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Kurzzusammenfassung

In Zeiten sich schnell ausbreitender Infektionskrankheiten und resistenter Bakterien
existiert ein wachsender Bedarf an neuen Antibiotika. Die Formulierung und
Derivatisierung von bekannten Antibiotika ist eine viel versprechende Alternative zur
Entwicklung neuer antimikrobieller Verbindungen. Dabei riickt vor allem die
Kombination mit Makromolekiilen in den Fokus der Wissenschaft. Daher war das Ziel
dieser Arbeit die kovalente Verknipfung von Ciprofloxacin und Penicillin mit dem
Polymer Poly(2-oxazolin). Zusatzlich sollten die Konjugate fiir die Herstellung von

antimikrobiellen Materialien verwendet werden.

Die Konjugation von Ciprofloxacin mit Poly(2-oxazolinen) fuhrt zu antimikrobiell aktiven
Polymer-Antibiotika-Konjugaten. Dabei zeigt die Aktivitat dieser Konjugate eine starke
Abhdngigkeit von der Polymer-Antibiotikum-Bindung. So besitzen die Ciprofloxacin-
Konjugate verschiedene Aktivitatsprofile abhangig vom ,Spacer” der zwischen
Polymerriickgrat und Antibiotikum liegt. Weiterhin zeigen sowohl das Polymerriickgrat
als auch das Molekulargewicht einen Einfluss auf die Aktivitat der Konjugate. Die
Konjugate besitzen eine hohe Hamo- und Biokompatibilitdat. AuBerdem konnte fiir eines
der Konjugate ein geringes Potential zur Resistenzbildung bei S. aureus im Vergleich zu
reinem Ciprofloxacin festgestellt werden. Die Konjugation von Penicillin G und Penicillin
V  mit Poly(2-oxazolin) wurde mittels einer Direktterminierung des lebenden
Polymerkettenendes mit den Antibiotika durchgefiihrt. Die resultierenden Penicillin-
Konjugate zeigen eine niedrigere Aktivitat im Vergleich zu den entsprechenden
Penicillinen. Jedoch verlieren die unmodifizierten Penicilline in Anwesenheit des Enzyms
Penicillinase ihre Aktivitat im Gegensatz zu den Penicillin-Konjugaten, welche noch aktiv
sind. Der Einbau einer quartiren Ammoniumgruppe fiihrt zu einer Erh6hung der
Konjugataktivitdt in Anwesenheit und Abwesenheit von Penicillinase. Des Weiteren
konnten mit Hilfe der Antibiotika-Konjugate und amphiphile ABA-Triblockcopolymere
antimikrobielle Materialien hergestellt werden. Diese Materialien sind hinsichtlich ihrer

antimikrobiellen Aktivitat schaltbar.



Abstract

In times of rapid spread of infections and resistant bacteria, there is a growing demand
for new antibiotics. The formulation and derivatization of existing antibiotics is a
promising alternative to the development of new antimicrobial agents. Especially the
covalent bonding of macromolecules to antibiotics moved in focus of research.
Therefore, the aim of this work was the covalent attachment of poly(2-oxazoline)s to the
antibiotics ciprofloxacin and penicillin. Additionally, the conjugates should be used for

the preparation of antimicrobial materials.

The conjugation of ciprofloxacin with poly(2-oxazoline) leads to antimicrobial active
polymer-antibiotic-conjugates. The activity of these conjugates is strong influenced by
the polymer antibiotic bond. So the ciprofloxacin-conjugates exhibit different activity
profiles depending on the spacer between polymer backbone and antibiotic.
Furthermore, the nature of the polymer backbone and the molecular weight has an
effect on the activity of the conjugates. The conjugates reveal a high hemo- and
biocompatibility. Moreover, one conjugate shows a lower potential of resistance

formation against S. aureus in comparison to ciprofloxacin.

The conjugation of penicillin G and penicillin V with poly(2-oxazolin) was carried out by a
direct termination of the living polymer chain end with the antibiotic. The resulting
penicillin conjugates shows a lower activity compared to the respective penicillin. In
presence of the enzyme penicillinase the pristine penicillins lose their activity in contrast
to the penicillin-conjugates, which are still active. The modification of the polymer end
group with a quaternary ammonium group leads to an increase of the antimicrobial

activity in presence and in absence of penicillinase.

Polymer-Antibiotic-Conjugates were combined with amphiphilic ABA-triblock
copolymers to antimicrobial materials. These materials exhibit an antimicrobial

switchable activity.
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Einleitung

1. Einleitung

Bakterien zahlen zu den altesten Lebewesen der Erde und gehéren neben den Archaeen
und den Eukaryoten zu einer der drei Domanen des Lebens. * Sie sind allgegenwartig
und kommen in den verschiedensten Formen in der Natur vor. * Im und auf dem
Menschen leben mehr als 10' Bakterien, das sind zehnmal mehr als er kérpereigene
Zellen besitzt. > Darunter befinden sich mindestens 400 verschiedene Arten, von denen
die meisten im Verdauungstrakt angesiedelt sind (Darmflora). In nahezu allen Fallen sind
diese Bakterien harmlos, wenn nicht sogar nutzlich. ® Dariiber hinaus, hat sich der

Mensch viele Bakterien zu Nutze gemacht, so werden heutzutage fir viele industrielle

4 5

Prozesse wie die Kdseproduktion oder die Bioethanol-Herstellung Bakterien

verwendet. Allerdings gibt es neben den scheinbar harmlosen und nitzlichen Bakterien

® Diese sogenannten Pathogene kdnnen

auch schadliche Bakterienstamme.
korperfremde Bakterien oder vermeintlich harmlose Bakterien sein, die in sensible
Stellen des menschlichen Kérpers vordringen. An diesen Stellen des Korpers angelangt,
konnen die pathogenen Keime zu Infektionen oder Organschiden fihren. ’ Viele
Jahrhunderte lang stellten diese bakteriellen Infektionen ein grofRes Problem dar, da
viele dieser Krankheiten zu langfristigen, gesundheitlichen Schiden oder zum Tod
flihrten. Zudem sind viele bakterielle Krankheiten auf andere Menschen libertragbar,
wodurch sich diese auf eine groBe Menschenpopulation ausbreiten konnen. Erst durch
die Entdeckung des Penicillins, ist der Mensch in der Lage bakteriellen Infektionen

% 2 Dje Entdeckung des Penicillins war ein

gezielt und wirksam entgegenzuwirken.
Meilenstein in der Medizin und sorgte fir die Entwicklung vieler weiterer
Antibiotikaklassen. Bakterielle Infektionen und Krankheiten schienen der Vergangenheit
anzugehoren, jedoch fihrten ein unverhaltnismaRig hoher und vor allem ein falscher
Gebrauch von Antibiotika zu einer gesteigerten Widerstandsfahigkeit der Bakterien
gegeniiber genau diesen Wirkstoffen. '© Heutzutage existieren daher Bakterien, die
gegen eine Vielzahl von Antibiotika resistent sind. '* Diese multi-resistenten Keime sind
hadufig Problemkeime und potentielle Ausloser fir Hospitalinfektionen (wie z. B. der

Methicillin resistente Staphylococcus aureus (MRSA)). 12 7udem wurde in den letzten

Jahren eine immer kleinere Anzahl an Antibiotika fiir den Markt zugelassen (Abbildung
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1). * Daher ist die Entwicklung neuer Antibiotika, die eine schnelle Resistenzbildung

vermeiden oder gezielt gegen den Resistenzmechanismus vorgehen, unabdingbar.

Anzahl an neu
zugelassenen Antibiotika

0 T T T T L
1983-1987 1988-1992 1993-1997 1998-2002 2003-2007

Abbildung 1: Anzahl an neu zugelassenen Antibiotika von 1983 bis 2007. 3

1.1. Bakterien

Die Bakterien bilden eine der drei grundlegenden Domadnen des Lebens, in die alle

Organismen eingeteilt werden. ** 1>

Dabei sind sie wie die Archaeen Prokaryoten, da ihre
DNA frei im Zytoplasma vorliegt und nicht von einem Zellkern umschlossen wird. 14
Dadurch unterscheiden sich Bakterien grundlegend von den tierischen und pflanzlichen
Zellen, diese besitzen einen Zellkern und gehoren somit zu den Eukaryoten. Bakterien
kommen in fast jedem bekannten Lebensraum der Erde vor. So leben Bakterien in
Ozeanen, in der Erde oder im menschlichen Kérper. Dabei kann die Grof8e und Form der
Bakterien stark variieren. Es existieren zum Beispiel kugelférmige Bakterien, sogenannte
Kokken, oder zylinder-férmige Bakterien (Bacillus, Escherichia). 1% Die nachfolgende

Abbildung 2 zeigt Rasterelektronenmikroskop (REM)-Aufnahmen von verschiedenen

Bakterienstammen.
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Abbildung 2: REM-Aufnahmen von verschiedenen Bakterienstimmen: a) Escherichia coli, b)
Lactobacillus casei, c) Pseudomonas aeruginosa und d) Staphylococcus aureus. Die Aufnahmen
zeigen die Bakterien bei einer 4500 bis 6000 fachen VergroRerung. Vor der Messung wurden
die Bakterienproben mit Glutaraldehyd vernetzt und gefriergetrocknet. Die Aufnahmen

wurden an unserem Lehrstuhl durch MoNIKA MEURIS aufgenommen.

Ebenso wie in ihrer duReren Erscheinungsform, unterscheiden sich die verschiedenen
Bakterienarten auch hinsichtlich ihrer Lebensweise und ihres Stoffwechsels. Viele
Bakterienarten nutzen chemische Reaktionen zur Energiegewinnung. Dieser

1718 Dabei kénnen sie eine Vielzahl an

Stoffwechseltyp wird Chemotrophie genannt.
energiereichen organischen oder anorganischen Substraten verarbeiten. Neben der
chemotrophen Lebensweise existieren einige Bakterien, wie das Cyanobakterium, die

fahig sind Photosynthese zu betreiben. ' %

Wahrend viele phototrophe und einige der
chemotrophen Bakterienstimme auf Sauerstoff zum Uberleben angewiesen sind,
(aerob) existieren auch einige chemotrophe Bakterien fir die Sauerstoff todlich ist
(anaerobe). 2! Allerdings sind viele chemotrophe Arten fakultativ anaerob, was bedeutet,
dass sie sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Luftsauerstoff tberleben

und ihren Stoffwechsel anpassen kénnen. ?* Obwohl sich die Lebensweise der einzelnen

3
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Bakterienstamme stark unterscheiden kann, bildet jedoch der Aufbau ihrer Zellwand das
Hauptunterscheidungsmerkmal und teilt die Bakterien in GRAM-positive und in GRAM-
negative Stamme. Diese Einteilung lasst sich auf eine Farbemethode mit Kristallviolett,
Lugolscher Losung und Ethanol zurlickfiihren, welche im 19 Jahrhundert von HANs
CHRISTIAN GRAM entwickelt wurde. ** Danach liegen GRAM-negative Bakterien nach der
Farbungsmethode farblos und GRAM-positive Bakterien in dunkelblau vor. Die
Blaufarbung der GRAM-positiven Bakterien resultiert durch die dickere Zellwand. Diese
verhindert eine vollstandige Entfernung des eingelagerten Farbemittels durch die

Behandlung mit Ethanol.

Der Grundaufbau von GRrRAM-positiven und GRAM-negativen Bakterien ist gleich. Beide
Zellen bestehen aus Zytoplasma, welches von einer Zytoplasmamembran umschlossen

wird. Im Zellinneren befindet sich neben den Ribosomen auch ein DNA-Strang, der frei

23, 24

im Zytoplasma vorliegt. Die Zytoplasmamembran besteht zu einem GroRteil aus

2% 2 ynd besitzt bei den meisten Bakteriengattungen eine dhnliche

Phospholipiden
Struktur. Die Phospholipide bestehen aus einem Diglycerid, welches an einer
Phosphatgruppe gebunden ist. Diese Phosphatgruppe besitzt einen weiteren

26-32
32 1n der

Substituenten wie zum Beispiel Cholin, Glycerin, Ethanolamin oder Serin.
Membran ordnen sich die Phospholipide zu einer Doppelschicht an, wobei die
hydrophoben Fettsdurereste des Digylcerids ins Innere der Membran und die
Phosphorgruppe nach aulen weisen. 3 Dabei besitzt die Membran auch viele
Phospholipide mit negativ geladenen Kopfgruppen (Phosphatgruppe mit Substituent)
sowie negativ geladene Teichonsauren, wodurch die Membranoberflache eine negative

3031 pie Zytoplasmamembran wird von einer Zellwand umgeben,

Netto-Ladung erhalt.
welche hauptsichlich aus Peptidoglycanschichten besteht, auch Murein genannt. ** Das
Murein besteht aus Polysaccharid-Strangen, die aus B-(1, 4) glykosidisch verkniipften
Zuckerderivaten (N-Acetylmuraminsdure und N-Acetylglucosamin) aufgebaut sind. ** 3°
Dabei bilden vier dieser Zuckerpaare die Windung einer rechtsdrehende Helix. 37 Jede N-
Acetylmuraminsdureeinheit besitzt ein Pentapeptid, welches fir die Quervernetzung der
einzelnen Polysaccharid-Strange erforderlich ist. Diese Quervernetzung kann zum einen

38-40

Uber eine Peptidbriicke oder direkt erfolgen. Die Vernetzungen bauen die Zellwand

zu einem dreidimensionalen Netzwerk auf, wobei die Dicke variieren kann (GRAM-positiv:
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3941 pie Zellwand bildet eine stabile jedoch

16-80 nm und GRAM-negative: 6-10 nm).
porose Schutzschicht. Wahrend GRram-positiven Bakterien eine Zellwand aus vielen
Schichten  Murein  besitzen, weisen GRAM-negative Bakterien nur wenige
Mureinschichten auf. Dafir werden diese aber durch eine zusatzliche Membran
umschlossen. Diese Membran ist ebenfalls als Doppelschicht aufgebaut, unterscheidet
sich jedoch im Wesentlichen von der Zytoplasmamembran. Die innere Schicht besteht
dhnlich wie bei der Zytoplasmaschicht aus verschiedenen Phospholipiden. Die dulSere
Schicht hingegen besteht zu einem GroRteil aus Lipopolysacchariden. 2 Die
Lipopolysaccharide bestehen aus einem Zucker und einem fettdhnlichen Bestandteil.
Der Aufbau der Lipopolysaccharide ldsst sich in drei Bereiche einteilen, dem Lipid A, der
Kernregion und der Polysaccharidkette. Das Lipid A besteht aus einem Disaccharid an

12, 43
d.

dem Fettsduren Ulber eine Esterbindung gebunden sin Diese Komponente ist fir

die Verankerung in die Membran verantwortlich. Daran angeknipft ist die Kernregion,

12, 44

welche aus verschiedenen Sacchariden besteht. An die Kernregion schlief3t ein

4 7udem durchzieht diese

Polysaccharid aus 25-50 Wiederholungseinheiten an.
Membran eine Vielzahl an Proteinen, diese sind fir Transportaufgaben oder
Signallbertragung verantwortlich. 1245 1 Abbildung 3 sind schematische Darstellungen

der beiden bakteriellen Zellwande dargestellt.
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Liposaccharide
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Bakterienzellwidnde bei GRAM-positiven Bakterien

(links) und GRAM-negativen (rechts). * * ¥

Dargestellt ist die Zytoplasmamembran, eine
Peptidoglycanschicht und eine duRere Membran im Falle der GRAM-negativen Bakterien. Diese
besteht unter anderem aus Liposacchariden, die sich aus Lipid A (grau), einer Kernregion (pink)

und einem Polysaccharid (rot) zusammensetzen.

Die Fortpflanzung findet bei Bakterien durch asexuelle Zellteilung statt. Dabei kann die

Zellteilung durch eine Querteilung erfolgen. Allerdings ist eine  Knospung oder

48-50

Sporenbildung ebenfalls moglich. Dariber hinaus konnen Bakterien ihre

Erbinformation (iber parasexuelle Wege austauschen. Dieser Austausch erfolgt in den

meisten Fallen (ber die Aufnahme freier DNA-Fragmente aus der Umgebung

1

(Transformation), > tber einen Plasmidaustausch mit einem anderen Bakterium

12,52 qder {iber einen DNA-Transfer mit Hilfe von

(Konjugation) % mittels Sexpilus
Bakteriophagen (Transduktion). °* Diese Form der DNA-Ubertragung kann auch zwischen
verschiedenen Bakterienstammen stattfinden und spielt eine groBe Rolle bei der

Resistenzbildung gegenilber Antibiotika.
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1.2. Antibiotika

Die Entdeckung der Antibiotika gehort zu einer der bedeutendsten Entwicklungen der
Medizingeschichte und ermdglichte die gezielte Bekampfung bakterieller Infektion. Viele
bakterielle Infektionen, die vor der Entwicklung der Antibiotika meist todlich verliefen,
konnten daraufhin effektiv behandelt werden. Die ersten Antibiotika waren

Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen wie Schimmelpilzen. >335

Heutzutage
werden Antibiotika hauptsachlich bio- oder semisynthetisch hergestellt. Eine der
wenigen Ausnahmen bildet die Antibiotikaklasse der Chinolone. Diese wird
vollsynthetisch produziert. *° Je nach Wirkungsart des Antibiotikums wird zwischen
einem bakteriziden und einem bakteriostatischen Wirkungstyp unterschieden.
Antibiotika mit einer bakteriostatischen Wirkung verhindern lediglich eine
Keimvermehrung, wodurch eine Inaktivierung der Bakterien durch das Immunsystem
erleichtert wird, wohingegen Antibiotika mit bakterizider Wirkung eine Abtotung der
Bakterien bewirken. ** Dabei kdnnen die Angriffspunkte der einzelnen Antibiotikaklassen
sehr verschieden sein. Viele Antibiotika haben bestimmte Strukturen oder Mechanismen
der prokaryotischen Zelle als Zielstruktur, welche sich deutlich von denen in
eukaryotischen Zellen unterscheiden. >’ So kann ein Antibiotikum gezielt die Hemmung
der Zellwandsynthese, der Proteinbiosynthese oder der DNA-Replikation einer
Bakterienzelle bewirken. Dadurch wird eine gute Vertraglichkeit der Antibiotika fir
Menschen und Tier gewihrleistet. Einen Uberblick (iber die Zielstrukturen in

prokaryotischen Zellen gibt Abbildung 4.
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DNA-Elongation

Zellwandsynthese Ciprofloxacin Actinomycin DNA-abhéngige
Cycloserin Nalidixins&ure ‘ RNA-Polymerase
Vancomycin Novobiocin Streptovaricine
Bacitracin Rifampin
Penicilline

Cephalosporine Lipidbiosynthese

Monobactame " "
Platensimycin

Carbapeneme
DNA ﬂww
THF
RNA N\
Folsaure: /* Ribosome
metaboliten
Polymyxin DHF 30 30 10 Proteinbiosynthese
o i {(Hemmung der
Daptomycin .
Sulfonamide ribosomalen 50 S-
Trimethoprin PABA Einheit
Erythromycin
Chloramphenicol
Clindamycin
Tetracyclin Lincomycin
Polymyxin SpeCItlnlmyf:|n
Daptomycin Streptomycin Proteinbiosynthese (tRNA)
Gentamicin Mupirocin
Purimycin

Abbildung 4: Angriffspunkte einzelner Antibiotika auf die Bakterienbestandteile nach MADIGAN

et al.. THF: Tetrahydrofolsiure, DHF: Dihydrofolsiure und PABA: p-Aminobenzoesiure. ** 7

Allerdings unterscheiden sich Bakterien in ihren Strukturen und ihrem Aufbau, sodass
einige Zielstrukturen je nach Art verandert vorliegen konnen oder gar nicht vorhanden
sind. Daher zeigen nicht alle Antibiotika bei jeder Bakterienart die gleiche Wirkung.

Jedes Antibiotikum besitzt somit ein eigenes Wirkspektrum.

1.2.1. Penicilline

Penicilline sind seit mehr als 80 Jahren in klinischer Anwendung und gehdren somit zu

>> 37 Sje lassen sich mit den Cephalosporinen in

einer der dltesten Antibiotikagruppen.
die Gruppe der B-Lactam-Antibiotika zusammenfassen. Die Grundstruktur der Penicilline

wird von der antimikrobiell inaktiven 6-Aminopenicillansdure abgeleitet (vergleiche
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Abbildung 5), wobei das bicyclische Ringsystem aus einem viergliedrigen B-Lactamring

und einem flinfgliedrigen Thiazolidinring besteht. >8

o > o
Ho//QO © %
R H /=0
>]/N S HO
6-Aminopenicillansaure 0 \)< Benzylpenicillin
N
o L
/=0
HO
NH
2H Penicillin-Grundgerust \O (o)
Ho/®/gfN S
3 j;’\'l/\)< NH s
~
o B o J;l\'l/\><
/=0 o} B
HO HO/QO
Amoxicillin Methicillin

Abbildung 5: Grundstruktur der Penicilline (Mitte). Ebenso sind die Antibiotika Benzylpenicillin
(Penicillin G), Amoxicillin und Methicillin sowie die nicht antimikrobielle 6-

Aminopenicillansaure aufgefiihrt. 58

1928 wurde Penicillin aus dem Schimmelpilz Penicillium notatum isoliert. In den
folgenden Jahren wurden weitere penicillinproduzierende Schimmelpilzgattungen, wie
Aspergillus und Trichophyton entdeckt. Durch die Kultivierung von Penicillinium

chrysogenum, > 335

die mehr Penicillin synthetisieren, war eine groRtechnische
fermentative Herstellung von Penicillinen moglich. Das auf diesem Wege erhaltene
Penicillin war allerdings keine einheitliche Substanz, sondern ein Gemisch aus vier
Penicillinvarianten, die mit den Buchstaben F, G, X und K bezeichnet wurden. Von den
natlirlich vorkommenden Penicillinen hat heute nur noch das Penicilin G
(Benzylpenicillin) eine therapeutische Bedeutung. >> In Mikroorganismen wird Penicillin
G aus den drei Aminosdauren L-Aminoadipinsdaure, L-Cystein und L-Valin hergestellt.

Durch mehrere enzymatische Reaktionen wird zunadchst Isopenicillin N gewonnen.

AnschlieBend wird die hydrophile Seitenkette (Aminoadipoyl-Rest) des B-Lactamrings



Einleitung

und gegen ein Phenylacetyl-CoA ausgetauscht, wodurch Penicillin G entsteht. >° Durch
Anreicherung mit korrespondierenden Sauren ist eine Biosynthese von nicht natlrlichen
Penicillinen in Kulturmedien moéglich. Somit kann durch eine Anreicherung mit
Phenoxyessigsaure das Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V) erhalten werden.
Andere Penicilline werden hingegen teilsynthetisch hergestellt. Daflir wird die, durch
enzymatische Hydrolyse aus Penicilin G gewonnene 6-Aminopenicillansaure mit
verschiedenen Carbonsiuren oder Carbonsiurechloriden umgesetzt. °% ® Durch

biosynthetische und teilsynthetische Methoden ist heute eine Vielzahl von Penicillinen

zuganglich. So konnten verschiedenste Penicilline wie das sdurestabile

39 62, 63

Phenoxymethylpenicillin oder das penicillinasestabile Methicillin erhalten
werden. Ebenfalls konnten Penicilline mit einem breiteren Wirkspektrum, als das

Amoxicillin auf diesem Wege hergestellt werden. 64

Die bakterizide Wirkung der Penicilline tritt bei der Zellteilung ein, indem das
Antibiotikum die Quervernetzung der Peptidoglykanschicht durch das Enzym

®2 ¢ Dje Quervernetzung erfolgt normalerweise durch die

Transpeptidase verhindert.
Transpeptidase, welches in Anwesenheit von Penicillinen, diese als falsches Substrat
irreversibel bindet. Die Penicilline dhneln hinsichtlich der Position der Carbonylgruppe
dem D-Ala-D-Ala-Terminus der Peptidoglycankette (vergleich Abbildung 6 oben rechts).
Daher konkurriert das Penicillin mit der eigentlichen Zielstruktur der Transpeptidase,
dem D-Ala-D-Ala-Terminus der Peptidogylcankette. Im Gegensatz zum D-Ala-D-Ala-
Terminus bindet das Penicillin irreversibel und inhibiert somit das Enzym. ®’ In Abbildung
6 ist die Inhibierung der Transpeptidase durch Penicillin schematisch dargestellt. Das B-
Lactamantibiotikum reagiert mit einer Serineinheit des aktiven Zentrums der
Transpeptidase, was zur Offnung des B-Lactamrings fihrt. >’ Da die Hydrolyse der
entstandenen acylierten Transpeptidase nur sehr langsam erfolgt, kommt es durch die
Bindung des Antibiotikums zur Inaktivierung des Enzyms, wodurch der Neuaufbau der
Zellwand nicht mehr méglich ist und das Bakterium seine duRere Schutzhille verliert. >’
Aufgrund der fehlenden Quervernetzungen ist die Bakterienzellwand sehr instabil und
die Zelle wird durch den osmotischen Druck des Zytoplasmas irreversibel geschadigt.

Penicilline entfalten aufgrund ihres Mechanismus ihre Wirkung ausschlieBlich gegen sich

vermehrende Bakterien, bei Keimen, die sich nicht in der Teilungsphase befindet, muss

10
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die Zellwand nicht erneuert werden. Zudem sind die meisten Penicilline nur gegen
GRAM-positive Bakterien wirksam, da GRAM-negative Keime durch ihre zusatzliche dullere
Membran geschiitzt werden. Die Ausnahmen sind unter anderem Amino-, Acylamino-
und Carboxypenicillin. Diese Penicilline konnen die duBere Membran passieren, zur

Peptidoglykanschicht vordingen und somit auch eine Wirksamkeit gegen GRAM-negative

. . 68, 69
Keime erzielen.
Oy-oH @
HO
(0]
NI< O+ _NH
HN H N
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inaktive acylierte Antibiotikum Terminus

Transpeptidase

Transpeptidase
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"OH
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Abbildung 6: Oben ist ein struktureller Vergleich zwischen B-Lactam-Antibiotika und der
terminalen Sequenz der Peptidoglykankette abgebildet. Zudem ist in der Mitte der
Mechanismus der Transpeptidase-Inhibierung durch Penicillin (links) sowie der Peptidoglycan

Vernetzung (rechts) nach CHELLAT et al. dargestellt. > 7°

11
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Penicilline sind noch heute im medizinischen Gebrauch, obwohl schon kurze Zeit nach
der Markteinfiihrung erste Abwehrmechanismen der Bakterien beobachtet werden
konnten. Die Wirkweise der Penicilline, sowie die Abwehrmechanismen der Bakterien
sind seit langem bekannt und wurden bereits intensiv untersucht, daher eignen sie sich

gut als Modellantibiotika.

1.2.2. Fluorchinolone

Chinolone sind die zurzeit bekanntesten synthetisch & hergestellten Antibiotika, die eine
wichtige Stellung in der Humanmedizin einnehmen. Der erste Vertreter dieser
Antibiotikagruppe war die Nalidixinsaure (siehe Abbildung 7), diese lasst sich strukturell,

® Die neueren Vertreter dieser

wie alle Chinolone vom Chinolin ableiten.”
Antibiotikagruppe besitzen ein Fluoratom in 6-Stellung und werden daher als
Fluorchinolone bezeichnet. Zudem zeichnen sich alle antimikrobiell-aktiven
Fluorchinolone durch eine Carbonylgruppe in 4-Stellung und eine Carbonsauregruppe in
3-Stellung, sowie einen Substituenten in 1- und 7-Position aus. Hierbei lassen sich im

6,72, 73 Elyorchinolone

wesentlich vier Generationen von Fluorchinolonen identifizieren.
der ersten Generation besitzen nur eine geringe orale Resorption sowie eine niedrige
Aktivitat gegenliber GRAM-positiven Bakterien. AuBerdem konnte eine schnelle

Resistenzentwicklung beobachtet werden. 674

Dahingegen zeichnen sich
Fluorchinolone der zweiten Generation durch eine bessere Resorption und ein deutlich
breiteres Wirkspektrum aus, das auch GRrAM-positive Keime und Pseudomonas
aeruginosa umfasst. >® Die Fluorchinolone der dritten und der vierten Generation weisen
eine gesteigerte antimikrobielle Wirkung im GRAM-positiven Bereich (gegen

% Einer der

Streptokokken und Pneumokokken) sowie gegen Anaerobier auf.
bekanntesten Vertreter dieser Antibiotikagruppe ist das Ciprofloxacin (CIP). CIP besitzt
einen apolaren Cyclopropylrest am N1-Atom, wodurch die Aktivitdt gegeniber
Enterobakterien, Haemophilus influenzae und Pseudomonas aeruginosa erhéht wird. 72
Zudem besitzt es neben einem Fluor- auch einen Piperazinsubstituenten am Benzolring.

Dieser verbessert die antimikrobielle Aktivitat des Fluorchinolons gegeniiber GRAM-

12



Einleitung

72

negativen Bakterien. Abbildung 7 zeigt das Fluorchinolon-Grundgeriist sowie

verschiedene Vertreter dieser Antibiotikaklasse.

bl
n

Ciprofloxacin (CIP)
(2. Generation)

Norfloxacin
(1. Generation)

O O Fluorchinolon o O
F F
| OH | OH
ﬁN N N N
oA
NH

Levofloxacin Moxifloxacin
(3. Generation) (4. Generation)

Abbildung 7: Grundgeriist der Fluorchinolone sowie die Fluorchinolonantibiotika Norfloxacin,

Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin. Oben ist zusatzlich die Struktur der

Nalidixinsiure abgebildet. *° 7*

Die antimikrobielle Wirkung neuerer Fluorchinolone kommt durch Hemmung der nur in
Bakterien vorkommenden Enzyme Gyrase bzw. Topoisomerase IV zustande. > Die
Gyrase sowie die Topoisomerase IV sind essentiell fiir die bakterielle DNA-Replikation.
Die Gyrase ist ein Tetramer und besteht aus zwei gyrA-Untereinheiten und zwei gyrB-
Untereinheit. Topoisomerase |V ist dhnlich strukturiert und teilt sich in zwei ParC und
zwei ParE- Untereinheiten, wobei ParC homolog zur gyrA-Untereinheit und ParE

homolog zur gyrB-Untereinheit ist (siehe Abbildung 8). ”> 7

13
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Gyrase Topoisomerase IV
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Abbildung 8: Aufbau der beiden Enzyme Gyrase und Topoisomerase. ”’

Zudem besitzen beide Enzyme wichtige Aufgaben bei der bakteriellen DNA-Replikation.
Dabei ist die Gyrase fur die Aufrechterhaltung des ,negativen Supercoilings”, die
Stabilisierung von Replikations- und Transkriptionskomplexen, die Entfernung von
Knoten sowie die Faltung des DNA-Stranges verantwortlich. Die Topoisomerase IV
hingegen ist fur die Entwindung der superhelikalen DNA-Struktur zusténdig. ® Damit die
Gyrase und die Topoisomerase IV ihre Aufgaben erfiillen konnen, missen sie
Doppelstrangbriiche an den DNA-Strangen vollziehen und anschlieBend eine erneute
Verknlpfung durchfiihren. Dadurch wird die Konformation der DNA-Strange gedndert.
8 79 Die Fluorchinolone binden nicht direkt an die Gyrase bzw. Topoisomerase |V
sondern an einen Komplex aus DNA und Enzym. Dabei wird der terndre Komplex aus
Enzym, DNA und Fluorchinolon durch Mg2+—lonen stabilisiert. Der Komplex verschiebt
das Gleichgewicht der Enzymreaktion in Richtung des Doppelstrangbruches und

75 8082 purch diese

verhindert eine erneute Verknlpfung der beiden Strangenden.
Gleichgewichtsverschiebung erhoht sich die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche.
Dadurch sendet die Zelle ein ,,SOS-Signal“ wodurch eine FENTON-Reaktion ausgeldst wird.
Es kommt zum oxidativen Stress, der zum schnellen Zelltod fihrt. 8 Allerdings bildet
nur eins der beiden Enzyme Gyrase und Topoisomerase IV das Primarziel des

Antibiotikums. "> Welches das Primarziel darstellt, hiangt von der Art des Bakteriums ab.

