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Z witterionische Polymere werden im Allgemeinen als eine neue
Klasse von abweisenden ,, Nonfouling“-Materialien angesehen. Sie
verfiigen iiber eine breitere chemische Diversitiit als entsprechende
Polyethylenglycole (PEG) und eine grofiere Freiheit hinsichtlich des
Molekiildesigns. Dieser Kurzaufsatz stellt neueste mikrobiologische
Anwendungen zwitterionischer Polymere und ihrer Derivate in den
Mittelpunkt, wobei verschiedene molekulare Strategien hervorgeho-
ben werden, die antimikrobielle und Nonfouling-Eigenschaften inte-

grieren. Ferner werden Erkenntnisse iiber die Bakterienbewuchs-
hemmung durch zwitterionische Polymere sowie ein Beispiel fiir die
technische Verwendung zwitterionischer Polymerderivate als antimi-

krobielle Wundauflagen diskutiert.

1. Einfiihrung

Definitionsgemif3 tragen zwitterionische Polymere gleich
viele, homogen verteilte anionische und kationische Gruppen
entlang ihrer Ketten.'™”) Diese Verkniipfung von entgegen-
gesetzt geladenen Einheiten (,,Zwittern“) verleiht den Poly-
meren ihre hohe Hydrophilie und hélt dabei gleichzeitig eine
Gesamtladungsneutralitdt aufrecht. Aus technischer Sicht
werden zwitterionische Polymere im Allgemeinen als eine
Alternative zu den héufig verwendeten Polyethylenglycolen
(PEG) fir ,,Nonfouling“-Anwendungen angesehen, um so-
wohl eine nichtspezifische Proteinadsorption zu verhindern
als auch um eine Adhésion von bakteriellen oder Sdugetier-
zellen zu minimieren.**) Aus chemischer Sicht konnte dieser
Vergleich von PEG und zwitterionischen Polymeren irrefiih-
rend sein, da alle PEG-Polymere im Wesentlichen die gleiche
Wiederholeinheit gemeinsam haben, wihrend zwitterionische
Materialien ein breites Spektrum von Polymeren mit cha-
rakteristischen Monomeren umfassen. Einige der wesentli-
chen Aspekten dieser chemischen Vielfalt sind: 1) die Aus-
wahl der in die Polymerstruktur einzufiigenden ionischen
Gruppen (Carboxylat,'” Sulfonat!”! oder Phosphat™® als anio-
nische Gruppen und quartires Ammonium,” Phosphoni-
um,' Pyridinium!"! oder Imidazolium!'? als kationische

[*] L. Mi, Prof. S. Jiang
Department of Chemical Engineering
University of Washington, Seattle, WA 98195 (USA)
E-Mail: sjiang@u.washington.edu

Wiley Online Library

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Gruppen); 2)die rdumliche Anord-
nung der geladenen Gruppen, das
heilt, der Abstand zwischen positiven
und negativen Ladungen innerhalb der
gleichen Polymereinheit!"® oder die
vollige Trennung der entgegengesetzt
geladenen ionischen Gruppen auf un-
terschiedlichen Polymerseitenketten (in letzterem Fall spricht
man auch von gemischtgeladenen Polymeren);' 3)ver-
schiedene Derivate herkommlicher zwitterionischer Polyme-
re, die zwischen zwitterionischen und nichtzwitterionischen
Formen wechseln kénnen™7 oder ein geladenes biologisch
aktives Molekiil als einen Teil der zwitterionischen Kompo-
nente tragen.'"¥! Diese Strukturvielfalt verleiht den zwitter-
ionischen Materialien eine funktionelle Flexibilitét tiber ihre
Nonfouling-Eigenschaft hinaus. Auflerdem ermdglicht der
ionische Charakter der zwitterionischen Materialien eine
Anpassung von Polymerladungsdichte, pH-Empfindlichkeit,
Gegenionenassoziation usw., sodass sich dieser Polymertyp
von nichtionischen Nonfouling-Materialien wie Polyoxazoli-
nen") und Polysarcosinen® unterscheidet.
Mikrobiologische Anwendungen von zwitterionischen
Polymeren und ihren Derivaten wurden in den vergangenen
Jahren eingehend untersucht, was zu neuen mechanistischen
Erkenntnissen und zu neuartigen Molekiildesigns gefiihrt hat.
Dieser Kurzaufsatz soll hauptsichlich einen Uberblick zu
diesen Studien geben; Leser, die sich fiir Synthese, Anwen-
dungen und Nonfouling-Mechanismen der zwitterionischen
Polymere interessieren, seien auf frithere Ubersichtartikel
verwiesen."???l Um einige zentrale Fachausdriicke zu defi-
nieren: ,,Nonfouling* bedeutet die AbstoSung potenziell ad-
hérierender Bakterien durch Polymerhydration, ,,bakterizid*
bezeichnet das aktive Abtdten von Bakterien und ,,antimi-
krobiell“ ist ein Oberbegriff, der sowohl bakterizide wie auch
bakteriostatische Wirkungen abdeckt. Methacrylat (MA) und
Acrylamid (AA) sind zwei iibliche Grundgeriiste fiir zwit-
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terionische Polymere, deren Einfluss auf die Nonfouling-FEi-
genschaften recht dhnlich ist.

