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Abstract: Ein neues Konzept wird demonstriert, bei dem die
Abspaltung einer einzelnen funktionellen Gruppe die Wirk-
samkeit eines antimikrobiellen bioziden Polymers aufhebt.
Grundlage hierfiir ist der Satellitengruppeneffekt, bei dem sich
zwei Endgruppen an demselben Polymer gegenseitig beein-
flussen. Eine biozide quartire Ammoniumgruppe wurde iiber
ein Poly(2-methyloxazolin) mit einer Ester-Satellitengruppe
gekuppelt. Dabei zeigt ein Polymer mit einer Octyl-3-propan-
oat-Satellitengruppe eine sehr gute antimikrobielle Aktivitit
gegen Gram-positive Bakterienstimme. Zudem weist es eine
niedrige Hdamotoxizitit auf, was sich im hohen Verhdltnis
HCsyMIC =120 fiir S. aureus widerspiegelt. Die Hydrolyse
der Ester-Satellitengruppe, die iiber Lipase-Katalyse erfolgen
kann, bewirkt eine 30-fache Abnahme der antimikrobiellen
Aktivitit des Polymers. Uber den Satellitengruppeneffekt ist es
damit tatsichlich moglich, ein wirksames biozides Polymer
unter natiirlichen Bedingungen zu desaktivieren.

Eines der bedrohlichsten Probleme der globalisierten Ge-
sellschaft sind Antibiotika-resistente Mikroorganismen.!
Zur Bekdmpfung pathogener Keime werden enorme Mengen
an Desinfektionsmitteln eingesetzt — allerdings werden diese
Waffen zunehmend stumpfer, da sie die Bildung von Anti-
biotika-resistenten Mikroorganismen fordern. Zusitzlich
werden Biozide in der Umwelt aufkonzentriert, was zu nicht
vorhersehbaren Langzeitproblemen fiihrt,>*! die entweder
durch die Biozide selbst oder durch ihre Abbauprodukte
hervorgerufen werden.”! Das ideale moderne Biozid wiirde
Krankheitserreger abtdten und danach einfach verschwin-
den.*) Dem am nichsten kommt ein biologisch abbaubares
Biozid, das in eine nicht aktive und nicht toxische Form
tiberfithrt werden kann. Bis dato gibt es nur wenige und nicht
vollstindig akzeptierte Beispiele fiir Biozide, die abbaubar
sind.

Eine vielversprechende Alternative zu niedermolekula-
ren Antibiotika und Desinfektionsmitteln sind antimikrobi-
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elle Polymere.”! Solche Makromolekiile konnen in folgende
drei Kategorien eingeteilt werden: Biozid-freisetzende Poly-
mere, polymerisierte Biozide und biozide Polymere. Unter
den ersten beiden Klassen finden sich wenige Beispiele, die
bioabbaubar sind und Biozide bei Bedarf freisetzen.”! Im
Unterschied dazu wirken biozide Polymere als einzelne Mo-
lekiile, die die Zellmembran von Mikroorganismen destabi-
lisieren und letztlich zerstoren kdonnen, was zur Zelllyse und
zum Zelltod der Mikroorganismen fiihrt.*®® Dadurch
konnen Antibiotika-resistente Bakterien wie Methicillin-re-
sistenter Staphylococcus aureus (MRSA), ohne Unterschied
zu nicht resistentem S. aureus, abgetdtet werden.™ Die
Struktur biozider Polymere, die aus nicht-bioziden Wieder-
holungseinheiten bestehen, ist von besonderem Interesse,
weil ein voller Abbau solcher Polymere zwangslaufig zu in-
aktiven Komponenten fiihrt.’%* ! Einige Beispiele moglicher
bioabbaubarer biozider Polymere wurden kiirzlich beschrie-
ben.’ Nur eines von diesen wurde tatsichlich hinsichtlich des
Abbaus untersucht und zeigte eine Desaktivierung unter
nicht physiologischen, stark basischen Bedingungen.'”! Eine
Alternative zu den oben aufgefiihrten Polymeren sind Bio-
zide, die als funktionelle Endgruppe an ein nicht-aktives Po-
lymer gekuppelt sind.*™!Y) In Kombination mit einer am an-
deren Kettenende lokalisierten, nicht-antimikrobiell wirksa-
men Endgruppe, bezeichnet als ,Satellitengruppe“ (SG),
kann die antimikrobielle Aktivitdt solcher Polymere iiber
mehrere GroBenordnungen hinweg kontrolliert werden.®!
Dies eroffnet die Moglichkeit, ein antimikrobielles Polymer
so zu designen, dass es durch die Modifizierung einer einzigen
Gruppe ohne Freisetzung eines Biozides desaktiviert wird.
Die grundlegende Idee beruht darauf, dass geeignete hydro-
phobe SGs das eigentliche Biozid am anderen Ende des Po-
lymers aktivieren, wohingegen nicht basische hydrophile
Gruppen es desaktivieren. Aus diesem Grund haben wir uns
dazu entschlossen, eine Esterfunktion als SG einzusetzen. Es
wird angenommen, dass der aktivierende Effekt der Ester-SG
durch Hydrolyse der Esterbindung beispielweise mithilfe
enzymatischer Katalyse von allgegenwirtigen Lipasen auf-
gehoben werden kann und damit eine Desaktivierung des
gesamten Polymers bewirkt wird (Abbildung 1).

