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2. Zusammenfassende Darstellung der Publikation 

2.1 Einleitung 

Die Wundheilung unterliegt einem komplexen molekularen Prozess, dessen 

grundlegende Schritte in allen Organsystemen des menschlichen Körpers konserviert 

sind. Dieser Prozess umfasst einen hochgradig orchestrierten Ablauf mit sich 

überschneidenden Phasen, die als Hämostase, Entzündung, Proliferation und 

Reparation bezeichnet werden (Broughton et al., 2006, Gurtner et al., 2008). Eine 

Vielzahl von Faktoren können diesen Prozess beeinflussen. Intrinsische Faktoren 

einschließlich der lokalen Bakterienflora, die Sauerstoff- und Gefäßversorgung des 

lokalen Gewebes sowie systemische Faktoren wie die psychische und physische 

Gesundheit des Patienten haben einen maßgeblichen Einfluss auf den Verlauf der 

Wundheilung (Politis et al., 2016). Vom Behandler beeinflussbar sind vor allem 

extrinsische Faktoren, die im Rahmen der Wundversorgung zu tragen kommen. Eine 

nicht ordnungsgemäße Versorgung der Wunde kann zu Schmerzen, Infektionen und 

unerwünschten Heilungserscheinungen wie eine Chronifizierung, Narbenbildung und 

Adhäsionen an das angrenzende Gewebe führen (Dunn et al., 2013, Guo und Dipietro, 

2010). Insbesondere bei Wundheilungsstörungen im orofazialen Behandlungsbereich 

haben die Betroffenen einen hohen Leidensdruck und erfahren Einschränkungen der 

Lebensqualität. Chronische Wunden in diesem Bereich sind häufig auf eine 

pathologische Bakterienkolonisierung zurückzuführen, bei welchen Anaerobier einen 

erheblichen Anteil der mikrobiellen Population ausmachen (Bhattacharya et al., 2014). 

Durch ein Ungleichgewicht zwischen pathogenen und kommensalen Bakterien wird 

der Zustand der Homöostase in der Mundhöhle gestört und führt zur Schädigung von 

Weich- und Hartgewebe (Kolenbrander et al., 2002, Sampaio-Maia et al., 2016). Um 

eine solche Beeinträchtigungen zu vermeiden, müssen Biomaterialien für die 

Wundheilung eingesetzt werden, die das Wachstum pathogener Bakterien hemmen 

und gleichzeitig den Wundheilungsprozess fördern. 

Je nach Ausmaß des Weichgewebsdefekts ist der Goldstandard in der Mund-, Kiefer- 

und Gesichtschirurgie die Verwendung autologer myokutaner Lappen oder 

allogener/xenogener Transplantate, z. B. azelluläre dermale Matrices (ADM). Autologe 

Lappenplastiken sind jedoch mit einer hohen Morbidität an der Entnahmestelle und 

unbefriedigenden kosmetischen Ergebnissen assoziiert, während ADMs nachweislich 

Entzündungsreaktionen und immunogene Reaktionen hervorrufen (Rauso et al., 2020, 

Momen-Heravi et al., 2018). Eines der bekanntesten Ansätze für die orale und faziale 
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Wundheilung ist die Anwendung von Membranen auf Polymerbasis. Hierbei erlangen 

neben den herkömmlichen Kollagenmaterialien, natürliche Biomaterialien auf Basis 

von Seidenproteinen große Aufmerksamkeit. Die aus Fibroin (70-80 %) und Sericin 

(20-30 %) bestehenden Makroproteine werden aus den Kokons der Seidenraupe 

Bombyx mori (B. mori) durch einen schonenden Löseprozess aus Salzen oder 

ionischen Detergentien in eine wässrige Lösung gebracht und können so als 

Ausgangsstoff für eine vielseitige Weiterverarbeitung (z. B. Fasern, Filme, Gele und 

dreidimensionale Gerüste) genutzt werden (Chouhan und Mandal, 2020). Diese 

gewannen aufgrund ihrer bemerkenswerten mechanischen Eigenschaften, ihrer 

überlegenen Biokompatibilität, ihrer Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit, 

ihrer kontrollierbaren proteolytischen Abbaubarkeit und ihrer minimalen 

Immunogenität zunehmend an Aufmerksamkeit in präklinischen und klinischen 

Studien (Holland et al., 2019, Zhang et al., 2017).  Jüngste Studien zeigen, dass 

Fibroin und Sericin jede Phase des Wundheilungsprozesses ergänzen und daher in 

großem Umfang als Wundauflagen für die akute und chronische Wundheilung 

geeignet sind (Holland et al., 2019, Patil et al., 2020). Eine zusätzliche antibakterielle 