14
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So bildet in GRam-negativen Bakterien die Gyrase das Primarziel und die Topoisomerase
IV das Sekundarziel. Im Fall der GRAM-positiven Bakterien verhalt es sich genau anders
herum. Hier stellt die Topoisomerase IV das Primarziel des Antibiotikums dar und die
Gyrase das sekundare. > Obwohl Fluorchinolone zwei Angriffspunkte haben, konnte seit
den 90er Jahren eine Zunahme der Chinolonresistenz beobachtet werden (siehe

Kapitel 1.3.2).

1.3. Antibiotikaresistenz

Die Entdeckung und Entwicklung von Antibiotika hat die Zahl der Toten durch bakterielle
Infektionen stark gesenkt. Allerdings konnten fir viele Antibiotika kurz nach ihrer
Markteinfiihrung die ersten resistenten Keime beobachtet werden. Zuvor noch sensible
Bakterienstamme zeigten plotzlich eine deutlich geringere Empfindlichkeit gegentber
den anfangs stark wirksamen Antibiotika. So traten schon vermehrt penicillinresistente

8 Auch fiir viele andere

Bakterien sieben Jahre nach der Markteinfihrung auf.
Antibiotika konnte relativ schnell nach ihrer Einfiihrung eine Resistenzbildung
beobachtet werden. Ausnahme bilden die beiden Antibiotika Vancomycin und
Erythromycin, bei denen die ersten Resistenzen erst nach Jahrzehnten beobachtet

werden konnten (siehe Abbildung 9). 84 85
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Abbildung 9: Dauer der Resistenzbildung eines Antibiotikums nach der Markteinfiihrung. **

85

Bei der Betrachtung einer Vielzahl von Bakterienstammen einer Bakterienspezies lassen
sich zwei verschiedene Arten von Antibiotikaresistenzen feststellen. So existiert eine
primdre Resistenz, die alle Stamme einer Spezies betrifft und eine sekundare Resistenz,
die nur einzelne Stamme aufweisen, da diese von den einzelnen Stammen erworben
wird. ¥ So sind zum Beispiel alle Bakterienstamme von Enterococcus faecium gegen

8 Im Fall der

Cephalosporine, Makrolide und Sulfonamide primar resistent.
Cephalosporine beruht die Resistenz auf eine geringeren Affinitat der Enterococcus
Transpeptidase zu B-Lactamantibiotika. 2’ Dahingegen kénnen sekundire Resistenzen
erworben werden. Dies kann prinzipiell auf vier verschiedenen Wegen geschehen. Zum
einen kénnen Bakterien durch spontane und ungerichtete Einzelmutationen (De-novo-

>’ Durch natirliche

Mutation) im DNA-Strang Antibiotikaresistenzen entwickeln.
Selektion setzt sich dann diese phanotypische Verdanderung durch. Zum anderen kénnen
Gene, die eine Antibiotikaresistenz tragen, auch auf parasexuellem Wege Ubertragen
werden. Dies kann in Form von Transformation, Transduktion oder Plasmidaustausch
erfolgen  (Vergleich Kapitel 1.1). Diese Ubertragungsformen sind auch

bakterienartiibergreifend moglich. 88
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Abbildung 10: Die vier Mechanismen des Resistenzerwerbung von Bakterien: 1.
Transformation, 2. Transduktion, 3. Konjugation und 4. Mutation. Zudem sind die vier

Grundmechanismen der Antibiotikaresistenz dargestellt: 1. Verdanderung der Zellstruktur, 2.

Ausscheidungsproteine, 3. Inaktivierende Proteine und 4. Modifikation der Zielstruktur. *7 8%

91

Die erworbene Resistenz kann auf verschiedenen Grundmechanismen beruhen. Ein
Mechanismus ist die Veranderung der Zellmembranstruktur um eine Zellpenetration zu
verhindern. Ein weiterer Mechanismus ist die Ausbildung von membranstindigen
Transportproteinen, die den Wirkstoff aktiv aus der Zelle ausschleusen. Ebenso kdnnen
inaktivierende oder modifizierende Proteine vom Bakterium exprimiert werden, um den
Wirkstoff abzubauen oder so zu modifizieren, sodass keine Gefahr mehr von diesem
ausgeht. Des Weiteren ist die Verdnderung der Zielstruktur moglich, wodurch die
Antibiotika ihre Angriffsstelle verlieren. 8. 91 Abbildung 10 zeigt die vier
Grundmechanismen der Antibiotikaresistenz sowie die verschiedenen Wege diese zu

erhalten.
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Im Weiteren soll kurz auf die Hauptresistenzmechanismen gegen die Antibiotikagruppen

Fluorchinolone und Penicilline eingegangen werden.

1.3.1. Penicillinresistenz

Penicilline sind seit Anfang der 1940er Jahre im klinischen Gebrauch und gehoren
seitdem zu den am haufigsten verwendeten Antibiotika. > Erste Unempfindlichkeiten
gegen Penicilline von zuvor sensiblen Keimen konnten relativ friih nach der klinischen
Einflhrung beobachtet werden. Diese Resistenz kann vom Bakterium auf verschiedene
Arten entwickelt werden. ®* So wurden Bakterien mit veridnderten Porinkanilen isoliert,
welche einen Zugang zur Transpeptidase fir das Antibiotikum verhindert. > 92 Ein
anderer Resistenzmechanismus beinhaltet die Ausbildung von speziellen Effluxpumpen.
Diese Pumpen erniedrigen durch ein kontinuierliches Ausschleusen die Konzentration

des Antibiotikums in der Zelle. >” %

Diese Mechanismen sind allerdings eher selten
beobachtet worden und konnten bisher auch nur bei GrRAM-negativen Bakterien
gefunden werden. Der haufigste Penicillinresistenzmechanismus beruht auf B-Lactam-
hydrolysierenden Enzymen. Diese Enzyme werden daher auch B-Lactamasen oder
genauer Penicillinasen genannt. Diese ahneln in Struktur und Eigenschaften der
Transpeptidase. Ebenso wie die Transpeptidasen binden die B-Lactamasen mit einer
Serineinheit des aktiven Zentrums an das Penicillin unter Offnung des B-Lactamrings
(vergleich Abbildung 6). Allerdings kann die acylierte Penicillinase im Gegensatz zur
Transpeptidase schnell wieder hydrolysieren, wodurch die Penicillinase schnell
regeneriert wird. Mit der schnellen Hydrolyse geht auch eine Deaktivierung der

Penicillinmolekiile einher. °”- %% 3

Die Entdeckung der Penicillinasen flihrte zu einer neuen Generation an
Penicillinantibiotika. Penicilline wurden synthetisch verdndert, um der Penicillinase
standzuhalten. Diese penicllinasestabilen Wirkstoffe wiesen groRe sterische Reste am -
Lactamring auf, um diesen vor der enzymatischen Hydrolyse zu schiitzen. Zu den
penicllinasestabilen Penicillinen gehéren unter anderem das Methicillin, Cloxacillin,

61-63

Flucloxacillin, Dicloxacillin und das Oxacillin. Allerdings zeigten diese Antibiotika eine
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geringere Aktivitit gegeniber penicillinsensiblen Bakterienkeimen. ' Der Gebrauch
dieser neuen Penicillingruppe fliihrte zum Auftreten eines neuen Resistenzmechanismus,
wie er in MRSA vorkommt. Hierbei liegt die Transpeptidase verandert vor, wodurch die

7 92 Das aktive

Bindungsstelle des Penicillins in einer andern Konformation vorliegt.
Serin ist falsch ausgerichtet, wodurch es nicht mehr acyliert werden kann und das

Antibiotikum keine freie Bindungsstelle mehr besitzt. >

In Deutschland weisen in stationdren Bereichen von Krankenhdusern schon 79% der
isolierten Staphylococcus aureus Stamme eine Penicillinresistenz auf. ** Daher herrscht

ein groRer Bedarf an neuen B-Lactamantibiotika.

1.3.2. Fluorchinolonresistenz

Chinolone gehoren neben Cephalosporinen, Penicillinen und Makroliden zu einer der
umsatzstarksten Antibiotikagruppen. > Allerdings konnte wie bei den Penicillinen eine
Resistenzbildung beobachtet werden. *> Dabei wurden zwei verschiedene
Resistenzmechanismen relativ haufig gefunden. Zum einen konnte eine Veranderung
der Chinolonzielstruktur festgestellt werden. Haufig verursacht durch ein

8 Die Serineinheit in der

Aminosaurenaustausch in der GyrA- bzw. ParC-Einheit.
Chinolonbindungstasche wird in vielen Fallen gegen eine Tryptophaneinheit
ausgetauscht. Dies verursacht eine geringere Bindungsaffinitat des Fluorchinolons zum
DNA-Gyrase-Komplex bzw. DNA-Topoisomerase IV-Komplex. > Neben einem Austausch
der Serin-Einheit gegen Tryptophan konnte ebenso ein Austausch gegen Prolin oder

Leucin beobachtet werden. ¥ &

Auch Mutationen der GyrB-Untereinheit und der
Untereinheit der Topoisomerase IV ParE konnten gefunden werden. Hier findet ein
Aminosaurenaustausch im Mittelteil der Untereinheit statt, welcher zu einer
Konformationsanderung der Untereinheiten fiihrt und somit die Anbindung des
Antibiotikums erschwert. Diese Mutationen der GyrB- und ParE-Untereinheiten sind
allerdings eher selten im Vergleich zu Veranderungen in der GyrA bzw. ParC Einheit. *
Zudem fihren diese Mutationen nur zu einer geringeren Unempfindlichkeit gegeniber

den Fluorchinolonen. Da neuere Fluorchinolone mit Gyrase und Topoisomerase |V eine
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primdre und eine sekundédre Zielstruktur in der Bakterienzelle besitzen, fiihrt eine
Mutation in einer der beiden Zielstrukturen nur zu einer geringen Resistenz gegeniiber
dem Antibiotikum. Erst eine Mutation der Gyrase und der Topoisomerase [V

verursachen ein héheres Niveau der Resistenz. ”°

Neben einer Veridnderung der Zielstrukturen konnte auch eine Uberexpression an
Effluxpumpen bei verschiedenen Bakterienstammen beobachtet werden. Dabei kommt
es zur Ausbildung dieser membranstandigen Transportproteine, die den Wirkstoff aktiv
aus der Zelle beférdern und so die Antibiotikakonzentration erniedrigen. "> 8% °°
Effluxpumpen kdonnen verschiedene Klassen an antimikrobiellen Substanzen erkennen
und als Substrate verwenden, dadurch fiihrt eine vermehrte Ausbildung dieser Proteine

97, 98 .
In vielen

zu einer Resistenz gegen eine Vielzahl von antibiotischen Wirkstoffen.
Fallen wird bei hoch resistenten Bakterienstdmmen eine Kombinationen aus
Uberexpression von Multiwirkstoffpumpen sowie Mutationen der Zielstrukturen

gefunden. " %°

1.4 Polymer-Antibiotika-Konjugate (PAK)

Als die ersten Polymer-Wirkstoff-Konjugate in den 1950er Jahren publiziert wurden,
galten sie als wissenschaftliche Kuriositaten mit keinen oder wenig Aussichten auf einen
praktischen Nutzen. Dies hat sich allerdings in den letzten Jahren gedndert, so waren
2013 Copaxone© und Neulasta® unter den zehn meist verkauften Medikamenten in den

% Beide Medikamente sind Polymer-Therapeutika. Neulasta®

Vereinigten Staaten.
besteht aus einer Kombination aus PEG und Filgrastim, einem Peptidhormon und wird
zur Anregung der Leukozytenbildung eingesetzt. Durch die PEGylierung des Filgrastim,

wird die Halbwertszeit des Peptidhormons deutlich erhoht. **°

Das Therapeutikum
Copaxone© ist aus den Aminosduren Glutamin, Tyrosin, Alanin und Lysin aufgebaut,
diese bilden dabei ein statistisches Copolymer. Die Struktur des Copolymers dhnelt der
lipidreichen Myleinschicht der Nervenzellen. Immunzellen, die normalerweise bei

Multipler-Sklerose die Myleinschicht attackieren, werden vom Copoylmer gebunden.
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Dadurch wird die Entziindungsreaktion im Zentralnervensystem vermindert. 101, 102 103

Copaxone® und Neulasta® sind nur zwei Beispiele von vielen weiteren Polymer-

99

Therapeutika, die in der Medizin Anwendung finden. Peptide, Proteine und

niedermolekulare Wirkstoffe werden mit Polymeren konjugiert, um ihre therapeutische

104, 105

Wirkung zu verstarken. In vielen Fallen weist das entsprechende Polymer-

Konjugat eine hohere Halbwertszeit, Stabilitdt und/oder Wasserloslichkeit auf als die

105-107

ihrer niedermolekularen Pendants. Zudem zeigen sie haufig eine bessere

105

Immunogenitat und Antigenitat. Darliber hinaus besitzen einige Polymer-Wirkstoff-

Konjugate eine spezifischere Affinitat zu bestimmten Strukturen in Zellen und Gewebe,

108

was eine gezieltere Behandlung ermdoglicht. = Neben den schon erwdhnten PEG haben

sich auch Poly(2-hydroxypropyl)methacrylamid (PHPMA) und Poly(lactid-co-glycolid)

106

(PGLA) Copolymere in klinischen Studien bewahrt. Dabei kénnen verschiedene

Strategien hinsichtlich der Bindung zwischen Wirkstoff und Polymer verfolgt werden. Je
nach Strategie wird der Wirkstoff dauerhaft oder nur temporar an ein Polymer

gebunden. % Bei einer temporiren Anbindung erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffes

109, 110

entweder durch einen Abbau der Polymermatrix oder Uber die Spaltung der

111-113

Polymer-Wirkstoff-Bindung (labiler Spacer). Neben dem eigentlichen Wirkstoff

konnen die Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit weiteren funktionellen Gruppen
modifiziert werden. Diese kdnnen fiir einen gezielten Transport oder zur besseren

Loslichkeit eingebaut werden (siehe Abbildung 11). ***

Wirkstoff

Losungs-
vermittler

Polymer-
riickgrat

Abbildung 11: Model eines Polymer-Wirkstoff-Konjugats nach RINGSDORF. ***
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Im Blick auf die Bekdampfung von Mikroorganismen werden haufig antimikrobielle
Polymere als Alternative fiir niedermolekulare Biozide genannt. Dabei wird zwischen
biozidfreisetzenden Polymeren, bioziden Polymeren und polymerisierten Bioziden
unterschieden. ' Diese Biozid-Konjugate zeigen haufig eine bessere Selektivitat und
eine geringere Toxizitat als die entsprechenden niedermolekularen Verbindungen. 15117
Zudem konnte bei einigen Beispielen ein geringeres Potential zur Ausbildung von

18 Es existieren sogar Biozid-

resistenten Bakterienstammen beobachtet werden.
Konjugate die hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Eigenschaften schaltbar gemacht

werden konnten. '’

Im Fall der Antibiotika werden Makromolekiile hauptsachlich als temporare Trager
verwendet. Das Antibiotikum wird dabei meist lGiber eine hydrolysierbare Bindung an ein
nicht abbaubares Polymer oder in eine abbaubare Polymermatrix gebunden (siehe
Abbildung 12). 19 110 112 119127 pie nermanente Verkniipfung zwischen Polymer und
Antibiotikum wird weniger haufig verwendet. Die meisten permanenten Polymer-
Antibiotika-Konjugate (PAK) enthalten Antibiotika wie Doxorubicin, welche aufgrund

ihrer Antitumoreigenschaften mit einem Polymer konjugiert werden. *2***°

a) b) c)

(’ Antibiotikum )

Baterium Bakterium Bakterium

Abbildung 12: Allgemeine Strategien der Polymer-Antibiotika-Konjugate: (a) Freisetzung
mittels spaltbarer/hydrolysierbarer Bindung; (b) Freisetzung mittels abbaubarer

Polymermatrix; (c) permanent kovalent gebundene Polymer-Antibiotika-Konjugate. ***
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Permanente Polymer-Antibiotika-Konjugate fiir die Behandlung von bakteriellen
Infektionen wurden hingegen selten untersucht. Die wenigen existierenden Beispiele
weisen oft eine erniedrigte antimikrobielle Aktivitait im Vergleich zu den
niedermolekularen Antibiotika auf. So wurden von NATHAN et. al. Cephradin und
Penicillin V mit PEG-Lysin-Polyurethan konjugiert. Dabei wurden verschiedene Strategien
zur Konjugation verwendet. Wahrend Penicillin V Gber eine hydrolysierbare Bindung an
das Polymer gekoppelt war, wurde das Cephradin Uber eine stabile Amidbindung
verknipft. Die Penicillin V-Konjugate zeigten eine gute antimikrobielle Wirkung, da die
labile Esterbindung eine Freisetzung des Antibiotikums erlaubt. Die stabile Amidbindung
hingegen verhindert eine Freisetzung des Cephradin, wodurch das Cephradin-Konjugat

132 Epbenso zeigt die permanente Bindung von

keine bakterizide Wirkung aufweist.
Ciprofloxacin- und Norfloxacin- an PEG eine Abnahme der molaren Aktivitdt gegen
GRAM-positive und -negative Keime. Die Norfloxacin-Konjugate verloren sogar
vollstandig ihre antimikrobielle Wirkung gegen den GrRAM-positiven Keim Staphylococcus

aureus. **

Das grofSe Potential der permanenten Anbindung von Antibiotika an ein Polymer liegt
aber nicht in der Erhéhung der antimikrobiellen Aktivitat gegenliber sensiblen Keimen,
sondern in der Verbesserung von anderen therapeutischen Eigenschaften. DUE et. al.
gelang es, Tobramycin mit PEG zu konjugieren. Die so entstandenen PAKs zeigten zwar
eine geringere Aktivitat gegenliber Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) in Losung
als das niedermolekulare Antibiotikum, aber daflir eine deutlich hohere Aktivitat

133 Es konnten auch PEG-Vancomycin-Konjugate

gegeniber P. aeruginosa—Biofilmen.
synthetisiert werden. Diese wiesen zwar auch eine deutlich schlechtere Aktivitat in
Losung auf, konnten aber Uber eine Acrylatendgruppe am anderen Polymerende auf
eine Oberflache aufgebracht werden und zeigten dadurch eine starke Reduktion der

134 Turos et. al. veroffentlichten eine Studie Uber die

Bakterienkoloniebildung.
Konjugation von N-thiolierten B-Lactamantibiotika mit Polyacrylat. Die pB-
Lactamantibiotika wurden kovalent an Polyacrylat zu Nanopartikeln gebunden. In allen
Fallen zeigten die Nanopartikel eine bessere Aktivitat als die mit Antibiotika beladenen

Monomere allein. Die Nanopartikel zeigten auch gute Aktivititen gegen Methicillin
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13 Die Konjugation von verschiedenen

resistente Staphylococcus aureus (MRSA).
Poly(vinylpyrrolidonen) mit Penicillin V und Amoxicillin ist ein weiteres Beispiel fir das
Potential der permanenten PAKs. Diese Konjugate wiesen eine starke Resistenz
gegeniiber dem Abbau durch das Enzym B-Lactamase auf. *® Ein weiteres innovatives
Konzept wurde von der Arbeitsgruppe um Rimmer entwickelt. Polymyxin B wurde mit
einem hochverzweigten Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM) kombiniert. Daflir wurde
die biozide funktionelle Gruppe des Polymyxin B entfernt um eine potentielle
Bindungsstelle fur das PNIPAM zu schaffen. Durch Bindung des cyclischen Peptids der
Poylmyxin B-Einheit an die Lipopolysaccharidschicht der bakteriellen Zellmembran

wurde die kritische Loésungstemperatur auf unter 37 °C erniedrigt. Diese Erniedrigung

fuhrte zu einer Ausfillung des Bakterium-Konjugat-Komplexes. **’

Auch am Lehrstuhl fiir Biomaterialien und Polymerwissenschaften an der TU Dortmund
wurde sich bereits mit dem Thema der Polymer-Antibiotika-Konjugate beschaftigt. In der

Masterarbeit von HARMUTH 8

wurde das biokompatible Poly(2-methyl-2-oxazolin)
(PMeOx) zur Verknlpfung des Breitbandantibiotikums Ciprofloxacin verwendet. Es
wurde unmodifiziertes Ciprofloxacin als Terminierungsmittel bei der lebenden,
kationischen Polymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin verwendet. Mittels ‘H-NMR-
Spektroskopie und Elektronenspray-lonisations-Massenspektrometrie konnte
festgestellt werden, dass 87% der entstandenen Polymere (iber die Piperazingruppe des
Antibiotikums und 13% Uber die Carboxylgruppe konjugiert waren (Vergleich der
Struktur von Ciprofloxacin in Abbildung 7). Zuséatzlich wurden verschiedene
Ciprofloxacin-Derivate hergestellt. Dabei wurde entweder die Carboxyl- oder die
Piperazingruppe des Ciprofloxacins geschiitzt. Dieses Vorgehen ermoglichte eine
selektive Konjugation des Antibiotikums an das Polymer. So erfolgte in einem Fall die
Anbindung ausschlieRlich tber die Carboxylgruppe und im anderen Fall nur iber die

Piperazingruppe. Nach erfolgreicher Konjugation wurde die Schutzgruppe entfernt. Ist

Abbildung 13 ist eine schematische Syntheseroute gezeigt.
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Konjugation
und Entschitzen

Abbildung 13: Syntheseroute zu Poly(2-methyloxazolin)-Ciprofloxacin-Konjugaten nach

HARMUTH. 38

Die hergestellten Konjugate wiesen vor dem Entfernen der Schutzgruppen eine mehr als
2500-fach schlechtere antimikrobielle Aktivitdit gegen S. aureus auf als das
niedermolekulare Antibiotikum. Durch die Entfernung der Schutzgruppen konnte die
Aktivitat der Konjugate zwar leicht verbessert werden, allerdings war diese immer noch

138 Obwohl die Konjugation von

1250-fach schlechter als die Aktivitat von Ciprofloxacin.
Ciprofloxacin und Poly(2-methyloxazolin) zu inaktiven Polymer-Antibiotika-Konjugaten

flihrte, zeigten die genannten Beispiele, dass permanente PAKs ein grolRes Potential zur
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Entwicklung neuer stabilerer Antibiotika besitzen kénnen. Allerdings existieren bisher zu
wenige Beispiele um das gesamte Potenzial der permanenten PAKs zu erfassen. Zudem
konnte die Kombination mit einem Makromolekil helfen, verschiedene
Abwehrmechanismen der Bakterien zu umgehen. So konnten PAKs aufgrund des
hoheren Molekulargewichtes schwerer von dem bakteriellen Effluxpumpensystem
erfasst werden oder sie konnten durch das Polymerriickgrat vor antibiotikaabbauenden

Enzymen geschiitzt werden.
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2. Zielsetzung

Aufgrund steigender Zahlen von antibiotikaresistenten Bakterien ist die Suche nach
neuen antimikrobiellen Wirkstoffen von groRer Bedeutung. Dabei stellt die Antibiotika-
Konjugation mit Makromolekiilen eine interessante, wenn auch noch wenig untersuchte
Methode dar. Um neue Einblicke in diese Methode zu erlangen, war Ziel der
vorliegenden Arbeit die Synthese von Polymer-Antibiotika-Konjugaten auf Basis von
Ciprofloxacin und Penicillinen. Dabei sollen die Antibiotika als

Endgruppenfunktionalisierung von Poly(2-oxazolin) eingefiihrt werden.

Die hergestellten Konjugate sollen hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitat gegen
pathogene Bakterienkeime sowie ihrer Biokompatibilitdt untersucht werden. Dabei
sollte der Einfluss von Molekulargewicht, Polymerriickgrat, Polymer-Antibiotika-Bindung

und Satellitengruppe auf die Aktivitat analysiert werden.

Zudem koénnten die Antibiotika durch die Konjugation mit Polymeren gegen bestimmte
Abwehrmechanismen der Bakterien geschiitzt und somit auch gegen resistente Keime
eine antimikrobielle Wirkung erzielt werden. Dies wiirde eine schnelle Resistenzbildung
der Bakterien erschweren. Mit Hilfe der hergestellten Penicillin und Ciprofloxacin-

Konjugate als Modellsystem soll diese Theorie untersucht werden.

Desweiteren sollen antimikrobielle Materialien auf Basis von amphiphilen Polymer-
Netzwerken hergestellt werden. Dabei sollen Antibiotika in Form von PAKs in die

Polymer-Netzwerke eingebaut werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Polymersynthese

Flr die Synthese von Polymer-Antibiotika-Konjugaten (PAKs) wurden in dieser Arbeit

8 angeknupft

zwei Strategien verfolgt. Zum einen sollte an die Arbeit von HARMUTH"?
werden und PAKs mittels Direktterminierung der lebenden kationischen Polymerkette
mit Antibiotika bzw. Antibiotika-Derivaten hergestellt werden. Zum anderen sollte die
Synthese der PAKs durch eine polymeranaloge Reaktion erfolgen. Dabei fungiert die
Endgruppe des Polymers als Nucleophil. Zunachst soll in diesem Kapitel die Synthese der
Polymere, die fir die polymeranaloge Reaktion verwendet wurden, vorgestellt werden.
Zudem wird auch auf die Synthese der fir die antimikrobiellen Netzwerke verwendeten
Polymere eingegangen. Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in Zusammenarbeit mit

139

den Studenten von WANG Jie *°, Yousser WoLr 2#° und THAN-DuonG NGuven *#! im Rahmen

ihrer Masterarbeiten erarbeitet.

3.1.1. Endgruppenfunktionalisierung mit Ethylendiamin

3.1.1.1. Funktionalisierung von Polymeren mit Methylstartergruppen

Fir die polymeranalogen Reaktionen wurden hauptsachlich Polymere mit einer
Aminendgruppe verwendet. Diese sollte in der polymeranalogen Reaktion als Nucleophil
dienen. Die Terminierung mit Ethylendiamin (EDA) ermoglicht eine einfache Synthese
von POx mit nucleophiler Endgruppe. Zudem wurde diese Terminierung schon in
vorherigen Arbeiten erfolgreich durchgefiihrt. Daher wurde fiir die Synthese von Me-

POx-EDA Polymeren ein modifiziertes Verfahren von KoNiECZNY verwendet. *1& 142 143

Die Polymersynthese von PMeOx wurde mit Hilfe einer Synthesemikrowelle und mit
frisch destilliertem Methyltosylat (MeTos) als Initiator durchgefiihrt. Die Polymerisation

erfolgte in einem geschlossenen DruckgefalR bei 90 °C in Chloroform (CHCl3). Der
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Polymerisationsgrad (DPss) konnte aufgrund des lebenden Charakters der
Polymerisation durch das Initiator ([I]) zu Monomer ([M]) Verhaltnis eingestellt werden
(DPget = [M]/[1]). Dabei wurden Polymere mit einem Polymerisationsgrad von 10, 20, 30,
40 und 60 Wiederholungseinheiten hergestellt. Nach Ablauf der Polymerisationsreaktion
wurde das lebend kationische Kettenende mit einem 10 fachen Uberschuss an EDA
terminiert, wobei die Terminierungsreaktion fiir 72 h in CHCl; bei 45 °C stattfand. Nach
Ablauf der Reaktionszeit wurde das Polymer in kaltem Diethylether gefallt. Dies sollte
nicht reagierte Monomere sowie iiberschiissiges EDA abtrennen. Um letzte Uberreste an
Verunreinigungen aus dem Polymer zu entfernen, folgte im Anschluss eine Dialyse mit
einer Benzylzellulosemembran (1000 MWCO) gegen destilliertes (dest.) Wasser.
Abbildung 14 zeigt die Synthese von Me-PMeOx;p-EDA, die Polymerisation von PMeOx
mit anderen Kettenldangen erfolgte durch die Variation des Initiator zu Monomer
Verhaltnisses unter denselben Bedingungen. Dabei konnten Ausbeuten von 79-93%

erhalten werden.

Me
(1) 2-Methyl-2-oxazoline o)
@ CHCls, 1 h, 90 °C Y~
o N NH
7,
Me H/\/ 2
30

Y (I1) 1,2-Ethylendiamin
O OMe CHCls, 72 h, 45 °C

MeTos Me-PMeOx3o-EDA

Abbildung 14: Synthese von Ethylendiamin (EDA) terminierten PMeOx nach einer

modifizierten Methode von Konieczny. *** Als Initiator diente Methyltosylat (MeTos).

Die Charakterisierung der Polymere erfolgte in vielen Féallen Uber '"H-NMR-
Spektroskopie. Das Spektrum von Me-PMeOxzo-EDA ist in der nachfolgenden Abbildung
gezeigt. Das gezeigte Spektrum weist alle erwarteten Signale auf, neben den deutlich zu
erkennenden Polymerrickgratsignalen bei 3.36 ppm (3, 4) und 2.05 ppm (2) sind auch
Signale des Initiators sowie der Endgruppe zu sehen. Die initilerende Methylgruppe zeigt
ein Multiplett bei 2.95 ppm (1) und die EDA Gruppe ein Signal bei 2.75 ppm (5, 6), wobei
dieses mit der letzten Methyleneinheit des Polymerriickgrates Uberlagert, so dass sich

ein Integral von sechs Protonen ergibt. Mit Hilfe des Integrals des Initiatorsignals und
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den Integralen der Polymerriickgratsignale kann ein Polymerisationsgrad von 28
Wiederholungseinheiten bestimmt werden. Dieser stimmt sehr gut mit dem
eingestellten Polymerisationsgrad (DPset) von 30 Wiederholungseinheiten (iberein. Des
Weiteren konnen die Signale des Initiators und der EDA Endgruppe zur Ermittlung des
Funktionalisierungsgrades verwendet werden. Der Vergleich der Integrale dieser Signale
ergibt ein Funktionalisierungsgrad von 90%, somit besitzen 90% aller Polymere eine EDA
Endgruppe. Die 'H-NMR-Spektren der Me-PMeOx-EDA mit  variierenden
Polymerisationsgraden n = 10, 20, 40, 60 wurden analog ausgewertet und sind im

Anhang dargestellt.
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Abbildung 15: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx3y-EDA in CDCl; (7.27 ppm).