Die Ester-SG wurde durch ein funktionelles Initiator-
molekiil am Polymerende eingefiihrt. Dieses wurde durch
Veresterung von 3-Brompropionsdure und dem jeweiligen
Alkohol,'¥ gefolgt von einem Austausch des Bromids gegen
ein lodid in einer Finkelsteinreaktion mit Nal, hergestellt. Da
der Aktivitédtseinfluss der hydrophoben SG nicht einfach
vorausgesagt werden kann, wurde eine Reihe von Esterini-
tiatoren mit unterschiedlichen Alkylresten von Ethyl bis Te-
tradecyl synthetisiert (Tabelle S1 der Hintergrundinforma-
tionen).

Die Polymere wurden durch lebende kationische ring-
offnende Polymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin (MOx)
hergestellt und mit der bekannten bioziden quartdren N,N-
Dimethyldodecylammonium(DDA)-Endgruppe terminiert.
Alle Polymere zeigen laut 'H-NMR-Spektroskopie einen
Funktionalitdtsgrad von mehr als 86 % beziiglich SG und
biozider DDA-Gruppe. Zunéchst wurde untersucht, ob die
Ester-SG selektiv hydrolysierbar ist. Dafiir wurde das mit
Octyl-3-iodpropanoat (OP) gestartete OP-PMOx-DDA mit
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Abbildung 1. Membranaktives, biozides PMOx, gesteuert durch eine spaltbare Satellitengruppe (SG) vor

und nach Hydrolyse.

0.015Mm wassriger NaOH bei 50°C iiber Nacht geriihrt. Ein
Kontrollexperiment wurde mit einem Octylbromid-gestarte-
ten PMOx-DDA (O-PMOx-DDA) durchgefiihrt, das bereits
in Vorarbeiten beschrieben worden war.® Anhand von 'H-
NMR-spektroskopischen Messungen konnte beobachtet
werden, dass sich nur OP-PMOx-SG wihrend der Prozedur
chemisch veriandert (Abbildung S3 der Hintergrundinforma-
tionen). Das 'H-NMR-Spektrum des NaOH-behandelten
OP-PMOx-DDA (Abbildung S3b der Hintergrundinforma-
tionen) zeigt, dass die charakteristischen Octylestersignale
nach basischer Verseifung verschwinden. Alle anderen Si-
gnale bleiben unbeeinflusst, was andeutet, dass keine weitere
Modifizierung stattgefunden hat.

