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Infektionen nach Behandlungen in Spit�lern,
Altenheimen und Pflegeeinrichtungen (noso-
komiale Sekund�rinfektionen) stellen ein
schweres Problem f�r Patienten dar[1] und er-
halten durch das zunehmende Auftreten von
resistenten Pathogenen zus�tzliche Brisanz.[2]

Insbesondere bei Implantaten, Kathetern und
Stents treten hohe Infektionsraten auf[3] – so
betr�gt die Infektionsrate z.B. bei Harn-
kathetern bis zu 30% pro Woche![4] Zus�tzli-
che Komplikationen k1nnen sich durch Ein-
kapselung mit Gewebe ergeben, wodurch
Antibiotika nur noch schlecht den Wirkort
erreichen k1nnen und somit eine bis 1000-mal
verringerte Effizienz erzielen.[2a,d,e, 5] Bei Im-
plantaten l�sst sich eine Behandlung oft nur
durch Ersatz der betroffenen Teile erreichen,
was hohe Kosten, Leid und Schmerzen f�r die Patienten und
ihre Angeh1rigen zur Folge hat. Ein vielversprechender
Ansatz zur Vermeidung solcher nosokomialer Infektionen
besteht in der Auftragung von Antibiotika direkt auf bio-
medizinische Materialien.[6] Hier berichten wir �ber das
Design, die Herstellung und die biologische Evaluierung
eines Naturstoffhybrids zur Herstellung antimikrobieller
Oberfl�chen.[7]

Naturstoffhybride sind Verbindungen, in denen biologisch
aktive Fragmente verschiedener Naturstoffe gekuppelt
werden, mit dem Ziel, zwei unterschiedliche Wirkmechanis-
men zu kombinieren.[8] So wurden z.B. cytotoxische Derivate
von CC-1065 mit DNA bindenden Naturstoffen[9a,b] oder
Zuckern[9c] hybridisiert, um eine hoch selektive Wirkung zu
erzielen. Wir berichteten vor einiger Zeit �ber die n�tzlichen
Eigenschaften des cyanobakteriellen Siderophors Anache-
lin,[10] stark, selektiv und wirksam an Metalloxide zu
binden.[11] So konnten proteinresistente Oberfl�chen durch
Eintauchen in L1sungen des PEG-verkn�pften Anachelin-
Chromophors 1 hergestellt werden (PEG = Polyethylengly-
col).[11]

Wir stellten nun die Frage, ob das stark an Oberfl�chen
bindende Anachelin mit einem antibakteriell wirksamen
Naturstoff hybridisiert werden kann, um so die Eigenschaften
beider Verbindungen zu kombinieren. Als Zielmolek�l
w�hlten wir Hybrid 2, in dem der Anachelin-Chromophor
durch eine Polyethylenglycolbr�cke mit dem klinisch einge-
setzten Antibiotikum Vancomycin verkn�pft ist. Jedes dieser
Fragmente sollte eine gew�nschte Eigenschaft in den Hybrid
2 einbringen: Der Anachelin-Chromophor sollte die Immo-
bilisierung des Hybrids auf Oberfl�chen erm1glichen, Van-
comycin wirkt auf die Zellwandbiosynthese und sollte somit
das Wachstum von Bakterien unterbinden, und die lange
PEG3000-Br�cke sollte f�r eine Protein- und Zellresistenz
der modifizierten Oberfl�che wie auch f�r eine optimale
Positionierung des Antibiotikums sorgen.

Die Synthese der Zielverbindung 2 begann mit der Her-
stellung des Anachelin-Chromophors 3, der gem�ß Litera-
turvorschrift aus Boc-l-DOPA hergestellt werden kann
(Schema 1).[10c,d,g] Abspaltung der Boc-Gruppe (mit HCl in
Dioxan) und nachfolgende Kupplung mit dem difunktionel-
len 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-NH-PEG-Succin-
idylester ergaben das PEG-verkn�pfte Anachelin-Derivat 4.
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Schema 1. Herstellung des Hybrids 2. Boc = tert-Butoxycarbonyl,
l-DOPA = l-3,4-Dihydroxyphenylalanin.
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Abspaltung der Fmoc-Gruppe durch Piperidin unter milden
Bedingungen lieferte das terminale Amin, das mit Vanco-
mycin unter Verwendung von HATU nach einem modifi-
zierten Verfahren[12] gekuppelt wurde. Der so erhaltene
Hybrid 2 wurde durch Gr1ßenausschlusschromatographie
gereinigt und war nun bereit f�r die Funktionalisierung von
Oberfl�chen.