Wihrend die Widerstandsfdhigkeit von Oberflachen ge-
gen eine nichtspezifische Proteinadsorption und Bakterien-
adhésion noch im Mittelpunkt der Untersuchungen zu zwit-
terionischen Polymeren steht, ermoglichen es die chemische
Diversitdt und die Formbarkeit der zwitterionischen Poly-
mere, den ansonsten biologisch inerten Materialien durch ein
rationales Molekiildesign weitere Funktionalititen zu ver-
leihen. Wir mochten hier anhand mehrerer ausgewihlter
Beispiele die Stdrken zwitterionischer Polymere und ihrer
Derivate in mikrobiologischen Anwendungen nachweisen.
Den Anfang bildet unser aktuelles Verstindnis der Struk-
turmerkmale, welche die bakteriellen Nonfouling-Eigen-
schaften zwitterionischer Polymere bestimmen (Abbil-
dung 1a), wonach wir zur Integration oberflichenbakterizi-
der (Abbildung 1b) oder antimikrobieller (Abbildung 1c)
Funktionalitdten in das Nonfouling-Geriist iibergehen. Auf
dem Gebiet der Nonfouling-Studien haben die Polymerdichte
und -stabilitit (Abbildung2),?*?! die Auswahl der anioni-
schen Spezies/Spacerlinge (Abbildung 3)*! sowie die La-
dungstrennung®! (Abbildung 4) jeweils einen ausgeprigten
Einfluss auf das Materialverhalten, was wiederum Aufschluss
tiber die Mechanismen der Wechselwirkung zwischen Bak-
terien und Oberflichen gibt. Uber das Ziel des reinen Non-
fouling hinaus sind in den vergangenen Jahren verschiedene
Beispiele beschreiben worden, in denen Nonfouling- und
antimikrobiellen Eigenschaften in ein einzelnes zwitterio-
nenbasiertes Polymer integriert wurden — durch Seitenketten-
Esterhydrolyse (Abbildung 5),!* reversible Lactonisierung
(Abbildung 6)'*'" oder kontrollierte Freisetzung von anti-
mikrobiellen Agentien als Gegenionen® oder Abgangs-
gruppen™ (Abbildung 7). Als praktisches Beispiel wird fer-
ner die Anwendung von zwitterionischen Polymeren abge-
leiteter antimikrobieller Hydrogele zur Wundabdeckung
vorgestellt (Abbildung 8).*! SchlieBlich werden spezifische
Aspekte der zukiinftigen mikrobiologisch ausgerichteten
Forschung zu zwitterionischen Polymeren diskutiert.
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Abbildung 1. Strukturformeln und mikrobiologische Anwendungen ver-
schiedener zwitterionischer Polymere und ihrer Derivate.

2. Das Nonfouling und seine Schliisselfaktoren

2.1. Von selbstorganisierten Monoschichten zu Polymerbiirsten:
Polymerdichte und -stabilitdit

Frithe Untersuchungen von Whitesides und Mitarbeitern
zeigten, dass eine einzelne Schicht von Nonfouling-Gruppen
auf einer Oberfldache in Form einer selbstorganisierten Mo-
noschicht (SAM) die nichtspezifische Proteinadsorption
wirksam reduzieren kann.”®?! Die Abwehr einer Bakteri-
enadhision (bakterielles Fouling) war dagegen eine an-
spruchsvollere Aufgabe, bei der sich viele proteinabweisende
SAM-Oberflichen als unzureichend erwiesen.! Diese Tat-
sache ist sowohl der begrenzten Stabilitit der SAM-Ober-
flachen in komplexen biologischen Umgebungen als auch der
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bloBen Masse der Bakterienzellen im Vergleich zu einzelnen
Proteinmolekiilen zuzuschreiben. ]

Eine der ersten Studien, die zwitterionische Polymere
einsetzte, um ein bakterielles Fouling zu verhindern, stellte
einen direkten Vergleich zwischen Nonfouling-SAM-Ober-
flichen und durch oberfldcheninitiierte radikalische Atom-
transferpolymerisation (ATRP) gebildeten Schichten an.!
Bei den SAM-Oberfldchen wurde eine einzelne Schicht von
Nonfouling-Gruppen mit einer Gesamtdicke von 1-2 nm auf
einem Goldsubstrat erzeugt, wihrend im Fall der ATRP die
hohe Pfropfdichte und das hohe Molekulargewicht zu biirs-
tenartigen Anordnungen der oberflichengebundenen Poly-
mere fithrten, die im trockenen Zustand typischerweise 20 nm
dick waren. Die Untersuchung priifte zwei Polymeroberfla-
chen - zwitterionisches Poly(2-(N-3-sulfopropyl-N,N-dime-
thylammonium)ethylmethacrylat) (pSBMA) und PEG-ba-
siertes Poly[oligo(ethylenglycol)methylethermethacrylat]
(pOEGMA) - sowie drei SAM-Oberflichen — gemischtes
Sulfonat und Trimethylamin (SA/TMA-SAM), Oligoethy-
lenglycol (OEG-SAM) und 1-Dodecanthiol (CH; SAM) -
beziiglich ihrer Wirkung gegen das Protein Fibrinogen und
P-aeruginosa-Bakterien. Einer Bestimmung mithilfe von
Oberfliachenplasmonenresonanz(SPR)-Sensoren zufolge,
sind Nonfouling-SAM- und Polymerbiirstenoberfldchen hin-
sichtlich einer Reduzierung der nichtspezifischen Proteinad-
sorption nicht unterscheidbar. Allerdings waren die ATPR-
Oberflichen in einem 24-Stunden-Bakterien-Fouling-Test
ihren SAM-Pendants weit iiberlegen, was darauf hindeutet,
dass eine chemisch stabilere und dicht gepackte dickere
Schicht von Nonfouling-Gruppen notwendig ist, um einem
bakteriellen Fouling entgegenzuwirken (Abbildung2a und
b).

