Standard-
abweichung der Mittelwerte.

der Gel-Gruppe ist bei allen Gruppen ein Anwachsen der Blutgefif3dichte von
Tag 6 zu Tag 12 und ein Abfallen der Dichte von Tag 12 zu Tag 15 festzustel-
len. Bei der Gel-Gruppe ist die Gefafidichte von Anfang an sehr hoch und fallt
von Tag 6 zu Tag 12 und von Tag 12 zu Tag 15 ab. Dies legt nahe, dass die
Angiogenese beschleunigt stattfindet und somit das Ausreifen der Blutgefifie
frither beginnt. Roberts et al. haben gezeigt, dass die Wachstumsfaktoren der
TGF-B-Gruppe einen férdenden Einfluss auf die Angiogenese und auch auf
die Kollagenbildung haben [71]. Die Analyse der Defektgrofien an den his-
tologischen Schnitten der Wunden (Kapitel weist auf einen erhohten
TGF-f31-Spiegel in den Wunden der Gel-Gruppe hin. Es ist davon auszuge-
hen, dass die beschleunigte Angiogenese der Gel-Gruppe auf einen erhdhten

TGF-p1-Spiegel zuriickzufiihren ist.

5.2.3.5 Immunhistochemische Analyse mit Hilfe von x-SMA

Die Auswertungen zur Wundkontraktion und zur Blutgefafidichte ergeben Hin-
weise darauf, dass der TGF-f31-Spiegel in der Wunde durch Silicaaggregate
erhoht wird. Da TGF-3; die Differenzierung von Fibroblasten in Myofibro-
blasten stimuliert [89] 24], kann die Analyse der Myofibroblasten weitere An-
haltspunkte iiber den TGF-f1-Spiegel in den Wunden liefern.
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Myofibroblasten entwickeln diverse ultrastrukturelle und biochemische Merk-
male glatter Muskelzellen, u.a. die Expression des a-Smooth-Muscle-Actins
(-SMA). Eine Erhohung der Expression dieses Actins kann bei den Myo-
fibroblasten durch TGF-f; induziert werden [I8]. Durch einen Antikorper,
der spezifisch an a-SMA bindet, kann man Zellen mit «-SMA immunhisto-
chemisch farben, somit auch auf die Anwesenheit von TGF-f1 schlieen. Ob
5105 einen Einfluss auf die Differenzierung der Fibroblasten in Myofibroblas-

ten hat, wurde anhand dieser Farbung untersucht. Dazu wurden histologische

Abbildung 5.22: «-Smooth Muscle Actin Féirbung (rot) eines histologischen
Diinnschnitts aus der Mitte einer Wunde der Gel-Gruppe (a) und
der Kontrollgruppe (b), 6 Tage nach der Operation
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Diinnschnittpraparate der Wunden der Kontroll- und der Gel-Gruppe 6 Tage
nach der Operation angefertigt, gefarbt und untersucht. In der Abbildung
sind entsprechende Farbungen zu sehen. Die rot eingefarbten Bereiche sind die,
in denen -SMA nachweisbar war. Das neu gebildete Epithel, zu sehen im obe-
ren Bereich der Abbildungen, reagiert auch positiv auf die a-SMA Férbung,
was aber in dieser Betrachtung keine Rolle spielen soll.

Offensichtlich passiert die Differenzierung der Fibroblasten vom Rand der
Wunde her (von rechts in [5.22a} von links in [5.22b]). Wie weit dies fortgeschrit-
ten ist, wurde gemessen und im Verhéltnis zur Wundgréfie bzw. zu neu gebilde-
tem Epithel betrachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung[5.23 dargestellt. Das
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Abbildung 5.23: Bereich mit «-SMA im Verhiltnis zur WundgréBe (a) bzw. zum
neu gebildeten Epithel (b) an Tag 6 nach der Operation; Die ent-
sprechenden Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung
der Mittelwerte.

Verhéltnis des Bereiches mit nachweisbarem «-SMA, also der Bereich, in dem
Myofibroblasten zu finden sind, zur Wunde ist nicht signifikant unterschiedlich.
Zu neu gebildetem Epithel ist ein Unterschied zu erkennen. Es zeigt sich, dass
bei der Gel-Gruppe dieser Bereich (91,049, 2) % der Lange des neu gebildeten
Epithels entspricht, wihrend es bei der Kontrollgruppe (67.9+7,8) % sind. Im
Endeffekt bedeutet dies, dass die Differenzierung der Fibroblasten zu Myofi-
broblasten an Tag 6 nach der Operation unabhéngig von der Wundauflage ist.
Der Unterscheid beim Verhéltnis des Bereiches mit «-SMA zu neu gebildeten
Epithel ldsst sich durch die verzogerte Reepithelisierung (s.h. Kapitel

erklaren.



6 Kompakte SiO,-Strukturen und
deren biologische Aktivitat

Im vorigen Kapitel wurde beschrieben, welche Einfliisse nanostrukturierte Si-
licaaggregate in Wunden haben. Sollte sich in klinischen Studien zeigen, dass
dies auch auf den Menschen iibertragbar ist und durch die SiO9-Aggregate die
Heilung chronischer Wunden positiv beeinflusst wird, stellt sich die Frage, ob
mehr SiO, zu noch besserer Heilung fiihrt.