Zuerst einmal wurde untersucht, ob die Modifikation von
Vancomycin zum Hybrid 2 einen Einfluss auf die biologische
Wirkung hat. Daher wurden Hemmhofexperimente mit Ba-
cillus subtilis ATCC 6633 durchgef�hrt, wobei sowohl Van-
comycin wie auch 2 in L1sung getestet wurden. Interessan-
terweise zeigte 2 eine signifikante antibakterielle Aktivit�t,
die jedoch um einen Faktor zwei gegen�ber der von Vanco-
mycin reduziert war. Dies l�sst sich mit dem h1heren Mole-
kulargewicht und der daraus folgenden geringen Diffusions-
wahrscheinlichkeit von 2 erkl�ren.

Als n�chstes wurde die Oberfl�chenmodifizerung von
TiO2 mit 2 untersucht. Titan ist ein wichtiger Werkstoff f�r
Implantate und wird wegen seiner Biokompatibilit�t ge-
sch�tzt. Wir funktionalisierten TiO2-Oberfl�chen mithilfe
eines einfachen Verfahrens, das von uns f�r den Anachelin-
Chromophor entwickelt worden war.[11] Die Titandioxid-
Chips wurden in einer L1sung von 2 in 3-(N-Morpho-
lin)propansulfons�ure(MOPS)-Puffer vier Stunden inkubiert
und anschließend mit HEPES-Puffer gewaschen. Dieses
einfache Tauch-und-Sp�l-Verfahren erm1glichte die Her-
stellung von modifizierten TiO2- und auch Glasoberfl�chen.

Die so erhaltenen, funktionalisierten TiO2-Oberfl�chen
wurden nun auf ihre biologische Aktivit�t untersucht. Zu
diesem Zweck verwendeten wir das Live/Dead-Kit,[13] mit
dessen Hilfe sich tote von lebenden Zellen fluoreszenzmi-
kroskopisch unterscheiden lassen. Lebende Zellen werden
dabei gr�n angef�rbt, und bei toten Zellen wird die dann
zug�ngliche DNA durch rot fluoreszierenden Farbstoff ge-
f�rbt. Als Modellorganismus w�hlten wir Bacillus subtilis
ATCC 6633,[14] dessen Suszeptibilit�t gegen Vancomycin do-
kumentiert ist.[15] Als Kontrolle fungierten unbehandelte
TiO2-Oberfl�chen, die in bakteriellen Kulturen inkubiert
wurden. Anf�rben einer unbehandelten Kultur mit dem Live/
Dead-Kit wies lebende Zellen nach (Abbildung 1a). Zur
positiven Kontrolle wurde eine TiO2-Oberfl�che in B. subtilis
in Gegenwart von Vancomycin inkubiert; nach Anf�rben
wurden fluoreszenzmikroskopisch klar tote Zellen nachge-
wiesen (Abbildung 1b).[16]

Nach diesen positiven und negativen Kontrollen inku-
bierten wir die mit 2 modifizierten TiO2-Oberfl�chen in
Suspensionen von B. subtilis. Nach sechsst�ndiger Inkubation
wurde wiederum durch Anf�rben der Zustand der Zellen
untersucht (Abbildung 1c). Dabei wurden ausschließlich tote
Zellen detektiert, und es konnte kein Unterschied zwischen
durch 2 immobilisiertem Vancomycin (Abbildung 1c) und
Vancomycin in L1sung (Abbildung 1b) festgestellt werden.
Um zu untersuchen, ob immobilisiertes 2 f�r die biologische
Aktivit�t verantwortlich ist, wurden die Eintauchl1sung, die
Waschl1sung wie auch die Inkubationsl1sung (nur Medium
ohne Bakterien) auf antimikrobielle Aktivit�t getestet – alle
waren inaktiv (siehe auch Ausblutungsexperimente weiter
unten). Im Anschluss untersuchten wir, ob tote Zellen an der

funktionalisierten Oberfl�che haften bleiben oder ob sie sich
durch Waschen entfernen lassen. Die mit 2 behandelten
Oberfl�chen wurden daher nach der Inkubation mit B. sub-
tilis kurz mit Puffer gesp�lt, und der Zustand sowie die Zahl
der Zellen wurden wiederum durch Anf�rben und Fluores-
zenzmikroskopie visualisiert. Interessanterweise ist die Zahl
toter Zellen drastisch reduziert (Abbildung 1d), und es ver-
bleiben nur wenige tote Bakterien an der Oberfl�che. Diese
Befunde sind wichtig, da sie klar zeigen, dass die PEG-Br�cke
eine zellresistente Funktion aus�bt und somit die Anlagerung
von Bakterien entweder an tote Zellen oder an Zellmaterial
sehr erschwert wird. Zuletzt untersuchten wir noch, ob 2 und
insbesondere das darin enthaltene Vancomycin-Fragment f�r
die beschriebene Aktivit�t wichtig sind.[17] Wir adsorbierten
den PEG-Anachelin-Chromophor 1 an eine TiO2-Oberfl�che
und inkubierten die so erhaltenen PEG-modifizierten Ober-
fl�chen in Suspensionen von B. subtilis. Beim Anf�rben mit
dem Live/Dead-Kit wurden nur lebende Zellen beobachtet;
somit konnte keine antimikrobielle Aktivit�t f�r das un-
funktionalisierte PEG-Derivat 1 nachgewiesen werden (Ab-
bildung 1e). Wiederum wurde durch Waschen die Zahl le-
bender Zellen an der Oberfl�che stark verringert (Abbil-
dung 1 f). Diese Befunde zeigen, dass 1 zwar in der Lage ist,
zellresistente TiO2-Oberfl�chen zu generieren, jedoch ohne
antimikrobielle Aktivit�t – diese kann nur mit 2 erreicht
werden.

