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Lukowski (IMaB Greifswald), 4 - Sebastian Lippemeier (BlueBioTech Busum), 5 - Volker Heitland (artefactum

Rudolstadt). Inhalt dieses Berichtes sind nur die Ergebnisse der Forschungsstelle 2.

AUSGANGSSITUATION

Kollagen spielt eine besondere Rolle bei der Wundheilung. Das am haufigsten eingesetzte fibrillare Typ I-
Kollagen ist wegen seiner Biodegradibilitat, geringer Immunogenitat und Antigenizitat pradestiniert als her-
vorragendes Biomaterial. Darlber hinaus interagiert Kollagen mit Biomolekulen, vermittelt eine sequenz-
spezifische Zellanhaftung, beeinflusst zellulare Funktionen und unterstitzt die Hamostase. Kollagen kann

aulBerdem schadliche Proteasen, die zur Zerstérung von Gewebe fuhren, auffangen. Chronisch infizierte
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Wunden bleiben auch beim Einsatz von Kollagenwundauflagen problematisch. Durch die Einschrankung
des Antibiotikaeinsatzes aufgrund von Resistenzen und Zytotoxizitaten beim Einsatz von Silber sind alter-
native Materialien dringend erforderlich. Neuartige Mikro- und Nanopartikel aus mikroverkapselten bioakti-
ven Algenextrakten (Maresome®) zeigten in ersten Studien (Lukowski u. a. 2008) hervorragende antimikro-

bielle Wirksamkeit gegen multiresistente Bakterien.

ZIELSTELLUNG

Ziel des Verbundvorhabens war die Entwicklung einer Wundauflage aus Kollagen und antibiotisch wirksa-

men mikroverkapselten Wirkstoffen aus biotechnologisch hergestellten Algen (Maresome®).

Abb. 1: Produktion von Algen im Gewachshaus  Abb. 2: Produktion von Algen im Gewachshaus
unter stationaren Bedingungen in Matratzen unter dynamischen Bedingungen in einer

Schlauchanlage
Abb. 1: Produktion von Algen im Gewachshaus un-

ter stationaren Bedingungen in Matratzen Abb. 2: Produktion von Algen im Gewachshaus un-
ter dynamischen Bedingungen in einer Schlauchan-
lage

LOSUNGSWEG

> Algenscreening (ImaB)

Biotechnologische Produktion der Algen mit verschiedenen Aufskalierungsschritten (BlueBioTech
GmbH)

Extraktion, Aufschluss und Mikroverkapselung der Wirkstoffe (artefactum GmbH)

Entwicklung von Kollagensuspensionen aus porcinem Hautmaterial (FILK)

Produktion von Kollagensuspensionen (mbp GmbH)

Vermischung von Kollagensuspension mit Maresomen

Herstellung von Kollagen-Maresome-Schwammen durch Gefriertrocknung (FILK, mbp)

Prufung auf antibakterielle Aktivitat (ImaB, FILK, mbp)

Vv VvV VvV V VvV v v

Suche nach Wirkstoffen, Untersuchung des Freisetzungsverhaltens (FILK)

Abb. 3: Kollagenschwamme mit Abb. 4: Hemmhofe von Kollagen-Maresome-
unterschiedlichen Gehalten an Maresomen Schwammen uber unterschiedliche
(oben) Hemmhofe der Kollagenschwamme mit Produktionschargen von Algen, Maresomen
unterschiedlichen Gehalten an Mareso men und Kollagen-Maresome-Schwammen.
nach Agardiffusionstest Stapphylococcus Maresome-Gehalt 45 %
aureus ATC 6538 nach DIN 58940 (unten)
Abb. 4: Hemmhofe von Kollagen-Maresome-

Abb. 3: Kollagenschwamme mit unterschiedlichen Schwammen tber unterschiedliche Produktions-
Gehalten an Maresomen (oben) Hemmhofe der chargen von Algen, Maresomen und Kollagen-Mare-
Kollagenschwamme mit unterschiedlichen Gehal- some-Schwammen. Maresome-Gehalt 45 %

ten an Mareso men nach Agardiffusionstest Stapp-
hylococcus aureus ATC 6538 nach DIN 58940 (un-
ten)
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ERGEBNISSE