Da 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen nicht
immer hinreichend genau die Struktur von Polymerketten
charakterisieren, wurden zusétzliche Untersuchungen mit
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie ~ (ESI-MS)
von OP-PMOx-DDA vor und nach der Umsetzung mit
NaOH durchgefiihrt. Die Messungen wurden mit Trifluores-
sigsdure/H,O-Losungen der Polymere durchgefithrt. Wie
Abbildung 2a zu entnehmen ist, bestitigt das Massenspek-
trum des Polymers vor der Hydrolyse die Ergebnisse der 'H-
NMR-spektroskopischen Messung. Mehr als 93% der de-
tektierten absoluten Massen entsprechen Makromolekiilen,
die sowohl die Ester-SG als auch die biozide DDA-End-
gruppe und eine variable Zahl an MOx-Wiederholungsein-
heiten enthalten. Nach der Umsetzung mit NaOH sind alle
Massenpeaks hin zu Molekulargewichten verschoben, die sich
Polymeren mit einer COOH- statt der Octylester-Endgruppe
zuordnen lassen. Dies lésst auf die vollstdndige Hydrolyse der
Ester-SG ohne Abbau des Polymerriickgrates schlieen. Die
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erwartete  Massenabnahme

der Signale betragt

112gmol™!, da die Octyl-

gruppe 113 gmol™' aufweist

und formal gegen ein Proton

’4 (1 gmol ') ausgetauscht wird.
Alle anderen SG-PMOx-
DDA-Polymere wurden auf
die gleiche Weise behandelt.
Als néchstes wurde die
antimikrobielle Aktivitdt der
Polymere gegen allgegenwar-
tige und klinisch relevante
Bakterienstdamme untersucht.
Als Vertreter wurden das
Gram-positive Bakterium
Staphylococcus aureus und
das Gram-negative Bakteri-
um Eschericha coli ausge-
wihlt. Die minimale inhibie-
rende Konzentration (MIC)
der Polymere wurde durch

J‘ r.“/ﬁﬂff:fr“‘rff{\!;f/‘y"ﬁ«' eine  Faktor-zwei-Verdiin-
““b.’.‘ nungsreihe mit einer
Startkonzentration von

2500 pgmL~! bestimmt.

Wie Abbildung 2¢ (vor-

dere Sidulen) zu entnehmen

ist, hiangt die biozide Wirksamkeit der Polymere stark von der
Linge der Alkylkette der Ester-SG ab. In Ubereinstimmung
mit Vorarbeiten® fiihren SGs mit sehr kurzen Alkylketten
wie der Ethylester, und solche mit sehr lange Alkylketten wie
der Tetradecylester, zu einer verminderten antimikrobiellen
Aktivitdt der Makromolekiile gegen S. aureus. Die hochste
antimikrobielle Aktivitét erzielte das Polymer mit einer Oc-
tylester-SG (Abbildung 2¢). Zudem weist nur OP-PMOx-
DDA eine Wirksamkeit gegen E. coli auf (Tabelle S2 der
Hintergrundinformationen). Nach der Esterhydrolyse wurde
die antibakterielle Wirkung der Polymere erneut untersucht,
wobei sich zeigte, dass die Carbonsédure-SG die Aktivitit der
Polymere gegen beide Mikroorganismen praktisch ausloscht
(Abbildung 2¢, hintere Siulen). Diese Befunde verdeutli-
chen, dass es tatsdchlich moglich ist, ein polymeres Biozid
durch die Spaltung einer einzelnen Gruppe infolge des Sa-
tellitengruppeneffekts zu desaktivieren. In einem Kontroll-
experiment mit O-PMOx-DDA, das keine spaltbaren SGs
tréagt, zeigte dieses Polymer den gleichen MIC-Wert vor und
nach der Umsetzung mit NaOH. Da die Lange der PMOx-
Kette nur einen kleinen Einfluss auf die molare Aktivitét
hat,®! wurde ein kiirzeres OP-PMOX,,-DDA mit einer Ket-
tenldnge von 30 Wiederholungseinheiten synthetisiert, weil
hierfiir eine groflere massenbezogene antimikrobielle Akti-
vitdt erwartet wurde. Es hat sich gezeigt, dass dieses Polymer
tatsdchlich eine hohere Aktivitdit gegen S. aureus
(40 ugmL"), aber nicht gegen E. coli (1250 uygmL™") auf-
weist. Zur weiteren Erforschung des antibakteriellen Wirk-
samkeitsspektrums dieses Polymers wurden zusitzliche Tests
mit den Keimen B. subtilis (MIC 40 pygmL™"), S. epidermidis
(MIC 40 pgmL™), S mutans (MIC 156 pgmL™") und
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Abbildung 2. Elektrospray-lonisations-Massenspektren von OP-PMOx-DDA a) vor und b) nach Verseifung. Die abgebildeten Signale reprisentieren
die Massen auf Grundlage der Isotope mit den niedrigsten Molekulargewichten. c) Minimale inhibierende Konzentration (MIC) der antimikrobiel-