Die entwickelte Wundauflage hat einen relativ geringen SiO,-Gehalt. Um die-
sen zu erhohen, wiirde es sich anbieten, bestimmte SiO5-Konstrukte zusétzlich
in die Auflage oder auf die Wunde zu geben. Ein Vorteil an diesem Verfahren
wire, dass die SiOy-Konstrukte genau designed werden konnen.

In diesem Kapitel soll so ein Konstrukt vorgestellt werden. Da dessen Bio-
aktivitdt natiirlich von entscheidender Bedeutung ist, wurde mit Hilfe zweier

Untersuchungen diese aus verschiedenen Blickwinkeln betrachtet.

6.1 SiO,-Mikropartikel

In der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit wurde ein Verfahren ent-
wickelt, mit dem man die Vernetzung von SiO,-Strukturen beeinflussen kann
[19]. Die Strukturen liegen in Form von Mikropartikeln vor. In Kombination
mit den Wundauflagen, konnen sie zur Klarung der Frage, welchen Einfluss die
Vernetzung der SiO,-Strukturen auf biologische Systeme haben, beitragen.
An dieser Stelle sollen kurz die Mikropartikel und die Strukturbeeinflussung
dargestellt werden.

In Abschnitt wird die Strukturbildung von SiO,-Strukturen aus Tetrae-
thylorthosilikat (TEOS) beschrieben. Durch Hydrolyse werden dem TEOS
Ethylgruppen abgetrennt und iiber die so entstandenen OH-Gruppen konden-

sieren die Molekiile zu groBeren Strukturen. Sie entwickeln sich von Dimeren
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iiber zyklische Strukturen und Polyedern zu Primérpartikeln und dann weiter
je nach chemischer Umgebung u.a. zu fraktalen Gelen oder gréfieren Parti-
keln. Wird aber nach der Priméarpartikelbildung das Sol verestert, so wird die
weitere Kondensation beeinflusst. Die Veresterung ist die Riickreaktion der
Hydrolyse (Kapitel Schema , bei der wieder Ethylgruppen an die
Si05-Oberfldche gebunden werden. Den Primérpartikeln ist es nicht moglich,
sich iiber zwei Ethylgruppen zu vernetzen, da zur Vernetzung mindestens eine
OH-Gruppe nétig ist (Kapitel Schema . Nun kann durch eine geziel-
te Veresterung ein bestimmter Anteil der SiO5-Oberfléche der Primérpartikel
mit Ethylgruppen versehen werden. Je mehr Etyhlgruppen sich an der Ober-
flichen befinden, desto hoher ist der Veresterungsgrad (DE). Dieser ist das
Verhéltnis von Ethylgruppen zu (OH + Ethylgruppen) auf der Oberfliche der
Primarpartikel. Ein hoherer Veresterungsgrad bewirkt eine schwéchere Vernet-
zung der Partikel beim Aufeinandertreffen. Dass dies so ist, wurde anhand von

Rontgenweitwinkelstreuung (WAXS) an ofengetrockneten, verschieden stark
veresterten Solen gezeigt (s.h. Abb. . In dieser Abbildung sind zwei Peaks
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Abbildung 6.1: WAXS-Streukurven getrockneter Sole unterschiedlichen Vereste-
rungsgrades (aus [19])

zu erkennen. Der erste, bei kleineren Betrdgen des Streuvektors, lidsst sich
durch eine leicht geordnete Anlagerung der Primérpartikel beim Trocknen er-
klaren. Man sieht, dass dieser Peak bei stérker veresterten Gelen nach vorne,
also zu kleineren Betrégen des Streuvektors, verschoben ist. Das bedeutet, die

streuenden Strukturen, welche diesen Peak verursachen, sind gréfler. Dies ist
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Abbildung 6.2: errechnete Korrelationsfunktionen der Streukurven aus Abbildung

unter Beriicksichtigung der gesamten Streukurve (a) bzw. nur
des Peaks bei kleineren Betrégen des Streuvektors (aus [19])

auch in den aus den Streukurven errechneten Korrelationsfunktionen (Abb.
zu sehen. Die Korrellationsfunktionen der gesamten Streukurven (Abb.
lassen zwei Schwingungen erkennen, eine mit kurzer und eine mit lan-
ger Wellenlénge. Die langwellige Schwingung ist separat in Abbildung zu
sehen und lésst sich errechnen, indem nur der Peak bei kleineren Betrigen

des Streuvektors zur Berechnung der Korrelationsfunktion betrachtet wird.
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Die Wellenlénge der Schwingung steigt mit hoherem Veresterungsgrad. Der
minimale Abstand zwischen den streuenden Strukturen steigt also. Da dieser
Abstand vornehmlich durch die Gréfle der Strukturen bedingt wird, miissen
diese in irgend einer Weise wachsen. Da jedoch entsprechende Messungen kein
Wachstum der SiO, Partikel wéhrend der Veresterung zeigen (s.h. [19]), ist
die groBere GroBe der Primérpartikel durch die Hiille aus Ethylgruppen zu er-
klaren. Sie behindert zudem auch die Vernetzung der Primérpartikel, da keine
Kondensationsreaktion iiber zwei Ethylgruppen moglich ist.