Neben PMeOx wurden auch andere Poly(2-oxazoline) auf dieselben Weise hergestellt
Dabei wurde 2-Ethyl-2-oxazolin (EtOx), 2-iso-Propyl-2-oxazolin (iPrOx) sowie 2-cyclo-
Propyl-2-oxazolin(cPrOx) als Monomere verwendet. Fiir die Polymerisation von EtOx

konnten die Reaktionsbedingungen beibehalten werden.

Im 'H-NMR-Spektrum des Me-PEtOxso-EDA (Abbildung 16) konnten alle erhaltenen

Signale der entsprechenden Struktur zugeordnet werden. Im Bereich von 1.11 ppm
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weist die Methylgruppe des Polymerriickgrates (2) ein Multiplett auf. Die
Methylengruppe in a-Position der Carbonylgruppe der PEtOx-Einheit zeigt ein Signal bei
2.39 ppm (3). Die Methylengruppen in a-Position zum Amid zeigen wie im 'H-NMR-
Spektrum von Me-PMeOxzo-EDA ein Multiplett bei 3.44 ppm (4, 5). Neben den Signalen
des Polymerriickgrates sind wieder die Signale fiir die Methylstartergruppe (1) und EDA
(6, 7) Endgruppe zu sehen. Allerdings ist hier das EDA Signal leicht vom Signal 3
Uberlagert. Der Polymerisationsgrad betragt 30 Wiederholungseinheiten und stimmt
exakt mit dem eingestellten Polymerisationsgrad Uberein. Zudem sind 92% aller

Polymere mit einer EDA Endgruppe funktionalisiert.
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Abbildung 16: "H-NMR-Spektrum von Me-PEtOxz,-EDA in CDCl; (7.27 ppm).

Fiir die Herstellung von PiPrOx und PcPrOx mussten zunachst die Monomere iPrOx und
cPrOx synthetisiert werden, da diese nicht kommerziell erhiltlich sind. Die Synthese

verlief nach einer modifizierten Variante nach SCHUBERT et. al.. ***

Die Synthese von iPrOx
erfolgte mit iso-Propylamin und Ethanolamin. Fir die Synthese von cPrOx diente

Ethanolamin und cyclo-Propylamin anstatt iso-Propylamin. Zinkacetat wurde als
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Katalysator verwendet. Die Reaktion wurde mikrowellenunterstiitzt in Substanz

2% 144 Nach Reinigung durch zweimalige Destillation konnte das Monomer

durchgefiihrt.
iPrOx mit einer Ausbeute von 83% und einer Reinheit von 99% erhalten werden. Das
Monomer cPrOx konnte mit einer Ausbeute von 35% und einer Reinheit von 98%
hergestellt werden. Die 1H—NMR—Spektren von PiPrOx und PcPrOx sind im Anhang
abgebildet. Die Reaktionsgleichungen der Monomersynthese sowie flr die

anschliefende Polymerisation ist in Abbildung 17 gezeigt.

A .
7 -

HO
~"ONH, ——————
Zn(OAc), Zn(OAc), O™N

o N
130 °C, 24 h 130 °C, 24 h

Me

(1) iPrOx oder cPrOx 0 R
CHCI3, 1 h, 110 °C
<° J,N\/\]\N/\/NHQ
H

7Y (1) 1,2-Ethylendiamine
O OMe CHCl,, 50 °C, 72 h

30

R= /EA Me-PiPrOx;,-EDA
R= }J\ Me-PcPrOx;-EDA

144
l.

MeTos

Abbildung 17: Synthese der Monomere iPrOx und cPrOx nach SCHUBERT et. a sowie die

anschlieende Polymerisation zu Me-PiPrOx;,-EDA und Me-PcPrOx;y-EDA.

Die Polymerisation von iPrOx erfolgte wieder mit MeTos als Initiator in CHCI3 bei 110 °C.
Im Anschluss wurde EDA als Terminierungsreagenz hinzugegeben und nach 48 h bei
45 °C konnte Me-PiPrOx-EDA erhalten werden (Vergleich Abbildung 17). Da das Me-
PiPrOx-EDA deutlich unpolarer als Me-PMeOx-EDA und Me-PEtOx-EDA ist, konnte eine
Fallung in Diethylether nicht durchgefiihrt werden. Daher wurde nach der
Polymerisation das CHCls entfernt und das Polymer anschlieRend gegen Methanol
dialysiert. Die Synthese Me-PcPrOx-EDA verlief analog. Abbildung 18 zeigt die *H-NMR-
Spektren von Me-PiPrOx-EDA und Me-PcPrOx-EDA. Alle Signale konnten den
entsprechenden Strukturen zugeordnet werden. Das Me-PiPrOx-EDA Spektrum weist

neben den Signalen des Polymerriickgrates (2-5) auch ein Signal fiir die Methylinitiator-
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Einheit bei 3.04 ppm (1) auf. Ein Signal fiir die EDA Endgruppe (6, 7) ist nicht zu
erkennen, dieses Signal wird wahrscheinlich von der Methingruppe des
Polymerrickgrates lberlagert, weshalb das Signal der Methingruppe auch ein leicht
groBeres Integral besitzt. Der Polymerisationsgrad betrdagt 40 Monomereinheiten, was
etwas hoher als die eingestellte Anzahl an Wiederholungseinheiten von 30 ist. Dies
kdnnte mit einer B-H-Eliminierung wahrend des Propagationschrittes erklart werden.

Das Spektrum von Me-PcPrOx-EDA zeigt analoge Signale.
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Abbildung 18: *H-NMR-Spektren von Me-PiPrOx-EDA (oben) und Me-PcPrOx-EDA (unten) in
CDCl; (7.27 ppm).
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Zusatzlich zu dem iPrOx Homopolymer wurden auch Copolymere auf Basis von iPrOx
und EtOx mit variierendem iPrOx Anteil hergestellt. Dabei konnten bei der Synthese der
Copolymere wieder das modifizierte Verfahren von KoNIECZNY verwendet werden. %3 Ein
Beispiel fur ein 'H-NMR-Spektrum eines Copolymers ist in Abbildung 19 dargestellt.
Neben den PiPrOx Signalen (2-5) und den Signalen von PEtOx (6-9) ist wieder das Signal
des Initiators (1) zu erkennen. Darliber hinaus zeigen auch die Protonen der EDA Gruppe
(10, 11) ein Signal bei 2.65 ppm. Dieses Signal wird bei PiPrOx Homopolymeren durch die
Methinprotonen des PiPrOx vollstéandig lberlagert. Bei PiPrOx und PEtOx Copolymeren
ist das EDA-Signal jedoch zu erkennen, da das Methin-Signal eine geringere Intensitat
aufweist. Ein Vergleich des Initiatorsignals mit den Signalen der Methingruppe der iso-
Propyl-Einheit und mit der Methylengruppe in a-Position zur Carbonylgruppe der PEtOx
Einheit liefert das iPrOx zu EtOx Verhaltnis. So besitzt das gezeigte Copolymer 5 iPrOx

Einheiten und 28 EtOx Einheiten.
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Abbildung 19: '"H-NMR-Spektrum eines PEtOx-PiPrOx-Copolymer mit 5 PiPrOx und 28 PEtOx
Einheiten in CDCl; (7.27 ppm).
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Zu den hergestellten POx mit einer EDA Endgruppe wurde auch PEG mit einer EDA
Endgruppe versehen. Ein kommerziell erhaltliches PEG mit einem Molekulargewicht von
2000 g-mol'1 der Firma Fluka wurde fir den EDA-Einbau verwendet. Dabei handelte es
sich um ein Monomethylether PEG. Das PEG besal} neben einer Methylether Gruppe
auch eine Hydroxylgruppe als Endgruppe. Um EDA als Endgruppe einzubauen, musste
zunachst die Hydroxylgruppe in eine gute Abgangsgruppe umgewandelt werden. Zu
diesem Zweck wurde PEG mit Mesylchlorid oder Tosylchlorid umgesetzt. Sowohl Me-
PEG-OTos als auch Me-PEG-OMs konnten in guten Ausbeuten hergestellt werden. Der
nachste Schritt war die EinfUhrung der EDA-Gruppe. Durch den Einbau einer
Abgangsgruppe sollte nun eine nucleophile Substitution mit EDA erfolgen und somit die
EDA Endgruppe eingebunden werden. Allerdings konnte die EDA Substitution nur bei der
Verwendung der Mesyl-Abgangsgruppe beobachtet werden. Anscheinend ist das EDA
nicht nucleophil genug, um das durch die Tosylgruppe generierte elektrophile
Kohlenstoffatom anzugreifen. Deswegen wurde die Synthese liber Me-PEG-OTos nicht

weiter untersucht. Ein Uberblick tiber die einzelnen Syntheseschritte gibt Abbildung 20.

cl, TEA
OH /\/O //
CH,Cl,, 24 h, RT d PN CHCl,, 45 °C,

78 h
Me-PEG-OH Me-PEG-OMs Me-PEG-EDA

o/\/N]

Abbildung 20: Syntheseroute zu Me-PEG-EDA. Zum einen wurde eine Synthese iiber Me-PEG-
OMs durchgefiihrt und zum anderen eine iiber Me-PEG-OTos, diese fiihrte allerdings nicht zum

gewiinschten Produkt.

Die Spektren von Me-PEG-OMs und Me-PEG-OTos sind im Anhang zu sehen und an
dieser Stelle soll nicht auf sie eingegangen werden. Das *H-NMR-Spektrum von Me-PEG-
EDA zeigt ein grolRes Singulett bei 3.62 ppm wobei es sich um die Protonen des
Polymerrickgrates handelt (2-4). Bei 3.36 ppm ist ein weites Singulett zu beobachten,
dieses Signal entspricht den Protonen der Monomethylether Endgruppe. Die EDA
Endgruppe (6, 7) sowie die letzte Methylengruppe des Polymerriickgrates (5) zeigen

Signale im Bereich von 2.78 ppm, wobei die Signale tberlagern.
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Abbildung 21: 'H-NMR-Spektrum eines Me-PEG,s-EDA und ddas dazugehérigen ESI-MS-

Spektrum als Inlay.

Zusatzlich zur 'H-NMR-Spektroskopie wurden ESI-MS Messungen vorgenommen. Diese
sollten einen erfolgreichen Einbau der EDA Gruppe bestatigen. Die Messung wurde am
ISAS von Frau RiTA FoBee durchgefiihrt Neben dem 'H-NMR-Spektrum ist auch das
entsprechende ESI-Spektrum in Abbildung 21 gezeigt. Hier lassen sich hauptsachlich EDA
funktionalisierte PEGs finden (75%), andere Fraktionen kdnnen nicht zugeordnet werden

und stellen wahrscheinlich Fragmentierungen dar.

Eine Zusammenstellung der MeTos initiierten Poly(oxazoline) sowie dem modifizierten
PEG findet sich in Tabelle 1. Zusatzlich zur *H-NMR-spektroskopischen Untersuchung

wurden die Polymere mittels Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) analysiert.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der MeTos initiierten Poly(oxazoline) und dem PEG-Polymer.

Polymer DPsee  DPywr* M, nwr M,crc  PDI F
[g:mol™] [g:mol™]

Me-PMeOx;o-EDA 10 14 1300 >99%
Me-PMeOx,o-EDA 20 22 2000 2400 1.10  77%
Me-PMeOxso-EDA 30 28 2500 3300 1.10  90%
Me-PMeOx,o-EDA 40 42 3600 >99%
Me-PMeOxgo-EDA 60 77 6600 8700 1.03  >99%
Me-PEtOxyo-EDA 10 15 1400 >99%
Me-PEtOxso-EDA 30 30 3000 3500 111 92%
Me-PiPrOxso-EDA 30 40 4600 3600 122 >99%
Me-PcPrOxso-EDA 30 37 4200 6400 115  92%
Me-PiPrOx,,-PEtOxg-EDA  25/5  22/8 3400 4100 1.17  >99%
Me-PiPrOx,,-PEtOx,s-EDA  15/15  12/15 3000 3900 111 >99%
Me-PiPrOxs-PEtOx,s-EDA  5/25  5/28 3100 4100 1.17  86%
Me-PEG,s-EDA 45 44 2100 210077 1.0177 >99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerriickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitatsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals. ™" Bestimmt mittels ESI-MS.

3.1.1.2. Funktionalisierung von Polymeren mit DDA-X und DBX
Startergruppen

Die bisher betrachteten Poly(2-oxazoline) wurden alle mit Hilfe des Initiators MeTos
polymerisiert. In dieser Arbeit wurden neben den MeTos auch EDA terminierte Poly(2-
oxazoline) mit den Initiatoren a,a-Dibrom-para-xylol (DBX) und 4-(Brommethyl)-N-
dodecyl-N,N-dimethylbenzyl-ammoniumbromid (DDA-X) hergestellt. Bei DDA-X handelt
es sich um einen bekannten Initiator mit antimikrobiellen Eigenschaften. 16, 117 pie
Synthese konnte aus DBX und N,N-Dimethyldodecylamin (DDA) erfolgen (siehe
Abbildung 22). Um die Konzentration an DDA in der Reaktionslésung moglichst niedrig

zu halten und um unerwiinschte Doppelsubstitution zu vermeiden, wurde das DDA
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langsam zu einer DBX-Chloroform-Suspension getropft. Das DDA-X wurde im Anschluss

durch mehrere Kristallisationsschritte gereinigt.

DDA

+ /\/\/\/\/\/\
f CHC|3, 40 C, 4 h Il‘l

Abbildung 22: Synthese von DDA-X nach Fik et. al..'****®

Zur anschlieBend Polymerisation von MeOx wurde DDA-X als Initiator eingesetzt. Die
Polymersynthese wurde in einem geschlossenen DruckgefaR bei 110 °C durchgefiihrt.
Nach Ablauf der Polymerisationsreaktion wurde das lebende kationische Polymerende

mit einem zehnfachen molaren Uberschuss EDA terminiert (Abbildung 23).

|
' PPl o
\@/\M (1) 2-Methyl-2-oxazolin  \ /| Y~
10 | CHCl3, 110°C,4h N N~ NH2
30H

(1) 1,2-Ethylenediamin
Br CHCI3, 50 °C, 72 h

DDA-X DDA-X-PMeOX3o-EDA

Abbildung 23: Synthese von DDA-X initiiertem und EDA terminiertem PMeOx nach FIK et.
al..">%, Das Polymer wurde DDA-X-PMeOx-EDA genannt.

Das 1H—NMR—Spektrum (Abbildung 24) zeigt die Ulblichen PMeOx Riickgratsignale bei
1.99 ppm (10) und 3.35 ppm (11, 12) sowie die erwartete EDA Endgruppe bei 2.56 ppm
(13, 14). Fur die DDA-X Initiatorgruppe sind gleich mehrere Signale zu erkennen. Zum
einen ist die Methylgruppe der Alkylkette eindeutig bei 0.86 ppm (1) zu sehen.
Desweiteren zeigt die Alkylkette ein Signal bei 1.26 ppm. Dieses Multiplett umfasst 18
Protonen (2) und ein Signal bei 1.78 ppm mit 2 Protonen. (3). Die Methylgruppen des
guartdaren Ammoniums zeigen ein Singulett bei 2.96 ppm (5) und die Methylengruppen
in a-Position zum Aromaten ein Multiplett bei 4.53 ppm (6, 9). Die aromatischen
Protonen (7, 8) sind bei 7.51 ppm zu sehen, wobei die Signale der einzelnen Protonen

stark tGberlagern.
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Abbildung 24: 'H-NMR-Spektrum von DDA-X-PMeOx-EDA aufgenommen in DMSO (2.50 ppm).

Neben den DDA-PMeOx-EDA wurden weitere DDA-X initiierte Poly(2-oxazoline) mit den
Monomeren EtOx und iPrOx hergestellt. Zudem wurde ein DDA-PMeOx-EDA mit zehn
Wiederholungseinheiten synthetisiert. Eine Zusammenfassung der DDA-X initiierten

Polymere ist in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2: Uberblick iiber die DDA-X initiierten Poly(oxazoline).

Polymer DPs., DPywir Mn [g-mol™] F
DDA-X-PMeOx;y-EDA 30 39 3800 >99%
DDA-X-PMeOx1o-EDA 10 13 1600 >99%
DDA-X-PEtOx3,-EDA 30 45 4900 >99%
DDA-X-PiPrOxso-EDA 30 19 2560 92%

Fir DDA-X-initiierte Poly(oxazoline) konnten keine erfolgreichen GPC-Messungen durchgefiihrt werden. * Der
Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerriickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.
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Dariber hinaus wurde auch DBX selbst als Initiator fiir die Polymerisation von PMeOx
verwendet, wobei es sich um einen bifunktionellen Initiator handelt. Dies bedeutet, dass
der Initiator zwei Polymerketten gleichzeitig startet, wodurch zwei EDA Endgruppen
eingebaut werden kénnen. Die Polymerisation wurde nach KRumM ET AL. **° in CHCl; bei
100 °C fur 4h durchgefiihrt. Die lebenden Polymerkettenenden wurden nach der
Polymerisation mit einem 20-fachen molaren Uberschuss an EDA terminiert. Nach 72 h
bei 45 °C wurde das Polymer EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA in Diethylether gefallt.
AnschlieBend wurde das Uberschissige EDA mittels Dialyse abgetrennt. Durch das
Monomer Initiator Verhaltnis wurde eine Kettenlange von 30 Wiederholungseinheiten
eingestellt. Abbildung 25 zeigt die Reaktionsgleichung der Polymerisation mit DBX als

Initiator.

(I) 2-Metyl-2-oxazolin

H
CHCls, 4 h, 100 °C N o)
Br/\©ys - - TNy Y
r 15
(Il) EDA )%O N\/\}”/\/NHZ
15

CHCI3, 72 h, 45 °C

DBX EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA

Abbildung 25: Polymerisation von EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA mit DBX als Initiator in CHCI;

bei 110 °C. Nach 4 h Reaktionszeit wurde EDA zu Terminierung zugegeben. Die Synthese ist

eine angepasste Variante von KRumm et al. ***

Die Analyse des hergestellten EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA erfolgte wieder mittels 'H-
NMR Spektroskopie, das entsprechende Spektrum ist in Abbildung 26 gezeigt. Neben
den PMeOx Signalen (3-5) sind die beiden EDA Endgruppen zu erkennen (6, 7). Zudem
weist die DBX Gruppe zwei Signale auf. Zum einen sind die aromatischen Protonen bei
7.16 ppm (1), die leicht vom CHCI; Signal lberlagert werden, zu sehen. Zum anderen
sind die Protonen der Methylengruppen des DBX (2) zu erkennen. Dieses Signal wurde
auch zu Referenzierung der anderen Signale verwendet. Dadurch konnte ein
Polymerisationsgrad von 31 Wiederholungseinheiten ermittelt werden. Ein Vergleich der
Integrale des EDA Signals (6, 7) und der Methylengruppen des DBX (2) liefert einen

Funktionalitdtsgrad grofer als 99%.
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Abbildung 26: ‘H-NMR-Spektrum von EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA aufgenommen in CDCl,
(7.27 ppm).

3.1.2. Endgruppenfunktionalisierung von amphiphilen Poly(oxazolinen)

mit Ethylendiamin

Die in den Kapiteln zuvor besprochenen Polymere sind alle hydrophil und somit
wasserldslich. Durch den lebenden Charakter der Oxazolin-Polymerisation kdnnen
definierte Diblockcopolymere synthetisiert werden. Dabei koénnen durch die
Kombination eines hydrophilen und eines hydrophoben Monomeres amphiphile
Strukturen hergestellt werden, die in Wasser Aggregate wie Mizellen bilden kénnen. Als
hydrophiles Monomer wurde das bereits verwendete 2-Methyl-2-oxazolin (MeOx) und
als hydrophobes Monomer 2-Heptyl-2-oxazolin (HepOx) verwendet. HepOx wurde wie
PiPrOx und PcPrOx nach einer modifizierten Variante von SCHUBERT et. al. *** hergestellt.
Octannitril wurde mit Ethanolamin umgesetzt, wobei Zinkacetat Dihydrat oder

Cadmiumacetat Dihydrat als Katalysator eingesetzt wurden. Die Reaktion erfolgte bei
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130 °C mit einer Reaktionszeit von 25 h in der Mikrowelle oder 72 h im Olbad. Eine
fraktionierte Destillation lieferte das gewilinschte HepOx mit 73% Ausbeute und einer
Reinheit von 98%. AnschlieBend wurde HepOx Uber CaH, erneut destilliert. Ein
Syntheseschema von HepOx ist in Abbildung 27 dargestellt. (*H-NMR-Spektrum von

HepOx ist im Anhang gezeigt)

N:—_‘C7H15

Cd(OAc), 0=
130 °C, 72 h K/N

HO
\/\NH2
Abbildung 27: Synthese von HepOx aus Ethanolamin und Octannitril.

Die Polymerisation des Diblockcopolymers erfolgte mit MeTos als Initiator. Hierbei
erfolgte zunachst die Polymerisation des MeOx-Blockes in CHCl; bei 90 °C. Die
Reaktionszeit betrug 45 min. Nach Ablauf der Polymerisation der MeOx Monomere
wurde HepOx zugegeben um den zweiten Block herzustellen. Die Polymerisation des
HepOx-Blockes verlief bei 130 °C mit Reaktionszeiten zwischen 1-4 h. AnschlieBend

wurde die Polymerisation des Diblockcopolymers mit der Zugabe von EDA beendet.

0]
Q MeOx Y HepOx
0 IN A
N 0O
n-1

Me

4
& ome  CHCla, 90 °C, 45 min CHCls, 90 °C, 1-4 h

MeTos Me-PMeOx

@) O
T\l/ N EDA T\l/ N ©
N \/\NH2 N +\(
Ly M - nh, M1 CrHig
C/Hqs o) CHCI3,45°C, 72 h C/Hqs e)
Me-PMeOx-PHepOx-EDA Me-PMeOx-PHepOx

Abbildung 28: Synthese des Diblockcopolymers Me-PMeOx-PHepOx-EDA.
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Die Diblockcopolymere wurden mittels *H-NMR-Spektroskopie charakterisiert. In

Abbildung 29 ist das 1H—NMR—Spektrum von Me-PMeOx;s-PHepOx3-EDA als Beispiel
gezeigt. Das 1H-NMR—Spektrum zeigt wieder die Methylstartergruppe (1) bei 3.04 ppm
und die EDA Endgruppe (14, 15) bei 2.79 ppm. Die Methylgruppe des PMeOx (2) weist
ein Signal bei 2.14 ppm und die Methylgruppe des PHepOx (11) ein Signal bei 0.87 ppm
auf. Die Methylengruppen des HepOx-Blockes zeigen ein Signal bei 1.29 ppm (7-10) und
zwei weitere bei 1.59 (6) und 2.33 (5) ppm. Die Methylengruppen des
Polymerriickgrates in a-Position zur Amideinheit (3, 4, 12, 13) des PMeOx sowie des
PHepOx besitzen ein gemeinsames Multiplett bei 3.44 ppm. Die Analyse des 'H-NMR-
Spektrums ergibt einen Polymerisationsgrad von 31 Wiederholungseinheiten. Zudem
konnte durch die Betrachtung der Signale 11, 5 und dem Initiatorsignal (1) das PMeOx zu
PHepOx-Verhaltnis bestimmt werden. Das hier gezeigte Diblockcopolymer weist einen
PMeOx-Block mit 15 Wiederholungseinheiten und einen PHepOx-Block mit 12
Wiederholungseinheiten auf. Der Funktionalitatsgrad beziiglich der EDA-Terminierung

betragt 83%. Die Auswertung der anderen Diblockcopolymere verlief analog.

0. 2 1|.29
(1 a4y 12 H 15
I,N,g,f\ /‘HJ#NH,JHM
LR N \ 0.87
o”’L 3.45 7.8.9, 10 |
67
7.27 z;L\|9 3,4,12,13
J 10 ~ ‘
n 2.11
| |
s 2324 1-59_ 11
' 3. Uf 80 }‘ |

."l |14 T 'ﬁlh ||
_x LLJ{"IL[LU’LL/ | lU L
103?3056253467233954361
e

-

7(] 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2!] 15 1!]
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 29: 1H-NMR-Spektrum von Diblockcopolymer Me-PMeOx,s-PHepOx,3-EDA in CDCl;
(7.27 ppm).
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Ein Uberblick iiber die hergestellten Diblockcopolymere ist in Tabelle 3 gegeben.

Tabelle 3: Uberblick iiber die hergestellten PMeOx-PHepOx Diblockcopolymere.

Polymer DPs., DPuwwir* M, nur M, epc PDI F
[g'mol™] [g'mol™]

Me-PMeOx,s-PHepOxs-EDA 25/5 28/5 3300 3300 1.12 66%
Me-PMeOx1s-PHepOx,-EDA 20/5 19/4 2400 3300 1.16  >99%
Me-PMeOx,s-PHepOx,-EDA  20/10 19/9 3100 3900 1.16  >99%
Me-PMeOxys-PHepOx.,-EDA  15/15 15/12 3800 3800 1.16  >99%
Me-PMeOxs-PHepOx.,-EDA  10/20 6/12 2600 4000 1.15  >99%
Me-PMeOx,-PHepOx;s-EDA 5/20 4/18 3500 3800 1.12 83%
Me-PMeOxs-PHepOx,¢-EDA 5/25 5/26 4800 4200 1.19  >99%
Me-PHePOX,;-EDA 30 23 4000 2800 1.16  88%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden

Polymerriickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitatsgrad wurde mittels "H-NMR-

Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

3.1.3. Endgruppenfunktionalisierung von Poly(oxazolinen) mit Aminen

Neben der Synthese von Ethylendiamin terminierten PMeOx sollten weitere

Polymerendgruppen fir die Synthese von PAKs untersucht werden. Daher wurden

zusatzlich 1,4-Butylendiamin (BDA), 1,6-Hexylendiamin (HDA), 1,12-Dodecylendiamin

(DODA), N,N-Bis(2-Aminoethyl)ethylendiamin (TREN), Triethylentetramin (TET) und

Tetraethylenpentamin (TEP) zur Terminierung des lebenden Polymerendes verwendet.

Zudem wurde eine NH, Polymerendgruppe mittels polymeranaloger Umsetzung

eingebaut. Ein Uberblick tiber die verwendeten Endgruppen ist in Abbildung 30 gegeben.
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Abbildung 30: Uberblick iiber die verwendeten Endgruppen, 1,4-Butylendiamin (BDA), 1,6-
Hexylendiamin (HDA), 1,12-Dodecylenamin (DODA), N,N-Bis(2-Aminoethyl)ethylendiamin
(TREN), Triethylentetramin (TET) und Tetraethylenpentamin (TEP). AuBerdem wurde eine NH,-

Polymerendgruppe eingebaut.

Der Einbau einer BDA, HDA, DODA, TREN, TET und TEP Endgruppe konnte lber eine
Terminierung der lebenden kationischen Polymerendes erfolgen. Dabei konnten die
gleichen Terminierungsbedingungen wie mit EDA verwendet werden: 72 h bei 45°C mit
einem 10-fachen molaren Uberschuss an Terminierungsreagenz. Die 1H—NMR—Spektren
der terminierten Polymere befinden sich im Anhang. Die Auswertung der Spektren
verlief analog zu den EDA terminierten PMeOx aus Kapitel 3.1.1.1. Die Synthese der NH,
Endgruppe wurde nach KAMPMANN et al. 146 durchgefiihrt. Dabei wurde das lebende
Polymerende zunachst mit Natriumazid terminiert. Durch eine anschlieRende STAUDINGER
Reaktion mit PPh; konnte die gewiinschte Aminendgruppe erhalten werden (Abbildung
31). Die Charakterisierung der Me-PMeOx-N3 und Me-PMeOx-NH, Polymere erfolgte mit
'H-NMR-Spektroskopie.

46



Ergebnisse und Diskussion

o
0
I) PPh3, CH,Cl,, ®)
JjNi/\p ;( NaN; J(\\‘Ni/\l RT, 24 h \\‘/
Me N0 ~ Me N3 >~ Me{'N\/\}NHZ
n-1L_/~ CHCls, 50 °C, 12 h n )0, RT, 24h .

Me-PMeOx Me-PMeOx-N, Me-PMeOx-NH,

Abbildung 31: Synthese von Me-PMeOx-NH, nach KAMPMANN et. al.. **°

Der Nachweis der N3 und NH, Endgruppe wurde mit Hilfe der IR-Spektroskopie
durchgefiihrt. Die IR-Spektren sind in Abbildung 32 gezeigt. Die typische Azid-Bande ist
bei 2100-2270 cm‘(asymmetrische Valenzschwingung) zu sehen. Diese Bande ist nach

der Reduktion mit PPh3 nicht mehr zu identifizieren. Dies weist auf eine erfolgreiche

Umsetzung hin. **°

| Me-PMeOx-N,
—|Me-PMeOx-NH,

Extinktion

,—Azid»Bande
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 32: IR-Spektren der Me-PMeOx-N; und Me-PMeOx-NH,. Markiert ist die Azid-Bande

bei 2100-2270 cm™. 1%

Ein Uberblick Giber die hergestellten Polymere mit verschiedenen Aminendgruppen soll

die nachfolgende Tabelle geben.
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Tabelle 4: Uberblick liber die Polymere mit einer BDA, HDA, DODA, TET, TEP oder TREN

Endgruppe. Die Analyse erfolgte mittels GPC und ‘H-NMR-Spektroskopie.

Polymer DPsee  DPym M, nwr M, opc PDI F
R* [g'mol™] [g:mol™]
Me-PMeOx,-BDA 30 29 2600 3300 1.11 93%
Me-PMeOx,5-HDA 30 39 3400 4300 1.10  99%
Me-PMeOxs,-DODA 30 38 3400 3200 1.13 98%
Me-PMeOx,,-TREN 30 33 3000 3400 1.11 91%
Me-PMeOx,;-TET 30 34 3000 3700 1.09 99%
Me-PMeOxs3-TEP 30 29 2600 3700 1.09 99%
Me-PMOXx,,-NH, 30 24 2100 2800 1.09 /T

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des
Initiatorsignals. *** Endgruppensignale konnten nicht im 1H—NMR—Spektrum identifiziert werden, daher wurde

der Funktionalitatsgrad nach der CIP-Konjugation bestimmt.