len telechelen PMOx vor und nach Hydrolyse.

P aeruginosa (keine Aktivitiat) durchgefiihrt. Ganz offen-
sichtlich ist die antimikrobielle Aktivitit von OP-PMOx;,-
DDA spezifisch fiir Gram-positive Bakterien. Die Hydrolyse
der SG-Gruppe des Makromolekiils (Gewichtsverlust von
etwa 3 Gew.-% ) resultiert in einen MIC-Wert gegen S. aureus
von 1250 ygmL~', was andeutet, dass keine vollstindige
Desaktivierung durch die Esterspaltung erzielt wurde; aller-
dings entspricht der Aktivitdtsverlust einer Abnahme um den
Faktor 30. Dies bestétigt wiederum Befunde aus Vorarbeiten,
in denen PMOx-DDA-Polymere mit einer Decyl-SG hohe
antimikrobielle Aktivitdt zeigten, wohingegen Polymere mit
einer kiirzeren Methyl-SG eine 30-fach geringere Wirksam-
keit aufwiesen.® Untersuchungen der Wechselwirkungen
der Polymere mit Liposomen haben gezeigt, dass der Effekt
der SG auf die Steuerung der Adhésion der Polymere an die
Zellmembran und ihr Eindringen in selbige zuriickzufiihren
ist.'! Die zusitzliche Carboxy-Endgruppe konnte den des-
aktivierenden Effekt kurzkettiger Alkyl-SGs aufgrund elek-
trostatischer AbstofSung von der negativ geladenen dufleren
Oberflidche der bakteriellen Zytoplasmamembran noch ver-
stirken (Abbildung 1).

Nachdem nun die selektive Spaltung der Esterbindung
der Satellitengruppe des Ester-PMOx-DDA mithilfe von
NaOH Erfolg gezeigt hatte, wurde untersucht, ob diese Hy-
drolyse ebenfalls unter natiirlichen Bedingungen méglich ist.
Typischerweise werden hydrophobe Ester in der Natur mit
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allgegenwértigen Lipasen hydrolysiert. Um die Lipase-kata-
lysierte Hydrolyse der Ester-SG verfolgen zu konnen, wurde
das Polymer OP-PMOx;,-DDA in phosphatgepuffertem D,0O
(pH 7.0) bei 37°C mit Lipase geriihrt und periodisch mit 'H-
NMR-Spektroskopie untersucht. Der Hydrolysegrad wurde
auf Grundlage der Abnahme des Integrals des Signals bei
1.56 ppm berechnet. Die Abbaukurve in Abbildung 3 zeigt,
dass eine Hydrolyse des Esters in Gegenwart von Lipase mit
einem 50-proz. Umsatz nach zehn Tagen erzielt wird. Dar-
aufhin wurde die Lipase-katalysierte Reaktion in wissrigem
Phosphatpuffer durchgefiihrt und die antimikrobielle Akti-
vitdt dieser Mischung nach drei und sieben Tagen bestimmt.
Ein Kontrollversuch der Lipase/Puffer-Losung ohne Polymer
zeigte keine Wirksamkeit gegen S. aureus. Die MIC-Werte
(8. aureus) von OP-PMOx;,-DDA nach drei und sieben Tagen
in der Lipaselosung betragen 156 bzw. 312 ygmL ™" In einem
Kontrollexperiment, bei dem das Polymer ohne Lipase in
einem Phosphatbuffer inkubiert wurde, ergab sich keine
Veridnderung des MIC-Wertes des Polymers. Dieser Befund
belegt, dass Lipase OP-PMOx;,-DDA in Bezug auf seine
antimikrobielle Aktivitdt desaktiviert.