Aktivität, die auf die vorteilhaften Eigenschaften der Seidenproteine aufbaut, könnte 

die Anwendung dieser Biomaterialien in der Wundheilung maßgeblich erweitern.  Trotz 

der experimentellen Bemühungen um die Entwicklung einer funktionalisierten 

Wundauflage, wurde die Anwendung von antibakteriell beladenen 

Seidenproteinmembranen für die orale und faziale Wundheilung bisher nicht 

untersucht. Daher haben wir in dieser In-vitro-Studie innovative antibakterielle 

Seidenproteinmembranen untersucht. Die Membranen (CM) und die Vliese (NW) 

wurden mit Silberionen/-nanopartikeln und Gentamicin funktionalisiert, wobei Gieß- 

und Elektrospinnverfahren zum Einsatz kamen. Ziel dieser Studie war die Evaluierung 

der antibakteriellen Eigenschaften der Membranen und Vliese für 

Wundheilungsanwendungen in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. 

 

2.2 Material und Methoden 

Für die Herstellung der Fibroin (SF) / Sericin (SS) -membranen und -vliese wurden 

Bombyx mori Seidenkokons zur Proteinextraktion der Firboin- und Sericinlösungen 

verwendet. Das Verfahren wurde nach der PureSilk®-Technologie der Firma 

Fibrothelium GmbH (Fibrothelium GmbH, Aachen, Deutschland) durchgeführt. Zwei 

Arten an Membranen wurden hergestellt: gegossene Membranen (CM) und 
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elektrogesponnene Vliese (NW). Zur Herstellung der gegossenen Membranen wurde 

zunächst die SF-Lösung mit der entsprechenden Funktionalisierungslösung 

(Gentamin oder Silbernitrat (AgNO3)) in eine PTFE-Form gegossen. Die Mischung aus 

AgNO3 und SF wurde zuvor eine Stunde lang UV-bestrahlt, um eine Silbernanopartikel 

(AgNP) Bildung zu induzieren. Nach 24-stündiger Trocknung bei 21 °C unter einer 

Abzugshaube hatten die fertigen CM eine Dicke von etwa 0,1 - 0,2 mm (Micromar 40 

ER, Mahr GmbH, Deutschland). Zur Herstellung der Vliese wurde nach firmeninterner 

Technologie die SF-Lösung elektrogesponnen. In einem nächsten Schritt wurden die 

Vliese für etwa 60 Minuten in eine AgNO3-Lösung oder Gentamicinlösung getaucht. 

Die mit AgNO3 behandelten Vliese wurden ebenfalls UV-bestrahlt. Nach der 

Funktionalisierung standen fünf Variationen von gegossenen Membranen 

(Gentamicin, Silber, unbehandelte SF-Kontrollen, SF/SS Membranen und 

unbehandelte SS-Kontrollen) und drei Variationen von Vliesen (Gentamicin, Silber und 

unbehandelte SF-Kontrollen) zur weiteren Untersuchung zur Verfügung. Alle Proben 

wurden nach der Herstellung für eine Stunde im Ethanolbad (70 v%) nachbehandelt, 

um Hydrophobie zu erreichen. Abschließend wurden alle Materialien in Ethanol (70 

v%) bei 4 °C gelagert. Die Oberflächenmorphologie der Proben wurde mit Hilfe des 

Rasterelektronenmikroskops (REM) (Crossbeam 340, Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) visualisiert. Vor der Aufnahme wurden die Proben sieben Tage lang 

unter einer Abzugshaube getrocknet. Mit einem Skalpell wurde anschließend im 

Bereich der Mittellinie jeder Proben ein Schnitt gesetzt, um Querschnittsabbildungen 

durchzuführen. Zur Gewährleistung der Elektronenstabilität wurden die Proben mit 

Gold besputtert (Sputter Coater S150B, Edwards, London, Vereinigtes Königreich). 

Die Bildgebung erfolgte im Sekundärelektronenmodus bei einer 

Beschleunigungsspannung von 5 kV, einem Arbeitsabstand von 5 mm und 

Vergrößerungen von 500 X bis 10.000 X. Die Untersuchung der Zytokompatibilität 

erfolgte in Anlehnung an unsere frühere Arbeit (37). Als toxisches Referenzmaterial 

für alle Tests dienten Polyurethanfolien mit 0,1 % Zinkdiethyldithiocarbamat (ZDEC) 

(Hatano Research Institute, Kanagawa, Japan). Für die indirekten Tests wurde das 

Zellkulturmedium als nicht toxische Kontrolle verwendet. Für den Live-Dead-Assay 

wurden Zellkulturdeckgläser (TCC) (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, Kat. Nr. 