Eine Folgestudie zur weiteren Priifung der Nonfouling-
Eigenschaften zwitterionischer Polymere gegen Bakterien-
adhdsion und Biofilmbildung optimierte zwitterionisches
Poly{2-carboxy-N,N-dimethyl-N-[2'-(methacryloyloxy)ethyl]-
ethanaminium} (pCBMA-2) und testete es beziiglich seiner
Langzeitresistenz gegen die Bildung von Biofilmen.”! So
wurde berichtet, dass pCBMA-2-beschichtete Oberfldchen
eine P-aeruginosa- und P.-putida-Biofilmbildung um 95 % fiir
bis zu 10 Tage bei 25°C und 8 Tage bei 30°C im Vergleich zu
ungeschiitztem Glas verringern kénnen (Abbildung2c¢ und
d). Trotz ihrer ausgezeichneten Nonfouling-Eigenschaften
wirken herkommliche zwitterionische Polymere nicht biolo-
gisch aktiv gegen oberfldchliches und massenhaftes Bakteri-
enwachstum. Auf mehrere Strategien mit dem Ziel, diese
funktionelle Einschrankung zu beheben, wird in den Ab-
schnitten 3 und 4 ausfiihrlich eingegangen.

2.2. Vom Protein zum Polysaccharid: Dikationen und bakterielle
Phénotypen

Eine nichtspezifische Proteinadsorption wurde gewohn-
lich als die molekulare Grundlage fiir eine anfingliche Bak-
terienadhidsion und die anschlieBende Biofilmbildung postu-
liert.®" Diese allgemein akzeptierte Annahme ist jedoch zu
stark vereinfacht. Extrazelluldre Polysaccharide (EPS), die in
grofler Menge auf Bakterienoberflichen vorliegen, sind be-
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Abbildung 2. a) SPR-Sensorgramm zur Messung der Adsorption von

1 mgmL~' Fibrinogen in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) auf un-
terschiedlichen Oberflichen. b) Typische fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen einer Anlagerung von P. aeruginosa an verschiedene Ober-
flaichen nach 24 h. c) P.-aeruginosa-Anhiufung auf den Oberflichen
pCBMA-2 (schwarz m) und Glas (rot @) als Funktion der Zeit bei 25°C.
d) P.-putida-Anhiufung auf den Oberflichen pCBMA-2 (schwarz m)
und Glas (rot @) als Funktion der Zeit bei 30°C.**¥

ziiglich ihrer Rolle beim Fouling von Biomaterialien er-
staunlich wenig untersucht worden.**! Eine neuere Studie
erstellte ein System zur Messung der durch Dikationen ver-
mittelten Wechselwirkungen von Polysaccharid mit ver-
schiedenen zwitterionischen Oberflichen durch SPR (Ab-
bildung 3a).”> Aufgrund seiner natiirlichen Verbreitung in
vielen Bakterienspezies wurde Alginat, ein anionisches Po-
lysaccharid, das reich an Carboxylatgruppen ist, ausge-
wiihlt. Es wurde beobachtet, dass sich sowohl die Art der
anionischen Gruppen als auch die Ladungstrennung auf die
Widerstandsfahigkeit des zwitterionischen Materials gegen-
iiber Polysacchariden auswirkt. Hohe Mg*"-Konzentrationen,
die in natiirlichen Umgebungen allerdings uniiblich sind,
losten ein Alginat-Fouling auf Carboxybetainpolymeren mit
zwei Kohlenstoffatomen zwischen den Carboxylat- und
quartiren Ammoniumgruppen (pCBMA-2) aus, jedoch nicht
auf pSBMA-Oberfldchen. Dariiber hinaus war der Katio-
neneffekt auf Poly(carboxybetain) aufgehoben, sobald die
Briicke zwischen den Ladungen von zwei Kohlenstoffatomen
auf eines verkiirzt wurde, wie im Fall von Poly[1-carboxy-
N,N-dimethyl-N-(3'-acrylamidpropyl)methanaminium]

(pCBAA-1; Abbildung 3b). Dieser Befund fand eine Erkla-
rung anhand spezifischer Ionenwechselwirkungen:*’ Die
hohere Oberflachenladungsdichte des Carboxylats verglichen
mit Sulfonat begiinstigt eine Mg*"-Bindung durch Coulomb-
Wechselwirkungen. Eine Verringerung des Abstandes zur
stark elektronenanziehenden quartiren Ammoniumgruppe
setzt die Teilladung am Carboxylat herab und senkt folglich
die Mg*"-Affinitdt. Demgegeniiber beeintrichtigen Mono-
kationen allgemein nicht die Nonfouling-Eigenschaften
zwitterionischer Polymere. Wird die Briicke um ein Kohlen-
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Abbildung 3. a) Mg”"-vermittelte Alginat-Oberflichenadsorption, ge-
messen durch SPR. b) Alginat-Oberflichen-Fouling bei verschiedenen
Mg?"-Konzentrationen auf drei zwitterionischen Oberflichen: pSBMA
(Sulfonatanion), pCBMA-2 (Carboxylat in (3-Position zur quartiren Am-
moniumgruppe) und pCBAA-1 (Carboxylat in a-Position zur quartiren
Ammoniumgruppe). c) Elektronendichteoberflichen von Carboxybetain
mit zwei Kohlenstoffatomen (oben) und einem Kohlenstoffatom (un-
ten) zwischen entgegengesetzt geladenen ionischen Gruppen. d) Ver-
gleich der Adsorption von Protein (unverdiinntes menschliches Plas-
ma) und Polysaccharid (Alginat) auf drei zwitterionischen Oberflichen.
e) In-situ-Messungen langreichweitiger SPR von alginatreicher (FRD1)
und alginatarmer (FRD2) P.-aeruginosa-Adhision auf pCBAA-1- und
pCBAA-2-Oberflichen.”*!