Durch eine Veresterung kann also die Vernetzung der Primé&rpartikel beim
Trocknen gesteuert werden.

Als geeigneter Trocknungsvorgang hat sich das Spriihtrocknen erwiesen. Da-

durch konnen hohle Partikel im Mikrometerbereich erzeugt werden. In Abbil-

Abbildung 6.3: (a) REM-Aufnahmen spriithgetrockneter Mikropartikel (aus [19]);
(b) mit einem Sieb sortierte Mikropartikel

dung sind Partikel zu sehen, die einen Veresterungsgrad von (12 + 1)%
aufweisen. Man kann erkennen, dass es zwei Sorten von Mikropartikeln gibt.
Eine grofle und eine sehr kleine. Da diese Partikel in den Korper eingebracht
werden sollen und an dieser Stelle zum Verbleib vorgesehen sind, sollten sie
eine bestimmte Groéfle nicht unterschreiten. Sind die Partikel kleiner als 10-

20) pm, konnen sie von Makrophargen phagozytiert werden [I5]. Aus diesem
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Grund wurden die Mikropartikel mit einem 32 um Sieb sortiert. Die gesiebten
Partikel sind in Abbildung abgebildet. Durch das Sieben konnte erreicht
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Abbildung 6.4: (a) GroSen- und (b) Volumenverteilung der gesiebten SiOq-
Mikropartikel

werden, dass der Grofiteil der Mikropartikel gréfer als 20 pum ist. In Abbildung
[6.4] sind die GroBen- und Volumenverteilung der gesiebten Mikropartikel zu
sehen. Es ist zu erkennen, dass die meisten Partikel einen Durchmesser um die
20 pm besitzen, die Verteilung zu grofleren Durchmessern aber nicht so stark
abféllt wie zu kleineren. Tragt man die Volumina iiber die Durchmesser der
Partikel auf (Abb. , wird ersichtlich, dass die kleineren Partikel mit einem
Durchmesser < 20 um nur 3,2 % des gesamten Volumens ausmachen. 96,8 %

des SiO, liegt also in Mikropartikeln der gewiinschten Gréfie vor.

6.2 SiO,-Mikropartikel im Tierexperiment

Dass das Material der Mikropartikel, also Silicaaggregate im Nanometerbe-
reich, biokompatibel ist, konnte an mehreren Stellen nachgewiesen werden
(Kapitel , [68]). Die entsprechende Testung in vivo wurde analog zu dem
Tierversuch der Wundauflagen durchgefiihrt (s.h. Kapitel . Es wurden Mi-
kropartikel mit einem Veresterungsgrad von (12 4+ 1) % nach [19] hergestellt.
Ein Grof3teil der kleinen Partikel wurde mit Hilfe eines 32 um Sieb entfernt. Da
an der Herstellung der Mikropartikel eine Veresterung beteiligt ist, befinden
sich Ethylgruppen an den Partikeln. Diese hydrolysieren in Anwesenheit von
Wasser zu Ethanol, welcher toxisch und unerwiinscht ist. Aus diesem Grund

miissen die Ethylgruppen vor dem Einsatz der Partikel entfernt werden. Dies
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wurde durch mehrfaches Spiilen der Mikropartikel in verdiinnter Oxalséure
(pH = 1) erreicht. Die Oxalsdure dient dabei als Katalysator und wurde an-
schlieBend durch Spiilen mit Wasser entfernt. Die Partikel liegen dispergiert in
Wasser vor. Abbildung[6.3D] zeigt Mikropartikel, die fiir die Testung verwendet
wurden. Die Untersuchungen in Kapitel haben gezeigt, dass die Wundauf-
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Abbildung 6.5: Auswertung der Defekt- und Narbenflichen analog zu Abbildung
B.IT}

Die Defekte sind 12 Tage nach der Operation verschlossen, die Nar-
benbildung bei der Mikropartikelgruppe ist erst nach 12 Tagen
messbar. Jedoch ist diese verglichen mit den der anderen Grup-
pen am kleinsten. Die entsprechenden Fehlerbalken reprisentieren
die Standardabweichung der Mittelwerte. [Die Daten wurden in Zu-
sammenarbeit mit Ferenc Ori erhoben.]

lagen nicht resorbiert werden, da sie auch nicht einwachsen. Nur die in ihnen
enthaltenen Silicaaggregate gelangen in die Wunde. Aus diesem Grund wur-
den die Mikropartikel nicht in die Wundauflage eingebaut. Es wurden 30 pul
einer wassrigen Mikropartikeldispersion mit 10000 4500 Mikropartikeln direkt
auf die Wunde appliziert. Die Groflien- und Volumenverteilung der verwen-
deten Mikropartikel ist in Abbildung zu sehen. AnschlieBend wurde die

Wunde mit einer feuchten Kompositwundauflage abgedeckt, welche, wie in
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Kapitel beschrieben, hergestellt wurde. Die Abdeckung der Wundauflage
iibernahm eine semipermeable selbstklebende Folie, der Transparentverband
3M™ Tegaderm™ Film.