83.1840.002) als nichttoxisches Kontrollmaterial verwendet. L929-Mausfibroblasten 

wurden von der European Collection of Cell Culture, ECACC (Salisbury, Vereinigtes 

Königreich) bezogen. Die Zellen wurden in MEM, das mit 10 % fötalem Rinderserum, 
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4 mM Glutamin und Penicillin/Streptomycin (jeweils 100 U/ml) (Life Technologies, 

Carlsbad, USA) ergänzt wurde bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Die Zellen wurden bei 80 % Konfluenz passagiert. Für die Testung der Zellviabilität 

und Zytotoxität wurden das „Cell Proliferation Kit II“ (XTT) (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Deutschland) und das „LDH-Cytotoxicity Assay Kit II" (BioVision, Milpitas, 

CA, USA) gemäß Herstelleranweisungen verwendet. Für den Live-Dead-Assay wurde 

zur Färbung der Membranproben 60 µl pro ml Medium Propidiumiodid (PI) -lösung (50 

µg/ml in PBS) und 500 µl pro ml Medium Fluoresceindiacetat (FDA) -lösung (20 µg/ml 

in PBS aus 5 mg/ml FDA in Aceton-Stammlösung) in jedes Well einer 12-Well-Platte 

gegeben. Nach drei Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben 

mit PBS gespült und mittels Fluoreszenzmikroskop (Nikon ECLIPSE Ti-S/L100, Nikon 

GmbH, Düsseldorf, Deutschland) untersucht, welches mit einem Filter zur parallelen 

Detektion von roter und grüner Fluoreszenz ausgestattet war. Vor der antibakteriellen 

Testung wurden alle Proben in 70 v% Ethanol (EtOH) aufbewahrt, so dass sie als steril 

galten. Eine Stichprobengröße von N=10 pro Material (CM oder NW) und 

Funktionalisierung wurde für 24 h in künstlichen Speichel (a-Amylase 1 mg/ml, Mucin 

0,85 mg/ml und bovines Serumalbumin (BSA) 0,4 mg/ml) inkubiert. Die Kultivierung 

der Bakterienstämme und die anschließende Behandlung der Proben erfolgte unter 

anaeroben Bedingungen bei 37 °C in einer Anaerobierbank (Whitley A35 Workstation 

Don Whitley Scientific, Bingley, Vereinigtes Königreich). Für eine flüssige 

Bakterienmischkultur wurden Ausstriche von frühkolonisierenden Streptococcus 

mutans (DSM 20523, DSMZ GmbH, Leibnitz, Deutschland), Actinomyces naeslundii 

(DSM 17233, DSMZ GmbH, Leibnitz, Deutschland),  mittelkolonisierenden 

Fusobacterium nucleatum (DSM 15643, DSMZ GmbH, Leibnitz, Deutschland) und 

spätkolonisierenden Porphyromonas gingivalis (DSM 20709, DSMZ GmbH, Leibnitz, 

Deutschland) separat auf Blutagarplatten kultiviert und anschließend jeweils in ein 

flüssiges Nährmedium (CDC Anaerobe 5% Schafsblut) überführt. Nach ausreichender 

Inkubationszeit (2-5 Tagen) wurden 1 ml jedes Stammes in 20 ml CDC-Medium 

gemischt. Die optische Dichte (OD) der gemischten Bakterienkultur betrug 0,1. Die 

Testmembranen wurden in 24-Well-Platten mit je 1,5 ml 

Bakterienmischkultursuspension gelegt. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden 

die Membranen separat in sterile 1,5 ml Eppendorfgefäße, welche mit PBS gefüllt 

waren, umgelagert, geschüttelt und aus jedem Eppendorfgefäß wurde 100 µl für die 

Bestimmung von Gesamt- und Lebendkeimzahl entnommen. Zur Bestimmung der 
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Gesamtkeimzahl wurden 50 µl der Probe mit einem DNA-Isolierungskit (innuPREP 

DNA Isolation Kit, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) aufgearbeitet und die DNA-

Menge mittels quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qrt-PCR) 

(quantitative Real-Time-PCR, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-

Rad Laboratories, Berkeley, Kalifornien, USA) unter Verwendung eines universellen 

16S-rRNA-Primers 

(HDA1GACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,E1115RAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG) 

und spezifischen Primern (s. Originalpublikation) bestimmt. Zur Bestimmung der 

Lebendkeimzahl wurde eine Colony Forming Unit (CFU) Analyse durchgeführt. Hierbei 

wurden 50 µl der Proben in einer Verdünnungsreihe (1:100, 1:1000, 1:10.000) auf 

Blutagarplatten ausgestrichen und die koloniebildenden Einheiten wurden gezählt. 