stoffatom verkiirzt, so dndert sich iibereinstimmend mit die-
ser Theorie der pK,-Wert des Carboxybetains von 3.2 zu
1.8.%) Ein quantenchemischer Vergleich der Elektronen-
dichten der beiden Carboxybetainmolekiile bestitigte zu-
sitzlich den beobachteten Trend (Abbildung 3 c).” Wihrend
nichtionische Nonfouling-Materialien gegeniiber mehrwerti-
gen Kationen im Allgemeinen unempfindlich sind, reagieren
zwitterionische Nonfouling-Materialien auf Kationen ein-
deutig unterschiedlich, abhéngig von ihren spezifischen che-
mischen Strukturen. Da in menschlichen Korperfliissigkeiten
sowohl die Konzentrationen an Dikationen als auch die ne-
gativen Ladungsdichten von Biomakromolekiilen erheblich
geringer sind als unter den experimentellen Bedingungen
dieser Studie, behalten pCBMA-2-Materialien ihr Gesamt-
verhalten in vivo voraussichtlich bei, was eine aktuelle Studie
zur Hydrogelimplantation bestitigte.*!! Ferner ist beach-
tenswert, dass alle in dieser Arbeit eingesetzten zwitterioni-
schen Materialien einer nichtspezifischen Proteinadsorption
aus unverdiinntem menschlichen Plasma entgegenwirken
(<0.3nm SPR-Wellenldngenverschiebung; Abbildung 3d),
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ungeachtet ihrer unterschiedlichen Polysaccharid-Fouling-
Eigenschaften. Diese Diskrepanz zwischen Protein- und Po-
lysaccharid-Fouling unterstreicht die Notwendigkeit, in Ent-
wicklung und Evaluierung von bakterienresistenten Mate-
rialien iiber die Kriterien des Protein-Nonfouling hinaus zu
gehen.

Wihrend die Menge an anionischem EPS zwischen ver-
schiedenen Bakterienstimmen betrichtlich variiert, deuten
die zuvor dargelegten Erkenntnisse darauf hin, dass sich die
Leistungsfahigkeit von Nonfouling-Materialien auch ent-
sprechend den bakteriellen Phinotypen verdndern kann. So
verglich eine dhnliche Studie einen alginatreichen P.-aerugi-
nosa-Stamm (FRD1) mit seinem alginatarmen isogenen
Mutantenstamm (FRD2) hinsichtlich ihrer Adhésion auf zwei
Carboxybetainpolymeren. In-situ-Messungen langreichweiti-
ger SPRs zeigten, dass beide Poly(carboxybetain)-Beschich-
tungen, pCBAA-1 und pCBAA-2, einer Adhésion durch al-
ginatarme mutierte Bakterien entgegenwirken,>*) jedoch
war nur das Polymer mit der Ein-Kohlenstoffatom-Briicke
gegen alginatreiche Wildtyp-Bakterien wirksam (Abbil-
dung 3¢). Ahnlich zur vorherigen Untersuchung widerstan-
den sowohl pCBAA-1- als auch pCBAA-2-Oberflichen
nachweislich unter Protein-Fouling-Bedingungen, die genau-
so anspruchsvoll wie unverdiinntes menschliches Plasma wa-
ren. Diese Ergebnisse unterstreichen nochmals, dass die
Oberflachenresistenz gegen bakterielle Adhédsion und Bio-
filmbildung nicht eine schlichte Ergédnzung ihrer Protein-
Nonfouling-Eigenschaft ist.

2.3. Vom Betain zur gemischten Ladung: pH-Responsivitiit

Im Vergleich zur permanent geladenen Sulfonatgruppe ist
die Carboxylatgruppe eine Base mit einem typischen pK,
zwischen 3 und 5, die in Medien mit niedrigem pH-Wert
protoniert wird. Weil die meisten Bakterien in der Natur
negativ geladen sind, ist es daher moglich, ein pH-empfind-
liches Carboxybetainmaterial zu entwickeln, das Bakterien
unter schwach sauren Bedingungen anzieht und sie danach,
beispielsweise zum Nachweis, bei einem hoéheren pH-Wert
wieder freisetzt. Die Neigung zur Carboxylatprotonierung
wird durch die benachbarte quartire Ammoniumgruppe
stark beeinflusst: Je weiter entfernt die kationische Gruppe
ist, desto stédrker ist die Tendenz der Carboxylatprotonierung
aufgrund der Abschwichung des induktiven Effekts.” Ein
gemischt geladenes zwitterionisches Polymer, das Carboxy-
latgruppen und quartire Ammoniumgruppen auf verschie-
denen Polymerseitenketten triagt (Abbildung 4a), sollte da-
her stirker pH-responsiv als normale Carboxybetainpoly-
mere sein.” Eine Untersuchung ergab, dass dieses Zufalls-
Copolymer aus positiven und negativen Einheiten im Ver-
héltnis 1:1 die Protein- und Bakterien-Nonfouling-Eigen-
schaften der zwitterionischen Materialien unter neutralen
Bedingungen groftenteils behielt, wihrend es die Oberfla-
chenbindung von Bakterien in einem schwach sauren Milieu
forderte (Abbildung 4b). Bakterienzellen, die von der ge-
mischt geladenen Oberfliche angezogen wurden, konnen
spater bei einem hoheren pH-Wert hydrodynamisch wieder
abgelost werden (Abbildung 4c).
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Abbildung 4. a) Eine zwitterionische Oberflidche, die als Reaktion auf
den pH-Wert der Umgebung Bakterienzellen anzieht oder freisetzt.

b) S.-epidermidis-Anhiufung auf pH-responsiven gemischt geladenen
Oberflichen, nicht pH-empfindlichen pSBMA-Oberflichen und unbe-
schichteten blanken Goldoberflichen unter sauren, neutralen und basi-
schen Bedingungen. c) S.-epidermidis-Anhiufung auf gemischt gelade-
nen, pSBMA-beschichteten und unbeschichteten Oberflichen vor und
nach einem 30 min hydrodynamischen Ablsungsassay bei pH 4.5 und
pH 10. Die anfingliche Anheftung wurde bei pH 4.5 durchgefiihrt.?