Bei jedem Verbandswechsel, der analog zu dem Tierversuch nach Kapitel
erfolgte, wurden 30 ul der Mikropartikeldispersion auf die Wunde gegeben. 3,
6, 9, 12 und 15 Tagen nach der Operation wurden die Defektbereiche vermes-
sen, explantiert und es wurden histologische Schnitte von ihnen angefertigt.
Abbildung zeigt die Defekt- und Narbenflichen der Mikropartikelgruppe
und die Daten der anderen Gruppen aus Kapitel

Der offene Defektbereich ist an Tag 3 und 6 nach der Operation etwa so grof3,
wie der der Kontrollgruppe und 9 Tage nach der Operation am gréfiten. An
Tag 12 und 15 nach Setzen des Defektes waren die Wunden verschlossen, die
Narben aber kleiner als die der anderen Gruppen. Interessant ist auflerdem,
dass eine messbare Narbenbildung erst 12 Tage nach der Operation zu beob-
achten ist. Die Reepithelisierung muss also sehr stark verzogert, erst zwischen
dem neunten und zwolften Tag einsetzen und auch die Wundkontraktion ist
anfangs schwécher ausgeprigt. An Tag 3 und 6 nach der Operation sind die
Narben in etwa so grofl wie die der Kontrollgruppe. Auch 9 Tage nach Setzen
des Defektes sind die Gesamtdefekte, also die offenen Defektflachen plus Nar-
benflichen, in etwa so groff wie die der Kontrollgruppe, jedoch sind bei der
Kontrollgruppe die Wunden schon etwa zur Héalfte vernarbt. An Tag 12 nach
der Operation sind dann auch die Wunden der Mikropartikelgruppe verschlos-
sen und die Narben sind signifikant (p < 0,01) kleiner als die der Gel-Gruppe
und damit am kleinsten. 15 Tage nach der Operation sind die Narben signi-
fikant (p < 0,01) kleiner als die der Sorbion plus-Gruppe jedoch bei einer
Signifikanzgrenze von p = 0,05 nicht signifikant (p = 0, 17) unterschiedlich zu
den Narben der Gel-Gruppe. Die Wundkontraktion ist also nach 15 Tagen so
stark wie die der Gel-Gruppe, setzt aber spéter ein. Offensichtlich behindert
ein Prozess die Reepithelisierung bzw. die Wundkontraktion.

In den HE-gefiarbten histologischen Diinnschnitten (Abb. lassen sich die
nanostrukturierten SiO,-Mikropartikel innerhalb der Wunde nachweisen. In
Abbildung und vergroflert in kann man den Ubergang sehen, an
dem die Mikropartikel von organischem Material infiltriert werden. Dies ist
an der unterschiedlichen Erscheinungsform der Mikropartikel erkennbar. Es

sind durchscheinende (rote Pfeile) und rosafarbene (weile Pfeile) Partikel zu
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Abbildung 6.6: HE-gefirbte, histologische Diinnschnitte des Defektes der SiO,-
Mikropartikel-Gruppe 9 Tage nach der Operation;
Rote Pfeile markieren Mikropartikel, die noch nicht durch organi-
sches Material infiltriert worden sind. Weile Pfeile markieren Mi-
kropartikel, in die organischen Material eingedrungen ist. Griine
Pfeile zeigen auf neue Epidermis. In (b) und auch (d) ist zu sehen,
dass sich viele Zellen um die infiltrierten Mikropartikel konzentrie-
ren. Dies ldsst auf eine entziindliche Reaktion auf die Mikropartikel
schlieBen.

sehen. Die durchscheinenden Partikel liegen in einer zellarmen Schicht an der
Oberflache der Wunde. Die rosafarbenen liegen tiefer in der Wunde. Die unter-
schiedliche Férbung der Partikel ist darauf zuriickzufiihren, dass das SiO, sel-
ber keinen Farbstoff annimmt, jedoch nehmen Zellplasmaproteine, Fibrin oder

auch Kollagen den roten Farbstoff Eosin an. Die Mikropartikel werden also
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von organischem Material infiltriert, welches dann sichtbar ist. Am Ubergang

100 pm

Abbildung 6.7: REM-Aufnahmen in verschiedenen Vergréflerungen eines entparaf-
finierten, ungefirbten histologischen Diinnschnittes des Defektes
der SiO,-Mikropartikel-Gruppe 9 Tage nach der Operation; Die
runden Gebilde sind die eingewachsenen SiO,-Mikropartikel (weifle
Pfeile). Griine Pfeile markieren die neue Epidermis.