Des Weiteren wurde ein Hemmhoftest/Agar-Diffusionstest durchgeführt. Hierbei 

wurden für jedes Material fünf Blutagarplatten mit der Mischkultur oder eines der 

Bakterienkulturen beimpft und zwei Proben je Material auf eine Platte gelegt. Nach 

einer Bebrütungszeit von 24 h wurden die jeweiligen Hemmhöfe mit einem 

Millimetermaß gemessen. Für die statistische Datenauswertung der 

Zytokompatibilitätstests wurde die mittlere Extinktion der Blindkontrollen ohne Zellen 

von den mittleren Extinktionen der Proben subtrahiert und die Daten als Prozentwert 

der Negativkontrolle angegeben. Die statistische Auswertung der antibakteriellen 

Tests wurde mit SAS 7.4 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA) durchgeführt. 

Die mittleren bakteriellen DNA-Mengen aus der qrt-PCR-Messung und die CFU-

Analysewerte wurden ausgewertet. Für die qrt-PCR- und CFU-Analyseergebnisse 

wurde ein exponentiell-lineares Modell gewählt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch 

signifikant angesehen. 

 

2.3 Ergebnisse 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen stellen die hochporöse Struktur der 

verwobenen Vliese im Vergleich zu der glatten Oberfläche der Gussmembranen dar. 

In Querschnittsaufnahmen konnte die aufrechterhaltene Kontinuität der 

Faserverbindungen über die gesamte Dicke der Vliese visualisiert werden (s. Abb. 2, 

Originalpublikation).  

Alle Proben wiesen eine anwendungsgerechte Biokompatibilität auf. Mit Ausnahme 

der silberbeladenen Materialien (CM-Ag, NW-Ag) erzielten alle Membranen 

Viabilitätswerte > 70% der Negativkontrolle im indirekten Assay, welche gemäß DIN 
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EN ISO 10993-5:2009 (Deutsches Institut für Normung, Berlin, Deutschland) nicht-

toxisch ist. Die Viabilität war bei allen Materialien ähnlich (91% - 108% der 

Negativkontrolle) mit Ausnahme der silberbeladenen Proben (4% der Negativkontrolle) 

(p < 0,001) (s. Abb. 3, Originalpublikation). Die Zytotoxizitätswerte waren für alle 

Proben außer für silberbeladene Proben konstant im Bereich der Negativkontrolle 

(Zellen, die mit Zellkulturmedium inkubiert wurden) (s. Abb. 4, Originalpublikation). 

Auffällig war, dass die silberbeladenen Proben negative Werte im LDH-Assay 

anzeigten, sodass der Verdacht bestand, Silbernanopartikel/-ionen könnten den Assay 

stören. Daher wurde ein Test auf Assay-Interferenz durchgeführt, welcher eine 

Teststörung durch die Silberionen und somit falsch negative Zytotoxizitätswerte für die 

silberbeladenen Materialien ergab. Im Live-Dead-Assay wurde für alle Proben eine 

Vielzahl grüner, FDA-positiver, vitaler Zellen nachgewiesen (s. Abb. 5, 

Originalpublikation). Nur vereinzelten konnten rote, PI-positive, tote Zellen mit 

Ausnahme der silberbeladenen Proben nachgewiesen werden. Insgesamt fielen die 

Biokompatibilitätstests positiv für alle Materialien aus mit Ausnahme der silberhaltigen 

Proben, welche weniger positive Ergebnisse erzielten. Die Lebendkeimzahl bestimmt 

durch die CFU-Analyse ergab ein signifikant niedriges Koloniewachstum für CM-Ag (p 

< 0,0001) im Vergleich zu allen anderen Gruppen, gefolgt von CM-G und NW-G (p < 

0,02) (s. Abb. 6, Originalpublikation). CM-Ag verringerte die bakterielle DNA-Menge 

um 3 log Stufen im Vergleich zu der Positivkontrolle (bakterielle Mischkulturlösung), 

welches mit einer Reduktion von 99,9 % gleichzusetzen ist. Zwischen CM-G und NW-

G konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. NW-Ag zeigte ähnliche 

CFU-Werte wie die Kontrolle NW-C (p = 0,7). CM-SF/SS und die Kontrollen CM-SSC 

und CM-C wiesen mit p = 0,9 und p = 0,6 CFU-Werte in einem ähnlichen Bereich auf.  

Alle getesteten Materialien wiesen im Vergleich zur Positivkontrolle (bakterielle 

Mischkulturlösung) signifikant niedrigere CFU-Werte auf (p < 0,0001). Insgesamt 

wurde die bakterielle Viabilität in folgender Reihenfolge am effektivsten eingedämmt: 

CM-Ag, NW-G, CM-G, NW-Ag, NW-C, CM-C, CM-SSC, und CM-SF/SS. Die 

Gesamtkeimzahl wurde anhand der Menge der Bakterien-DNA im qrt-PCR erfasst (s. 