3.1.4. Seitenkettenfunktionalisierung mit EDA

Dieses Teilkapitel soll eine Synthese vorstellen, die es ermdoglicht EDA nicht nur als
Endgruppe sondern auch als Seitenkettengruppe einzubauen. Dies ermoglicht die
spateren Einfihrung von CIP als Seitenkettenmodifikation Zu diesem Zweck wurde ein

modifiziertes mehrstufiges Verfahren von MEEs et. al. 147

verwendet (Abbildung 33).
Dazu wurde zundchst PEtOx mikrowellengestiitzt hergestellt und mit EDA terminiert
(Vergleich Kapitel 3.1.1). AnschlieRend folgte eine partielle Hydrolyse der Seitenkette zu
Poly(ethylenimin) (PEI). Die Hydrolyse wurde mittels konzentrierter Salzsdure bei 73 °C
fir 4h durchgefihrt. Die Analyse mittels ‘H-NMR-Spektroskopie zeigt einen
Hydrolysegrad von etwa 25%. Im darauffolgenden Schritt wurden die PEI-Einheiten mit
Methylsuccinylchlorid umgesetzt, wodurch eine neue Poly(2-oxazolin)-Einheit entsteht,
die eine reaktive Estergruppe besitzt. Die neue Poly(2-oxazolin)-Einheit soll im weiteren
Verlauf als PMestOx bezeichnet werden. Die Substitution des Succinylmethylester an das

freie Amin der PEI-Einheit erfolgte unter der Zugabe von Triethylamin. Nach einer

Fallung in Diethylether und anschlieRender Dialyse konnte das Copolymer Me-PEtOx-
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PMestOx-EDA erhalten werden. Zum Abschluss der Synthesesequenz wurde das
Copolymer einer Amidierungsreaktion unterzogen. Hierzu wurde Me-PEtOx-PMestOx-
EDA in EDA bei 70 °C geruhrt. Der Methylester wurde unter diesen Bedingungen
gespalten und eine Amidbindung mit EDA geknipft (siehe Abbildung 33). Die neue
Poly(2-oxazolin)-Einheit wird als PsucEDAOx bezeichnet. Die einzelnen Reaktionsschritte
zum Me-PEtOx-PsucEDAOx-EDA wurden mit Hilfe der 1H—NMR—Spektroskopie verfolgt.
Durch die eingebauten EDA Gruppen besitzt das Me-PEtOx-PsucEDAOx-EDA nun zehn
primare Amingruppen die eine potenzielle Bindungsstelle fiir weitere Modifikationen
bieten. Die 'H-NMR-Spektren des Endproduktes und der Zwischenstufen sind im Anhang
dargestellt. Die Signale in den Spektren konnte den jeweiligen Protonen der
entsprechenden Struktur zugeordnet werden. Die Zuordnung erfolgte nach MEEs et. al.
™7 und daher soll an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen werden. Die

vierstufige Synthese von Me-PEtOx-PsucEDAOx-EDA konnte mit einer Gesamtausbeute

von 54% durchgefiihrt werden.

Methylsuccinylchlorid

H H
HCI, N NH
\[\N/\’]/N\/\NH \[\N/\H \/1\N/\/ 2
H,0, 73°C, 4 h 30 EtsN, CHCl,
O o 0°C zu RT, 24 h

Me-PEtOx-EDA Me-PEtOx-PEI-EDA

PN A NH PN N,
0 o 3 10
Sy, 70°C.24h o @

(0] ') (@)

~

Me-PEtOx-PsucEDAOXx-EDA Me-PEtOx-PMestOx-EDA

Methylsuccinylchlorid

Abbildung 33: Syntheseroute nach Mees et al. ¥’ zu Me-PEtOx-PsucEDAOXx iiber mehrere
Stufen, diese beinhalten eine partielle Hydrolyse, eine Substitutionsreaktion mit

Methylsuccinylchlorid sowie eine Amidierung.
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3.1.5. Synthese von amphiphilen Triblockcopolymeren

Die bisher betrachteten Polymere sollten fir die Herstellung von PAKs dienen. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war die Synthese von antimikrobiellen Polymernetzwerken.
Daher soll in diesem Kapitel die Synthese von Homo- und Triblockcopolymeren mit
geeigneter Endgruppe zur Vernetzung vorgestellt werden. Es wurden
Triblockcopolymere aus PHepOx und PMeOx sowie PHepOx und PMeOx-Homopolymere
mit vernetzbarer Endgruppe hergestellt. HepOx wurde mit trans-1,4-Dibrom-2-buten
(DBB) als Initiator umgesetzt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von MeOx. Zum Schluss
wurde das lebende kationische Polymerende mit N-[3-(Dimethylamino)-propyl]-
methacrylamide (AMA) terminiert (vergleiche Abbildung 34). Die Synthese der ABA-
Triblockcopolymere beruht auf einer von KRumMm et al. 148 149 publizierten Methode zur
Herstellung von amphiphiler Conetzwerke. Allerdings besitzen die in dieser Arbeit
hergestellten Triblockcopolymere eine AMA- statt einer TREN-Endgruppe. Diese

Endgruppe konnte schon von DecH et al. 150 148, 151

erfolgreich als Poly(2-oxazolin)-
Endgruppe etabliert werden und soll eine einfache Vernetzung mittels radikalischer

Polymerisation ermoglichen.

C7Hqs
A CrHis. O
O N O/ T CrHis
B = S 1 W AN L N &
Br = ~ T+ ~ N ) % » v 1 r.:l/ o)
CHCl3, 1-6 h, 130 °C  C7H1s An- -1y
0" CiHis
. y
oc,;._[, CrHis._O . o N
Lo+~ N b _~_ LN [ ~_]N= O —
R T e L e L
J m1 __hn n L m1 CHCI3 1-4 h, 100 °C
07 CyH4s (o]
| H { Q. C7H5._0
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O R . - \N_/“\_ _ ;Ni ~— }\" e N‘] Ny i ~ IN( \_\_‘/‘_ | - _\[’_’_, .
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AMA-PMOx-b-PHepOx-b-PMOx-AMA

Abbildung 34: Synthese von AMA-PMeOx-b-PHepOx-b-PMeOx-AMA (MHM). **
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Ein *H-NMR-Spektrum eines AMA terminierten Triblockcopolymers ist in Abbildung 35
gezeigt. Als Referenz zu Bestimmung des Polymerisationsgrads, der GroRe der einzelnen
Blocke sowie des Funktionalitatsgrads koénnen die Doppelbindungsprotonen bei
5.47 ppm herangezogen werden. Die Signale 4, 5 und 6 gehdren zur Seitengruppe des
PHepOx und liefern somit die Lange dieses Blockes. Diese betragt 26
Wiederholungseinheiten. Unter Berlicksichtigung des Signals bei 3.44 ppm sowie des
Signals der PMeOx Seitengruppe bei 2.10 ppm (11) kann die Lange des PMeOx-Blockes
(22 Wiederholungseinheiten) sowie die Gesamtlange (48 Wiederholungseinheiten)
bestimmt werden. Die meisten Signale der AMA-Endgruppen sind durch die Signale des
Polymers Uberlagert, allerdings konnen die Doppelbindungsprotonen (17, 18) bei 5.36
und 5.82 ppm eindeutig identifiziert werden. Mit Hilfe dieser Signale und der Signale der
Doppelbindungsprotonen kann ein Funktionalitatsgrad bestimmt werden. Der

Funktionalitatsgrad beziglich der AMA-Terminierung betragt 93%.
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Abbildung 35: 1H-Spektrum von AMA-PMeOx;o-b-PHepOx,s-b-PMeOx,;,-AMA (MHM1)in CDCl;
(7.27 ppm). **¥°
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Messungen der Triblockcopolymere mittels Gelpermeationschromatographie (GPC)
bestitigen die Ergebnisse der ‘H-NMR-Spektroskopie. Eine Zusammenfassung der
analytischen Daten der einzelnen AMA-PMeOx-b-PHepOx-b-PMeOx-AMA
Triblockcopolymere aus der H-NMR-Spektroskopie und der GPC sind in Tabelle 5

gezeigt.

Tabelle 5: Charakterisierung der AMA-PMeOx-b-PHepOx-b-PMeOx-AMA Triblockcopolymere

mittels *H-NMR und Gelpermeationschromatographie (GPC). **°

3

Proben- ..  PHepoxywr M, PDI grens
Polymer . | DPuwr s w F
name [vol.%)] [g'mol™]
PMeOxy,-b-PHepOx,¢-b- MHM1
11/26/11 32 3400 1.45 0.92
PMeOx1,
PMeOxy5-b-PHepOx,;-b- MHM2
15/21/15 50 2500 1.63 0.95
PMeOx5
PMeOX2o‘b'PHepoX13'b‘ MHM3
20/13/20 62 2168 1.34 0.95
PMeOX2o
PMerlo-b-PHepOX24-b- MHM4
10/23/10 70 3200 1.63 0.75
PMerlo
PI\/Ierlo-b-PHepOX46-b- MHM5
10/46/10 82 1900 1.92 0.99
PMerlo
PHepOx- H 83 100 3700 1.56 0.61
PMeOx M 65 0 4000 1.67 0.99

* Der Name setzt sich aus den PMeOx (M) und den PHepOx (H) Block zusammen. ** Der Polymerisationsgrad wurde
mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden Polymerriickgratsignale mit den
Initiatorsignalen bestimmt. *** Das Zahlenmittel der Molaren Masse sowie der Polydispersitdtsindex wurden mittels
GPC bestimmt. **** Funktionalitatsgrad wurde mittels '"H NMR Spektroskopie bestimmt durch den Vergleich des

Integrals der Endgruppen Signale mit dem Integral des Initiator Signals
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3.2. Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate

Fir die Konjugation von Ciprofloxacin (CIP) mit Poly(2-oxazolin) (POx) wurden zwei
Strategien verfolgt. Zum einen wurden Polymere mittels Direktterminierung mit CIP
funktionalisiert und zum anderen durch eine polymeranaloge Reaktion. Die Ergebnisse

139

ieser Versuche wurden in Zusammenarbeit mi , un -
d \Y; h d Z beit mit Jie WANG 3, Yousser WoLr **° und THAN

DUONG NGUYEN ** sowie ALINA ROMANOVSKA °2 erhalten.

3.2.1 Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate mittels Direktterminierung

Ansatzpunkt dieser Untersuchungsreihe war die Masterarbeit von SIMON HARMUTH. 138

Diese behandelt die Direktterminierung von PMeOx mit CIP. Dabei konnten
verschiedene Methoden erarbeitet werden, die eine selektive Verkniipfung Uber die
Piperazin- oder die Carboxlyat-Gruppen des Ciprofloxacins ermoglichen (siehe
Kapitel 1.4). Abbildung 36 zeigt nochmal die beiden verschiedenen Konjugate. Jedoch
zeigten die hergestellten CIP-Konjugate unabhangig von der Antibiotikabindungsstelle

keine antimikrobielle Aktivitat. 13!

Re
Me N/\ Y

N N
- |
. OH
o)
Me-PMOXx-O-CIP Me-PMOX-N-CIP

Abbildung 36: Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate von HARMUTH. Links wurde das Antibiotikum

tiber die Carboxylatgruppe und rechts iiber die Piperazingruppe gebunden.138

Ausgehend von dieser Arbeit sollte nun eine zusatzliche DDA-X Gruppe in das CIP-
Konjugat eingefiihrt werden. Das DDA-X sollte durch Wechselwirkung mit der

Bakterienmembran die Diffusion des PAKs in die Bakterienzelle kooperativ beeinflussen
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und dadurch zu einer hoheren antimikrobiellen Aktivitat fihren. Die Antibiotika-
Konjugation sollte wie zuvor durch Direktterminierung des lebenden kationischen
Polymerkettenendes mit Ciprofloxacin erfolgen. MeOx wurde unter Verwendung des
Initiators DDA-X polymerisiert. Die Polymersynthese wurde in einem geschlossenen
Druckgefal bei 110 °C durchgefihrt (Vergleich 3.1.1.2). Nach Ablauf der
Polymerisationsreaktion wurde das lebende kationische Polymerkettenende mit einem
10 fachen Uberschuss CIP terminiert (siehe Abbildung 37). Uberschiissiges CIP wurde
durch mehrfache Dialyse (1000 Molecular Weight Cut Off, MWCO) entfernt.

| o!
o Y Y
l) DDA-X 10 NV\}N/\\
o N CHCl3, 110 °C, 4h N
\/

OH
Il) CIP
CHCl,, 70°C, 72 h DDA-X-PMeOx-N-CIP F 3
| o)
R Y9 0
10 | N .
; LI
30
N
DDA-X-PMeOx-O-CIP A L_NH

Abbildung 37: Synthese von DDA-X-PMeOx-CIP Konjugaten.

Die Charakterisierung der Konjugate erfolgte mittels 1H—NMR—Spektroskopie (siehe
Abbildung 38). Im entsprechenden Spektrum sind alle Signale fiir das PMeOx (8-10)
sowie die Signale fir den DDA-X Initiator (1-7) eindeutig zu erkennen. Zudem sind die
Signale der aromatischen Protonen des Ciprofloxacins (16 und 17) zu sehen. Mit Hilfe
dieser beiden Signale kann der Funktionalitatsgrad auf 40% bestimmt werden. Das
bedeutet, dass lediglich 40% der Polymere eine CIP Endgruppe besitzen. Der
Polymerisationsgrad betrdgt 62 Wiederholungseinheiten und weicht somit deutlich von
den angesetzten 30 Wiederholungseinheiten ab. Jedoch koénnte dies durch die
mehrfache Dialyse erkldren werden. Durch diese werden niedermolekulare

Komponenten abgetrennt, jedoch kdnnen auch kurzkettige Polymere die Membran

54



Ergebnisse und Diskussion

passieren. Dadurch kann das zahlenmittlere Molekulargewicht zu héheren Molmassen

und somit auch zu einem hdheren Polymerisationsgrad verschoben werden.
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Abbildung 38: 'H-NMR-Spektrum der Konjugate DDA-X-PMeOx-O-CIP und DDA-X-PMeOx-N-
CIP in CDCl; (7.27 ppm).

Die antimikrobielle Aktivitdit des hegestellten CIP-PMeOx-Konjugats wurde mittels
minimal inhibierenden Konzentrationstest (MIC) charakterisiert. Der sogenannte MIC-
Wert beschreibt die Konzentration, bei der 99% aller Bakterien am Wachstum gehemmt
werden. Die Konzentration wurde bestimmt, indem eine bekannte Menge der Probe in
Nahrmedium gel6ést wurde. AnschlieBend wurde damit eine Verdiinnungsreihe
durchgefiihrt. Danach wurde jede Verdinnungsstufe mit einer Bakteriensuspension die

10’ Zellen-mL™ enthlt angeimpft (vergleiche Abbildung 39).
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Abbildung 39: Schematische Darstellung der Bestimmung der minimalen inhibierenden

Konzentration (MIC). Modifiziert nach KRumm. ***

Die Anzahl an Verdliinnungsstufen variierte je nach Aktivitdt der Probe. Neben den
einzelnen Verdlinnungsstufen wurde eine positive Probe (nur Ndahrmedium und
Bakterienlosung) und negative Probe (nur Ndhrmedium) angefertigt. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h bleiben nur die Verdinnungsstufen klar, bei denen die
Bakterien erfolgreich am Wachstum gehindert wurden. Dabei entsprach die letzte
unbewachsene Verdiinnungsstufe der minimalen inhibierenden Konzentration. Somit ist
eine Probe umso aktiver desto kleiner der MIC-Wert ist. Fir antimikrobielle Polymere

| 154

wurde von FORTUNIAK et. a ein Bewertungsmalistab vorgeschlagen; dieser ist in

Tabelle 6 dargestellt. Nach diesem Bewertungsmalistab besitzen Polymere mit einem
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MIC-Wert unter 160 pg-mL" eine gute antimikrobielle Aktivitit. Bei einem MIC-Wert von
groRer als 600 pg-mL ™ kann von einer schwachen antibakteriellen Aktivitat gesprochen

werden.

Tabelle 6: Bewertungsmafistab nach FORTUNIAK et. al.. 154

MIC-Wert des Polymers [pg-ml™] Antibakterielle Aktivitat
<10 Exzellent
10-50 Sehr Gut
50-160 Gut
160-600 Moderat
600-2000 Schwach
>2000 Sehr Schwach

Das DDA-X-PMeOx-CIP zeigt in den durchgefiihrten MIC Tests eine Aktivitdit von
52 +17 ug-mL'1 gegen den pathogenen Keim Staphylococcus aureus (S. aureus). Somit
weist dieses DDA-X initiierte Konjugat im Gegensatz zu den Konjugaten von HARMUTH 138
eine antimikrobielle Aktivitat auf. Nach dem BewertungsmaRstab von FORTUNIAK et. al. *>*
besitzt es sogar eine gute bis sehr gute Aktivitdt gegen S. aureus. Allerdings zeigt der
Vergleich mit niedermolekularem CIP (0.42 + 0.02 ug-mL'l), dass das DDA-X-PMeOx-CIP
einen deutlich héheren MIC-Wert besitzt. Ebenso weisen andere antimikrobielle DDA-X
initiierte Polymere 3hnliche, wenn nicht sogar bessere biozide Aktivitaten auf. '*® Unter

138 kann davon

Berlicksichtigung der Ergebnisse aus HARMUTHS Masterarbeit
ausgegangen werden, dass die Aktivitdt des Konjugats durch die DDA-X-Gruppe
resultiert. Dabei scheint die CIP-Endgruppe keinen Einfluss auf die biologische Aktivitat
zu haben. Das hier hergestellte DDA-X-PMeOx-CIP zeigt, dass die Direktterminierung
keine geeignete Methode zur Synthese von antimikrobiell aktiven Polymer-CIP-
Konjugaten ist. Dies stimmt auch mit der Arbeit von HARMUTH Uberein. Die direkte

Bindung des Fluorchinolons zum PMeOx kdnnte zu einer geringeren Affinitat zum Enzym

Gyrase bzw. Topoisomerase IV fiihren. Die direkte Bindung des Antibiotikums zum
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Polymer konnte auch zu einer starken Verringerung der Diffusionsfahigkeit durch die

Zellmembran fuhren.

3.2.2. Synthese von Ciprofloxacin-,Spacern”

Als Alternative zur Direktterminierung wurde eine Strategie entwickelt, die es erlaubt
einen Abstandshalter, einen sogenannten ,Spacer”, zwischen Polymer und CIP
einzubauen. Dabei sollte der ,Spacer” durch eine Modifikation des niedermolekularen
CIP eingefiihrt werden. AnschlieRend sollte das neu hergestellte CIP-Derivat durch eine

polymeranaloge Reaktion mit dem Polymer konjungiert werden.

/\
A vNH

CIP

Abbildung 40: Struktur des Ciprofloxacins, dabei ist die Carboxylgruppe in Rot und die

Piperazingruppe in Griin hervorgehoben.

Fir die Modifikation des CIP kommen wie bei der Direktterminierungsmethode
prinzipiell nur zwei funktionelle Gruppen in Frage: die Carboxylgruppe und die
Piperazingruppe (siehe Abbildung 40). Struktur-Wirk-Beziehungsstudien zeigen
allerdings, 273 dass eine Veranderung der Carboxylgruppe zu einem Verlust der
Bindungsaffinitat zur Zielstruktur fihrt, wodurch das Antibiotikum massiv an Aktivitat
verliert, wohingegen eine Derivatisierung der Piperazingruppe nicht zwangslaufig zu
inaktiven CIP-Derivaten fuhrt. Basierend auf diesen Ergebnissen sollten die folgenden

Modifikationen ausschlieBlich am Piperazinring des Ciprofloxacins vorgenommen

58



Ergebnisse und Diskussion

werden. Eine Ubersicht tiber die hergestellten CIP-Derivaten ist in der Abbildung 41

gegeben.

e dl AL
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der verschiedenen synthetisierten CIP-Derivate.

Fiir die Synthese des xCIP-,Spacers” wurde eine modifizierte Vorschrift von KEeRNs et.
al. >> 16 gewadhlt. Dabei wurde CIP mit a,a-Dichlor-p-xylol  und
Natriumhydrogencarbonat umgesetzt (Vergleich Abbildung 42). Dabei erfolgte ein
nucleophiler Angriff der Piperazingruppe des CIP’s an eines der beiden elektrophilen
Kohlenstoffatome des a, a-Dichlor-p-xylols. Natriumhydrogencarbonat diente sowohl als

Base und auch als als Chloridionenfanger.
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Abbildung 42: Synthese von xCIP-Spacer nach KERNS et. a

Durch diese Reaktion wurde ein elektrophiles Zentrum in das entstehende CIP-Derivat
eingebaut, welches eine spatere Konjugatbildung durch eine polymeranaloge Reaktion
ermoglicht. Die vorgestellte Synthese konnte mit einer Ausbeute von 49% durchgefiihrt
werden. Die Strukturaufklarung des xCIPs erfolgte mittels 1H—NMR—Spekroskopie
(Abbildung 43). Neben den typischen CIP Signalen (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) sind auch Signale
(10 und 11) im Bereich von aromatischen Protonen zwischen 7.24-7.27 ppm sowie
Signale der zwei Methylengruppen (9 und 12) bei 3.51 und 4.51 ppm der neu
eingebauten funktionellen Gruppe eindeutig zu erkennen. Dabei weist das Signal bei
3.51 ppm auf eine erfolgreiche Substitution des a,a-Dichlor-p-xylol durch die

Piperazingruppe hin.
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Abbildung 43: '"H-NMR vom xCIP aufgenommen in CDCl; (7.27 ppm). ***
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An dieser Stelle ist anzumerken, dass eine Doppelsubstitution des a,a-Dichlor-p-xylols
moglich ist, allerdings nicht beobachtet werden konnte. Das Signal bei 3.51 ppm
bestatigt dies, da das Integral des Signals 2 Protonen betragt, bei einer

Doppelsubstitution ware dieses Integral gréer.

Die Synthese des eCIP- und des bCIP-Spacers erfolgte Uber die Umsetzung mit den

entsprechenden Saurechloriden in trockenem Dichlormethan. >’

Fiir die Synthese von
eCIP  wurde Chloressigsaurechlorid und fiir die Synthese von bCIP
Brombuttersaurechlorid verwendet. Zur Deprotonierung des Amins der Piperazineinheit
sowie als Fanger fur das entstehende Chloridion wurde hier Triethylamin genutzt. Die

Reaktionsgleichung zu bCIP und eCIP ist in Abbildung 44 gezeigt.
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Abbildung 44: Darstellung von bCIP und eCIP.

Die 'H-NMR-Spektroskopie Messung zeigt im Fall des eCIPs neben den iblichen CIP-
Signalen auch Signale der Chloracetylgruppe bei 4.15 ppm (6). Im Fall des *H-NMR-
Spektrums des bCIPs zeigt sich ebenfalls neben den CIP-Signalen die entsprechenden

Spacer-Signale bei 2.18, 2.62 und 3.71 ppm (6-8) (vergleiche Abbildung 45). Die
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Integration der CIP-Signale und der Signale der neu eingefiihrten Gruppen implizieren,
dass die Umsetzung erfolgreich war. Zudem zeigen die Protonen der Piperazingruppe
eine andere Verschiebung als die beim unmodifizierten CIP. Die Protonen der
Piperazingruppe des eCIPs weisen ein aufgespaltenes Signal bei 3.30-3.40 ppm und bei
3.70-3.90 ppm auf. Dabei lasst sich die Aufspaltung auf die Sesselkonformation der
Piperazingruppe zuriickfiihren. Die Carbonylgruppe kann dannach mit den axialen bzw.
dquatorialen Protonen des Piperazinrings starker bzw. schwacher wechselwirken,

wodurch eine Aufspaltung der einzelnen Protonen resultiert.
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Abbildung 45: '*H-NMR-Spektren von eCIP (oben) und bCIP (unten) aufgenommen in CDCl;
(7.27 ppm). Die entsprechende Struktur und die Zuordnung der Signale zu den jeweiligen

Protonen sind ebenfalls dargestellt.

Bei den ,Spacern” pCIP und peCIP handelt es sich im eigentlichen Sinne um
Weiterentwicklungen des eCIP-,Spacers”. Ausgehend von eCIP wurde eine Amineinheit

in Form von Propylamin in die ,Spacer”-Struktur eingebaut (siehe Abbildung 46). Diese
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Substitutionsreaktion wurde in einem Gemisch aus N,N-Dimethylformamid (DMF) und
Acetonitril (MeCN) mit Natriumhydrogencarbonat als Hilfsbase durchgefiihrt. An dieser
Stelle sollte noch erwahnt sein, dass pCIP im Vergleich zu den anderen CIP-Derivaten
und dem puren CIP (iber eine sehr gute Wasserldslichkeit verfiigt und daher mittels
Extraktion statt Saulenchromatographie gereinigt werden konnte. Das pCIP dient als
Zwischenprodukt fiir die Synthese des peCIP, wobei das pCIP selbst auch zu
Direktterminierung von POx verwendet wurde. Die Synthese des peCIP erfolgte liber
eine Umsetzung des pCIP mit Chloressigsaurechlorid. Durch die daraus resultierende

Amideinheit besitzt das peCIP eine kleine Peptoidstruktur.
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Abbildung 46: Syntheseschema von pCIP und peCIP.

Der Strukturnachweis erfolgte mittels 1H—NMR—Spektroskopie. Das Spektrum von pCIP ist
in Abbildung 47 oben gezeigt. Neben den CIP-Signalen (5-12) sind auch die Signale der
Propylkette (1, 2 und 3) des Propylamins zu erkennen. Die Verschiebung der
Methylengruppe in a-Position zur Amidgruppe (4) zu 3.52 ppm ist ein wichtiges Indiz fir
das erfolgreiche Ablaufen der Reaktion. Zuvor zeigte das Signal der Methylengruppe
noch eine Verschiebung von 4.15 ppm (siehe *H-NMR-Spektrum von eCIP, Abbildung
45). Im *H-NMR-Spektrum des peCIPs sind wie zuvor alle erwarteten Signale fiir das CIP

eindeutig zu erkennen. Darliber hinaus sind auch die Signale der Propylkette (2-4) zu
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erkennen. Allerdings kommt es durch die Umsetzung mit Acetylchlorid zu einer
Verschiebung des Signals 2 (3.45 ppm), dies Uberlagert nun mit den Signalen des
(7).
Chloracetyleinheit ein Signal bei 4.23 ppm. Direkt daneben bei 4.10 ppm ist ein weiteres

Piperazinringes Des Weiteren zeigen die Protonen der neu eingefiihrte
Singulett mit zwei Protonen unter dem Integral zu erkennen, diese Protonen gehoéren
zur Position 5. Diese erfahren durch die neu eingebaute Gruppe eine Verschiebung von

3.52 ppm zu 4.15 ppm.
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Abbildung 47: 'H-NMR-Spektrum des pCIP (oben) und peCIP (unten) aufgenommen in CDCl;
(7.27 ppm).

Um zu Uberprifen ob die antimikrobielle Aktivitat durch die verschiedenen
Modifikationen noch erhalten bleibt, wurde der MIC-Wert des CIP und der vorgestellten

CIP-Derivate ermittelt. Der MIC-Wert wurde fir eine bessere Vergleichbarkeit in den
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molaren MIC-Wert umgerechnet. Da es sich bei CIP um ein Breitbandantibiotikum

handelt, wurde nicht nur gegen Staphylococcus aureus (S. aureus) getestet, sondern

auch gegen die GRAM-negativen Keime Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa

(P. aeruginosa) und Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Die MIC-Werte sind in

Abbildung 48 als Saulendiagramme dargestellt.
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48: Molare MIC-Werte von CIP und den sogenannten CIP-Spacern gegen

Staphylococcus aureus(S. a), Escherichia coli (E. c), Pseudomonas aeruginosa (P. a) und

Klebsiella pneumoniae (K. p). MIC-Werte a) des unmodifizierten CIPs, b) des xCIP-Spacers, c)

des eCIP-Spacers, d) des bCIP-Spacers, e) des pCIP-Spacers und f) des peCIP-Spacers. Alle

Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.
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Abbildung 48 a zeigt die MIC-Werte des unveranderten CIPs. Dieses weist gegen S.
aureus einen sehr niedrigen MIC-Wert von 1.27 umol-L"" auf. Gegen die GRAM-negativen
Keime E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa zeigt CIP sogar MIC-Werte, die unter
1.00 umol-L™" liegen, wobei der Wert fiir E. coli mit 0.09 pmol-L™ sehr deutlich darunter
liegt. Das xCIP (Abbildung 48 b) zeigt flir das GRAM-positive Bakterium S. aureus eine
ahnliche Aktivitat wie das urspriingliche Antibiotikum. Aber im Gegensatz dazu weist das
xCIP gegen alle GRAM-negativen Bakterienkeime eine deutlich schwachere Aktivitat auf.
Die hoheren MIC-Werte konnen auf die modifizierte Piperazingruppe zurlickgefiihrt

werden. 3 72

Diese Gruppe ist essentiell fur eine effiziente Wirkung der Fluorchinolone
gegen Bakterien mit einer zusatzlichen Mureinhiille (siehe Abbildung 3). Daraus
resultiert fur P. aeruginosa ein 14-mal (10 pmol-L™ zu 0.70 pmol-L?) und fur K.
pneumoniae ein 20-mal (12 umoI-L'1 zu 0.60 umoI-L'l) hoherer MIC-Wert. Fir E. coli ist
eine Steigerung um das 3-fache von 0.09 umol-L™* auf 0.28 umol-L™* zu beobachten. Die
Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung des eCIP und des bCIP (Abbildung 48 c und
d) zeigen ein dhnliches Bild. Sowohl das eCIP als auch das bCIP besitzen eine sehr gute
Aktivitat gegenliber dem GRAM-positiven Bakterienstamm S .aureus. Diese befindet sich
auf demselben Niveau wie die Aktivitdt des unmodifizierten CIP und des zuvor
vorgestellte xCIP. Im Fall der GRAM-negativen Stamme (K. pneumoniage und P.
aeruginoasa) weisen eCIP und bCIP ebenso wie das xCIP zuvor deutlich hohere MIC-
Werte als das reine CIP auf. Das eCIP ist gegen K. pneumoniae 5-mal und gegen P.
aeruginosa 10-mal ineffektiver als das CIP. Das bCIP besitzt gegen diese Keime sogar
noch schlechtere Aktivitaten, die um ein 10-14-faches niedriger sind. Gegen E. coli zeigt
das eCIP mit 0.40 umoI-L'1 eine dhnlich gute Aktivitat wie das xCIP. Das bCIP hingegen
weist gegen E. coli eine hohe Aktivitat auf. Diese ist mehr als doppelt so aktiv wie der
eCIP und xCIP-,Spacer” und auf demselben Niveau wie CIP. Beide ,Spacer”, eCIP und
bCIP besitzen ein dhnliches Aktivitatsprofil und obwohl ihre Aktivitdt gegen die meisten
GRAM-negativen Stamme niedriger ist als die vom CIP, so ist sie doch immer noch um ein
Vielfaches hoher als die vom zuvor getesteten xCIP. pCIP zeigt mit Ausnahme von S.
aureus eine dhnliche Aktivitat wie sein Ausgangsprodukt das eCIP (Abbildung 48 e).
Gegen S. aureus ist das eCIP fast fliinfmal aktiver als das pCIP. Fir E. coli und K.
pneumoniae sind die Aktivitaten des pCIPs leicht schlechter und fiir P. aeruginosa etwas

besser als die Aktivitdten des eClIPs, allerdings sind diese Abweichungen nicht signifikant.
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Im Gegensatz zum XxCIP- und eCIP-Spacer fihrt diese Modifikation neben einer
Verschlechterung der Aktivitdit gegen GRAM-negative Keime auch zu einer
Verschlechterung gegen GrAM-positive Bakterien. Die Umsetzung vom pCIP zum peCIP
flhrt zu einer weiteren Verschlechterung der Aktivitat. Die MIC-Werte des peCIP stellen
die hochsten gemessenen Werte und somit die niedrigste Aktivitat aller CIP-Derivate dar
(Abbildung 48 f). In allen Fallen besitzt das peCIP eine drastisch hohere MIC-Werte als
das reine CIP. Die grof3te Differenz findet sich bei P. aeruginosa. Hier ist die Aktivitat des
CIPs fast 1300-mal groRRer. Auch im Vergleich mit anderen ,Spacern” weist das peCIP
drastisch hohere MIC-Werte auf. Trotz der Aktivitatsverluste durch die Modifizierungen
wiesen die meisten CIP-Derivate sehr gute antimikrobielle Aktivitaten gegen die
getesteten Stamme auf. Daher wurden diese CIP-Derivate fiir die Konjugation als

geeignet befunden.