Abbildung 1. ReprGsentative Ausschnitte von TiO2-OberflGchen nach
Inkubation in Suspensionen von B. subtilis ATCC 6633 (6 h) und nach-
folgendem AnfGrben mit dem Live/Dead-Kit, gemessen mithilfe der
Fluoreszenzmikroskopie (siehe auch die Hintergrundinformationen).
a) Unbehandelte TiO2-OberflGchen. b) Unbehandelte TiO2-OberflGchen
und Vancomycin in LIsung. c) Durch 2 modifizierte TiO2-OberflGchen.
d) Durch 2 modifizierte TiO2-OberflGchen nach Waschen mit PBS-
Puffer (PBS=phosphatgepufferte SalzlIsung). e) Durch 1 PEG-modifi-
zierte TiO2-OberflGchen. f) Durch 1 PEG-modifizierte TiO2-OberflGchen
nach Waschen mit PBS-Puffer.
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Wir untersuchten nun, ob 2 an der Oberfl�che verbleibt
oder ob es durch Puffer oder Medium abgewaschen werden
kann und so seine Aktivit�t vermindert wird. Dazu wurde
eine mit 2 beschichtete, antimikrobielle TiO2-Oberfl�che
f�nfmal hintereinander in einer bakteriellen Suspension sechs
Stunden lang inkubiert und nachfolgend mit Puffer gewa-
schen. Wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist, bleiben dabei

sowohl die antimikrobielle Aktivit�t wie auch die zellresis-
tenten Eigenschaften erhalten. Daraus folgt nun, dass die
Bindung von 2 an TiO2-Oberfl�chen stark ist, was auch durch
Untersuchungen anderer Forschungsgruppen f�r DOPA-
Peptide gezeigt wurde.[18] So konnten Messersmith und Mit-
arbeiter durch rasterkraftmikroskopische (AFM-)Untersu-
chungen zeigen, dass die Dissoziationskraft der DOPA-TiO2-
Bindung �ber 800 pN betr�gt – eine der st�rksten je gemes-
senen, reversiblen Wechselwirkungen.[18d] Diese Untersu-
chungen unterstreichen die herausragende Bedeutung von
Catecholen und besonders des Anachelin-Chromophors f�r
die Funktionalisierung von Oberfl�chen.

Wir haben hier die Synthese, Immobilisierung und bio-
logische Evaluierung des Naturstoffhybrides 2 vorgestellt.
Diese Verbindung vereint die Eigenschaften der darin ent-
haltenen Naturstoffe: Der Anachelin-Chromophor erm1g-
licht eine starke Bindung an TiO2-Oberfl�chen, und Vanco-
mycin ergibt die antimikrobielle Aktivit�t. Weiterhin tr�gt die
PEG-Br�cke zu einer Zellresistenz bei, d.h., die Anlagerung
von toten Zellen und Zellbestandteilen wird unterdr�ckt. Zu
den Vorteilen der durch 2 modifizierten Oberfl�chen z�hlen:
1) Einfache Herstellung durch ein Tauch-und-Sp�l-Verfah-

ren;
2) starke antimikrobielle Aktivit�t gegen B. subtilis ;
3) zellresistente Eigenschaften, die die Anlagerung toter

Zellen wie auch von Zellmaterial verhindern;
4) starke Oberfl�chenbindung durch den Anachelin-Chro-

mophor, was eine Ausblutung verhindert und somit eine
wiederholte Verwendung bei gleich bleibender Aktivit�t
erm1glicht.

Die hier beschriebene Hybridstrategie sollte sich auch auf
andere Naturstoffe anwenden lassen. Besonders die Kompa-
tibilit�t der Catecholgruppe mit vielen anderen funktionellen
Gruppen (im Unterschied zu sonst verwendeten Silanen und
Thiolen) ist von Vorteil, was auch eine Anwendung dieser
Methode in Naturstoff-Mikroarrays erm1glichen kann.

Weiter k1nnten die einzigartigen Eigenschaften von Natur-
stoffen genutzt werden, um biologische Vorg�nge wie
Wachstum, Differenzierung und Bewegung auf Oberfl�chen
durch entsprechende Naturstoffhybride zu steuern.
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