Abb. 7, Originalpublikation). Dabei wiesen alle getesteten Membranen im Vergleich 

zur Positivkontrolle signifikant niedrigere DNA-Mengen auf (p < 0,0001). Die niedrigste 

DNA-Menge war für CM-Ag unter allen Vergleichsgruppen zu verzeichnen (p < 

0,0001). CM-Ag verringerte die bakterielle DNA-Menge um 3 log Stufen oder um 99,9 

% im Vergleich zur Positivkontrolle. In Übereinstimmung mit den CFU-Ergebnissen 
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wurde kein statistischer Unterschied zwischen CM-G und NW-G festgestellt (p = 0,1). 

Im Gegensatz zu den CFU-Ergebnissen wies NW-Ag im Vergleich zur Kontrolle NW-

C deutlich weniger bakterielle DNA auf (p < 0,005), welches auf eine Eindämmung der 

Gesamtkeimzahl hinweist. Insgesamt wurde die Gesamtkeimzahl in folgender 

Reihenfolge am effektivsten verringert: CM-Ag, NW-G, CM-G, NW-Ag, NW-C, CM-C, 

CM-SSC, und CM-SF/SS. Im Hemmhoftest wurde für beide Materialtypen, gegossene 

Membranen und Vliese, der größte Hemmhofdurchmesser von 7-8 mm für 

Gentamicinproben (CM-G, NW-G) und der zweitgrößte Hemmhofdurchmesser von 2-

3 mm für silberbeladene Proben (CM-Ag, NW-Ag) festgestellt (s. Abb. 8, 

Originalpublikation). Bei den unbehandelten Kontrollen (CM-C, CM-SSC, NW-C) 

wurde kein Hemmhof festgestellt. Entsprechend ergaben auch die kombinierten 

SF/SS-Membranen keinen Hemmhof. Insgesamt konnte bei gentamicinbeladenen 

Membranen gefolgt von silberbeladenen Membranen die ausgeprägteste direkte 

antibakterielle Aktivität gefunden werden. 

 

2.4 Diskussion 

Die Auswahl eines vielseitigen biokompatiblen Materials ist eines der größten 

Herausforderungen auf dem Gebiet der orofazialen Wundheilung, da das Zielgewebe 

sensibel und aufgrund der Nähe zur bakteriendichten Mundflora anfällig für 

postoperative Infektionen ist. Bislang galten Biomaterialien auf Basis von Kollagen als 

vielversprechende Biopolymere zur Herstellung resorbierbarer Wundauflagen. In einer 

klinischen Studie von Rastogi et al. wurden bei 60 Patienten nach Exzision prämaligner 

Läsionen an der Mundschleimhaut und nach Inzisionsbiopsiewunden im orofazialen 

Bereich bovine dezellularisierte Kollagenmembranen erfolgreich verwendet (Rastogi 

et al., 2009). In einer ähnlichen klinischen Studie setzten Omura et al. 

Kollagenmembranen bei fünf Patienten nach operativen Tumorexzision ein und 

beobachten eine Regeneration des nativen Bindegewebes nach 4-5 Wochen (Omura 

et al., 1997). Nichtsdestotrotz zeigen andere Studien, dass Materialien xenogenen 

Ursprungs wie das Kollagen immunogene Reaktionen auslösen und durch 

Kollagenolyse eine Entzündung mit Zerstörung des umliegenden Gewebes 

begünstigen (Badylak and Gilbert, 2008, Cheng et al., 2014). Dies hat nicht nur 

sozioökonomische Risiken wie eine verlängerte Krankheitsdauer und die 

Notwendigkeit einer Zweitoperation zur Folge, sondern ist auch mit einer erhöhten 

Mortalität assoziiert. Daher bedarf es, den Fokus auf alternative natürliche 
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Biomaterialien in der Wundheilung zu lenken. Aufgrund der einzigartigen 

Eigenschaften der Seidenproteine Fibroin und Sericin untersuchten wir in dieser Studie  

innovative antibakterielle Membranen und Vliese aus Fibroin- und Sericinextrakten, 

funktionalisiert mit Silberionen oder Gentamicin, auf Anwendbarkeit für die 

antibakterielle Wundheilung in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Zunächst ist 

es für eine Wundauflage notwendig, im lokalen Gewebe die Reparation und 

Regeneration nativer Zellen zu unterstützen und zu fördern. Es ist erwiesen, dass 

Nanofaserstrukturen aus Seide eine bessere Anheftung und Proliferation von 

Fibroblasten und Keratinozyten ermöglichen als andere kommerzielle Wundauflagen 

und somit den Heilungsprozess von Wunden in Haut und Schleimhaut verbessern 

(Gholipourmalekabadi et al., 2020, Kasoju and Bora, 2012). Tang et al. testeten die 