3.2.3. Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate mittels Konjugation mit xCIP

Die Konjugation des xCIP erfolgte zunachst mit dem Me-PMeOxz,-EDA (Abbildung 49).
Wie bei der Synthese des xCIPs wird das elektrophile Kohlenstoffatom durch ein
nucleophiles Amin angegriffen und das Chlor verlasst als Abgangsgruppe das Molekdil. In
diesem Fall ist das Nucleophil das primdre Amin der EDA-Endgruppe. Wieder diente
Natriumhydrogencarbonat zur Deprotonierung des Amins und zum Abfangen des frei

werdenden Chloridions, um die Bildung von HCl zu verhindern.

N/\ F
OY C coO OY K/N
xCIP, NaH
/LN\/?’;}”/\/NHZ 3 %N\/\}H/\/NH o
30

DMF/MeCN,
N~ 0]

80°C,24h

Me-PMOxa,-EDA Me-PMOXx;,-EDA-CIP V I

Abbildung 49: Konjugation von Me-PMeOxz,-EDA mit xCIP zu Me-PMeOxs,-EDA-xCIP. **!
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Fiir die biologische Untersuchung war eine Abtrennung des (iberschiissigen xCIPs von
grofRer Bedeutung. Die niedermolekulare Verunreinigung hatten zu Verfdlschungen der
Ergebnisse gefiihrt, da gegebenenfalls die Eigenschaften des xCIP die der Polymer-
Antibiotika-Konjugate (iberlagern. Die Abtrennung des Uberschiissigen xCIPs konnte
aufgrund der guten Wasserloslichkeit des Konjugates mitttels Extraktion und einer
Dialyse gegen bidestilliertes (Benzylzellulosemembran Molecular Weight Cut Off von
2000 g/mol) erfolgen. Das Konjugat Me-PMeOx3o-EDA-xCIP konnte mit einer Ausbeute

von fast 90% erhalten werden.
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Abbildung 50: 'H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx30-EDA-CIP aufgenommen in CDCl;

(7.27 ppm).

In Abbildung 50 ist das 'H-NMR-Spektrum des Konjugats Me-PMeOxso-EDA-CIP
dargestellt. Aus dem Verhéltnis der Methylstartergruppe (1) bei 3.02 ppm und den
Signalen des Polymerrickgrats (3, 4) bei 2.09 und 3.43 ppm resultiert ein

Polymerisationsgrad von 27. Daraus kann ein zahlenmittleres Molekulargewicht (M)
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von 3200 g:mol™ errechnet werden. Die CIP-Endgruppe kann anhand der aromatischen
Signale des CIP-,Spacers” zwischen 7.27-8.71 ppm (8, 9, 13, 14 und 17) sowie der beiden
Signale der Methylengruppen des Cyclopropanrings (16) identifiziert werden. Der Grad
der Funktionalisierung wird anhand dieser Signale auf mehr als 93% bestimmt. Zudem
lasst sich kein Signal bei 4.50 ppm beobachten, welches charakteristisch fiir die
Anwesenheit von unkonjugiertem CIP-,Spacer” ware. Dies weist auf ein erfolgreiches

Abtrennen des xCIP hin.

An dieser Stelle soll angemerkt sein, dass eine Analyse der CIP-POx-Konjugate mittels
GPC nicht moglich war. Daher wurden um einen zusatzlichen Einblick in die Struktur der
Konjugate zu bekommen, ESI-MS Messungen durchgefiihrt (Abbildung 51). Die

Messungen erfolgten am ISAS und wurde von Frau RiTA FoBBe durchgefiihrt.
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m/z Me-PMeOx;,-EDA-XCIP ([M+H]") berechnet CH; (15.024 g-mol™) + 31-mal MeOx (31 - 85.054
g-mol™) + NH,CH,CH,NH, (60.068 g-mol™) + xCIP (469.157 g-mol™) — CI" (34.969 g-mol™) Masse
3145.8364 g-mol™, gefundene Masse 3145.9008 g-mol™.

Abbildung 51: ESI-MS Spektrum von Me-PMeOx-EDA-xCIP und das theoretische

Molekulargewicht fiir ein Konjugat mit 32 Wiederholungseinheiten. ***
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Das ESI-Spektrum von Me-PMeOx3g-EDA-XCIP ist in Abbildung 51 gezeigt. Der Hauptteil
der gefundenen Massen (94%) zeigen ein dquidistanten Abstand von 85, welche auf die
Wiederholungseinheit von PMeOx hinweist. 86% aller Massen des ESI-MS-Spektrums
weisen eine Methylstartergruppe und eine xCIP-Endgruppe auf. 9% der Polymere sind
CIP funktionalisiert und Proton initiiert. Dies kann durch eine Kettentransferreaktion
erklart werden. Diese Kettentransferreaktion kann durch eine B-H-Eliminierung wahrend
der Propagation auftreten. Der gefundene Polymerisationsgrad betragt 30
Wiederholungseinheiten. Dieser stimmt so wie der Polymerisationsgrad aus der H-
NMR-Spektroskopie (DP = 27) gut mit dem zuvor eingestellten Polymerisationsgrad
Uberein. Auf Grundlage der erhaltenen Daten aus der ESI-MS Messung konnte ein
zahlenmittleres Molekulargewicht (M,) von 3100 g-mol’ bestimmt werden. Dies
korreliert sehr gut mit den 1H—NMR—spektroskopischen Daten. Die Abweichung von 9%
kann dadurch erklirt werden, dass in der 'H-NMR-spektroskopischen Messung keine
Protonen gestarteten Polymere ermittelt werden kdnnen, wodurch es zu einem 7%
hoheren Polymerisationsgrad und somit zu einem leicht erhohten M, kommt. Der
Polydispersitatsindex liegt bei 1.03. Die Abweichung zwischen dem gemessenen Wert
und dem errechneten Wert betrdgt ca. 0.0644, daher lasst sich von einer sehr guten
Ubereinstimmung sprechen. AuRerdem konnten keine Signale von niedermolekularem

CIP bzw. xCIP gefunden werden.

Im Anschluss der Synthese wurde das Konjugat Me-PMeOx3o-EDA-XCIP auf seine
antimikrobielle Aktivitat geprift. Im Gegensatz zu den direktterminierten Konjugaten
zeigt das Me-PMeOx3o-EDA-xCIP eine Aktivitdt gegen S. aureus, von 5.89 ug-mL'l.
Aufgrund der guten Aktivitdt gegen S. aureus wurden weitere Keime getestet. Die

molaren MIC-Werte sind in Abbildung 52 dargestellt.
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Abbildung 52: MIC-Werte des Me-PMeOx30-EDA-xCIP Konjugats in blau, daneben die MIC-

131

Werte des reinen CIP (weifl) zum Vergleich. Alle Messungen wurden in dreifacher

Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Me-PMeOx3o-EDA-XCIP zeigt flir die GRAM-positiven Bakterienkeime S. aureus und
Streptococcus mutans (S. m) eine dhnliche gute Aktivitdt wie das reine CIP. Fiir S. mutans
zeigt das Konjugat 0.85 umol-L™ dieselbe Aktivitat wie CIP (0.91 umol L™Y). Fir S. aureus
ist der MIC-Wert mit 1.90 umoI-L'1 zumindest auf demselben Niveau wie der des reinen
Antibiotikums. Das Me-PMeOQOx3o-EDA-XCIP zeigt einen adhnlichen Trend wie der xCIP-
»Spacer”. Dies spiegelt sich vor allem in den Aktivititen gegen GRAM-negative
Bakterienkeime wieder. Hier ist der MIC-Wert deutlich héher. Das Me-PMeOx3o-EDA-
xCIP besitzt mit 5.3 pmol-mL™ gegen E. coli eine 54 fache kleinere Aktivitit im Vergleich
zum reinen CIP. Mit 143 pmol-L™* fir K. pneumoniae und 105 pmol-L™ furr P. aeruginosa
ist die biozide Wirkung drastisch schlechter als die vom CIP. Wird die Aktivitdt von Me-
PMeOx3o-EDA-XCIP mit der Aktivitat des CIP-,Spacers” aus Abbildung 48 verglichen, so
zeigt sich, dass ein GroRteil der Aktivitatsverluste nicht durch die Konjugation mit dem

Polymer, sondern durch die Modifizierung zum xCIP verursacht wird.
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Diese ersten Ergebnisse zeigen, dass die permanente Konjugation von PMeOx und CIP zu
aktiven Konjugaten fiihren kann. Allerdings scheint dabei nicht nur die
Antibiotikumsbindungsstelle sondern auch die Art der Bindung eine wichtige Rolle zu

spielen.

3.2.3.1. Einfluss des Polymerriickgrates auf die Aktivitit der
Polymer-xCIP-Konjugate

Da die Konjugation von CIP und PMeOx mittels xCIP-,Spacer” zu einem antimikrobiell
aktiven Konjugat flihrte und somit gezeigt werden konnte, dass die Polymer-Antibiotika-
Bindung einen grofRen Einfluss auf die biozide Wirkung auslibt, wurde im Folgenden der
Einfluss des Polymerriickgrates untersucht. Neben den bereits verwendeten Me-
PMeOx3o-EDA wurden weitere Poly(2-oxazoline) und Poly(ethylenglykol) als Riickgrat fir
die PAKs genutzt. Als weitere POx Polymere wurden ethylendiaminterminierte PEtOX,
PiPrOx und PcPrOx verwendet.

Abbildung 53 gibt einen Uberblick iber die verschiedenen angewendeten

Polymerriickgrate.

O

+Nw

1
xﬁﬂ;

Abbildung 53: Uberblick liber die Variation des Polymerriickgrates, Poly(2-iso-propyl-2-

OH

oxazolin) (gelb), Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (grau), Poly(2-cyclo-propyl-2-oxazolin) (lila) und
Poly(ethylenglykol) (griin).
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Die Konjugation konnte fiir die verschiedenen ethylendiaminterminierten Polymere
unter den gleichen Reaktionsbedingungen erfolgen (Abbildung 54). Lediglich das
Abtrennen vom (berschiissigem xCIP variiert zwischen den verschiedenen
Polymerrickgraten. Wahrend fiir Me-PEtOx-EDA-XCIP und Me-PEG-EDA-xCIP auf ein
Waschen der wassrigen Phase mit CH,Cl, verzichtet wurde und die Konjugate dafir
dreimal gegen Wasser dialysiert wurden, wurden die Konjugate Me-PiPrOx-EDA-xCIP
und Me-PcPrOx-EDA-xCIP durch eine Dialyse gegen Methanol und eine zweite Dialyse

gegen Wasser von nicht reagiertem xCIP befreit.

DMF/MeCN,

xCIP, NaHCO3
J(R\/\}N/\/NHZ J(R\/\}N/\/NH o
nH nH

24 h,80 °C 7“ v
OH
R=NC(O)Et Me-PEtOx3,-EDA R=NC(O)Et Me-PEtOx3,-EDA-xCIP
R= NC(O)iPr Me-PiPrOxz,-EDA R= NC(O)iPr Me-PiPrOxz;,-EDA-xCIP
R= NC(O)cPr Me-PcPrOx;y,-EDA R= NC(O)cPr Me-PcPrOx;,-EDA-xCIP
R=0 Me-PEG,5-EDA R=0 Me-PEG,5-EDA-xCIP
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Abbildung 54: Synthese der verschiedenen xCIP-Konjugate

Der Erfolg der einzelnen Konjugationen wurde mittels 1H—NMR—Spektroskpie verfolgt,
dabei erfolgte die Auswertung analog zum Me-PMeOx-EDA-xCIP und den ‘H-NMR-
spektroskopischen Messungen aus Kapitel 3.1.1. Daher soll auf die einzelnen 'H-NMR-
Spektren nicht eingegangen und auf den Anhang verwiesen werden. Eine
Zusammenfassung der aus der 1H—NMR—Spektroskpie gewonnenen Daten ist in Tabelle 7

gegeben.
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Tabelle 7: Analytische Daten der hergestellten Me-POx-EDA-xCIP und Me-PEG-EDA-xCIP

Konjugate charakterisiert mittel *H-NMR-Spektroskopie.

Polymer DPs.; DPumr* M, [g-mol™] F
Me-PMeOx3,-EDA-xCIP 30 33 3300 93%
Me-PEtOx;o-EDA-XCIP 30 33 3800 99%
Me-PiPrOxso-EDA-XCIP 30 34 4600 99%
Me-PcPrOx3o-EDA-xCIP 30 44 5200 99%
Me-PEG,45-EDA-xCIP 45 46 2500 99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerriickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

An dieser Stelle soll erwahnt werden, dass die Konjugate Me-PEtOx-EDA-xCIP und Me-
PEG-EDA-XCIP neben der 'H-NMR-Spektroskpie zusétzlich noch mittels ESI-MS

untersucht wurden. Diese ESI-MS-Spektren sind nachfolgend abgebildet.

Die ESI-MS Messung des Me-PEtOxzo-EDA-XCIP zeigt, dass 91% aller zugeordneten
Massen eine CIP-Funktionalisierung aufweisen (Abbildung 55). Davon besitzen mehr als
78% eine Methylstartergruppe. Auch hier kdnnen Proton-initiierte Polymere aufgrund
einer B-H-Eliminierung wahrend der Polymerisation beobachtet werden. Mit 22% ist
dieser Wert doppelt so groR wie der von Me-PMeOx-EDA-xCIP. Dies zeigt, dass das
PEtOx wahrend der Propagation deutlich starker zu [B-H-Eliminierung neigt als
PMeOx. °® Des Weiteren kénnen im ESI-MS-Spektrum keine Signale gefunden werden,
die auf ein Verbleiben von niedermolekularem CIP oder xCIP im Konjugat hinweisen. Die
mittlere Anzahl an Wiederholungseinheiten kann auf 25 bestimmt werden. Dies weicht
deutlich von den 34 Wiederholungseinheiten aus der *H-NMR-Spektroskopie ab. Dies
lasst sich aber, wie bereits erwahnt, auf die protoneninitiierten Polymere zurilickfiihren.
Das bestimmte zahlenmittlere Molekulargewicht betrigt 2800 g:mol® und das
massenmittlere Molekulargewicht liegt bei 2900 g:mol™. Daraus resultiert ein, fir
lebende Polymerisationen typsicher Polydispersitatsindex von 1.03. Die theoretische
Masse stimmt mit einer Abweichung von 0.0044 sehr gut mit der gemessenen Masse

Uberein.
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m/z Me-PMeOxs,-EDA-CIP ([M+H]*) berechnet CH; (15.024 g:mol?) + 26-mal EtOx (26
-99.068 g-mol™) + NH,CH,CH,NH, (60.068 g-mol™) +xCIP (469.157 g-mol™) — CI" (34.969 g-mol™)
Masse 3085.048 g-mol™, gefundene Masse 3085.0436 g-mol™.

Abbildung 55: ESI-MS Spektrum von Me-PEtOx-EDA-XCIP und die dazugehorige Berechnung

des theoretischen Molekulargewichtes.

Das ESI-MS-Spektrum des Me-PEGys-EDA-XCIP ist in Abbildung 56 gezeigt. Dabei kénnen

mehrere Polymermassengenerationen beobachten werden. Nicht alle dieser

Massengenerationen  kénnen  eindeutig  zugeordnet werden. Mit hoher

Wahrscheinlichkeit sind die kleineren Massen lediglich Fragmente, die durch den
lonisationsvorgang erzeugt werden. Die Peaks mit sehr grolRen Massen weisen auf eine
lonisieren hin. Die restlichen 75% der

Agglomeration der Konjugate beim

aufgenommenen Signale lassen sich eindeutig den entsprechenden Konjugaten
zuordnen. Wobei 99% dieser Massen eine CIP Endgruppe aufweisen. Allerdings besitzen
nur 14% eine Methylendgruppe am distalen Ende des PEG Polymers. 74% der Massen

stimmen mit Konjugaten Uberein, die eine Aldehydendgruppe besitzen. Dies spricht
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erneut fiir eine Fragmentierung des Konjugats wahren der ESI-MS-Messung. Zusammen

mit den 1H-NMR-Spektren ergibt die ESI-MS eine erfolgreiche Konjugation mit xCIP

wieder.
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m/z Me-PEGg-EDA-XCIP ([M+H]") berechnet CH; (15.024 gmol®) + 66-mal PEG (56
- 44.026 g-mol™) + NH,CH,CH,NH, (60.068 g-mol™) +xCIP (469.157 g-mol™) — CI" (34.969 g-mol™)
Masse 3415.064 g-mol™, gefundene Masse 3415.878 g-mol™.

Abbildung 56: ESI-MS-Spektrum des Me-PEG-EDA-XCIP und die dazugehorige Berechnung des
theoretischen Molekulargewichtes. Das Inlay zeigt das gesamte ESI-Spektrum mit

Agglomeraten und Fragmentierungen.

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt wurde wieder der MIC-Test heran-
gezogen und die hergestellten Konjugate gegen die pathogen relevanten
Bakterienkeime S. aureus, S. mutans, E. coli, P. aeruginosa und K. pneumoniae getestet.
Ein Uberblick Giber die antimikrobiellen Aktivititen bezogen auf das Molekulargewicht

[umol-L™] ist in Abbildung 57 dargestellt.
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Dazu im Vergleich die MIC-Werte von CIP (weiB).
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Generell ldsst sich sagen, dass die getesteten Konjugate eine bessere Aktivitat als das
Me-PMeOx39-EDA-XCIP besitzen. Allerdings kann auch hier ein &hnlicher Trend
gegeniber den verschiedenen Bakterienstammen mit Ausnahme von Me-PcPrOx-EDA-
xCIP erkannt werden. Die Konjugate auf PEtOx-, PiPrOx- und PEG-Basis zeigen gegen die

134 Diese

beiden GrRAM-positiven Keime S. aureus und S. mutans exzellente Aktivitaten.
Konjugate sind sogar noch aktiver als das niedermolekulare CIP. Das Me-PEG,s-EDA-xCIP
besitzt gegen S. aureus eine fast 7 fach héhere Aktivitat als CIP und eine fast 10 fach
hohere Aktivitat als das Me-PMeOxzo-EDA-XCIP. Das Me-PcPrOxzo-EDA-XCIP bildet hier
eine Ausnahme, zwar besitzt es eine ahnlich gute Aktivitdt gegen S. aureus wie das
PEtOx- und das PiPrOx-Konjugate, jedoch weist es einen héheren MIC-Wert gegen S.
mutans auf. Im Fall des GRAM-negativen Keim E. coli ist das niedermolekulare CIP wieder
deutlich aktiver als die getesteten Konjugate, obwohl Me-PEGys-EDA-xCIP, Me-PiPrOxso-
EDA-xCIP, Me-PcPrOx3o-EDA-XCIP  und Me-PEtOx3o-xEDA-CIP  mit 1.53 |,lmoI-L'1
(3.82 ug:mL™), 2.26 pmol-L™* (8.78 ug-mL?), 1.81 umol-L'(7.05 pg-mL™) und 2.42 pmol-L*
(8.40 ug-mL'l) immer noch sehr aktiv sind. Fir die beiden anderen GRAM-negativen
Bakterien P. aeruginosa und K. pneumoniae ist die Aktivitat deutlich niedriger. Allerdings
gibt es eine Ausnahme. Das Me-PEGys-EDA-xCIP Konjugat weist Gberraschender Weise
auch eine sehr gute Aktivitat gegen K. pneumoniae auf. Ein Vergleich der CIP-Konjugate
untereinander zeigt, dass die Natur des Polymerriickgrates einen starken Einfluss auf die
antimikrobielle Aktivitat hat. Dies zeigt sich vor allem bei den Bakterien S. aureus, E. coli
und K. pneumoniae. Dabei steigt die Aktivitdt in der Reihenfolge PMeOx < PcPrOx <
PEtOx < PiPrOx < PEG, wobei dieser Effekt am deutlichsten bei K. pneumoniae zu
erkennen ist (von 143 pmol-L™ (443 pug-mL?) fir Me-PMeOx3o-EDA-XCIP auf 4.46 pmol-L™
(11.1 pg-mL?) fiir Me-PEGas-EDA-XCIP).

An dieser Stelle soll noch erwdhnt sein, dass das Me-PiPrOxzo-EDA-XCIP sowie das Me-
PcPrOxs;o-EDA-XCIP eine untere kritische Losungstemperatur (engl. lower critical solution
temperature, LCST) aufwiesen. Daher wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie der
Tribungspunkt (engl. Cloud Punkte, CP), also der Punkt an dem das Polymer aufgrund
seiner veranderten Eigenschaften in der Losung ausfallt, bestimmt. Es zeigte sich, dass
Me-PcPrOx;o-EDA-XCIP einen CP bei 47 °C und Me-PiPrOxs;o-EDA-XCIP einen bei 38 °C

besitzen. Im Fall des PiPrOx-Konjugats liegt diese Temperatur nah bei der
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Inkubationstemperaur. Daher wurde im folgenden Kapitel der Einfluss der LCST-

Eigenschaften des PiPrOx untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass durch die Variation des
Polymerriickgrates die Aktivitdt der Konjugate stark beeinflusst werden. Dabei steigt die
Aktivitat von PMeOx Uber PcPrOx, PEtOx und PiPrOx zu dem aktivsten Polymerriickgrat
PEG.

3.2.3.2. Einfluss der Kkritischen Losungstemperatur auf die Aktivitit der

Polymer-xCIP-Konjugate

Um einen Einfluss der kritischen Losungstemperatur zu untersuchen, wurden die MIC-
Werte flir Me-PiPrOxsg-EDA-XCIP bei einer Inkubationszeit von 30 °C wiederholt, ohne
eine signifikante Anderung des MIC-Wertes festzustellen. Um weiterhin die
Unabhadngigkeit der antimikrobiellen Aktivitdt von der LCST festzustellen, wurden
statistische Copolymere aus EtOx und /PrOx mit xCIP konjugiert und die antimikrobielle
Aktivitit sowie die kritische Losungstemperatur untersucht (‘*H-NMR-Spektren sind im
Anhang abgebildet). Da das LCST Verhalten abhdngig von der Polymerkonzentration ist,
wurde in den Untersuchungen eine ahnliche Konzentration wie in den MIC-Tests
verwendet. Die hergestellten statistischen Copolymere aus PiPrOx und PEtOx wurden
mit xCIP konjugiert. Anschliefend wurde das ihr LCST Verhalten und die antimikrobielle
Aktivitat dieser konjugate untersucht. Die Ergebnisse sind mit dazugehdérigen Cloud

Point-Temperaturen (CP) und MICs, gureus-Werten in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Analytische Daten der PiPrOx-PEtOx-copolymere sowie der PiPrOx-PEtOx Konjugate
bestimmt durch ‘*H-NMR-Spektroskopie. Zusitzlich sind noch die MIC-Werte gegen S. aureus
und CP-Werte dargestellt.

Polymer DP e+ FOP (%] MIC S. a [umol-L™] CP [°C]
Me-PiPrOxss-EDA 30 >2500 52
Me-PiPrOx,,-PEtOxq-EDA 20/10 >2500 55
Me-PiPrOx,s-PEtOx;4-EDA 15/15 >2500 71
Me-PiPrOxs-PEtOx,s-EDA 10/20 >2500 80
Me-PiPrOxs,-EDA-XCIP 30 99 0.29 +0.13 38
Me-PiPrOX,,-PEtOxo-EDA-XCIP 20/10 99 0.43 +0.01 50
Me-PiPrOx,s-PEtOx;4-EDA-XCIP 15/15 99 0.29 +0.09 64
Me-PiPrOxs-PEtOx,s-EDA-XCIP 10/20 90 0.35 +0.01 69

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Wie erwartet zeigen die unkonjugierten Polymere keine antimikrobielle Aktivitat gegen
S. aureus. |hr CP liegt zwischen 52 und 80 °C. Die PEtOx-PiPrOx Copolymere mit CIP-
Endgruppe hingegen weisen alle einen dhnlichen MIC-Wert auf. Dieser unterscheidet
sich nur um eine Verdiinnungsstufe, somit ist die Anderung nicht signifikant. Es fallt auf,
dass die Polymere mit einer CIP-Endgruppe deutlich niedrige CPs besitzen. Die CPs von
CIP funktionalisierten Polymeren sind in etwa 5-14°C niedriger als die entsprechenden
CPs der unkonjugierten Polymere. Diese Ergebnisse zeigen, dass das LCST Verhalten
keinen starken Einfluss auf die Aktivitat der xCIP Endgruppe austibt. Aber ebenso, dass
die Polymerendgruppe das LCST Verhalten maligeblich beeinflusst, wobei die

Abhangigkeit der Polymerendgruppe mit zunehmendem EtOx-Anteil abnimmt.
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3.2.3.3. Einfluss einer DDA-X-Initiatorgruppe auf die antimikrobielle

Aktivitit der xCIP-Konjugate

In diesem Kapitel sollen die Untersuchungen zum Einfluss einer bioziden Gruppe am
distalen Ende der PAKs gezeigt werden. Dies sollte in Form vom antimikrobiellen

Initiator DDA-X erfolgen, daher wurde das zuvor hergestellte DDA-X-PMeOx-EDA zur

O,

| 30
\H/\N 0 xCIP, NaHCO
| + Y , 3

Konjugation verwendet.

10 -
NM\}N/\/NHz DMF/MeCN, V.
H 24 h, 80 °C ﬁN
30
N
DDA-X-PMOx3o-EDA
HO .

O O
DDA-X-PMOXx3y-EDA-xCIP

Abbildung 58: Synthese von DDA-X-PMeOx;,-EDA-xCIP. ***

Die Synthese des DDA-X-PMeOx3o-EDA-XCIP erfolgte wie in Abbildung 58 beschrieben.
Neben den CIP- und PMeOx-Signalen kénnen auch eindeutig die Signale des DDA-X im
1H—NMR—Spektrum identifiziert werden. Als Referenz dient das Signal der Methylgruppe
des DDA-X Initiators. Mit dessen Hilfe kann ein Polymerisationsgrad von 51
Wiederholungseinheiten  errechnet  werden. Dariiber  hinaus kann ein

Funktionalitatsgrad der xCIP Endgruppe von 99% ermittelt werden.
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Abbildung 59: 'H-NMR Spektrum des DDA-X-PMeOx-EDA-xCIP in CDCl; (7.27 ppm). ***

Ein hoher Funktionalitdtsgrad kann auch im ESI-MS Spektrum (siehe Abbildung 60)
beobachtet werden. 96% aller Polymere besitzen eine CIP Endgruppe. Davon wiesen
74% aller Polymere eine DDA-X Initiator Gruppe auf. 13% sind durch Protonen gestartet
und weitere 9% aller Polymere zeigen eine Fragmentierung der DDA-X Gruppe. Die leicht
erhohte Zahl an Protonen initiierten Polymeren kann dadurch erklart werden, dass das
DDA-X wahrend des Propagationsschrittes starker zur B-H Eliminierung neigt als das
MeTos. AuRerdem kann mit Hilfe des ESI-MS-Spektrums ein M, von 3400 g:mol™” und ein

PDI von 1.03 bestimmt werden.
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m/z DDA-X-PMeOXx;,-EDA-XCIP ([M+H]") berechnet DDA-X (475.151 g-mol™) + 20-mal MeOx (32 -
85.054 g:-mol™) + NH,CH,CH,NH, (60.068 g-:mol™) + xCIP (469.157 g-mol™) — CI" (34.969 g-mol™) —
Br (78.918) Masse 2511.59371 g-mol™, gefundene Masse 2511.56940 g-mol™.

Abbildung 60: ESI-MS Spektrum von DDA-X-PMeOx-EDA-xCIP. ***

Zusatzlich wurden PAKs mit DDA-X Gruppe auf Basis von PEtOx und PiPrOx hergestellt
und die antimikrobielle Aktivitat der drei verschiedenen Konjugate mit Hilfe des MIC-
Tests ermittelt. Ein Uberblick tber die hergestellten DDA-X-Konjugate ist in der

nachfolgenden Tabelle gezeigt.

83



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 9: Uberblick iiber die DDA-X initiierten Poly(oxazoline).

Polymer DPs.; DPymr Mn [g-mol-'] F

DDA-X-PMeOx3y-EDA-XCIP 30 51 5100 99%
DDA-X-PEtOx3o-EDA-xCIP 30 58 6400 99%
DDA-X-PiPrOx3o-EDA-xCIP 30 18 2900 50%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerriickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Eine graphische Darstellung der MIC-Testergebnisse ist in Abbildung 61 gegeben.
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Abbildung 61: MIC-Wert der Konjugate DDA-X-PMeOx-EDA-xCIP, DDA-X-PEtOx-EDA-xCIP und
DDA-X-PiPrOx-EDA-xCIP gegen S. aureus, S, mutans, E. coli, P. aeruginosa und K. pneumoniae

131

in umol-L™. ' Dazu im Vergleich die MIC-Werte von CIP (weiB). *** Alle Messungen wurden in

dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Die DDA-X-POx-EDA-xCIP Konjugate zeigen ein dhnliches Aktivitdtsmuster wie die Me-
POx-EDA-xCIP Konjugate. Sie besitzen eine exzellente Aktivitdt gegen GRAM-positive
Bakterien und eine sehr gute bis moderate Aktivitat gegenliber GRAM-negativen
Bakterien. Auch ist ein dhnlicher Trend bei den Polymerriickgraten zu beobachten, der
Austausch von PMeOx durch PEtOx und PiPrOx fiihrt auch hier zu einer Erhéhung der
antimikrobiellen Aktivitat. Allerdings scheint die Aktivitat in der Reihenfolge PMeOx <

PiPrOx < PEtOx zu steigen.