Eine weitere wichtige Eigenschaft von bioziden Polyme-
ren ist die Toxizitdt gegen eukaryotische Zellen (Zytotoxizi-
tdt). Diese wird oft an roten Blutkdrperchen gemessen und
liefert den HCsy-Wert." Der Himokompatibilititstest wurde
mit Erythrozyten aus Schweineblut durchgefiihrt und ergab
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o @ Polymer. Wir glauben, dass dieses
t=0 0 I Konzept auch auf weitere Biozide,
_/\'_/ /\/\/\/\OMN \ wie Antibiotika oder auch andere
P ! o)\ N bioaktive Wirkstoffe, anwendbar
sein konnte.
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Abbildung 3. a) Graphische Zusammenfassung der durchgefiihrten 'H-NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen der Lipase-katalysierten Hydrolyse von n-Octanol in D,0. b) Ubersicht iiber die enzymkata-
lysierte Hydrolyse. c) Graphische Auftragung der ermittelten Lipase-katalysierten Endgruppenhydrolyse.
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Appl. Microbiol. 2005, 99, 703 -
715; ¢) J. S. Chapman, Int. Bio-

einen HCy-Wert fir OP-PMOx;-DDA von (4730 +
220) pygmL™". Damit steuert die Octylester-SG nicht nur die
Aktivitdt des Polymers, sondern steigert zusétzlich dessen
Hiamokompatibilitdt gegeniiber der frither synthetisierter
biozider PMOx-DDA-Derivate um eine GroSenordnung.®
Die Selektivitat HCs/MIC fiir S. aureus betragt 120+ 5, was
vergleichbar mit den besten zurzeit beschriebenen hédmo-
kompatiblen und antimikrobiellen Polymeren ist."!

Der HCyy-Wert des niedermolekularen Reaktionspro-
duktes aus der Umsetzung des Octylinitiators und DDA (OP-
DDA), also des Verkniipfungsproduktes der Satelliten- und
bioziden Endgruppe, wurde zu 81 ygmL~' bestimmt, was
einer 60-mal hoheren Héimotoxizitdt als jener von OP-
PMOx;-DDA entspricht. Damit ist OP-DDA nicht nur
sechsmal weniger aktiv gegen S. aureus, sondern auch deut-
lich zytotoxischer. Zusétzlich steigt der HCs,-Wert des hy-
drolysierten OP-PMOx;-DDA auf einen Wert von
21000 pgmL . Dies bedeutet, dass die Hydrolyse der Satel-
litengruppe sowohl die antimikrobielle Aktivitdt gegen pro-
karyotische als auch die Zytotoxizitdt gegen eukaryotische
Zellen herabsetzt.

Sowohl die Kontrolle der antimikrobiellen Aktivitit als
auch der Zytotoxizitdt eines Polymers sind mit einer bio-
schaltbaren Satellitengruppe moglich. Die enzymatisch ka-
talysierte Hydrolyse einer einzelnen Esterfunktion von OP-
PMOx;)-DDA mithilfe von Lipase iiberfiihrt nach der Defi-
nition von Fortuniak et al." ein sehr gut wirksames in ein
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