Wundheilungsfähigkeit von elektrogesponnenen SF-Vliesen auf der 

Wangenschleimhaut von Ratten und zeigten, dass SF-Vliese den Heilungsprozess 

fördern und eine entzündungshemmende Wirtsreaktionen induzieren (Tang et al., 

2015). Zudem konnten Biomaterialien auf Seidenbasis eine ausgezeichnete 

Biokompatibilität zeigen, da sie die Viabilität und Proliferation von humanen MC3T3-

Osteoblasten fördern  (Kamalathevan et al., 2018, Wang et al., 2021). In dieser Studie 

wurde die Biokompatibilität der SF und SS Membranen mittels XTT-, LDH- und Live-

Dead-Assay an L929-Mausfibroblasten untersucht. Die Ergebnisse des XTT- und 

LDH-Tests zeigen eine gute Zytokompatibilität für alle nicht funktionalisierten 

Membranen und mit Gentamicin modifizierten Membranen. Diese Ergebnisse 

veranschaulichen eine sichere, tolerierbare Anwendungsdosis von 10 mg/ml 

Gentamicin für L929-Mausfibroblasten. Ähnliche Ergebnisse erzielten Stevanovic et 

al. die für L929-Zellen gut verträgliche Gentamicinkonzentrationen von weniger als 50 

mg/ml nachweisen konnten (Stevanović et al., 2020). Im Gegensatz dazu verringerten 

Gussmembranen und Vliese funktionalisiert mit AgNO3 die Proliferation von L929-

Zelllinie im XTT-Assay und zeigten Zytotoxizität im LDH-Assay sowie im Live-Dead-

Assay.  Die meisten Studien berichten über eine sichere, nicht zytotoxische 

Anwendung von AgNPs bei Konzentrationen von ≤ 25 mg/L (He et al., 2017, Lv et al., 

2018). In unserer Studie betrug die Konzentration der AgNO3 

Fuktionalisierungslösung 100 mg/L, welche eine Erklärung für die erhöhte Zytotoxizität 

geben kann. Zudem korreliert die Zytotoxizität von Silbernanopartikeln (AgNP), die 

nach UV-Bestrahlung entstanden sind, auch umgekehrt proportional mit der Größe der 

Nanopartikel, sodass die Zytotoxizität mit zunehmender Partikelgröße aufgrund des 
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geringeren Verhältnisses von Oberfläche zu Volumen abnimmt (Gao et al., 2019, 

Guzman et al., 2012, Koh et al., 2018, Scherer et al., 2019). Die Verwendung von 

Silber als antibakterielle Substanz in der regenerativen Medizin wird schon seit 

Jahrzehnten untersucht (Klasen, 2000, Lv et al., 2016). Es wurde festgestellt, dass die 

antibakterielle Wirkung von Silber auf eine Störung der Membranpermeabilität beruht, 

die zum Verlust von intrazellulären K+-Ionen, ATP und Phospholipiden führt. Darüber 

hinaus verursachen Silbernanopartikel oxidative Schäden, indem reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) produziert werden und dadurch intrazelluläre Metabolite 

durch die permeabilisierte Membran austreten können (Gopinath et al., 2017). Der 

Wirkmechanismus des Aminoglykosid-Antibiotikums Gentamicin hingegen beruht auf 

ein sauerstoffabhängiges Eindringen in die Bakterienzelle und einer Blockierung der 

30S ribosomalen Untereinheit der bakteriellen Proteinbiosynthese (Pan et al., 2017). 

Dieser Prozess führt zu einer Fehltranslation von Proteinen und zum Zerfall der 

Zytoplasmamembran (Serio et al., 2018). 

Das Hauptziel dieser Studie war, eine antibakterielle Aktivität bei den mit AgNP und 

gentamicinfunktionalisierten Membranen zu induzieren. Um das antibakterielle 

Potenzial von AgNPs und mit gentamicinbeladenen Membranen zu bewerten, führten 

wir eine qrt-PCR Untersuchung, CFU-Assays und Agar-Diffusionstests durch mit einer 

Auswahl an typischen Repräsentanten der oralen Mikrobiota. 