Die Aktivitaten der DDA-X-POx-EDA-xCIP Konjugate unterscheiden sich kaum von den
zuvor synthetisierten Me-POx-EDA-xCIP Konjugaten. Allerdings fallt bei naherer
Betrachtung auf, dass die Aktivitdten gegenliber GRAM-negativen Bakterienkeimen leicht
erhoht sind. Dieser Trend zeigt sich vor allem bei E. coli. Dies ist unerwartet, da die
DDA-X Gruppe eigentlich eine starkere Aktivitdit gegen (iber den GRAM-positiven
Bakterienzellen aufweist. Daher wurde eine Verbesserung der Aktivitdt gegeniber S.
aureus und S. mutans erwartet. Die biozide Wirkung des DDA-X beruht auf einer
Wechselwirkung mit der Zellmembran, die zu einer Neuordnung der

114,116, 188 pyrch die standige Umorganisation der

Zellmembranbestandteile fuhrt.
Zellmembran muss die Zelle Energie aufwenden. Erfolgt die Neuordnung oft genug,
stirbt die Zelle durch den hohen Energieverbrauch. 115,185 pie DDA-X Gruppe besitzt im
Konjugat wahrscheinlich keine primaren Aufgaben als antimikrobielle Gruppe sondern
erleichtert hauptsachlich, durch den Angriff der Zellmembran, das Eindringen der CIP-
Konjugate in die Zelle. Da das Eindringen in GRAM-negative Bakterienzellen durch die

zusatzliche Zellmembran anscheinend erschwert ist, zeigt die DDA-X Gruppe einen

starkeren Effekt bei genau diesen Bakterienzellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Einflihrung der DDA-X Gruppe nur einen
geringen Einfluss auf GRAM-negative und keinen auf GRaM-positive Keime auslibt. Dieser
Einfluss wird auch mit hydrophoberen Polymerriickgrat abgeschwacht. Dies bedeutet,
dass der Effekt fiir das PMeOx-Konjugat am ausgepragtesten ist und mit PEtOx und

PiPrOx als Polymerrickgrat geringer wird.
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3.2.3.4. Einfluss des Molekulargewichtes auf die antimikrobielle

Aktivitit der xCIP-Konjugate

Ciprofloxacin ist wie bereits erlautert ein ,Gyrase“-Hemmer (siehe Kapitel 1.2.2). Dies
bedeutet, dass sich der Wirkort der hergestellten PAKs im Zellinneren befindet. Daher ist
die Diffusionsfahigkeit in die Zelle entscheidend fiir die antimikrobielle Aktivitat der
Konjugate. Die Diffusionsfahigkeit wird wahrscheinlich stark durch das Molekulargewicht
der Konjugate beeinflusst. Um einen moglichen Effekt zu untersuchen, wurden
Konjugate mit Kettenldangen von 10, 20, 31, 39 und 60 auf Basis von MeOx hergestellt
und auf ihre antimikrobielle Wirkung gegen S. aureus und E. coli untersucht. Die
Ergebnisse der MIC-Tests dieser Konjugate gegen S. aureus sind in Abbildung 62
dargestellt. Es wird deutlich, dass das Molekulargewicht einen starken Einfluss auf die
antibakterielle  Aktivitdt hat. Diese Aktivitat steigt linear zu kleineren
Molekulargewichten. Das Me-PMeOx;o-EDA-XCIP  (0.24 pmol-L") mit nur zehn
Wiederholungseinheiten weist sogar eine fiinfmal hohere molare Aktivitat als die
niedermolekularen Verbindungen CIP (1.29 umol-L'") und xCIP (1.21 umol-L'") auf.
Zudem ist Me-PMeOx 0-EDA-XCIP achtmal aktiver als Me-PMeOx3y-EDA-CIP
(1.90 umol-L?).
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Polymerisationsgrad

Abbildung 62: Polymerisationsgrade aufgetragen gegen MIC-Werte von S. aureus in pmol-L™.
Dabei wurden Konjugate mit einer Kettenlangen von 10, 22, 31, 39 und 60

131

Wiederholungseinheiten verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung

durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Ein anderes Bild zeigen die MIC-Werte gegen E. coli (Abbildung 63), es ist kein linearer
Zusammenhang zwischen Polymerisationsgrad und Aktivitat zu erkennen. Das Me-
PMeOx;o-EDA-XCIP ist mit fast 17 umoI-L'1 deutlich inaktiver gegen E. coli als CIP mit
0.10 pmol-L* und xCIP mit 0.29 pmol-L*. Sogar sein Pendant mit 30
Wiederholungseinheiten zeigt im Vergleich mit 5.33 umoI-L'1 eine mehr als neunmal
hohere Aktivitdit. Bei der Betrachtung von Konjugaten mit 30 und 40
Wiederholungseinheiten fallt auf, dass die MIC-Werte mit 5.33 umoI-L‘1 fir Me-
PMeOxzg-EDA-XCIP und 1.02 umoI-L'1 fir Me-PMeOx,o-EDA-XCIP besser werden. Jedoch
flihrt eine weitere Erhohung der Kettenldange zu einer Verschlechterung der Aktivitat
gegen E. coli. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine optimale Kettenlange fir die
Aktivitat gegen E. coli bei etwa 40 Wiederholungseinheiten vorliegt. Im Gegensatz zu S.
aureus fiihren im Fall von E. coli kleinere Molmassen zu weniger aktiven Konjugaten. Die
Grinde dafiir kdnnten zum einen die schlechtere Wasserl6slichkeit des Me-PMeOx;o-
EDA-xCIP sein und zum anderen kénnte bei E. coli ein anderes Effluxpumpensystem

vorliegen, welches kleine Konjugate aus der Zelle befordern kann.

Degee of polymerization

Abbildung 63: Polymerisationsgrad aufgetragen gegen MIC-Werte von E. coli in pmol-L™. Es
wurden Kettenlangen mit 10, 22, 31, 39 und 60 verwendet. Alle Messungen wurden in

dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Um die Abhangigkeit der antimikrobie

llen

Aktivitdit der PAKs von der

Polymerkettenlange tiefgehender zu untersuchen, wurde das Me-PMeOx;o-EDA-XCIP auf

die drei weiteren relevanten Keime S. mutans, P. aeruginosa und K. pneumoniae

getestet (Abbildung 64).
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Abbildung 64: MIC-Werte (umol-L?) fiir Polymer-Antibiotika-Konjugate (Me-PMeOx;,-EDA-

XCIP, Me-PEtOx,,-EDA-XCIP, DDA-X-PMeOx;,-EDA-XCIP) mit 10 Wiederholungseinheiten gegen

die Bakterien S. aureus, E. coli, S. mutans, P. aeruginosa und K. pneumoniae im Vergleich zu

CIP (weiB). ' Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die

Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Das Me-PMeOx1o-EDA-XCIP zeigt eine gesteigerte Aktivitat gegen alle getesteten GrAM-
positiven Bakterienstimme (S. aureus und S. mutans). Bei der Betrachtung der Aktivitat
gegen die GRAM-negativen Bakterienstamme (P. aeruginosa und K. pneumoniae) fallt
auf, dass die Aktivitdit im Vergleich mit Me-PMeOx;yp-EDA-CIP keine nennenswerte
Steigerung erfahrt mit Ausnahme von E. coli, hier zeigt sich wie bereits erwahnt eine
Verschlechterung der Aktivitat durch kirzere Polymerketten. Ein ahnliches Verhalten
konnte auch fir die Konjugate Me-PEtOx,o-EDA-XCIP und DDA-X-PMeOxo-EDA-xCIP
beobachtet werden. Das DDA-X-PMeOx;o-EDA-XCIP zeigt eine bessere Aktivitat gegen S.
aureus und S. mutans (0.78 umol-L™ gegen S. aureus und 0.21 pmol-L™ gegen S. mutans)
als das zuvor hergestellte DDA-X-PMeOx3o-EDA-XCIP und das unmodifizierte CIP.
Allerdings ist die Aktivitat gegen E. coli in einem guten und gegen P. geruginosa und K.
pneumoniae in einem moderaten Bereich, womit die Aktivitdit gegen GRAM-negative
Bakterien in einem ahnlichen Aktivitatsbereich wie das DDA-X-PMeOxzo-EDA-XCIP liegt.
Das Me-PEtOx;0-EDA-XCIP weist ein &dhnliches Aktivitatsmuster auf. Es zeigt eine
exzellente Aktivitit gegen die beiden GrRAM-positiven Stimme (0.27 pmol-L™ gegen S.
aureus und 0.33 umol-L™ gegen S. mutans) und eine gute bis moderate Aktivitit gegen-
Uber GRAM-negativen Keimen. Anscheinend nimmt der Einfluss des Polymerriickgrades
mit abnehmender Anzahl an Wiederholungseinheiten ab. So fihrt der Austausch von
PMeOx zu PEtOx je nach Bakterienart zu einer Aktivitatssteigerung um das 2- bis 56-
fache. Wohingegen bei Konjugaten mit nur 10 Wiederholungseinheiten der Austausch
von PMeOx zu PEtOx kaum eine Steigerung der Aktivitat hervorruft. Die Ergebnisse der

antimikrobiellen Untersuchung sind in Abbildung 64 gezeigt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe lassen darauf schlieRen, dass das
Molekulargewicht einen starken Einfluss auf die antimikrobiellen Aktivitditen der PACs

gegen GRAM-positive und -negative Bakterien auslibt.
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3.2.3.5. Antimikrobielle Aktivitit von xCIP-Polymer-Konjugaten mit
mehr als einer CIP-Funktion

In diesem Kapitel soll der Einbau von mehreren xCIP Einheiten in die Polymer-
Ciprofloxacin-Konjugate vorgestellt werden. Dabei soll ein besonderes Augenmerk auf
deren Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat gelegt werden. Dabei soll CIP zum einen
in Seitenkette des Polymerriickgrates und zum anderen als Endgruppe an zwei
entgegengesetzte Polymerenden eingebaut werden. Zunachst soll xCIP als Endgruppe an
zwei entgegengesetzten Polymerenden untersucht werden. Um ein POx an beiden
Polymerenden mit CIP modifizieren zu kdnnen, wurde das EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOxs-
EDA (Vergleich Kapitel 3.1.1.2) verwendet. Die Verknlipfung mit dem CIP erfolgte mit

einem vierfachen molaren Uberschuss an xCIP-Spacer bezogen auf das Polymer.

H
HNT >SN YO
/gg Ny NH:
15H

EDA-PMOx-DBX-PMOXx-EDA xCIP,
NaHCO;.

DMF/MeCN,

o o 24 h, 80 °C

N N/\

A QNO\% Hgngig / \f;

N
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CIPx-EDA-PMOx-DBX-PMOx-EDA-xCIP
Schema 1: Synthese von einem CIPx-EDA-PMeOx-DBB-PMeOXx-EDA-xCIP Konjugat.

Der Funktionalisierungsgrad sowie der Polymerisationsgrad kann mit Hilfe der 'H-NMR-
Spektroskopie ermittelt werden. Das Konjugat CIPx-EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOxs-EDA-
xCIP besitzt 36 Wiederholungseinheiten. 87% aller Kettenenden sind mit einer CIP-
Funktion versehen. Das 1H-NMR-Spektrum von CIPx-EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOx;5-EDA-
XCIP ist im Anhang abgebildet. Die Auswertung des Spektrums verlief analog zu

Kapitel 3.1.1.2 und 3.2.3.
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Die Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung des CIPx-EDA-PMeOQOx;3-DBX-PMeOx1g-
EDA-xCIP erfolgte wieder gegen zwei GRAM-positive und drei GRAM-negative

Bakterienstamme. Die MIC-Werte sind in Abbildung 65 dargestellt.
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Abbildung 65: Molare MIC-Werte von CIPx-EDA-PMeOx-DBX-PMeOx-EDA-xCIP (blau gestreift)
und zum Vergleich die Werte fiir Me-PMeOx-EDA-xCIP (blau) und CIP (weiR3). Alle Messungen
wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.

Ebenso sind zum Vergleich das unmodifizierte CIP und das Me-PMeOxso-EDA-xCIP
Konjugat abgebildet. Die Ergebnisse der antimikrobiellen Untersuchung zeigen, dass der
Einbau der zweiten CIP Endgruppe in fast allen Fallen keinen Einfluss bzw. sogar einen
negativen Einfluss auf die antimikrobielle Wirkung besitzt. Die minimal inhibierende
Konzentration liegt fiir S. aureus bei 5.10 umol-L™* und fur S. mutans bei 2.88 pumol-L™
und somit sind diese MIC-Werte mehr als doppelt so hoch wie die von Me-PMeOxsp-
EDA-XCIP (1.90 pumol-L™ fiir S. aureus und 0.91 umol-L™ fiir S. mutans). Beim Vergleich
der Aktivitat gegen drei GRAM-negative Vertreter fallt vor allem die niedrige Aktivitat

gegen E. coli auf. Das doppelt funktionalisierte Konjugat weist mit einem MIC-Wert von

55 umoI-L'1 einen mehr als 10-mal hoheren MIC-Wert auf als das Me-PMeOxzo-EDA-xCIP
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mit 5.33 umoI-L'l. Im Fall von P. geruginosa zeigt das CIPx-EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOxs-
EDA-XCIP mit 237 pg-mL™ (79 pmol-L™) nur noch eine moderate Aktivitat dhnlich wie das
Me-PMeOx3o-EDA-XCIP (327 ug-mL’1 (105 umoI-L'l)). Ein dhnliches Bild ist auch bei K.
pneumoniae zu erkennen (35 pmol-L™* und 143 pmol-L™Y). Allerdings ist der MIC-Wert
gegen P.aeruginosa und K. pneumoniae von CIPx-EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOx;5-EDA-xCIP
(79 |,lmoI-L'1 und 35 umoI-L'l) etwas niedriger als der von Me-PMeOx-EDA-xCIP
(105 umol-L™* und 143 umol-L™). Dies bedeutet, dass die zweite XxCIP-Gruppe zu einer

leichten Verbesserung der Aktivitat gegen diese Keime fihrt.

Im Vergleich mit dem unmodifizierten CIP weist das doppelt funktionalisierte Konjugat
gegen alle untersuchten Bakterienstimme eine deutlich schlechtere Aktivitat auf. Im Fall
von E. coli weist das CIPx-EDA-PMeOx;5-DBX-PMeOx15-EDA-XCIP einen mehr als 600-fach
hoheren MIC-Wert auf. Zusammenfassend lasst sich hier sagen, dass der Einbau einer
weiteren  Antibiotikum-Endgruppe zu keiner nennenswerten Erhéhung der
antimikrobiellen Aktivitat fihrt mit Ausnahme gegen den Stamm K. pneumoniae. Fir die
meisten getesteten Stamme scheint sich die Aktivitat durch die zweite CIP Gruppe zu

verschlechtern.

Des Weiteren soll die Maoglichkeit diskutiert werden, CIP in die Seitenkette des
Polymerriickgrates einzubauen. Dies wirde den Einbau von mehr als nur zwei CIP
Einheiten erlauben. Um dies zu erreichen, wurde das Me-PEtOx-PsucEDAOx-EDA
Polymer aus Kapitel 3.1.4 verwendet. Dieses Polymer besitzt neben der EDA-Endgruppe
auch EDA-Gruppen als Seitenkettenmodifikation. Dadurch besitzt das Me-PEtOx-
PsucEDA-EDA zehn primadre Amineinheiten, die eine potenzielle Bindungsstelle fur das
xCIP bilden. Das Me-PEtOx-PsucEDAOx-EDA wurde mit einem zehnfachen Uberschuss an

XCIP in einem Gemisch aus DMF und MeCN umgesetzt (Vergleich Abbildung 66).
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Abbildung 66: Synthese des Me-PEtOx-PsucEDAOx-PsucEDAOxxCIP-EDA-xCIP.

Mit Hilfe des "H-NMR-Spektrums (Abbildung 67) konnte die mittlere Anzahl an xCIP pro
Polymer bestimmt werden. Dabei wurden die Signale der Methylstartergruppe (1) mit
den aromatischen Signalen der xCIP Gruppe (22-24) verglichen. Da die beiden Signale ein
Verhaltnis von 1:5 aufweisen folgt daraus, dass die Polymere durchschnittlich fiinf CIP-

Molekile besitzen. Folglich sind 50% der neu eingefiihrten Seitenketten mit einer

CIP—-Gruppen
Gesamte Anzahl an EDA-Gruppen’’

Antibiotikafunktion versehen (x =
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Abbildung 67: *H-NMR-Spektrum des Me-PEtOx-PsucEDAOX-PsucEDAOxxCIP-EDA-xCIP.

Die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat zeigt, dass das flinffach beladene CIP-
PEtOx-Konjugat einen MIC-Wert von 0.33 pmol-L"* gegen den GRAM-positiven Stamm S.
aureus aufweist. Damit ist es deutlich aktiver als das niedermolekulare CIP mit einem
MIC-Wert von 1.29 pmol-L™" und dem Me-PMeOxso-EDA-XCIP mit 1.90 pmol-L'". Im
Gegensatz dazu weist ein einfach beladenes Me-PEtOx;p-EDA-XCIP Konjugat einen Wert
von 0.39 umol-L™" auf. Damit ist das funffach beladene genau so aktiv wie das einfach
beladene PEtOx-Konjugat. Im Fall von S. mutans ist ein ahnliches Bild zu erkennen. Auch
hier sind die Aktivitditen nahezu identisch. Das flinffach beladene PEtOx-Konjugat weist
eine Aktivitit von 0.27 pumol-L™ und das einfach beladene eine von 0.58 pmol-L™* auf und
somit sind die Aktivitdten im Rahmen der Messungenauigkeit des MIC-Testes gleich. Im
Gegensatz dazu zeigt das Me-PEtOx-PsucEDAOx-PsucEDAOxxCIP-EDA-xCIP eine deutlich
verbesserte Aktivitat gegenliber den GRAM-negativen Bakterien als das Me-PEtOx-EDA-
xCIP. Die Aktivititen gegen E. coli und K. pneumoniae sind mit 0.18 pmol-L" und
1.78 pmol-L™ auf demselben Niveau wie das unmodifizierte CIP (0.10 pmol-L™ fir E. coli
und 0.85 umol-L™* fiir K. pneumoniae) und damit deutlich aktiver als das Me-PEtOx-EDA-

XCIP (fur E. coli um das 13-fache und fiir K. pneumoniae um das 21-fache). Fir P.
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aeruginosa ist die Aktivitit des fiinffach beladenen Konjugats mit 3.57 umol-L™ zwar
leicht schlechter als die vom reinen CIP mit 0.71 umol-L"}, jedoch immer noch mehr als
das 10-fache aktiver als das Me-PEtOx-EDA-xCIP. Die MIC-Werte des Me-PEtOx-
PsucEDAOx-PsucEDAOxxCIP-EDA-xCIP  (grau  gestreift) und Me-PEtOx-EDA-xCIP
(dunkelgrau) sowie des niedermolekularen CIP (weill) sind in Abbildung 68 als

Saulendiagramm dargestellt.
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Abbildung 68: MIC-Werte von Me-PEtOx-PsucEDAOXx-PsucEDAOxxCIP-EDA-xCIP (grau gestreift)
und Me-PEtOx-EDA-XCIP (dunkelgrau) sowie des niedermolekularen CIP (weiR) in pmol-L™. Alle
Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.

Das Fazit dieser Untersuchung ist, dass der Einbau einer zweiten xCIP Endgruppe am
distalen Ende des Polymers zu keiner nennenswerten Erhéhung der antimikrobiellen
Wirkung fiihrt. Stattdessen scheint der Einbau der zweiten xCIP Funktion die biozide
Wirkung gegen die meisten Stamme zu stéren. Der Einbau von xCIP in die Seitenkette
des Polymerriickgrates wies keine Verbesserung der Aktivitdit gegen GRAM-positive
Keime auf. Allerdings kann eine verbesserte Wirkung gegen GrRAM-negative Bakterien
beobachtet werden. Damit erscheint eine mehrfache Beladung mit xCIP nur bei der

Bekdmpfung von GRrRAM-negativen Bakterien eine sinnvolle Alternative zu den zuvor
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diskutierten Konjugaten zu sein. Allerdings sind solche mehrfach beladenen Polymere
nur schwer von Uberschiissigem Antibiotikum zu trennen, wodurch eine Differenzierung
der Aktivitaten des Polymer-Konjugats sowie der nicht abgetrennten Antibiotika schwer
fallt. Zudem ist unklar, wie sich die verbleibenden EDA-Gruppen auf die Aktivitat

auswirken. Diese kdnnten portioniert vorliegen und als Polykationen wirken

3.2.3.6 Einfluss der Polymerendgruppe auf die antimikrobielle

Aktivitit der xCIP-Konjugate

Die Ergebnisse der Direktterminierung und die Untersuchungen der xCIP-Konjugate
zeigte, dass die Bindung zwischen Polymer und Ciprofloxacin eine wichtige Rolle
hinsichtlich der antimikrobiellen Aktivitat spielt. Daher stellt sich die Frage ob die
Struktur der Polymerendgruppe ebenfalls einen Einfluss auslibt. Die Polymerendgruppe
wird zur Konjugation des CIP-,Spacers” verwendet und dient im Konjugat selbst auch als
ein Teil des ,Spacers”. Daher ist naheliegend, dass diese Gruppe einen starken Einfluss
auf die antimikrobielle Effizienz ausliben kann. Zu diesem Zweck wurden die Polymere
mit verschiedenen Aminendgruppen aus Kapitel 3.1.3 fir die Konjugation mit xCIP
verwendet. Neben dem bereits verwendeten EDA terminierten PMeOx wurden
zusatzlich auch Polymere mit 1,4-Butylendiamin (BDA), 1,6-Hexylendiamin (HDA), 1,12-
Dodecylendiamin (DODA), N,N-Bis(2-Aminoethyl)ethylendiamin (TREN),

Triethylentetramin (TET) und Tetraethylenpentamin (TEP) als Endgruppe konjugiert.

Die Konjugation mit dem xCIP-,,Spacer” konnte fiir alle aminterminierten Polymere ohne
Veranderung der Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden (Abbildung 69). Mittels
'H-NMR-Spektroskopie wurde der Reaktionsverlauf verfolgt. Die entsprechenden 'H-
NMR-Spektren wurden analog zum Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP und den Polymeren

aus Kapitel 3.1.3 ausgewertet und sind im Anhang abgebildet.
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N =~ (0]
OH
R =-HNC4Hg- (Me-PMOx-BDA) R =-HNC4Hg- (Me-PMOXx-BDA-eCIP)
R =-HNCgH2- (Me-PMOx-HDA) R =-HNCgH1,- (Me-PMOx-HDA-eCIP)
R =-HNC,Ho4- (Me-PMOx-DODA) R =-HNC,Hy4- (Me-PMOx-DODA-eCIP)
R = -HNC,H4NHC,H4NH, (Me-PMOx-TET) R =-HNC,H4NHC,H4NH, (Me-PMOx-TET-eCIP)
R = -HNC,H4(NHC,H4)oNH, (Me-PMOX-TEP) R =-HNC,H4(NHC,H,4),NH, (Me-PMOx-TEP-eCIP)

R = -HNC,H4N(CoH4NH,)CoH NH, (Me-PMOX-TREN) R = -HNC,H4N(C,H4NH,)CoH4NH,(Me-PMOx-TREN-eCIP)
Abbildung 69: Konjugation der aminfunktionalisierten Poly(2-methyl-2-oxazoline).

Die analytischen Daten aus der 1H—NMR—Spektroskopie sind in Tabelle 10
zusammengefasst. Nahezu alle Konjugate weisen eine quantitative xCIP

Funktionalisierung (F® = 80%) auf.

Tabelle 10: Uberblick tiber die xCIP-Konjugate mit einer BDA, HDA, DODA, TET, TEP oder TREN

Endgruppe

Polymer DPs.: DPywr* M, [g-mol.] F
Me-PMeOx,s-BDA-XCIP 30 29 3000 99%
Me-PMeOx,g-HDA-xCIP 30 48 4600 99%
Me-PMeOx34,-DODA-xCIP 30 34 3500 99%
Me-PMeOx,4-TREN-XCIP 30 44 4400 99%
Me-PMeOx,;-TET-xCIP 30 41 4000 80%
Me-PMeOxs;s-TEP-xCIP 30 33 3400 60%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat wurde an dem GRamM-positiven Stamm S.
aureus und dem GRAM-negativen Stamm E. coli durchgefiihrt. Die Ergebnisse der

Untersuchung sind in Abbildung 70 wiedergegeben.
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Abbildung 70: MIC-Werte der Konjugate Me-PMeOx-BDA-xCIP, Me-PMeOx-HDA-xCIP, Me-
PMeOx-DODA-xCIP, Me-PMeOx-TREN-xCIP, Me-PMeOx-TET-xCIP und Me-PMeOXx-TEP-xCIP in
umol-L%. Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.
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Die meisten der gezeigten Konjugate weisen eine deutlich bessere Aktivitdt gegen S.
aureus als gegen E. coli auf. Die verschiedenen Konjugate weisen im Wesentlichen eine
vergleichbare Aktivitdt gegen E. coli auf. Diese liegt zwischen 5.06 umoI-L'1 und
13.86 umol-L™. Somit ist fiir E. coli kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Im Fall
von S. aureus kann hingegen ein Einfluss des Polymerendes beobachtet werden. So liegt
das Me-PMeOx-BDA-xCIP mit 1.80 umoI-L'1 auf einem Niveau wie das Me-PMeOx-EDA-
xCIP mit 1.90 pmol-L™* (Vergleich Kapitel 3.2.3). Werden nun Diamine mit lingeren
Alkylketten wie HDA verwendet, steigt die Aktivitat des Konjugats. Beispielsweise besitzt
das Me-PMeOx-HDA-xCIP einen MIC-Wert von 1.09 pmol-L* und damit eine leicht
bessere Aktivitat. Der Einbau von DODA zeigt sogar mit 0.33 umoI-L'1 eine deutlich
bessere Aktivitat als das Me-PMeOx-EDA-xCIP. Der Einbau von weiteren Aminen in die
Endgruppe, wie es bei TREN, TET und TEP der Fall ist, zeigen hingegen keinen Einfluss.
Die Aktivitat liegt hier zwischen 1.26-1.52 umol-L™ und damit auf einem Niveau wie die

Konjugate mit EDA Polymerendgruppe.

Die Untersuchungen der verschiedenen Polymerendgruppen bestatigen die Annahme,
dass die Bindung zwischen Polymer und Ciprofloxacin eine essentielle Rolle bei der
Aktivitat einnimmt. Zudem zeigen diese Ergebnisse, dass die Polymerendgruppe einen

starken Einfluss auf die Aktivitat der xCIP-Konjugate austibt.

3.2.4. Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate mittels eCIP und bCIP.

Die vorangegangenen Untersuchungen bezogen sich lediglich auf die Konjugation mittels
XCIP, nun soll in den folgenden Kapiteln die Konjugation mit eCIP und bCIP vorgestellt
werden. Fiur die Konjugation mit eCIP und bCIP-,Spacern” konnte die gleiche Strategie
wie zuvor bei xCIP verwendet werden. Auch die Reaktionsbedingungen konnten
beibehalten werden. Ein Gemisch aus DMF und MeCN diente als Losungsmittel und
Natriumhydrogencarbonat als Hilfsbase. Die Konjugation wurde bei 80 °C mit einer

Reaktionszeit von 24 h durchgefihrt.
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resultierenden Polymer-Antibiotika-Konjugate wurden Me-PMeOx-EDA-eCIP und Me-PMeOx-
EDA-bCIP genannt.

Zur Abtrennung niedermolekularer CIP-Derivate wurden die Konjugate mehrmals in
Wasser dialysiert und anschlieBend mit Dichlormethan extrahiert. Die
Reaktionsgleichung fiir die Konjugation von eCIP bzw. bCIP mit einem Me-PMeOxz,-EDA
ist in Abbildung 71 gezeigt. Dabei konnte die Konjugation mit guten Ausbeuten von 77-

91% durchgefihrt werden.

Der Verlauf der Konjugation wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie verfolgt. In Abbildung
72 ist exemplarisch das Konjugat Me-PMeOx-EDA-eCIP gezeigt. Die Auswertung der bCIP
Konjugate verlief analog und das dazugehdérige Spektrum ist im Anhang zu finden. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt die typischen PMeOx Signale (2-5) sowie die Methyl-
Startergruppe (1). Daraus lasst sich eine Wiederholungseinheitenzahl von 37 Oxazolin-
Einheiten berechnen. Darliber hinaus ist ein Multiplett im Bereich von 2.50 ppm zu
erkennen, welches zu den Protonen der Ethylendiamin-Einheit (7, 8) und der letzten
Methylengruppe der terminalen Oxazolin-Einheit (6) gehort. Zudem koénnen eindeutig
die aromatischen Signale der CIP-Endgruppe sowie die beiden Methylengruppen des
Cyclopropylrings erkannt werden. Die Signale des Piperazinrings (10, 11), die
Methylengruppe in a-Position zur Carbonylgruppe (9) sowie die Methingruppe des

Cyclopropylrings (13) werden durch das Polymerriickgrat Uberlagert. Mit Hilfe der
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aromatischen Signale der Antibiotikum-Endgruppe und der Methylstartergruppe lasst

sich eine Endgruppenfunktionalisierung von 83% bestimmen.
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Abbildung 72: 'H-NMR-Spektrum des Konjugats Me-PMeOXx-EDA-CIP. Diese Messung wurde in

CDCl; (7.27 ppm) aufgenommen.