3. Die Verbindung von Nonfouling- und oberfldchen-
bakteriziden Eigenschaften

Durch oberflichengebundene Bakterien und Biofilme
hervorgerufene Infektionen sind ein groles Problem bei kli-
nischen Operationen und Implantationen. Abgesehen vom
Antibiotika-Einsatz kann dieser Gefahr durch zwei Be-
schichtungsstrategien begegnet werden. Die erste ist die
Verwendung von Nonfouling-Materialien, beispielhaft ge-
zeigt durch zwitterionische Polymere und PEG-Polymere, um
die Anhaftung von Bakterien auf der Oberfldache zu verhin-
dern.** Die zweite ist der Einsatz kationischer Oberfléchen
mit hohen Ladungsdichten, um die anhaftenden Bakterien-
zellen aktiv abzutoten. Samtliche Beschichtungen auf der
Grundlage von quartdren oder primidren Ammoniumpoly-
meren fallen in diese Kategorie.”**" Trotz ihrer groBen Po-
pularitit und allgemeinen Wirksamkeit unterliegen beide
Methoden grundsétzlichen Einschriankungen. Nonfouling-
Materialien sind unwirksam gegen Bakterienzellen, sobald
diese auf der Oberfliche haften, wihrend bakterizide Ober-
flachen sehr schlecht biokompatibel sind; au3erdem sammeln
sich auf solchen Oberfldchen rasch tote Bakterien an, welche
die funktionellen Gruppen abschirmen. Ein ideales Material
sollte die Stdrken dieser beiden komplementéren Strategien
verbinden und gleichzeitig sowohl iiber Nonfouling- als auch
tiber bakterizide Eigenschaften verfiigen. Wihrend es mog-
lich ist, eine Doppelfunktion mithilfe von Mehrschichten-/
Mehrkomponentensystemen zu erreichen,” konzentrieren
wir uns hier auf Strategien, welche dieses Ziel durch ein
Einkomponenten-Monomerdesign verwirklichen.
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3.1. ,Abtéten und loslassen“

Eine Veroffentlichung nutzte die hydrolysierbare Carbo-
xybetainester-Vorstufe Poly{N,N-dimethyl-N-(ethoxycarbo-
nylmethyl)-N-[2-(methacryloyloxy)ethyl]ammoniumbromid}
(pCBMA-1 C2), um diese funktionelle Integration zu errei-
chen (Abbildung 5a).""! Das Konzept geht von einem Mate-
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Abbildung 5. a) Eine bakterizide Oberfliche basierend auf der Ester-
vorstufe eines Zwitterions totet Bakterien im kationischen Zustand ab
und unterliegt dann einer Hydrolyse, um tote Bakterienzellen freizu-
setzen und eine Langzeitresistenz gegen Bakterien zu gewihrleisten.
b) Die bakterizide Aktivitdt von pCBMA-1 C2 (hydrolysierbare kationi-
sche Zwitterionenvorstufe), pPCBNMA (kationisch) und pCBMA-2 (zwit-
terionisch), gemessen mithilfe eines E.-coli-K12-Koloniebildungsassays.
c) Die oberflichliche Bakterienanhiufung auf pCBMA-1 C2-, pCENMA-
und pCBMA-2-Oberflichen nach einstiindiger Exposition mit einer
Suspension mit 10" E.-coli-K12-Zellen mL™", vor und nach Hydroly-
Se.[]S]

rial im kationischen Zustand aus, das Bakterienzellen inak-
tiviert, die in direkten Kontakt treten (Abbildung 5b). Wie
bei jeder bakteriziden Oberfldche verblieben die abgettteten
Mikroben an der Oberfliche, aber anders als bei permanent
geladenen kationischen Polymeren sind die Ethylestergrup-
pen in diesem zwitterionischen Polymerderivat leicht zu an-
ionischen Carboxylaten hydrolysierbar. Dieser Esterhydro-
lyse iiberfiihrt die kationischen Polymere in ihre zwitterioni-
schen und Nonfouling-Formen, welche die toten Bakterien
freisetzen (Abbildung 5c¢). Diese Trennung in unterschiedli-
che Phasen gewihrleistete die geringstmogliche Beeintréch-
tigung zwischen den beiden Funktionen.”? Experimentell
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das umschaltbare Mate-
rial vor der Hydrolyse iiber eine &hnliche bakterizide Wirk-
samkeit wie das héufig eingesetzte quartire Ammonium-
polymerPoly(methacryloyloxyethyldimethyloctylammonium-
bromid) (pC8NMA) verfiigt, wihrend es nach der chemi-
schen Umwandlung Nonfouling-Eigenschaften aufweist, die
vergleichbar mit denen herkommlicher zwitterionischer
Oberflichen sind. Durch seine anféingliche bakterizide
Funktionalitdt, die selbstreinigende Eigenschaft und die
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Langzeit-Biokompatibilitdt ist dieses zwitterionische Poly-
merderivat besonders geeignet fiir Beschichtungen von im-
plantierbaren biomedizinischen Gerédten. Bei diesen An-
wendungen sollen die umschaltbaren Polymere die ober-
flachlich anhaftenden Bakterien in der ersten In-vitro-Phase
abtoten und anschlieend kurz vor der Implantationsopera-
tion in ihre Nonfouling-Formen hydrolysiert werden, um je-
des weitere Oberfliachen-Fouling zu verhindern und die In-
vivo-Biokompatibilitit herzustellen.