Dem systematischen Review von Curtis et al. nach sind die grampositiven, fakultativ 

anaeroben, frühkolonisierenden A. neaslundii und S. mutans die am weitesten 

verbreiteten Bakterien in einer gesunden oralen Mikrobiota, weshalb diese Stämme in 

unsere Untersuchung einbezogen wurden (Piao et al., 2011). Außerdem wurden zwei 

anaerobe, gramnegative Bakterienarten einbezogen: F. nucleatum, der zweithäufigste 

intraorale Bakterienstamm bei Gesunden, und die mit Parodontitis assoziierte 

Bakterienart P. gingivalis (Curtis et al., 2020). Die Verwendung von künstlichem 

Speichel bot optimale Wachstumsbedingungen für die Bakterien, die den klinischen 

Bedingungen in der Mundhöhle sehr ähnlich sind. Die beste antibakterielle Aktivität 

wurde für silberbeladene Gussmembranen (CM-Ag) sowohl in Bezug auf die 

Verringerung der Viabilität als auch auf die Bakterien-DNA-Menge beobachtet. Die qrt-

PCR-Ergebnisse spiegelten für CM-Ag im Vergleich zu den Kontrollmembranen (CM-

C, CM-SSC und NW-C) eine um 3 log Stufen reduzierte bakterielle DNA-Menge wider, 

die als Verringerung des Adhäsionspotenzials der Bakterien interpretiert werden kann. 

Ähnliche Ergebnisse zu Ag-beladenen SF-Fasern werden von Dhas et al. berichtet, 
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die eine Hemmung von > 90 % gegen häufige Hautinfektionen im Zusammenhang mit 

P. aeruginosa und S. aureus sowie ZOI-Ergebnisse von > 2 mm zeigen (Dhas et al., 

2015). Auch in unserer Studie erreichten mit Silber funktionalisierte Membranen einen 

Hemmhof von 2-3 mm. Innerhalb der Vlies-Gruppe zeigten die mit funktionalisierten 

Membranen die beste antibakterielle Aktivität sowohl bei der Verringerung der DNA-

Menge als auch in der CFU-Analyse mit einer 2 log Stufen Reduktion in beiden 

Kategorien (d. h. 99 % Reduktion). Im Hemmhoftest konnten die mit 

gentamicinfunktionalisierten Materialien (CM-G und NW-G) die beste antibakterielle 

Aktivität mit einem ZOI von 7 - 8 mm im Vergleich zu allen anderen Kontrollmembranen 

zeigen. Eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz zwischen der antibakteriellen 

Aktivität von Silber und Gentamicin innerhalb der unterschiedlichen Materialtypen liegt 

im Herstellungsprozess der Membranen. Für die Funktionalisierung der CMs wurden 

der Seidenlösung vor dem Gießvorgang flüssiges AgNO3 oder Gentamicin zugesetzt. 

Im Gegensatz dazu wurden die Vliese nach dem Elektrospinnverfahren in die 

Funktionalisierungslösung eingetaucht. So kann ein möglicher Grund für die 

Verringerung der antibakteriellen Aktivität das Auswaschen und/oder die 

Wechselwirkung von Silberionen (Ag-Ionen) in den Vliesen mit Bestandteilen des 

künstlichen Speichels (z. B. BSA), der Kulturmedien (z. B. Hemin, Cystein, Pepsin 

usw.) oder des PBS sein. Beispielsweise führten Ando et al. (2010) die 

Beeinträchtigung der antibakteriellen Aktivität von silberbeladenen SF-Vliesen auf 

Bestandteile der Kulturmedien zurück, die fötales Kälberserum (FKS) enthielten. Ein 

Hauptbestandteil von FKS ist bovines Serumalbumin, das in dem von uns 

verwendeten künstlichen Speichel enthalten war. Andererseits ist in der Literatur 

beschrieben, dass die Aktivität von Gentamicin durch Wechselwirkung mit 

Blutkomponenten (z. B. in CDC-Medien) zunimmt, welche mit unseren Ergebnissen 

für die NW-Gs übereinstimmt (Ando et al., 2010, Hostacká, 1998, Wang et al., 2019). 

Zudem kann in vielen Fällen der Einschluss von Antibiotika durch die interne 

Konformation der SF-Polymerketten beeinflusst werden. In einer Studie von Hassani 

Besheli et al. wurde gezeigt, dass eine Beladung von elektrogesponnen Vliesen mit 

Antibiotika durch eine Erhöhung des Gehalts an Seide II (höherer ß-Faltblatt-Gehalt) 

verbessert werden kann. Außerdem wiesen sie nach, dass pH-Variationen die 

Freisetzungskinetik von Antibiotika aus SF-Materialien beeinflussen (Hassani Besheli 

et al., 2017).  

.  
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2.5 Schlussfolgerung 

Die ideale Wundauflage ist hydrophil, sauerstoffdurchlässig, saugfähig, biokompatibel, 

biologisch abbaubar und zu guter Letzt: sie schützt die Wunde vor Infektionen und 

Mikroorganismen. Biomaterialien auf Seidenproteinbasis bieten natürlicherweise all 

jene Struktur- und Funktionseigenschaften, die eine ideale Wundauflage benötigt. Mit 

der Ausnahmeder einer inhärenten antibakteriellen Wirksamkeit. In dieser Studie 

nutzten wir die vorteilhaften mechanischen Eigenschaften der Seidenproteine und 

evaluierten neuartige antibakteriell funktionalisierte Seidenmembranen und -vliese. 