vom duBeren zum inneren Bereich der Wunde (Abb. kann man erkennen,
dass die Partikel, in welche schon organisches Material infiltriert ist, noch einen
dunklen Rand, ihre SiO,-Hiille besitzen. Tiefer liegende Partikel wie in Abbil-
dung haben keinen sichtbaren dunklen Rand mehr, die SiO,-Hiille wird

also scheinbar abgebaut oder durch organisches Material ausgetauscht. Um
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diese Vermutung zu untersuchen, wurde ein weiterer Diinnschnitt der Probe,
welche in Abbildung zu sehen ist, angefertigt. Dieser wurde entparaffi-
niert und mit dem REM und EDX analysiert. So konnten die Mikropartikel
auf ihre Elementverteilung untersucht werden (Abb. [6.8). In Abbildung
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Abbildung 6.8: REM-Aufnahmen eines entparaffinierten, ungefirbten histologi-
schen Diinnschnittes des Defektes der SiO, Mikropartikel-Gruppe
9 Tage nach der OP (rechts); Die runden Gebilde sind die Mikro-
partikel. An den markierten Bereichen wurden EDX-Spektren auf-
genommen, die in der Abbildung links zu sehen sind. Gold- und
Palladiumsignale resultieren aus einer gleichméfliigen Beschichtung
der Probe, um sie leitfdhig zu machen. Die Spektren sind auf das
Goldsignal normiert.
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sind rasterelktronenmikroskopische Aufnahmen des Diinnschnittes zu sehen.
Die SiOy-Mikropartikel sind als runde Gebilde in der faserigen Struktur des
Gewebes zu erkennen. Wie in der Abbildung [6.64] ist oben rechts die neu ge-
wachsene Epidermis (griine Pfeile in Abb. und [6.74). In Abbildung
sind einige Mikropartikel zu sehen, die angeschnitten sind. An ihnen wurden
EDX-Spektren aufgenommen, um zu klédren, ob sie noch Siliciumdioxid enthal-
ten oder ob es schon abgebaut wurde. Die entsprechenden Messergebnisse sind
in Abbildung zu finden. Zusétzlich wurden zwei EDX-Spektren von Mikro-
partikeln aufgenommen, die am Wundrand bzw. oberhalb der neuen Epidermis
gefunden wurden (Abb. [6.8¢| bzw. [6.8d)). Diese Mikropartikel haben noch nicht
am aktiven Abbauprozess des Korpers teilgenommen.

Die EDX-Spektren der Partikel innerhalb der Wunde weisen ein hoheres Ver-

héltnis von Kohlenstoff zu Silicium, im Vergleich zu den Partikeln aufler-

halb der Wunde auf. Wie anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen der
gefdrbten Schnitte vermutet wird, enthalten sie mehr organisches Material.
Der Siliciumgehalt der Partikel ist auflerdem groflenabhéngig. Je kleiner das
Partikel, desto geringer ist der Anteil an Silicium. Das Mikropartikel, an dem
die Bereiche EDX 2 und EDX 3 zu finden sind, ist angeschnitten, was in Ab-
bildung zu sehen ist. Der Bereich EDX 3 ist angeschnitten, EDX 2 nicht.
Das Verhiltnis von Silicium zu Kohlenstoff ist bei EDX 3 mit 1,06 hoher als bei
EDX 2 mit 0,86. Das zeigt, dass innerhalb der Partikel weniger SiO, ist als am
Rand. Die SiO4-Hiille der Mikropartikel existiert also noch, selbst wenn diese
schon von organischem Material infiltriert sind. Die SiO,-Hiille wird innerhalb
von 9 Tagen also nicht, wie vermutet, abgebaut oder ausgetauscht.

Anhand der hohen Zelldichten um die infiltrierten Mikropartikel kann man er-
kennen, dass diese inflamatorisch abgebaut werden. Abbildung zeigt ver-
grofert das mittig positionierte Partikel aus Abbildung [6.6al Man sieht deut-
lich die groflere Zelldichte rund um das Partikel, was auf die angesprochene
inflammatorische Reaktion des Korpers auf die Mikropartikel hinweist. Diese
Entziindungsreaktion auf die Partikel verlangert offensichtlich die Entziindungs-
und Exsudationsphase der Wundheilung. Somit setzt die Granulations- und
Profilerationsphase, in welcher neues Gewebe aufgebaut wird, spéter ein, wo-
durch die spite Narbenbildung und Wundkontraktion zu erkldren ist. Wie
schon bei der Gel-Gruppe fithrt das SiO, offensichtlich zu einer Erhéhung
des TGF-P1-Spiegels in der Wunde und damit zu einer verstiarkten Diffe-
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renzierung der Fibroblasten in Myofibroblasten, welche die Wundkontraktion
verursachen. Die stdrkere Wundkontraktion gegeniiber der Gel-Gruppe zeigt,
dass der hohere SiO4-Anteil in der Wunde zu einer hoheren Ausschiittung von
TGF-B; fithrt. Das Applizieren von nanostrukturierten SiO,-Mikropartikeln
in eine Wunde hat dementsprechend einen verdnderten Wundheilungsverlauf
zur Folge.

Da die Vernetzung der Silicaaggregate, aus welchen die Mikropartikel beste-
hen, gesteuert werden kann, kann der Zusammenhang zwischen Bioaktivitat
des SiO4 und seiner Vernetzung iiber die Wundkontraktion mit Hilfe der Par-

tikel untersucht werden.