3.2. ,Abtéten, loslassen und regenerieren“

Wihrend eine einzige Umwandlung zwischen kationi-
schen und zwitterionischen Zustdnden fiir bestimmte klini-
sche Szenarien ausreichend ist, sind fiir viele Anwendungen,
beispielsweise fiir die meisten wiederverwendbaren chirurgi-
schen Instrumente, hiufig erneuerbare bakterizide Oberfl-
chen notwendig. Zu diesem Zweck wurde eine reversible
Lactonisierung eingesetzt, um mehrere Zyklen mit Ubergang
vom bakteriziden in den Nonfouling-Zustand auszufiihren
(Abbildung 6a)." In der cyclischen Lactonform sind die
Polymere stark positiv geladen und kénnen die Vermehrung
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Abbildung 6. a) Ein schaltbares Material, das durch eine reversible
Lactonisierung im kationischen Zustand ein oberflichliches Bakterien-
wachstum verhindert, in seinem zwitterionischen Zustand inaktivierte
Bakterienzellen freisetzt und sich iiber einen Dehydratisierungsprozess
regeneriert. b) Bakterizide Aktivitat des schaltbaren Polymers im kat-
ionischen N,N-Dimethyl-2-morpholinon-Zustand (CB-Ring) und im
zwitterionischen Carboxybetain-Zustand (CB-OH) gegen E. coli K12.
pC8NMA ist die als Positivkontrolle einbezogene kationische bakterizi-
de Oberfliche. Die Anmerkungen in Klammern geben das verwendete
Dehydratisierungsmittel zur Erzeugung des pCB-Rings an. c) E.-coli-
K12-Dichte auf den Oberflichen vor und nach dem Freisetzungsvor-
gang (Schiitteln in PBS fiir 1 h). Die Kennzeichnungen pCB-Ring, pCB-
OH und pC8NMA entsprechen der anfinglichen Situation im trocke-
nen Zustand. Vor der Freisetzung haben pCB-Ring, pCB-OH und
pC8NMA die gleiche auf ihre Oberflichen aufgespriihte Bakterien-
dichte.l
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von Bakterienzellen verhindern, die auf die Oberfliche fal-
len; dies verdeutlichte ein Koloniebildungstest nach direktem
Aufsprithen von Bakterienaerosolen auf das Material (Ab-
bildung 6b). Nach Einwirkung von Wasser wird die Ringform
sehr schnell zu einer linearen zwitterionischen Form hydro-
lysiert, wodurch inaktivierte Bakterien freigesetzt werden
und ein weiteres bakterielles Fouling vermieden wird (Ab-
bildung 6¢). Die kationische Lactonform ist schlieBlich aus
dem zwitterionischen Zustand durch Dehydratisierung unter
sauren Bedingungen wiederherstellbar. Dieses umschaltbare
Material konnte sieben dieser Regenerationszyklen ohne
merkliche Verminderung der Polymerschichtdicke unterzo-
gen werden, was seine allgemeine chemische Stabilitdt an-
deutet.

4. Die Verbindung der Nonfouling- mit antimikro-
biellen Bulk-Eigenschaften

Wihrend vom kationischen in den zwitterionischen Zu-
stand schaltbare Materialien in wirksamer Weise an Ober-
flichen gebundene Bakterien inaktivieren kénnen und nach
der Umwandlung einen Langzeitschutz gegen weiteren Bak-
terienbefall bieten, reicht ihre antimikrobielle Wirkung nicht
iber die unmittelbare Grenzfliche und den Angriff auf
planktonische Bakterienzellen hinaus. Fiir Anwendungen, die
sowohl ein Oberfldichen-Nonfouling als auch antimikrobielle
Bulk-Eigenschaften voraussetzen, miissen daher freisetzbare
antimikrobielle Wirkstoffe in die zwitterionischen Materiali-
en eingebunden werden. Bisher sind zwei chemische Metho-
den beschrieben, um diese Anforderung zu erfiillen.

4.1. Antibiotika als Gegenionen

Ein direkter Weg, dieses Ziel zu erreichen, ist der Einsatz
eines antimikrobiellen Anions als Gegenion fiir die positiv
geladene Estervorstufe des Zwitterions.””) Die antimikrobi-
elle Spezies wird im Verlauf der Zeit freigesetzt und kann das
Wachstum von Bakterienzellen in der Umgebung hemmen,
wiahrend die kationische Polymermatrix, dhnlich wie im vor-
angehenden Abschnitt beschrieben, allméhlich zu ihrer end-
giiltigen, zwitterionischen Form hydrolysiert werden sollte.
Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dass sie chemisch
einfach und fiir die meisten negativ geladenen antimikrobi-
ellen Wirkstoffe leicht durchfithrbar ist. Ein moglicher
Nachteil ist aber die begrenzte Kontrolle iiber die Freisetzung
kleiner hydrophiler Wirkstoffe bei hohen Salzkonzentratio-
nen. In diesem Fall kann ein Austausch mit umgebenden Io-
nen die geladenen Wirkstoffe in kurzer Zeit herauslésen und
dadurch schlagartig freisetzen.”” Diese mangelnde Kontrolle
iiber das Freisetzungsprofil konnte auch ein Problem beim
physikalischen Einschluss von antimikrobiellen Silbernano-
partikeln in zwitterionische Polymerbiirsten darstellen.>
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4.2. Antibiotika als Abgangsgruppen

Neben der Ubertragung eines biologisch aktiven Gegen-
ions auf die Estervorstufe eines Zwitterions ist eine weitere
Methode die kovalente Konjugation antimikrobieller Mole-
kiile an die Polymermatrix durch hydrolysierbare Linker. In
einer kirzlich erschienenen Untersuchung wurde Salicylat
(SA) als schwach antimikrobieller Wirkstoff durch eine leicht
hydrolysierbare Esterbindung an der Carboxygruppe eines
Carboxybetainmolekiils befestigt, sodass die funktionelle
zwitterionische Einheit Poly(2-{2-[2-(methacryloyloxy)ethyl]-
dimethylammonio}acetoxybenzoat) entstand (pCBSA; Ab-
bildung 72).l% Die Freisetzung des durch eine kovalente
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Abbildung 7. a) Ein zwitterionisches Hydrogel mit integrierter antimi-

krobieller Funktion. Fir jedes durch Hydrolyse freigesetzte antimikrobi-

elle Salicylatanion wird an der Hydrolysestelle ein Carboxylatanion ge-

bildet, um den zwitterionischen Nonfouling-Zustand beizubehalten.