Die MIC-Tests der beiden hergestellten Konjugate Me-PMeOxs;-EDA-eCIP und Me-
PMeOx3o-EDA-bCIP zeigten, dass die beiden Konjugate eine hohe Aktivitat gegeniiber
den getesteten Bakterien aufweisen. Das Me-PMeOx37-EDA-eCIP besitzt gegen S. aureus
einen MIC-Wert von 33 ug-mL'1 (10.7 umol-L"l). Fiir die GRAM-negativen Stamme zeigt
das eCIP-Konjugate einen MIC-Wert von 4.60 pg-mL™ (1.49 umol-L™) gegen E. colj,
15 pg-mL™ (4.98 umol-L™") gegen K. pneumoniae und 3.33 pg-mL™ (1.07 pmol-L™") gegen
P. aeruginosa. Ein Uberblick tiber die MIC-Werte in pmol-L? der beiden neu
hergestellten Konjugate mit dem bCIP- und dem eCIP-,Spacern” ist in Abbildung 73

gegeben.
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Abbildung 73: MIC-Werte in umol-L* der Konjugate Me-PMeOXx-EDA-eCIP (dunkelblau) und
Me-PMeOx-EDA-bCIP (hellblau) gegen die Bakterien S. aureus, E. coli , K. pneumoniae und P.
aeruginosa im Vergleich mit CIP (weiB). Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung

durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Im Vergleich zeigt das Me-PMeOx-EDA-bCIP deutlich héhere MIC-Werte als das Me-
PMeOx-EDA-eCIP. Fir S. aureus liegt der MIC-Werte des Me-PMeOx-EDA-bCIP bei
52 ug-mL™* (17.0 umol-L™Y) und fur E. coli bei 24 pg-mL™* (7.90 umol-L). Gegen P.
aeruginosa und K. pneumoniae liegt die Aktivitdt des bCIP-Konjugat mit 125 ug-mL'1
(40.7 umol-L'™Y) und 61 pg-mL* (19.9 pmol-L'Y) etwas niedriger als gegen die anderen
Bakterienstamme. Ein Vergleich zwischen eCIP-Konjugat und bCIP-Konjugat zeigt, dass
das Me-PMeOx;7,-EDA-eCIP eine deutlich bessere Aktivitat als das Me-PMeOxzp-EDA-
bCIP besitzt. Wahrend die Wirkung gegen S. aureus flir beide Konjugate dhnlich ist, weist
das eCIP-Konjugat im Fall von E. coli und K. pneumoniae eine 4-5-fach und im Fall von P.
aeruginosa einen 37-fach bessere Aktivitat auf. Im Vergleich mit Me-PMeOxzo-EDA-xCIP
weisen Me-PMeOx3p-EDA-eCIP und Me-PMeOxszo-EDA-bCIP eine deutliche verbesserte
Aktivitdt gegen GRAM-negative Bakterien auf. Wahrend das Me-PMeOx-EDA-xCIP mit
105 pmol-L't (327 pg'mL?) eine mehr als 100-fach schlechtere Aktivitat als CIP
(0.23 pg-mL?, 0.71 pmol-L'Y) besitzt, liegt das Me-PMeOx-EDA-eCIP mit 1.07 pmol-L™

(3.33 pg-mL") auf dem gleichen Niveau wie das unmodifizierte CIP gegen P. aeruginosa.
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Die neu hergestellten ,Spacer” eCIP und bCIP eignen sich sehr gut zur Synthese von
Polymer-CIP-Konjugaten. Dabei scheint vor allem das eCIP fiir die Synthese von aktiven
PAKs geeignet zu sein, die im Vergleich zu den Konjugaten mit xCIP auch sehr gute
Aktivitaiten gegen GRAM-negative Bakterien aufweisen. Interessanterweise weisen die
eCIP- und bCIP-Konjugate ein unterschiedliches Aktivitatsmuster zum xCIP auf. Wahrend
XxCIP-Konjugate eine verbesserte Aktivitdit gegen GRAM-positive und eine
Verschlechterung gegen GRAM-negative Bakterien bewirken, zeigt das eCIP-Konjugat
einen dhnlichen Trend wie das niedermolekulare CIP. Dieser dhnliche Trend konnte auf
eine Hydrolyse der Amidbindung des eCIP-,Spacers” und damit auf eine Abspaltung des
CIPs hinweisen. Daher soll in den nachsten Kapiteln weitere Untersuchung zur Aktivitat

der eCIP-Konjugate erfolgen.

3.2.4.1. Einfluss des Polymerriickgrates auf die Aktivitit der Polymer-
eCIP-Konjugate

In Abschnitt 3.2.3.1 wurde der Einfluss des Polymerriickgrates auf die Aktivitat der xCIP-
Konjugate untersucht. Das Polymerriickgrat besitzt einen starken Einfluss, wobei die
Aktivitat von PMeOx tber PcPrOx und PEtOx/PiPrOx zu dem aktivsten Polymerriickgrat
PEG steigt. Daher soll nun Uberprift werden, ob dieser Einfluss auch bei den eCIP-
Konjugaten vorliegt. Neben den bereits fir die Konjugation des eCIPs verwendeten
PMeOx wurden nun auch PEtOx, PiPrOx, PcPrOx und PEG zur Synthese von eCIP-

Konjugaten verwendet (Die *H-NMR-Spektren sind im Anhang gezeigt).
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Tabelle 11: Zusammenfassung der eCIP-Konjugate fiir die Untersuchung des Einflusses des

Polymerriickgrates

Polymer DPs.; DPumr* M, [g-mol™] F
Me-PMeOxzg-EDA-eCIP 30 38 3700 90%
Me-PMeOx,o-EDA-bCIP 30 40 3800 83%
Me-PEtOx;¢-EDA-eCIP 30 36 3500 84%
Me-PiPrOx5,-EDA-eCIP 30 71 6400 77%
Me-PcPrOxss-EDA-eCIP 30 33 3300 99%
Me-PEG,c-EDA-eCIP 45 26 1600 99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Die Untersuchungen der antimikrobiellen Aktivitat der PEtOx-, PiPrOx-, PcPrOx- und PEG
Konjugate zeigt, dass der Austausch von PMeOx durch PEtOx und PiPrOx zu eine leichten
Verbesserung gegen den GRAM-positiven Stamm S. gureus fihrt. Die MIC-Werte sind fiir
das Me-PEtOx3p-EDA-eCIP mit 3.61 umoI-L'1 und Me-PiPrOxsg-EDA-eCIP mit 3.25 umoI-L'1
fast dreimal niedriger als das PMeOx-Konjugat (10.7 pmol-L™") und somit auch aktiver.
Der Austausch des Riickgrates durch PcPrOx oder PEG fiihrt dahingegen im Allgemeinen
zu einer Verschlechterung der Aktivitdt. Im Fall des PEG-Konjugat zeigt sich die
Verschlechterung gegen die GRAM-negativen Keime. Me-PEG,s-EDA-eCIP weist gegen P.
aeruginosa eine mehr als 43-fach schlechtere Aktivitat als das zuvor vorgestellte
Me-PMeOx37-EDA-eCIP auf. Die Untersuchungen der antimikrobiellen Aktivitdt zeigen,

dass das Me-PEtOx3o-EDA-eCIP das aktivste Konjugat ist (Abbildung 74).
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Abbildung 74: MIC-Werte in pmol-L* der verschiedenen Polymer-eCIP-Konjugate im Vergleich
zu CIP (weiB). Die Konjugate wurden gegen Staphylococcus aureus (S. a), Escherichia coli (E. c),
Pseudomonas aeruginosa (P. a) und Klebsiella pneumoniae (K. p) getestet. Alle Messungen
wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.
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Die allgemein schlechte Aktivitdt des Me-PEG,s-EDA-eCIP ist etwas verwunderlich, da im
Fall der xCIP Konjugate das Me-PEG4s-EDA-XCIP die hochsten MIC-Werte lieferte.
Anscheinend gibt es einen synergetischen Effekt zwischen dem CIP-,Spacer” und dem
Polymerriickgrat, der je nach Bauart des CIP-Derivates unterschiedlich ist. Dies bedeutet,
dass jedes CIP-Derivat ein optimales Polymerriickgrat besitzt. Im Fall des eCIP-Derivates

ware PEtOx bzw. PiPrOx das geeignetste Polymerriickgrat.

3.2.4.2. Einfluss einer DDA-X Initiatorgruppe auf die Aktivitit der
Polymer-eCIP-Konjugate

Wie schon zuvor soll auch nun bei den eCIP-Konjugaten die Einflihrung einer DDA-X-
Initiator Gruppe untersucht werden. Die DDA-X Gruppe konnte bei den bisher
untersuchten xCIP-Konjugaten einen geringen positiven Effekt auf die Aktivitat gegen
GRAM-negative Bakterien ausliben. Daher sollte liberprift werden, ob sich dieser Effekt
auch bei den eCIP-Konjugaten zeigt. Zu diesem Zweck wurde ein DDA-X-PMeOx-EDA
Polymer mit eCIP konjugiert (siehe Abbildung 75).

LAehE

11!

ﬂ’{u YO eCIP \dgm/\/ ;\
11 N A N, ———— PN F

30H DMF/MeCN, N
80°C,24 h ~

DDA-X-PMOx-EDA DDA-X-PMOx-EDA-eCIP

Abbildung 75: Konjugation von DDA-X-PMeOx-EDA zu DDA-X-PMeOx-EDA-eCIP.

Im Gegensatz zu den MIC-Werten der xCIP-Konjugate zeigen die MIC-Werte des DDA-X-
PMeOx-EDA-eCIP keinen positiven Einfluss durch die eingefiihrte DDA-X Gruppe. Die
Aktivitaten gegen GRAM-negative Bakterien sind im Vergleich mit Me-PMeOx-EDA-eCIP

nahezu unverandert. Fiur S. aureus flihrt die Einflihrung der DDA-X Gruppe bei den eCIP-
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Konjugaten sogar zu einer Verschlechterung der Aktivitat von 10 pmol-L* auf mehr als

30 pmol-L™ (siehe Abbildung 76).
256 ______________________________________________________________________________________________________
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Abbildung 76: MIC-Werte in pmol-L™ fiir das DDA-X-PMeOx-EDA-eCIP (blau) und CIP (weiR).
Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.

Der positive Effekt durch die Einfliihrung einer DDA-X Gruppe, der bei der Aktivitat gegen
GRAM-negative Bakterien fiir die xCIP-Konjugate zu sehen war (Vergleich Kapitel 3.2.3.3),
konnte nicht fir die eCIP-Konjugate beobachtet werden. Ein Grund dafiir konnte die
allgemein bessere Aktivitat gegen GRAM-negative Bakterienkeime der eCIP-Konjugate
sein. Allerdings fuhrt der Einbau der DDA-X-Initiator Gruppe in das Konjugat zu einer

verschlechterten Aktivitat gegen S. aureus.
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3.2.4.3. Einfluss des Molekulargewichtes auf die antimikrobielle

Aktivitit der eCIP-Konjugate

In diesem Kapitel soll auf den Einfluss des Molekulargewichtes der eCIP Konjugate auf
die antimikrobielle Aktivitdt eingegangen werden. Polymere mit Methyltosylat als
Initiator und MeOx als Monomer wurden mikrowellenunterstitzt hergestellt und mit
EDA terminiert. Es wurden Kettenlangen von 10, 30, 40 und 60 Wiederholungseinheiten
Uber das Monomer-Initiator-Verhadltnis eingestellt (vergleich Kapitel 3.1.1.1).
AnschlieBend folgte eine Konjugation mit dem eCIP-Derivat. Die resultierenden PAKs
wurden auf ihre biozide Aktivitdt gegen den GRAM-positiven Stamm S. aureus und den
GRAM-negativen Stamm E. coli untersucht. Eine Auftragung der erhaltenen MIC-Werte

gegen die Anzahl an Wiederholungseinheiten ist in Abbildung 77 gegeben.
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Abbildung 77: MIC-Werte aufgetragen gegen den Polymerisationsgrad fiir die beiden
Bakterienstimme S. aureus (blau) und E. coli (rot). Die MIC-Werte sind in pmol-L™ angegeben.
Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.
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Im Allgemeinen ist die Aktivitat gegen E. coli deutlich besser als die gegen S. aureus.
Unabhangig von der Kettenldnge zeigen die PMeOx-eCIP Konjugate einen MIC-Wert von
0.67 — 1.62 umoI-L'1 gegen E. coli und einen von 6.13 — 8.61 umoI-L'1 gegen S. aureus.
Diese Unabhangigkeit ist iberraschend, da die Kettenlange zuvor einen starken Einfluss
auf die biozide Wirkung der xCIP-Konjugate ausilibte. Dies war vor allem gegen GRAM-
positive Bakterien zu beobachten. Die Kettenlangenunabhangigkeit der Aktivitat konnte
auf eine mogliche Freisetzung des eCIP hinweisen. Dies kdnnte durchaus moglich sein,
da die Amidbindung, die durch die eCIP Derivatisierung eingefiihrt wurde, labil sein

kdnnte. Im Gegensatz dazu ist die Aminbindung des xCIP deutlich stabiler.

Um die Ergebnisse aus Abbildung 77 zu verifizieren wurde zuséatzlich Me-PEtOxyo-EDA
mit eCIP konjugiert. AnschlieBend folgte eine Untersuchung der antimikrobiellen
Aktivitat gegen S. aureus, E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa. Abbildung 78 zeigt
die erhaltenen MIC-Werte der hergestellten Konjugate. Beide Konjugate weisen
exzellente Aktivitaten gegen die getesteten Stamme auf. Wobei auffillig ist, dass das
Me-PEtOx19-EDA-eCIP mit 2.10 umol-L"1 eine vierfach niedrigeren MIC-Wert als das Me-
PMeOx;o-EDA-eCIP (8.04 umoI-L'l) gegen S. aureus aufweist. Fir die getesteten GRAM-
negativen Stimme sind die Aktivititen nahezu gleich (E. coli: 1.29 pmol-L'* und
0.87 umoI-L'l, K. pneumoniae: 6.00 umoI-L'1 und 5.17 umoI-L'l, P. aeruginosa:

2.83 |,LmoI-L'1 und 2.21 umoI-L'l).
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Abbildung 78: MIC-Werte fiir Me-PMeOx,,-EDA-eCIP und Me-PEtOx,o-EDA-eCIP gegen die
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Bakterienstimme S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa in pmol-L™. Im Vergleich
dazu die MIC-Werte von CIP (weiR) Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung

durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Ein Vergleich mit den entsprechenden Konjugaten mit einer angesetzten Kettenldange
von 30 Wiederholungseinheiten (Kapitel 3.2.4.1) zeigt, dass sowohl die Konjugate mit 10
Wiederholungseinheiten als auch die Konjugate mit 30 Wiederholungseinheiten (iber die
gleiche Aktivitat verfligen. Dies bestatigt die zuvor erhaltenen Ergebnisse. Anscheinend
besitzt die Kettenldnge und somit das Molekulargewicht keinen Einfluss auf die
antimikrobielle Aktivitdt der eCIP-Konjugate, da das eCIP eine Abspaltung des

niedermolekularem CIP ermdoglicht.
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3.2.4.4. Einfluss der Polymerendgruppe auf die antimikrobielle

Aktivitit der eCIP-Konjugate

Wie in Kapitel 3.2.3.6 soll auch fiir den eCIP-,Spacer” der Einfluss der Polymerendgruppe
untersucht werden. Neben den bereits untersuchten Endgruppen EDA, BDA, HDA,
DODA, TREN, TET und TEP wurden zusatzlich ein Konjugat mit einer NH, .Gruppe und ein
Konjugat ohne Polymerendgruppe hergestellt (Siehe Abbildung 79).

NH,

E{H/\/N\/\H»; TREN ~

N
é\”/\/ \/\H; TET

© H H F
Meﬁl/\/\]\R é \gN/\/N\/\N/\/Ng\ TEP > (\NWOH

H H

30 \ \fo NN\) A
AN N(C(O)Me) ©
Nt NH
y H
3 N$  EDA, BDA, HDA, DODA /
H/\Mn,g\ n=1,3,5, 11

Abbildung 79: Uberblick iiber die verwendeten Polymerendgruppen bei der Synthese von
eCIP-Konjugaten auf Basis von PMeOx. Als Endgruppen wurde 1,4-Butylendiamin (BDA), 1,6-
Hexylendiamin (HDA), 1,12-Dodecylendiamin (DODA), N,N-Bis(2-aminoethyl)ethylendiamin
(TREN), Triethylentetramin (TET) und Tetraethylenpentamin (TEP) verwendet. Auflerdem

wurden ein Konjugat mit NH,- und ein Konjugat ohne Polymerendgruppe hergestelit.

Fir alle Amin-terminierten Polymere konnten die Reaktionsbedingungen beibehalten
werden. Die Reaktion wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie verfolgt. Die ermittelten
Daten aus den Spektren sind in Tabelle 12 dargestellt. Die *H-NMR-Spektren selbst sind

im Anhang abgebildet.
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Tabelle 12: Uberblick iiber die hergestellten eCIP-Konjugate mit verschiedenen

Polymerendgruppen.

Polymer DPs.; DPumr* M, [g-mol™] F

Me-PMeOx3,-BDA-eCIP 30 31 3100 60%
Me-PMeOxs4-HDA-eCIP 30 54 5000 90%
Me-PMeOx,43-DODA-eCIP 30 43 4200 99%
Me-PMeOx,s-TREN-eCIP 30 23 2500 99%
Me-PMeOxss-TET-eCIP 30 35 3500 71%
Me-PMeOxss-TEP-eCIP 30 35 3500 61%
Me-PMeOx,s-eCIP 30 28 2800 90%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Das Konjugat Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP wurde durch eine Acetylierung des Me-
PMeOx-EDA-eCIP gewonnen. Bei der Umsetzung mit Acetylchlorid wurden die
sekunddren Amine der Polymerendgruppe des Me-PMeOx-EDA-eCIP in Amidfunktionen

umgewandelt (siehe Abbildung 80).

YO oS o o
JrN\/\}N/\/N\)J\N/\ F Irf\/\]\ /\j\l/\)cl)\
n - O CHCl ,CRT, 24h (;)\ K/)\l

Me-POx-EDA-eCIP o
N~ o Me-POx-N(C(O)Me)-eCIP

7 7N/ o]

OH

Abbildung 80: Synthese von Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP.

Durch die Umwandlung der sekundaren Amine der EDA Gruppe in Amid-Funktionen sind
die Signale der EDA-Gruppe nicht mehr im *H-NMR-Spektrum zu identifizieren (Vergleich
Abbildung 81). Die neuen Amid-Signale sind durch ihre dhnliche Verschiebung wie das

Polymerrickgrat nicht mehr separat zu erkennen.
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Abbildung 81: 'H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP.

Die Ermittlung der MIC-Werte erfolgte wieder anhand der Bakterienstamme S. aureus

und E. coli. Die Ergebnisse sind in Abbildung 82 wiedergegeben.
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Abbildung 82: MIC-Werte der Konjugate Me-PMeOx-BDA-eCIP, Me-PMeOx-HDA-eCIP, Me-
PMeOx-DODA-eCIP, Me-PMeOx-TREN-eCIP, Me-PMeOx-TET-eCIP, Me-PMeOx-TEP-eCIP, Me-
PMeOx-NH-eCIP, Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP in umol-L*. Alle Messungen wurden in

dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Die meisten der gezeigten Konjugate weisen eine deutlich bessere Aktivitdt gegen E. coli
als gegen S. aureus auf. Einzige Ausnahme ist das Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP. Hier ist
die Aktivitat fur S. aureus besser als gegen E. coli. Das Me-PMeOx-NH-eCIP besitzt mit
2.60 umoI-L'1 (7.80 ug-mL'l) einen exzellenten MIC-Wert gegen E. coli aber mit
46.5 umol-L™* (139 ug-mL™) nur eine gute Aktivitit gegen S. aureus, die damit deutlich
niedriger als die der restlichen Konjugate ist. Diese weisen im Wesentlichen eine
vergleichbare Aktivitdat auf, welche fir S. aureus zwischen 4.61 ;,lmoI-L'1 und
10.16 umoI-L'1 schwankt und fir E. coli zwischen 0.36 umoI-L'1 und 1.61 umoI-L'l. Dabei
ist das Me-PMeOx-TREN-eCIP mit 4.61 pmol-L" das effektivste Konjugat gegen den
GRAM-positiven Keim und Me-PMeOx-BDA-eCIP mit 0.36 umoI-L'1 das aktivste Konjugat
gegen E. coli. Ein Vergleich mit Me-PMeOx-EDA-eCIP (10.7 umoI-L'1 flr S. aureus und
1.48 pmol-L™* fur E. coli) zeigt, dass keine der neuen Polymerendgruppen zu einer
wirklichen Verbesserung der Aktivitat fihrt. Anscheinend spielt die Polymerendgruppe
nur eine zweitrangige Rolle bei der Aktivitdt der eCIP-Konjugate. Allerdings zeigen die
Konjugate mit einem sehr kurzen ,Spacer” wie Me-PMeOx-N(C(O)Me)-eCIP und Me-

PMeOx-NH-eCIP sowie die Konjugate ohne ,Spacer” (siehe HARMUTH) **®

geringe
Aktivitaten. Dieses Ergebnis und die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.4.3 weisen auf eine
Spaltung des eClP-,Spacers” hin. Dies wirde auch erkldren, wieso die antimikrobielle
Aktivitat nur schwach vom Molekulargewicht und der Polymerendgruppe beeinflusst

wird. Dabei erfolgt die Spaltung des ,Spacers” bei allen Konjugaten mit Diamin-Gruppen,
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wodurch all diese Konjugate eine vergleichbare Aktivitdt aufweisen. Dies wiirde auch die
deutlich bessere Aktivitat (3-30 mal) gegen E. coli im Vergleich zu S. aureus erklaren, da
auch das unmodifizierte CIP 10 mal aktiver gegen E. coli wirkt. Bei Konjugaten die keine
Diamin-Gruppe enthalten, scheint keine Spaltung des eCIP-,Spacers” aufzutreten. Dies
lasst vermuten, dass die Spaltung des eCIP-,Spacers” enzymatisch erfolgt und die

Diamin-Einheit als Bindungsstelle fiir das Enzym dient.

3.2.5. Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate mittels pCIP

Im Vergleich zu den bisher behandelten ,Spacern” eCIP und xCIP wurde pCIP nicht
mittels polymeranaloger Substitution sondern durch eine Direktterminierung eingefihrt.
Die Terminierung erfolgte bei 45 °C in Chloroform. Die Analyse des Konjugats mittels
1H—NMR—Spektroskopie zeigt alle erwarteten Signale, die der Zielstruktur entsprechen.
Zudem kann mit dem Initiatorsignal (1) und den Signalen des Polymerriickgrats (3, 4 und
2) eine Wiederholungseinheit von 23 Monomereinheiten bestimmt werden. Neben den
aromatischen CIP Signalen im Tieffeldbereich (11, 15 und 16) sind auch die typischen
Signale des Cyclopropylrings (13, 14) bei 1.22-1.42 ppm sichtbar. Dartber hinaus sind
auch die Methylengruppen der Propylkette des pCIPs (5, 6, 7) zu erkennen. Mit Hilfe
dieser Signale und dem Integral der Initiatorprotonen (1) kann ein Funktionalitatsgrad

von 99% bestimmt werden. Das Spektrum ist in Abbildung 83 gezeigt.

116



Ergebnisse und Diskussion

7.27
1
F\ OH
2. 0 |
he 8 (N no P
4 _
12
Me{Nl\/\lN/\n/ \)10 /\
13 3 9 14 13
6
7
CHCl,
3-3|1 8.08 7.38
|
15 14, 11,0 .
1.2 1.2 1.3

93.3 3.0 2.3

67.0 27232234

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 83: "H-NMR-Spektrum des Me-PMeOx,;-pCIP in CDCl; (7.27 ppm).

Die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat ist in Abbildung 84 gezeigt. Das Me-

PMeOx,3-pCIP zeigt fiir alle Bakterien eine exzellente Aktivitat. Diese Aktivitat ist auf

demselben Niveau oder sogar besser als das des zuvor getesteten Me-PMeOxs37-EDA-

eCIP. Fiur K. pneumoniae und P. aeruginosa sind die MIC-Werte nahezu identisch, im Fall

von E. coli und S. aureus sind diese aber mit 0.33 pmol-L'* und 0.45 pmol-L"* deutlich

niedriger. Gegen E. coli scheint das Me-PMeOx-pCIP das bisher aktivste Konjugat zu sein,

welches sogar fast auf einem Niveau mit dem niedermolekularen CIP liegt. Zudem fallt

auf, dass das pCIP durch die Konjugation mit PMeOx an Aktivitdt gewinnt, denn das

Konjugat besitzt eine merklich bessere Aktivitdt als der unkonjugierte ,Spacer”

(Vergleiche 3.2.2).
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Abbildung 84: MIC-Werte in pmol-L* fiir die Konjugate Me-PMeOx-EDA-peCIP (blau) und von
CIP (weiB). Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.

3.2.5.1. Einfluss des Polymerriickgrats auf die antimikrobielle Aktivitat

der pCIP-Konjugate

Die Synthese von pCIP-Konjugaten mit PEtOx und PiPrOx als Polymerriickgrat konnten
mit einer Erhéhung der Terminierungstemperatur auf 90 °C mit Funktionalisierungs-

graden von 80 bis 99% durchgefiihrt werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: Uberblick liber die hergestellten pCIP-Konjugate.

Polymer DPset DPymr*™ M, [g-mol™] F

Me-PMeOxs,-pCIP 30 23 2400 99%
Me-PEtOx,g-pCIP 30 28 3200 80%
Me-PiPrOx,g-pCIP 30 28 3600 99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.
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Die MIC-Werte dieser Konjugate gegen S. aureus, E. coli, K. pneumoniae und P.
aeruginosa sind in Abbildung 85 dargestellt. Das Me-PEtOx3o-pCIP und Me-PiPrOxzq-pCIP
zeigen im Vergleich zum Me-PMeOx,3-pCIP deutlich schlechtere MIC-Werte. Dabei
scheint die Konjugation mit PEtOx zu einer starkeren Erniedrigung der Aktivitdt zu
flhren als die Konjugation mit PiPrOx. Dies wird vor allem beim Vergleich der Aktivitaten
gegen S. aureus deutlich. Wahrend Me-PiPrOx-pCIP mit 0.78 umoI-L'1 zwar einen doppelt
so hohen MIC-Wert hat wie Me-PMeOx-pCIP mit 0.45 pmol-L™, ist es immer noch aktiver
als das niedermolekulare CIP (1.28 umoI-L'l). Im Gegensatz zum Me-PEtOx3o-pCIP, weist
dieses Konjugat einen MIC-Wert von 10.45 umol-L"! auf, wodurch die Aktivitat des
Konjugats mehr als 23-mal niedriger als die von Me-PMeOx,3-pCIP ist. Im Fall des pCIP-

»Spacers” scheint die Kombination mit PMeOx die aktivsten PAKs zu liefern.
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Abbildung 85: MIC-Werte (umol-L") von Me-PEtOx-pCIP, Me-PiPrOx-pCIP und Me-PMeOx-
pCIP. Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung dar. Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt.

Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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3.2.6. Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate mittels peCIP

Als letzter ,Spacer” soll nun der peCIP-,Spacer” vorgestellt werden, dieser wurde wie
der eCIP- und der xCIP-,Spacer” mit einem EDA terminierten PMeOx umgesetzt. Dabei
konnte wieder die zuvor verwendeten Bedingungen angewendet werden. Die Analyse
des 1H-NMR—Spektrum zeigt in erster Linie alle erwarteten Signale. Zudem weist das
Spektrum auf eine nicht vollstandige Konjugation hin. Nur 56% aller Polymerendgruppen
sind mit einer peCIP Gruppe funktionalisiert. Des Weiteren kann eine Kettenlange von

35 Wiederholungseinheiten bestimmt werden (Abbildung 86).
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Abbildung 86: *H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx-EDA-peCIP in CDCl;(7.27 ppm).

Die Untersuchung der MIC-Werte des Me-PMeOx3s-EDA-peCIP ist in Abbildung 87
gezeigt. Am auffalligsten ist, dass das Konjugat Me-PMeOxs,-EDA-peCIP deutlich héhere

MIC-Werte als das Me-PMeOx-pCIP besitzt. Im Fall der GRAM-negativen Bakterien liegt
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der MIC-Wert ungefahr bei 16 umol-L'* und zeigt damit schlechtere Aktivititen als die
zuvor getesteten eCIP und pCIP Konjugate. Im Fall von S. aureus zeigt das Me-PMeOx-
EDA-peCIP die bisher schlechteste Aktivitat. Im Vergleich mit Me-PMeOxzo-EDA-xCIP
weist das peCIP-Konjugat eine héhere Aktivitdt gegen K. pneumoniae und P. aeruginosa
auf, aber dafiir auch eine deutlich schlechtere antimikrobielle Aktivitat gegen S. aureus

und E. coli.
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Abbildung 87: MIC-Werte in pmol-L" fiir Me-PMeOxs,-EDA-peCIP (blau) und CIP (weiR). Alle
Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.
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3.2.6.1. Einfluss des Polymerriickgrats auf die antimikrobielle Aktivitait

der peCIP-Konjugate

Um auch bei den peCIP-Konjugaten den Einfluss des Polymerriickgrats zu untersuchen,
wurden die Polymere Me-PEtOx-EDA und Me-PiPrOx-EDA ebenfalls mit peCIP konjugiert.
(Vergleich Tabelle 14).

Tabelle 14: Uberblick tiber die hergestellten peCIP-Konjugate.

Polymer DPset DP\wmr* M, [g-mol™] F

Me-PMeOxz-pCIP 30 23 2400 99%
Me-PEtOx,g-pCIP 30 28 3200 80%
Me-PiPrOx,g-pCIP 30 28 3600 99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Die peCIP-Konjugate zeigen bei einem Austausch des PMeOx Polymerriickgrats gegen
PEtOx eine Verschlechterung der MIC-Werte. Die einzige Ausnahme bildet S. aureus.
Hier konnte eine leichte Verbesserung beobachtet werden von 113 auf 64 umoI-L'l. Der
Austausch von PMeOx gegen PiPrOx hingegen zeigt eine gleichbleibende oder in einigen
Fallen sogar eine bessere Aktivitat. Im Fall von S. aureus und E. coli wird die Aktivitat fast
um das Vierfache verbessert. Die Aktivitat steigt in der Reihenfolge
PEtOx<PMeOx<PiPrOx. Auch hier zeigt sich wieder, dass ein synergistischer Effekt
zwischen Polymerriickgrat und CIP-,Spacer” vorliegt. Im Falle des peCIPs scheinen
Konjugate auf Basis von PiPrOx die aktivsten Verbindungen zu liefern (Abbildung 88).
Anscheinend flihrt eine Peptoidstrukur im ,Spacer” zu einer Verringerung der

antimikrobiellen Aktivitdt der Konjugate.
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Abbildung 88: MIC-Werte in pmol-L'von Me-PEtOx-EDA-peCIP (grau), Me-PiPrOx-EDA-peCIP
(gelb) und Me-PMeOx-EDA-peCIP (blau) sowie die MIC-Werte des CIP (weiB). Alle Messungen
wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichung dar.