6.3 Differentielle Genexpressionsanalyse
subcutaner Wunden mit implantierten

SiO,-haltigen Biomaterialien

Die dargestellten Ergebnisse zur Wundheilung mit Hilfe von Silica enthalten-
der Wundauflagen weisen auf eine erhchte Ausschiittung des Signalproteins
TGF-f31 hin. Ein weiterer Anhaltspunkt auf diesen Zusammenhang konnte in
einem fritheren Experiment gefunden werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden verschiedene Biomaterialien subku-
tan in Ratten implantiert. Die implantierten Materialien waren Calciumphos-
phate mit unterschiedlichen SiO,-Gehalten sowie eine reine SiO9-Probe. Als
Material ohne SiO, wurde BioOss® gewihlt und im Weiteren als Kontrolle
fiir eine subkutane Wunde mit Implantat genutzt.

Das Tierexperiment wurde von Weigu Xu durchgefiithrt und die Datenanalyse
von Cornelia Ganz.

Die Tiere waren 300-400g schwere, ménnliche Wistar Ratten von Charles
River Laboratories aus Sulzfeld. Sie bekamen eine Narkose mit Hilfe einer in-
traperitonealen Injeketion von 60 mg/kg einer 6 %iger Natrium-Petnobarbital-
Losung. Den Ratten wurde in Bauchlage iiber einen 2 cm langen Schnitt in den
Nacken die Proben subkutan implantiert. Die Proben bestanden aus 80 mg der
verschiedenen Biomaterialien, welche mit 0, 2 ml autologem, venosem Blut an-
geriihrt wurden. AnschlieBend wurden die Wunden mit resorbierbarem Naht-

material verschlossen.



89

H 7 , 8=
kg S 200 um

9 Tage nach der Operation

fee > = Q3

(e) 21 Tage nach der Operation (f) 21 Tage nach der Operation

Abbildung 6.9: HE-gefirbte histologische Diinnschnitte des Defektes der SiO,-
Gruppe zu den entsprechenden Zeitpunkten;
Rote Sterne markieren die SiO,-Konstrukte.
Griine Pfeile markieren Bindegewebsstrafien in die Konstrukte.
Die Konstrukte sind von einer zellreichen Schicht umgeben. Es han-
delt sich hierbei wahrscheinlich um polymorphkernige neutrophile
Leukozyten, die das SiO, entziindlich abbauen. Die rosa Verfarbung
der SiO,-Konstrukte in (c), (e) und (f) ist auf die Infiltration dieser
durch organisches Material zuriickzufiihren. (e) zeigt ein Konstrukt
bei einem weit fortgeschrittenen Abbauprozess.
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Durch die Implantation wird eine primédre Wundheilung ausgelost, wie sie bei
sauberen, frischen, aseptischen oder auch chirurgischen Wunden zu finden ist.
Diese wird zwar von der sekundédren Wundheilung, welche bei verschmutzten,
infektionsgefdhrdeten, septischen Wunden, sowie dem im untersuchten Maus-
modell verwendeten Vollhautdefekt (s.h. Kapitel auftritt, unterschieden.
Nach [27] sind die Wundheilungsmechanismen primérer und sekundérer Wun-
den aber vergleichbar.

NB 24% bzw. NB 39% sind NanoBone®-Proben mit 24% bzw. 39% SiO,. Die
reine SiOy-Probe war entkalktes NanoBone® also ein SiOy-Xerogel. Die De-
fektbereiche wurden nach 9, 12 und 21 Tagen explantiert und jeweils histologi-
sche Diinnschnittpréiparate angefertigt. An den Proben vom 12-Tage-Zeitpunkt
nach der Operation wurde auflerdem eine differentielle Genexpressionsanalyse
durchgefiihrt. Bei dieser Analyse werden Gensonden auf einer Oberfliche fi-
xiert, welche das zu untersuchende Material (RNA oder DNA) hybridisieren.
Um moglichst viele Gene gleichzeitig untersuchen zu kénnen, verwendet man
Microarrays, die meist mehrere tausend Testfelder mit definierten Sequenzen
besitzen. Durch Fluoreszenzfarbung der Test-Losung kann man die Stellen mit
gebundener DNA auf dem Microarray identifizieren. Es sollte mit Hilfe dieser
Analyse untersucht werden, welche Gene durch die unterschiedlichen Materia-
lien stérker oder schwécher exprimiert werden.

Die histologischen Diinnschnitte wurden mit HE gefarbt. In Abbildung
sind einige Schnitte zu sehen. Die implantierten SiO9-Konstrukte sind mit ei-
nem roten Stern markiert. In einigen Konstrukten sind Bindegewebsstrafien
(mit griinen Pfeilen markiert) zu erkennen was darauf schlieen ldsst, dass
diese auch von innen abgebaut werden. Um viele Konstrukte ist eine erhohte
Zelldichte zu erkennen. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich wieder um poly-
morphkernige neutrophile Leukozyten, die das SiO, entziindlich abbauen. Wie
bei den Mikropartikeln aus dem vorigen Kapitel, ist eine rosa Verfarbung eini-
ger Konstrukte zu erkennen, vor allem bei dem Konstrukt in Abbildung [6.9d
Der Abbau dieses Teilchens ist weit fortgeschritten, wohingegen Konstrukte oh-
ne rosa Verfarbung (Abb. weniger Anzeichen einer Entziindung zeigen.
Anscheinend geht auch hier dem Abbau des SiO, durch Zellen eine Anreiche-
rung dessen durch organisches Material voraus.