Am ImaB wurden verschiedene Algen im Labormalistab gezlichtet, extrahiert, mikroverkapselt und auf anti-
mikrobielle Wirksamkeit getestet. Die Alge mit der héchsten Wirksamkeit (Anabeana cylindrica) wurden bei
Projektpartner BlueBioTech im Technikumsmal3stab kultiviert. In weiteren Schritten wurde die Algenzich-
tung sowie Techniken zur Ernte und Anreicherung der Biomasse weiter aufskaliert (Abb. 1 + 2). Beim Pro-
jektpartner artefactum wurden die Algen aufgeschlossen, extrahiert und mikroverkapselt. Variationspara-
meter waren dabei Extraktionsmittel, Mengenverhaltnisse und Verarbeitungszeiten. Die Mikroverkapselung
dient zum einen der Stabilisierung der Wirkstoffe zum anderen wird die Wirkung erst durch die Mikrover-
kapselung initiiert. Der genaue Wirkmechanismus ist unbekannt. Am FILK wurde die Technologie zur Her-
stellung von Kollagensuspensionen optimiert. Die Herstellung der Suspensionen in vergroBertem Mal3stab
Ubernahm der Projektpartner mbp. Aus diesen Kollagensuspensionen und den Maresomen wurden Mi-
schungen hergestellt. Die Mischungsverhdltnisse wurden systematisch variiert, um eine gute antmikrobielle
Aktivitat zu gewahrleisten ohne die wundheilungsférdernden Eigenschaften des Kollagens negativ zu beein-
flussen. Die Verarbeitung der Mischungen zu Schwammen wurde mittels Gefriertrocknung realisiert. Bei
ImaB erfolgte die Prufung der antimikrobiellen Aktivitat mittels eines Agardiffusionstest mit Stapphylococ-
cus aureus (Norddt. Stamm, Methicillin-resistent). Am FILK wurde der Agardiffusionstest mit Stapphylococ-
cus aureus ATC 6538 nach DIN 58940 etabliert.

Die Kollagen-Maresome-Schwamme zeigten ebenso eine antimikrobielle Aktivitat (Abb. 3) wie die Mareso-
me selbst. Es wurde eine maximale Menge Maresome festgelegt, die im Kollagenschwamm enthalten sein
kann, oberhalb derer die Schwammeigenschaften verloren gehen. Zur Identifizierung der antimikrobiell
wirksamen Substanzen wurde anhand von Literaturhinweisen (Desbois und Smith 2010), (Kelsey u. a. 2006)
(Lukowski u. a. 2008) nach freien Fettsauren insbesondere nach ungesattigten freien Fettsauren gesucht.
Es wurden Methoden zur Extraktion der Fettsduren aus den Kollagen-Maresome-Schwammen und deren
Identifizierung und Quantifizierung mittels HPLC entwickelt. Es konnte jedoch keine Korrelation zwischen
dem Gehalt an ungesattigten Fettsauren und der antimikrobiellen Wirkung festgestellt werden. Mit stei-
gender Maresome-Konzentration im Schwamm steigt zwar die extrahierte Menge an gesattigten Fettsauren
parallel mit der Vergrol3erung der Hemmhofe, es konnte aber nicht gekldrt werden, ob die Freisetzung von

gesattigten Fettsduren ursachlich mit der antibiotischen Wirkung zusammenhangt.

Die Reproduzierbarkeit der Hemmhofe der Kollagen-Maresome-Schwamme im Agardiffusionstest zwischen
den Aufskalierungsschritten und unterschiedlichen Produktionschargen von Algen, Maresomen und Kolla-
gen-Maresome-Schwammen zeigt Abb. 4. Der Mittelwert und die Streuung der Hemmhaofe Uber alle Pro-
duktionsprozesse und Chargen betragt bei einem maximal moglichen Anteil von 45 % Maresomen 10,1

mm + 0,75 mm. Durch Kombination aus mikroverkapselten Wirkstoffen aus Algen und Kollagen konnte eine

gegen eine Antibiotika-resistente Bakterienart wirkende neuartige Wundauflage entwickelt werden.
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