Die auf die typischen oralen Bakterien getesteten Silber- und Gentamicinmembranen/ 

-vliese zeigten eine vielversprechende antibakterielle Wirksamkeit. Sodass 

entsprechend der Ergebnisse dieser Studie davon ausgegangen werden kann, dass 

der Einsatz der getesteten Membranen und Vliese als Wundheilungsmaterial im 

Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie geeignet ist. Zukünftig sollten 

Studien zur Optimierung der Materialbeladung sowie Studien mit in vivo 

Wundmodellen die aktuellen Ergebnisse ergänzen. 
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3. Zusammenfassung 

3.1 Zusammenfassung in deutscher Sprache  

Die Wundheilungsforschung beschäftigt sich seit Jahrzehnten mit der Herstellung 

innovativer Wundauflagen. Gerade bei orofazialen Wunden ist der Bedarf nach einer 

antibakteriellen Wundauflage groß. In dieser Studie wurden innovative antibakterielle 

Membranen auf Seidenproteinbasis für den Einsatz in der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie evaluiert. Gegossene Membranen und elektrogesponnene Vliese 

funktionalisiert mit Silberionen oder Gentamicin wurden auf Biokompatibilität und 

antibakterielle Wirksamkeit gegen typische Erreger der Mundflora untersucht. Die 

Oberflächenstruktur der Proben wurde mittels Rasterelektronenmikroskopie sichtbar 

gemacht. Die Biokompatibilität wurde anhand Zellproliferationstests, 

Zytotoxizitätstests und Lebend-Tot-Färbung an L929-Mausfibroblasten bewertet und 

die antibakterielle Testung erfolgte mittels Agardiffusionstest, Analyse der „Colony 

Forming Unit“ (CFU) und des qrt-PCR. Die Ergebnisse zeigten ein signifikant 

geringeres Koloniewachstum und eine geringere Bakterien-DNA-Zahl für 

Silbermembranen mit einer Verringerung der Bakterienzahl um 3 log Stufen (99,9 %) 

im CFU- und qrt-PCR-Assay im Vergleich zu unbehandelten Kontrollmembranen und 

mit Gentamicin funktionalisierten Membranen/Vliesen (p < 0,001). Die zweitbeste 

antibakterielle Wirksamkeit sowohl im CFU- als auch im qrt-PCR-Assay wiesen 

Gentamicinvliese auf.  Zusammenfassend betrachtet, zeigten Silbermembranen eine 
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um 1 log Stufe bessere antibakterielle Aktivität, während Gentamicinvliese eine 

bessere Zytokompatibilität an L929-Zellen erbrachten. Die Daten zeigen, dass die 

getesteten Membranen antibakteriell sind und sich für den Einsatz in der 

antibakteriellen orofazialen Wundheilung eignen. Zukünftig gilt es, in vivo Versuche im 

Zuge eines „proof of principle“-Konzepts anzustreben.  

 

3.2 Zusammenfassung in englischer Sprache 

For decades, research in wound healing has been focused on the production of 

innovative wound dressings. Especially, due to the location and the high burden of 

orofacial wounds, the need for antibacterial wound dressings is rising. In this study, 

innovative and advanced silk protein-based antibacterial membranes were evaluated 

for the application in oral and maxillofacial surgery. Casted membranes and 

electrospun nonwovens functionalized with silver ions or Gentamicin were evaluated 

for biocompatibility and antibacterial activity against typical oral flora pathogens. The 

surface structure of the samples was visualized by scanning-electron-microscopy. 

Biocompatibility was evaluated by cell proliferation assays, cytotoxicity assays, and 

live-dead staining on L929 mouse fibroblasts, and antibacterial testing was performed 

by agar diffusion assay, colony forming unit (CFU) analysis, and qrt-PCR. The results 

showed significantly lower colony growth and bacterial DNA count for silver 

membranes with a reduction in bacterial count by three log-levels (99.9%) in the CFU 

and qrt-PCR assay compared to untreated control membranes and Gentamicin 

functionalized membranes/nonwovens (p < 0.001). Gentamicin nonwovens exhibited 

the second-best antibacterial efficacy in both CFU and qrt-PCR assays.  In summary, 

silver membranes showed one log-level better antibacterial activity, whereas 

Gentamicin fleeces yielded higher cytocompatibility on L929 cells. The results of this 

study indicate the tested membranes are antibacterial and suitable for the concept of 



 30 

antibacterial orofacial wound healing. Future efforts should be directed toward in vivo 

testing as part of a "proof of principle" approach.  
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