Fiir die Untersuchung der Genexpressionen wurde die Expression von 27343

Genen im Gewebe um die implantierten Proben untersucht, unter anderem
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Abbildung 6.10: fold change der Gene TGFB1 und TGFBR2 in Abhiingikeit von
den verschiedenen Biomaterialien und einer SiO5-Probe

auch die Gene TGFB1 und TGFBR2, in welchen TGF-f31 bzw. TGF-3-Typ-
2-Rezeptor codiert sind. Der TGF-B-Typ-2-Rezeptor ist der Rezeptor, an den
die Proteine der TGF-B-Familie binden. Es zeigte sich: Je mehr SiO, in der
implantierten Probe ist, desto exprimierter sind TGFB1 und TGFBR2. In
Abbildung ist der fold change zu BioOss® iiber die verschiedenen SiO,-
haltigen Proben aufgetragen. Der fold change zu BioOss® gibt das Verhiltnis
der Expression des Gens der jeweiligen Proben zur Expression des Gens der
BioOss®-Probe an. Das Gen TGFB1 ist bei der reinen SiO,-Probe 1,6 mal
hoher reguliert als bei der Probe ohne SiOy, TGFBR2 1,3 mal.

Es kann also davon ausgegangen werden, dass SiO, die Produktion von TGF-
31 und seines Rezeptors erhéht und somit in den TGF-f3-Signalweg eingreift.
Dieser Signalweg ist in viele zelluldre Funktionen involviert, wie zum Beispiel
im Zellwachstum, der Diffenrenzierung, Apoptose oder Homdoostase von Zel-

len.
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7 Zusammenfassung

Dass Siliciumdioxid einen Einfluss auf biologische Systeme hat und den Gewe-
beaufbau unterstiitzt, wurde in der Literatur schon beschrieben (s.h. Kapitel
. Welche biochemischen Prozesse dabei zum Tragen kommen, ist kaum
aufgeklart. Auch gibt es kaum Untersuchungen zur Struktur von biologisch
aktivem SiO,. Die untersuchten Silicastiitzstrukturen einiger Pflanzen- und
Schwammarten bestehen aus amorphem und schwach vernetztem SiO,. Dies
legt die Hypothese nahe, dass schwach vernetzte Silicaaggregate biologisch ak-
tiv sind und den Gewebeaufbau unterstiitzen. Positive Einfliisse auf den Gewe-
beaufbau sind natiirlich gerade fiir medizinische Anwendungen interessant, ins-
besondere fiir die Versorgung von Wunden. Als eine solche Anwendung wurden
zwei Wundauflagen, welche schwach vernetzte Silicaaggregate im Nanometer-
bereich enthalten, entwickelt. Eine feuchte Gelauflage und ein trockenes Vlies.
Beide Wundauflagen bestehen aus einen Nanokomposit. Dieses Komposit setzt
sich aus schwach vernetzten Silicaaggregaten und Polyvinylpyrrolidon zuam-
men. Die Gelauflage enthélt zusétzlich Wasser. Das PVP ist ein Polymer, des-
sen Einsatz in der Medizin und auch in der Pharmazie weit verbreitet ist.
Es begiinstigt die mechanischen Eigenschaften des Komposits, verhindert ein
Kondensieren der Silicaaggregate und ist insbesondere fiir die Gelbildung der
feuchten Wundauflage verantwortlich. Die Silicaaggregate werden aus einer
Natriumwasserglaslosung gewonnen. Das Kompositmaterial wird in einem in-
tensiven Riihrverfahren durch das Vermischen der in Wasser dispergierten Si-
licaaggregate und einer PVP-Losung gewonnen. Dieses Material kann, je nach
Feststoffgehalt, zu dem trockenen Vlies oder dem feuchten Gel verarbeitet wer-
den. Das Vlies wird durch eine Gefriertrocknung hergestellt, das Gel durch die
Bestrahlung des Komposits mit Gammastrahlen. Die obligatorische Sterilisie-
rung dieser Medizinprodukte erfolgt auch durch Bestrahlung mit Gammastrah-
len. Somit ist die Gelbildung und die Sterilisierung ein und der selbe Schritt.
Das Nanokomposit bzw. die Wundauflagen wurden strukturell und auch bio-

logisch untersucht. Die strukturellen Untersuchungen ergaben, dass die einge-
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setzten Silicaaggregate innerhalb des Komposits aus 2 -2, 3) nm grofien Primér-
partikeln bestehen, die je nach SiO49-Gehalt bis zu 7 nm grofle Aggregate bilden.
Das Polymer PVP bindet sich an die Silicaaggregate iiber Wasserstoftbriicken-
bindungen und bildet um diese starr-amorphe Bereiche aus. Gleichzeitig erhoht
sich die Glasiibergangstemperatur des Polymers mit steigendem SiO,-Gehalt.
Die Silicaaggregate vermindern also dessen Beweglichkeit.