b) Oberflichliche Bakterienadhision auf den Hydrogelen pCBSA (anti-

mikrobieller Wirkstoff als hydrolysierbare Abgangsgruppe), pCBMA-

1 C2 (SA; antimikrobieller Wirkstoff als Gegenion) und pCBMA-2 (zwit-

terionisch ohne antimikrobielle Aktivitit) sowie auf der Polystyrol-Kon-

trolloberfliche. Die vier Oberflichen wurden vor der Visualisierung ei-

ner Suspension des Bakteriums S. epidermidis in PBS (ODgy=20.1) bei

Raumtemperatur und leichtem Schiitteln fiir 2 Stunden ausgesetzt.

c) Ergebnisse einer 16-stiindigen Wachstumshemmung von pCBSA-,

pCBMA-1-C2-(SA)- und pCBMA-2-Hydrogelen gegeniiber S. epidermidis.

Die optischen Dichten (ODgy) der Medien sind ein MaR fiir die Dichte

der Bakterienmasse.I"®

Bindung konjugierten Wirkstoffs war im Vergleich zur Ge-
genionenstrategie nicht linger empfindlich gegeniiber der
Ionenstdarke der Umgebung und ist zusidtzlich durch eine
Anpassung des Bindungstyps und der benachbarten chemi-
schen Gruppen genau einstellbar. Ein Vergleich mit den
vorherigen Veroffentlichungen iiber die Wirkstofffreisetzung
mithilfe von hydrolysierbaren Bindungen zeigte die eigenen
spezifischen Merkmale dieses zitterionischen polymeren
Freisetzungssystems. Die anionische Salicylat-Abgangsgrup-
pe war als ein Bestandteil der zwitterionischen Gruppe vor-
gesehen; dies ermoglichte eine hohe, durch Modifizierung im
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Anschluss an die Polymerisation nicht erreichbare Wirk-
stoffbeladungskapazitit sowie eine gute Nonfouling-Wir-
kung, die fiir ein zwitterionisches Polymer charakteristisch ist.
Die Ladungen der kationischen quartiren Ammoniumgrup-
pen auf der Polymerseitenkette wurden zunéchst durch die
Salicylatanionen ausgeglichen. Im Verlauf der Zeit bildete
sich an der Stelle der Hydrolyse fiir jedes freigesetzte Sa-
licylat eine neue Carboxylatgruppe, sodass die Gesamtla-
dungsneutralitit erhalten blieb. Nach vollstindiger Wirk-
stofffreisetzung lag ein chemisch stabiles und biologisch
inertes zwitterionisches Material vor, das weiterhin fiir einen
Langzeitschutz gegen Bakterienadhision sorgte. Wie diese
Untersuchung zeigte, kann dieses zwitterionische Material
einer nichtspezifischen Proteinadsorption und einem bakte-
riellen Fouling wihrend des gesamten Verlaufs der Wirk-
stofffreisetzung entgegenwirken und gleichzeitig eine anti-
mikrobielle Wirkung auf die Bakterienmasse ausiiben (Ab-
bildung 7b und c). Das allgemeine Konzept der ,,zwitterio-
nischen Materialien mit eingebauten Funktionen“ konnte
ebenfalls auf einen groBen Bereich biologischer Anwendun-
gen anzupassen sein.

5. Eine antimikrobielle Hydrogel-Wundauflage
basierend auf zwitterionischen Polymerderivaten:
Eine Fallstudie

Viele biologische Vorginge sind komplex und mehrstufig
und stellen somit hohe Anspriiche an die Entwicklung von
Materialien fiir entsprechende biomedizinische Anwendun-
gen. Zum Beispiel sollte ein ideales Wundauflagematerial
a) antimikrobielle Aktivitdt aufweisen, um das Risiko von
Wundinfektionen zu reduzieren; b) In-situ-Formungseigen-
schaften zur erleichterten Anwendung und besseren Anpas-
sung an das geschidigte Gewebe haben; c) Blutplittchen er-
neuern konnen, um die Blutgerinnung zu unterstiitzen; und
d) biokompatibel sein, um die Wundheilung und die Gewe-
beneubildung zu erleichtern.’>% In einer Untersuchung zur
technischen Entwicklung zwitterionischer Polymerderivate
fir Anwendungen als Wundauflage wurde ein ABA-Tri-
blockcopolymer mithilfe der Ketteniibertragungspolymeri-
sation mit reversibler Addition und Fragmentierung (,,re-
versible addition/fragmentation chain-transfer polymeriza-
tion“, RAFT) hergestellt (Abbildung 8a).*! Der innere B-
Block bestand aus kationischen Carboxybetainethylestern
mit antimikrobiellem Salicylat als Gegenion. Nach der An-
wendung konnte das antimikrobielle Salicylat-Ion freigesetzt
werden, um die Wundstelle zu sterilisieren, wihrend die
kationische Polymermatrix dazu vorgesehen war, die Blut-
gerinnung durch die Anziehung negativ geladener Blutplatt-
chen zu fordern. Durch die Abgabe antimikrobieller Wirk-
stoffe als Gegenionen wurde eine vollstindige Hemmung des
Bakterienwachstums iiber 16 Stunden erzielt (Abbildung 8b
und c). Der positiv geladene Ethylesterblock kann dann in
den spdteren Phasen des Wundheilungsprozesses in seine
biokompatible und nichtklebende zwitterionische Form hy-
drolysiert werden. Die beiden flankierenden A-Blocks be-
standen aus thermoresponsivem Poly(N-isopropylacrylamid)
(PNIPAM), dessen untere kritische Losungstemperatur ge-
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Abbildung 8. a) Chemische Struktur einer antimikrobiellen ABA-Tri-
blockcopolymer-Wundauflage: Die zentralen Estervorstufen der Zwit-
terionen tragen antimikrobielle Gegenionen, wihrend die flankierenden
Blécke aus thermoresponsiven pNIPAM-Polymeren bestehen. b) In-si-
tu-Bildung einer antimikrobiellen Hydrogel-Wundauflage an der Wund-
stelle. ¢) Hemmung des Bakterienwachstums durch Hydrogele bei un-
terschiedlichen Konzentrationen und Gegenionen (SA oder Br). Die
ODgy-Messwerte der E.-coli-K12-Medien dienten zur Bestimmung der
Dichte der Bakterienmasse. d) Das temperaturabhingige Phasenuber-
gangsverhalten einer Triblockcopolymerlésung, gemessen mithilfe von
dynamischer Lichtstreuung (DLS). Ebenfalls eingefugt sind charakteris-
tische Bilder der Polymerldsung vor und nach der Gelierung.”®