Mikroskopische Aufnahmen zeigen eine faserige Struktur des Komposits, wel-
che auf die starken Scherkréfte beim Verriihren des Sols und der Polymerlosung
zuriickzufiihren ist.

Die Bestrahlung des Komposits hat keine Auswirkungen auf die Struktur des
S105. Das Polymer wird dadurch jedoch zu einem Gel. Die Silicaaggregate las-
sen sich aus dem Gel immernoch herauslosen, was wichtig ist, denn diese sollen
aus der Wundauflage herausdiffundieren kénnen, um am Wundheilungsprozess
teilzunehmen.

Die Untersuchungen des Materials mit Hilfe von Zellkulturen ergab eine bio-
logische Unbedenklichkeit. Es hat sich dabei herausgestellt, dass adh&rente
Zellen nicht auf der Oberfliche des Materials wachsen. Das ist fiir eine Wund-
auflage insofern von Vorteil, dass so ein Einwachsen der Auflage in die Wunde
verhindert wird und Verbandswechsel ohne zusétzliche Irritationen der Wunde
ausgefiihrt werden kénnen.

Die tierexperimentelle Studie der beiden Wundauflagen an einem Mausmo-
dell hat gezeigt, dass sie einen Einfluss auf die Wundheilung haben. Aus
beiden Auflagen kénnen die nanostrukturierten Silicaaggregate herausdiffun-
dieren und somit am Wundheilungsprozess partizipieren. AuBerlich sind die
zuriickbleibenden Narben der Versuchsgruppe mit der feuchten Gelauflage 15
Tage nach Setzen des Defekts am kleinsten. Die Narben der Versuchsgruppe
mit dem trockenen Vlies sind nach 15 Tagen zwar kleiner als die der Kontrollg-
gruppe, jedoch grofler als die der Versuchsgruppe mit einer handelsiiblichen
Wundauflage. Dieser Trend konnte auch in histologischen Diinnschnitten der
Wundbereiche zu dem entsprechenden Zeitpunkt nachgewiesen werden. Da
die Heilung der gesetzten Vollhautdefekte immer nur in einer Narbe resul-
tiert, ist die kleinere Narbengrofie durch eine stérkere Kontraktion der Wunde
zu erklaren. Diese Kontraktion wird durch spezielle Zellen hervorgerufen, den
Myofibroblasten. Die Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten wird

unter anderem durch den Wachstumsfaktor TGF-f31 beeinflusst. Dieses Pro-
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tein ist auch an der Reepithelisierung beteiligt, eine erhohte Konzentration
verzogert diese. Eine solche Verzogerung wurde auch bei den Tieren mit der
feuchte Gelauflage beobachtet. Ein weiterer Hinweis auf einen erhhten TGF-
[31-Spiegel zeigte sich in der Neoangiogenese, die durch TGF-1 angeregt wird.
Die Wunden der Versuchstiere mit den Gelauflagen hatten zu einem fritheren
Zeitpunkt eine hohere Blutgefafidichte, die Neoangiogenese lief also schneller
ab.

In einem fritheren Experiment zur Genexpression subkutanen Gewebes bei Im-
plantation verschiedener Biomaterialien und reinem, amorphem SiO, konnte
zusitzlich gezeigt werden, dass die Gene, welche TGF-f3; und seinen Rezeptor
codieren, bei den Tieren mit der SiOy-Probe hoher expremiert waren als die
mit weniger bzw. ohne SiO,.

Offensichtlich beeinflussen die Silicaaggregate den TGF-f3-Signalweg bei der
Wundheilung. Dies kann sich zunutze gemacht werden, um beispielsweise chro-
nische Wunden zu behandeln, denn Patienten mit solchen Wunden leiden oft
an Durchblutungsstorungen. Der positive Einfluss des SiO, auf die Neoangio-
genese konnte die Wundheilung beschleunigen.

Eine weitere Applizierung der Silicaaggregate zur Unterstiitzung der Wund-
heilung, wurde in Form von nanostrukturierten Mikropartikeln entwickelt. Sie
bieten die Moglichkeit die Vernetzung der Aggregate gezielt zu beeinflussen,
um so eine optimale Vernetzung zu finden. Das direkte Einbringen der nano-
strukturierten Mikropartikel in die Wunde hat zu einer noch stérkeren Wund-
kontraktion gefiihrt. Die Partikel im Gewebe und deren Abbau konnten be-
obachtet werden, wobei kleinere Partikel schneller abgebaut werden. Jedoch
wurden Entziindungsreaktionen auf die Mikropartikel histologisch nachgewie-
sen. Da bei einer Wundheilung immer eine entziindliche Phase durchlaufen
wird, muss diese Reaktion auf die Mikropartikel nicht negativ sein. Dies gilt
es noch zu untersuchen.

Prinzipiell ist festzuhalten, dass schwach vernetzte Silicaaggregate im Nanome-
terbereich die Wundheilung biochemisch beeinflussen. Das entwickelte Nano-
kompositmaterial und die daraus entstandenen Wundauflagen erméglichen es,
diese Silicaaggregate gezielt einzusetzen, wobei ein schnellerer Wundverschluss

mit kleineren Narben zu beobachten ist.
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