ringfiigig unter der physiologischen Korpertemperatur des
Menschen liegt.’”! Nach dem Auftragen der Polymerldsung
an der Wundstelle fithrte die Temperaturerh6hung daher
schnell zu einem Phaseniibergang des PNIPAM, das als hy-
drophobe Vernetzungsstelle dient und die fliissige Polymer-
16sung in ein mechanisch niitzliches physikalisches Gel ver-
wandelt (Abbildung 8d). Wie diese Arbeit unterstreicht, sind
das Molekiildesign und die chemische Manipulation von
zwitterionischen Polymeren und ihren Derivaten dazu ge-
eignet, Nonfouling-, antimikrobielle sowie weitere biologi-
sche Funktionen zusammenzufiihren, um sie auf komplexe
technische und biomedizinische Anwendungen auszurichten.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Kurzaufsatz stellt anhand verschiedener ausge-
wihlter Beispiele mikrobiologische Anwendungen von zwit-
terionischen Polymeren und ihren Derivaten vor. Die Ent-
wicklung von zwitterionischen Materialien ist weit fortge-
schritten, ausgehend von einer einfachen Nonfouling-Be-
schichtung bis hin zu einem funktionell schaltbaren Polymer,
einer speziellen Plattform zur Freisetzung antimikrobieller
Wirkstoffe und zu einem Mehrkomponentensystem, dessen
Design auf die verschiedenartigen Aspekte eines komplexen
biologischen Szenarios ausgerichtet ist. Diese flexible Funk-
tion der zwitterionischen Polymere und ihrer Derivate ist
untrennbar von ihrer strukturellen Vielfalt, die sie zu einer
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aussichtsreichen Ergédnzung und Verbesserung fiir her-
kommliche PEG-basierte Nonfouling-Polymere macht.
Einige spezifische Gesichtspunkte der mikrobiologischen
Forschung mit zwitterionischen Polymeren sind besonders
erwidhnenswert. Erstens gehoren zwitterionische Polymere
dank ihrer hohen Dichte an ionischen Gruppen zu den os-
motisch aktivsten Makromolekiilen.”® Aus diesem Grund
erzeugen zwitterionische polymerbasierte Materialien an der
Grenzfliche naturgeméf einen Bereich mit hohem osmoti-
schen Druck. Wie die Untersuchung von PEG-Polymeren als
Modellsystem vor kurzem offenbarte, hat der durch ein Po-
lymergeriist ausgeiibte osmotische Druck einen tiefgreifen-
den Einfluss auf Bakterienphysiologie und Genexpressions-
profile, darunter die Erzeugung virulenter Faktoren.” Daher
wird es von gro3em Interesse sein, sowohl die physiologische
Antwort der Bakterien bei einer Wechselwirkung mit zwit-
terionischen Polymermaterialien als auch ihre Auswirkung
auf das Design von Nonfouling-Materialien zu erforschen.
Zweitens ist es wie in Abschnitt 4.2 gezeigt moglich, ein ge-
ladenes biologisch aktives Molekiil als Bestandteil eines
Zwitterions zu integrieren und eine hohe Wirkstoffbeladung
zu erreichen, ohne die Polymereigenschaft zu opfern. Diese
Entwicklungsstrategie ist leicht fiir viele antimikrobielle In-
vivo-Wirkstofffreisetzungssyteme zu iibernehmen, die als
weiteren Vorteil ein Nonfouling des Bulk-Materials auf-
rechterhalten. Mehrere neuere Veroffentlichungen weisen
drittens auf eine hohere bakterizide Aktivitat®™ und eine
geringere Toxizitit fiir Siugetierzellen®! von Polyphospho-
niumpolymeren im Vergleich zu quartdren Ammoniumpoly-
meren hin, sodass Phosphoniumpolymere fiir verschiedene
biologische Anwendungen eine interessante Alternative zu
ihren hiufig eingesetzten Analoga sein konnten. Obwohl
schlieBlich Polymermaterialien, darunter zwitterionische Po-
lymere, in Hinblick auf ihre Fiahigkeit zur Abwehr einer
oberflichlichen Bakterienadhision ausfiihrlich gepriift wur-
den, ist bisher nichts iiber ihre Wirksamkeit gegen Viren und
bakterielle Endosporen veroffentlicht. Bakteriensporen und
Viren haben ihre eigenen charakteristischen Oberfldchen-
strukturen und sind von grof3er biomedizinischer Bedeutung.
Darauf gerichtete Forschungsarbeiten werden zweifellos dazu
beitragen, die mikrobiologischen Anwendungen von zwit-
terionischen Polymeren und ihren Derivaten zu erweitern.

Diese Arbeit wurde von der Defense Threat Reduction Agency
(HDTRAI-10-1-0074) und dem Office of Naval Research
(N000141210441) unterstiitzt.
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