3.2.7. Amphiphile Ciprofloxacin-Konjugate

Amphiphile Polymere sind aufgrund ihrer amphiphilen Natur in der Lage Mizellen oder
andere Aggregate zu bilden. Diese supramolekularen Strukturen kénnten einen Einfluss
auf die antimikrobielle Aktivitdt der Konjugate ausiiben und diese schaltbar machen. Um
dieser Fragestellung nachzugehen wurden eCIP- und xCIP-Konjugate mit amphiphilem
Polymerriickgrat hergestellt und die antimikrobielle Aktivitdit und die kritische

Mizellbildungskonzentration (engl. Critical Micell Concentration, CMC) untersucht. Fir
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die Synthese der amphiphilen CIP-Konjugate wurden die amphiphilen
Diblockcopolymere aus Kapitel 3.1.2 mit xCIP und eCIP konjugiert. Die Konjugation
verlief dabei analog zu den zuvor beschriebenen Konjugaten. Ein Beispiel fir
ein *H-NMR-Spektrum eines Diblockcopolymer-Konjugats ist in Abbildung 89 gezeigt. Die
erhaltenen Signale kdonnen der Konjugat-Struktur zugeordnet werden. Im Spektrum sind
die Signale flur die Protonen des Initiators (1) sowie die Signale fir die
Monomereinheiten PMeOx (2-4) und PHepOx (5-12) zu identifizieren. Darliber hinaus
sind die Signale der aromatischen CIP Protonen zu erkennen. Weitere Signale des CIP

sowie die Signale des EDA werden vom Polymerriickgrat iberlagert.
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Abbildung 89: 'H-NMR-Spektrum des Me-MeOx,s-PHepOx;-EDA-XCIP (CHCl3, 7.27 ppm).

Die GroRe des PMeOx Blocks kann auf 18 Wiederholungseinheiten und die des PHepOx
Blocks auf drei ermittelt werden. Zudem kann mit Hilfe der CIP Signale ein
Funktionalitdatsgrad von 90% bestimmt werden. Die Spektren der anderen eCIP und xCIP
Diblockcopolymer-Konjugate sind im Anhang gezeigt. Eine Zusammenfassung dieser

Konjugate ist in Tabelle 15 gegeben.
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Konjugation der Diblockcopolymere mit eCIP und xCIP.

HepOx M, F
Polymer Dp* Endgruppe**
[Gew.%]  [g-mol™]  [%]

Me-MeOx,s-PHepOx,-EDA-eCIP 28/4 22 3100 50 eCIP
Me-MeOx;5-PHepOxs-EDA-eCIP 18/6 40 2500 30 eCIP
Me-MeOx;5-PHepOx,,-EDA-eCIP 15/12 61 3300 80 eCIP
Me-MeOxg-PHepOx,,-EDA-eCIP 8/22 97 4400 99 eCIP
Me-PHepOx,3-EDA-eCIP 0/23 100 3700 99 eCIP
Me-MeOx;s-PHepOx;-EDA-XCIP 18/3 25 2000 90 xCIP
Me-MeOx;o-PHepOx,-EDA-xCIP 19/7 42 2800 90 xCIP
Me-MeOxy4-PHepOx,,-EDA-xCIP 14/11 60 3000 99 xCIP
Me-MeOxg-PHepOx,4-EDA-XxCIP 8/14 78 3000 99 xCIP
Me-PHepOx,,-EDA-xCIP 0/22 100 3400 80 xCIP

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H—NMR—Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Zunachst wurde die antimikrobielle Aktivitat der amphiphilen Konjugate untersucht. Die
erhaltenen MIC-Werte der einzelnen Konjugate gegen S. aureus und E. coli sind in
Abbildung 90 gezeigt. Die Aktivitdten fir die Diblockcopolymer-eCIP-Konjugate sind fiir
beide Bakterien nahezu identisch. Sie unterscheiden sich lediglich um eine
Verdinnungsstufe. Zudem zeigen die Konjugate zwischen 22-97 Gew.% HepOx-Anteil
mit einer Aktivitat zwischen 2.65-14.6 ug-mL™ fir S. aureus und 4.53-14.6 pg-mL™” fur E.
coli ahnliche Aktivitaten. Das reine PHepOx Polymer weist einen leicht hoheren MIC-
Wert fir E. coli im Vergleich zu den Copolymeren auf. Diese liegen mit 35 pug-mL™ tber
den MIC-Werten der Copolymere. Jedoch sind die MIC-Werte fiir das reine HepOx-
Konjugat ebenso wie fir das Konjugat mit 97 Gew.% HepOx-Anteil niedriger als
erwartet, da diese Konjugate nur schlecht wasserl6slich sind. Anscheinend miissen die
PAKs nur fein in der Losung suspendiert sein um ihre antimikrobielle Wirkung zu

entfalten.
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Abbildung 90: MIC-Werte der Diblockcopolymer-Konjugate gegen S. aureus und E. coli. Links

sind die MIC-Werte der eCIP Konjugate und rechts der xCIP Konjugate gezeigt.

Die xCIP Diblockcopolymer-Konjugate zeigen ein leicht anderes Bild. Die wasserldslichen
Konjugate bis zu einem HepOx-Anteil von 61 Gew.% weisen sie eine deutlich bessere
Aktivitat gegen S. aureus als gegen E. coli auf. Die Aktivitat liegt fur S. aureus zwischen
0.27-0.32 ug-mL'1 (0.09-0.12 umoI-L'l) und ist damit sogar deutlich hoher als die des
unveranderten PMeOx-xCIP-Konjugats. Im Vergleich zum niedermolekularen CIP
(1.29 umol-LY) sind diese Konjugate fast 10-mal aktiver. Das bedeutet, dass ein
amphiphiles Polymerriickgrat die Aktivitat gegen S. aureus stark beglinstigt. Auch gegen
E. coli weisen diese Konjugate mit 2.91-4.92 pg-mL" (0.91-2.30 umol-L?) eine bessere
Aktivitat auf als das reine PMeOx Konjugat. Ab einem HepOx-Anteil von 78 Gew.% zeigt
die Konjugate eine Verschlechterung der Aktivitdat. Das Konjugat mit 78 Gew.% PHepOx
besitzt einen MIC-Wert von 5.92 ug-mL’1 und befindet sich somit auf demselben Niveau
wie das reine PMeOx-xCIP-Konjugat. Dieser MIC-Wert ist nur ein zwanzigstel so hoch,
wie die der Konjugate mit einem geringeren HepOx-Anteil. Das reine Me-PHepOx-EDA-
XCIP besitzt im Vergleich zu den anderen gezeigten xCIP-Konjugaten deutlich hohere
MIC-Werte. Diese befinden sich aber immer noch in einem sehr guten Bereich und sind
etwas niedriger als die MIC-Werte vom eCIP Pendant. Zusammenfassend zeigt die
Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat, dass die hier hergestellten Konjugate trotz

HepOx-Blockes Uber eine antimikrobielle Aktivitat verfligen. Die xCIP Konjugate besitzen
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mit einem HepOx-Anteil unter 61 Gew.% sogar eine bessere Aktivitat gegen S. aureus als

CIP.

Flr die Bestimmung der CMC wurde eine wassrige Losung des Fluoreszensfarbstoffs
6-(p-Toludino)-2-naphtalinsdure (0.2 uM) verwendet. Eine Verdlinnungsreihe der zu
untersuchenden Konjugate wurde erstellt, wobei die Konzentration mit jedem Schritt
halbiert wurde. Die Verdinnungsreihe wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht, dabei wies der Anstieg der Emissionsintensitat bei 415 nm auf die Bildung
von Mizellen hin, da der Fluoreszenzfarbstoff nur in hydrophober Umgebung, also in
Mizellen fluoresziert. Die CMC wurde durch Interpolation der Messwerte erhalten und
fiir ausgewadhlte Konjugate untersucht (Tabelle 16). An dieser Stelle soll erwahnt sein,
dass Konjugate mit einem hoheren HepOx-Anteil als 61 Gew.% nicht in Wasser 16slich

waren und daher fir diese Konjugate keine CMC bestimmt werden konnte.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Konjugation der Diblockcopolymere mit eCIP und xCIP.

Polymer CMC [ug-mL™]
Me-MeOx,s-PHepOx4-EDA-eCIP 13.5
Me-MeOx g-PHepOxs-EDA-eCIP 5.0
Me-MeOx;5-PHepOx,,-EDA-eCIP 4.8
Me-MeOx;g-PHepOx3-EDA-XCIP 6
Me-MeOx;o-PHepOx,-EDA-xCIP 3.2
Me-MeOxy4-PHepOx,,-EDA-xCIP 2.5

Die in Tabelle 16 gezeigten CMCs fiir die eCIP- Konjugate befinden sich alle auf einem
dhnlichen Niveau wie die MIC-Werte gegen S. aureus und E. coli. Im Fall der amphiphilen
XCIP-Konjugate zeigt sich ein anderes Bild. Hier liegen die CMCs und die MIC-Werte
gegen E. coli im gleichen GroRenbereich. Fir S. aureus ist die CMC 10-20-fach hoher als
die entsprechenden MIC-Werte. Dies bedeutet, dass die CMC keinen Einfluss auf die
MIC-Werte ausiibt und die Konjugate trotz Mizellbildung eine antimikrobielle Aktivitat
besitzen. Die Aktivitat der Konjugat-Mizellen kdonnte durch eine Spaltung des CIP-

,Spacer” verursacht werden. Um dies auszuschlieRen wurden die Konjugate mit NaOH
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(0.015 M) behandelt. Dies sollte eine Hydrolyse des CIP-,Spacer” verursachen.
AnschlieBend wurden dann die MIC-Werte fiir die behandelten Konjugate bestimmt und
diese dann mit den MIC-Werten vor der Behandlung verglichen. Es zeigt sich, dass sich
die MIC-Werte der eCIP-Konjugate durch die Behandlung mit NaOH tatsachlich
verbessern und nun alle auf demselben Niveau liegen. Die MIC-Werte der xCIP-
Konjugate hingegen sind vor und nach der Behandlung identisch (Abbildung 91). Dies
zeigt, dass der eCIP-,Spacer” durch die Behandlung mit NaOH gespalten wird und der

xCIP-,,Spacer” nicht.
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Abbildung 91: MIC-Werte der eCIP- und xCIP-Konjugate vor und nach der Behandlung mit
NaOH.
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Diese Ergebnisse weisen im Fall von xCIP auf eine Aktivitat der Mizellen hin und nicht auf
eine Freisetzung der CIP Endgruppe. Fir eCIP bestatigt die Untersuchung die zuvor
vermutete Labilitdt des eCIP-,Spacers”. Weitere Untersuchungen des eCIP-Konjugats
Me-MeOx,5-PHepOx1,-EDA-eCIP  mit Lipase zeigten, dass die Aktivitat sich in
Anwesenheit des Enzyms (2 mg-mL'l) verbessern. So besitzt das Konjugat gegen S.
aureus einen MIC —Wert von 8.56 ug-mL'1 in Abwesenheit und einen MIC-Wert von
1.50 ug-mL™" in Anwesenheit von Lipase. Dies entspricht einer Verbesserung um das
Flinffache. Im Fall von E. coli zeigen die MIC-Werte ein dhnliches Bild. Hier steigt die
Aktivitat durch die Zugabe des Enzyms von 13.71 pg-mL " auf 3.13 pg-mL™". Dies beweist,
dass der eCIP-,Spacers” auch enzymatisch gespalten werden kann. Wahrscheinlich wird
der eCIP-,Spacers” wahrend des MIC-Tests selbst durch bakterielle Enzyme hydrolysiert
und CIP abgespalten. Dadurch resultiert auch die Unabhangigkeit der antimikrobiellen
Aktivitdit der eCIP-Konjugate gegeniber dem Molekulargewicht und den

Polymerendgruppen.

3.2.8. Biologische Untersuchung der Polymer-Ciprofloxacin-Konjugate

In diesem Kapitel soll auf die Untersuchungen der pharmakokinetischen Eigenschaften
und der Biokompatibilitdat der Konjugate eingegangen werden. Bisher wurden nur die
antimikrobiellen Eigenschaften in Form von MIC-Werten betrachtet, daher soll im
weiteren Verlauf auf die Fettaffinitat, Blutkompatibilitat, Zelltoxizitat sowie das Potential

der Resistenzbildung von Bakterien eingegangen werden.

3.2.8.1. Bestimmung des Verteilungskoeffizienten

Haufig werden Antibiotika friiher oder spater in die Umwelt exponiert, wo diese in

160-163

Fettgewebe von Tieren akkumulieren kdnnen. Mittlerweile werden Antibiotika in

162185 piese dauerhafte Anwesenheit

vielen Fluss- und Seebewohnern nachgewiesen.
des Antibiotikums kann zu Bildung von resistenten Bakterienkeimen fiihren. Die

resistenten Bakterienkeime gelangen Uber die Nahrungskette auch zum Menschen, wo
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sie grofRes Gesundheitsrisiko darstellen (Methicillin-Resistente-Staphylococcus aureus
(MRSA) oder Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)). Zudem koénnte die
Akkumulation des Antibiotikums in niederen Tierarten, die letale Dosis Uberschreiten

162-165

und zum Tod fihren. Dies konnte fiir Ciprofloxacin bei einigen Algenarten,

Regenbogenforellen, Schlammbakterien und Daphnien beobachtet werden. 162-165

Aus diesen Griinden ist eine wichtige pharmakokinetische KenngrolRRe fir Wirkstoffe der
Verteilungskoeffizient. Mit Hilfe des Verteilungskoeffizienten kann abgeschatzt werden
ob die Wirkstoffe zur Akkumulation in Fettgewebe neigen. Die CIP-Konjugate und das
niedermolekulare Antibiotikum wurden in Wasser gelést und mit Chloroform extrahiert,
wobei Chloroform als Modell fir das Fettgewebe genutzt wurde. AnschlieBend wurde
die Menge des Antibiotikums in den beiden Phasen bestimmt und der Quotient aus den

beiden Mengen liefert den Verteilungskoeffizient.

K _ Myasser
wasser /Chloroform —
mChloroform

Tabelle 17: Verteilungskoeffizienten verschiedener Konjugate, CIP und CIP-HCI.

Konjugate Verteilungskoeffizient
Me-PMeOx3o-EDA-XCIP 8.46 £1.16
Me-PEtOx3o-EDA-xCIP 1.12 +0.43

Me-PEG,s5-EDA-xCIP 2.62+1.37
CIP 0.23 +0.12
CIP-HCl 14.60 £ 4.30

Die Verteilungskoeffizienten in Tabelle 17 zeigen, dass die Konjugate deutlich
Wasseraffiner sind als das reine CIP. Wobei Me-PMeOxzo-EDA-XCIP mit 8.46 den
hochsten Verteilungskoeffizienten aufzeigt. Der Austausch des Polymerriickgrats von
PMeOx zu PEG bzw. PEtOx bewirkt eine deutliche Erniedrigung des Koeffizienten. Dabei
ergibt sich folgende Reihenfolge PMeOx>PEG>PEtOx. Der Verteilungskoeffizient von
reinem CIP ist 36-mal niedriger als der Koeffizient von Me-PMeOx3o-EDA-CIP. Daraus
lasst sich abschatzen, dass die Konjugate deutlich weniger zur Akkumulation in

unpolaren Medien, wie dem Fettgewebe neigen als das reine CIP. Allerdings zeigt das
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hadufig verwendete CIP-HCI einen deutlich besseren Verteilungskoeffizienten als das CIP
selbst und auch einen besseren als die untersuchten Konjugate. Im Fall von Me-
PMeOx3o-EDA-XCIP ist der Verteilungskoeffizient etwas niedriger und fir Me-PEtOxso-
EDA-xCIP sowie Me-PEG45-EDA-XCIP deutlich niedriger. Somit kann mit der
Polymerkonjugation eine bessere Wasserloslichkeit und somit eine niedrige
Akkumulationsaffinitat verglichen zu reinem CIP erreicht werden, jedoch keine bessere
als fur das CIP-HCI. Aufgrund der vorhandenen Ergebnisse ldsst sich vermuten, dass die
Konjugate Me-PMeOx3q-EDA-XCIP, Me-PEtOx3o-EDA-XCIP und Me-PEGys-EDA-XCIP nur zu

geringer Akkumulation neigen.

3.2.8.2. Bestimmung der Himokompatibilitit

Fiir eine spatere Anwendung im menschlichen Korper miissen eine hohe
Gewebekompatibilitdt sowie eine hohe Hamokompatibilitat gewahrleistet sein. Fir die
Untersuchung der Himokompatibilitdit wurden Erythrozyten verwendet. Dabei wurde
der HCso-Wert ermittelt, dieser Wert beschreibt bei welcher Konzentration 50% der
Erythrozyten durch die Probe lysiert werden. Dementsprechend haben toxische
Verbindungen einen niedrigen Wert und ungiftige Verbindungen einen hohen. Das
Verhaltnis zwischen HCso-Wert und MIC-Wert gibt die Selektivitdt wieder. Je héher die
Selektivitat ist, desto besser ist die Verbindung fiir eine medizinische Anwendung

geeignet, wobei dies nur ein Kriterium von vielen ist.
HCs,
- MIC

Das fir den HCso-Wert bendtigte Erythrozytenkonzentrat wurde aus Schweineblut durch

S

mehre Waschschritte isoliert und in CPD-Puffer (Zitrat-Phosphat-Dextrose) gelagert.
Einen Uberblick tiber die getesteten Konjugate gibt Tabelle 18. Hierbei soll erwihnt sein,
dass nur einige ausgewahlte Konjugate auf ihre hamolytischen Aktivitdt getestet

wurden.
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Tabelle 18: Uberblick iiber HCs-Werte, MIC-Werte sowie Selektivitit (S) gegen S. aureus

einiger ausgewdhlter Konjugate.

Konjugate HC50 MICs.qureus Ss.aureus
[ng-mL™] [ng-mL™]
Me-PMeOx3g-EDA-XCIP > 21000 5.90 £ 0.67 > 3600
Me-PEtOx3-EDA-XCIP > 17000 1364032 212500
Me-PEGys-EDA-XCIP > 13000 0.47+0.19 28000
CIPx-EDA-PMeOx-DBB-PMeOx-EDA-XCIP > 16000 16.0£3.12 > 1000
DDA-X-PMeOx3o-EDA-XCIP 6200 +1700  5.60 % 2.10 1100
Me-PMeOxio-EDA-XCIP > 24000 031+0.06  >77000
DDA-X-PMeOx;o-EDA-XCIP > 17000 1.19+049 > 14000
Me-PMeOx;o-EDA-eCIP > 36000 33.2+14.8 >1100
Me-PEtOx3-EDA-eCIP > 23000 12.540.50 > 1800
Me-PEG,5-EDA-eCIP > 16000 11.3+3.08 > 1400
DDA-X 250 £ 80 4.19 +0.49 60
xCIP > 10000 0.56+0.04  >18000
eCIP > 11000 0.29+0.05  >38000
DTAC 540 + 40
cip’ > 47000 042002  >111000

*
HCso Test wurde mit dem CIP-HCI-Salz durchgefiihrt

In Tabelle 18 sind die HCsy und die MIC-Werte der getesteten Konjugate sowie die
niedermolekularen Verbindungen DDA-X, DTAC, eCIP, xCIP und CIP dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die meisten Polymer-Antibiotika-Konjugate keine hamolytische Aktivitat
gegenlber den Blutzellen aufweisen. Die Konzentration bei der mehr als 50% der
Blutzellen zerstért wird liegt Giber 10000 pg-mL™". Dieses Ergebnis ist nicht Giberraschend,
da das POx keine hamolytische Aktivitdt aufweist ebenso wenig wie das Antibiotikum
CIP. Ausnahmen bilden allerdings Konjugate mit einer DDA-X Gruppe. So besitzt das
DDA-X-PMeOx-EDA-xCIP mit einem HCso-Wert von 6200 + 1700 ug-mL'1 eine
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hdamolytische Aktivitat, wenn auch eine geringe. Das DDA-X Konjugat weist im Vergleich
zum niedermolekularen Initiator DDA-X eine deutlich geringere hamolytische Aktivitat
auf. Anscheinend wird durch die Polymerisation und anschliefender Konjugation die
hamolytische Aktivitat des Initiators deutlich gesenkt. Fiir das DDA-X-PMeOx;o-EDA-xCIP
konnte keine Aktivitat gegen rote Blutzellen ermittelt werden, obwohl das Konjugate mit
30 Wiederholungseinheiten und der niedermolekulare Initiator einen HCso-Wert und
somit eine hamolytische Aktivitaten aufweisen. Daher ist das Ergebnis liberraschend,
allerdings kann bei diesem Hamokompatibilitattest nur die Freisetzung des Hamoglobins
untersucht werden. Andere Mechanismen, die zu einer Beeintrachtigung der Funktion
von roten Blutzellen fiihren, wie zum Beispiel das Binden und Ausfallen, kénnen durch
diesen Test nicht ermittelt werden. Daher ist nicht auszuschlieBen, dass das Konjugat

DDA-X-PMeOx19-EDA-XCIP eine andere Art von Bluttoxizitat aufweist.

Ein Blick auf die Selektivitdten (S) zeigt, dass alle Konjugate einen hohen Wert aufweisen
und somit selektiv gegen Bakterienzellen wirken. Dabei zeigt Me-PMeOx;o-EDA-XCIP mit
einer Selektivitat von mehr als 77000 die héchste Selektivitat unter den Konjugaten.
Allerdings ist der Vergleich unter einander und mit dem niedermolekularen Antibiotikum
nicht leicht, da der HCso-Wert bei vielen Konjugaten sowie beim CIP nicht bestimmt
werden konnte. Die meisten Konjugate weisen eine Zelllyse von etwa 1% auf. Die
hochste Lyse liegt bei den Konjugaten bei etwa 3% (mit Ausnahme des DDA-X-

Konjugats).

Die hier getesteten Polymer-Antibiotika-Konjugate zeigen zusammenfassend nur geringe
hamolytische Aktivitat gegenilber Erythrozyten, wodurch auch hohe Selektivitaten von

1000 bis = 77000 resultieren.

3.2.8.3. Bestimmung der Zelltoxizitit

Neben der Himokompatibilitdit wurde auch die Zelltoxizitdt bzw. Gewebetoxizitat fir
ausgewahlte Konjugate bestimmt. Die Zelltoxizitdit wurde mittels Zelltiter Glo Tests

166

ermittelt. Diese Tests wurden von JONAS LATEGAHN und HANNAH TUMBRINK am Lehrstuhl

fiir medizinische Chemie durchgefiihrt. In Tabelle 19 sind die gemessenen Daten gezeigt.
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Tabelle 19: EC5;-Werte der untersuchten Konjugate gegen die Zelllinien CTG-H1975-002 und

CTG-A431-002.

CTG ECso [uM]

A431 H1975
CIP >30 >30
xCIP 23.95+8.70 17.51+£9.42
eCIP 23.73+11.33 19.68 £ 12.60
Me-PMOx3o-EDA-XCIP >30 >30
Me-PMOx;,-EDA-eCIP 24.53 +10.94 23.77 £ 12.46

Fiir das Konjugat, Me-PMeOx3g-EDA-XCIP sowie das urspriingliche CIP konnten fir die
Zelllinien H1975und A431bis zu einer Konzentration von 30 umol-mL'1 keine ECso-Werte
gefunden werden. Dies konnte flir eine gute Kompatibilitdit dieser Verbindungen
gegeniber eukaryotischen Zellen sprechen. Ein anderes Bild zeigen die beiden
niedermolekularen CIP Modifizierungen. Das xCIP besitzt mit 23.95 + 8.70 },LmoI-L'1 gegen
A431 und 17.51 +£9.42 |,lmoI-L'l gegen H1975- ECso-Werte, welche sehr nahe an dem MIC
fir K. pneumoniae mit 12.49 umoI-L'1 liegen. Ahnliches konnte fiir eCIP gefunden
werden, diese CIP Modifizierung zeigt mit 23.73 + 11.33 umol-L™ gegen A431 und 19.68
+12.60 umoI-L'1 gegen H1975 eine ahnliche Toxizitat. Das PMeOx-eCIP-Konjugat weist
auch einen ECsp-Wert auf. Dieser ist zwar mit 24.53 + 10.94 ;,lmoI-L'1 und 23.77
12.46 umoI-L'1 niedriger als die ermittelten MIC-Werte fiir dieses Konjugat allerdings nur
um ein 2.4- bis 24-faches. Dies ist dennoch U(iberraschend, da bei eCIP-,Spacer”
Hydrolyse nur die Abspaltung von unmodifiziertes CIP und das Entstehen eines
unreaktiven Polymers mit Carboxylgruppe erwartet wurde. Keine der beiden
Verbindungen sollte den Erwartungen nach eine Zelltoxizitdt aufweisen, jedoch kdnnte
die Hydrolyse zu toxischen Zwischen oder Abbauprodukten fiihren. Die Ergebnisse des
Zelltoxizitatstests zeigen auch, dass das Konjugat Me-PMOxzo-EDA-XCIP ebenso wie das
CIP keine Toxizitat im untersuchten Konzentrationsbereich aufweist. Die Ergebnisse fir
eCIP, xCIP und Me-PMOx3o-EDA-eCIP sind dahingegen erniichternd, hier konnte ein ECso-

Wert im Bereich von 17.51 pmol-L"" bis zu 24.53 pmol-L™ gefunden werde. Im Fall der
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niedermolekularen ,Spacer” konnte dies durch die aminoreaktive Gruppe erklart
werden. Durch Abspaltung des Chloridions kdnnte ein reaktives Carbokation entstehen,
welches unkontrolliert mit der Zelle reagieren und somit auch zum Zelltod fithren kann.
Die Toxizitdt des Me-PMOx3o-EDA-eCIP im Vergleich zum Me-PMOx3o-EDA-XCIP kénnte
moglicherweise auf die Labilitat des eCIP-,Spacers” zurlickgefiihrt werden. An diese
Stelle soll noch angemerkt werden, dass die maximal getestete Konzentration von
30 umol-mL’1 aufgrund von Loslichkeitsproblemen der Proben im verwendeten Medium
resultierte. Bei hoheren Konzentrationen kam es zu einer Ausfallung der Proben. Zudem
dienten fir diesen Test Krebszelllinien als Modell fiir eukaryotische Zellen. Daher waren

weitere Kompatibilitdtstest mit weiteren Zelltypen duferst interessant.

3.2.8.4. Untersuchung des Resistenzbildungspotentials

Ein groBes Problem in der Antibiotikaforschung ist die schnelle Anpassung der Bakterien
an die neu entwickelten Wirkstoffe. Durch die Anpassung werden die Mikroorganismen
resistent und der zuvor effektive Wirkstoff verliert seine Aktivitat (Vergleich Kapitel 1.3).
Durch einen Langzeittest sollte das Potential der Resistenzbildung durch die PAKs
untersucht werden. Bei diesem Langzeittest handelt es sich um eine Abwandlung des
MIC-Testes. Zunachst wird ein MIC-Test durchgefiihrt, dabei wird die erste bewachsene
Stufe zum Animpfen eines weiteren MIC-Testes benutzt. So wurde jeden Tag neun bis
zehn Tage lang ein MIC-Test angefertigt und mit den Bakterien aus dem MIC-Test vom
Vortag angeimpft. Dadurch wurde der evolutionare Stress der Bakterien standig erhoht
und somit auch die Wahrscheinlichkeit auf eine schnelle Resistenzbildung. Als
Modelbakterien wurden S. aureus und E. coli verwendet. Als Konjugate wurde das Me-
PMeOx-EDA-xCIP und das Me-PMeOx-EDA-eCIP aufgrund ihrer unterschiedlichen
Wirkspektren untersucht. Zum Vergleich wurden ebenfalls das unmodifizierte CIP sowie
die entsprechenden CIP-,Spacer” untersucht. In Abbildung 92 sind die Ergebnisse des

durchgefiihrten Langzeittests fiir das Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP dargestellt.
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Abbildung 92: Resistenztest gegen S. aureus und E. coli Giber 9-10 Tage. Dabei wurden die MIC-
Tests mit den Bakterien aus der ersten bewachsenen Probe des MIC-Testes vom Vortag
angeimpft. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse gegen S. aureus fiir CIP (oben links), xCIP (mitte
links) und Me-PMeOx-EDA-XCIP (unten links) sowie gegen E. coli fiir CIP (oben rechts), xCIP
(mitte rechts) und Me-PMeOx-EDA-xXCIP (unten rechts). Fiir jede Messung (Rot) wurde

mindestens eine Wiederholungsmessung (blau, griin, violett) durchgefiihrt.

Der Test zeigt, dass der Bakterienstamm S. aureus nach etwa neun Tagen eine deutliche
Resistenzbildung gegen CIP aufweist. Dabei sind schon nach vier Tagen erste Resistenzen
zu beobachten. Der MIC-Wert stieg innerhalb von vier Tagen von 1.29 umol-L™" auf
41 pmol-L™ an. Innerhalb der nichsten Tage stieg der MIC-Wert konstant an, bis er am
achten Tag einen starken Sprung machte und 418 pmol-L™ erreichte. Am neunten Tag

konnte ein finaler MIC-Wert von 584 umol-L™ ermittelt werden. Somit konnten sich die
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Bakterien innerhalb von neun Tagen anpassen und die Effektivitdt des CIPs um ein 478-
Faches verschlechtern. Ein dhnliches Bild zeigt der xCIP-,Spacer”, dieser weist sogar eine
schnellere Resistenzbildung auf. Nach nur sieben Tagen kann von einer deutlichen
Resistenz gegen diesen CIP-Derivate gesprochen werden. Auch hier tritt nach vier Tagen
ein massiver Anstieg des MIC-Wertes auf, wobei dieser allerdings deutlich drastischer
ausfallt als der beim unmodifizierten CIP. Im Laufe des Testes wurde der MIC-Wert von
1.21 pmol-L™" auf 590 umol-L"* erhéht. Das entspricht einem Anstieg um das 487-faches.
Interessanterweise zeigt das Me-PMeOx-EDA-xCIP im Vergleich zu dem CIP und dem
XCIP nur eine geringe Resistenzbildung im Zeitrahmen des Versuches. Das Konjugat weist
einen leichten Anstieg nach flinf Tagen auf, von 2.20 umoI-L'1 auf 58 umoI-L'l. Allerdings
stagniert dieser nach sieben Tagen wieder und ein Plateau ist zu erkennen. Diese
Ergebnisse sprechen fiir eine verzogerte Resistenzbildung des Konjugats Me-PMeOx-
EDA-xCIP im Vergleich mit dem niedermolekularen CIP. Nach neun Tagen weist das
Polymerantibiotikum einen fast vier- bis acht-fach niedrigeren MIC-Wert als die

entsprechenden niedermolekularen Spezies auf.

Bei E. coli zeigt sich ein etwas anderes Resistenzverhalten. Im Fall von CIP zeigte E. coli
nach Ablauf des Testes einen MIC-Wert von 78 pmol-L™ und besitzt somit immer noch
eine leichte Aktivitat. Wohingegen der xCIP-,Spacer” schon nach vier Tagen vollstandig
seine Aktivitit verliert. Das Me-PMeOx-EDA-xCIP zeigt nach zehn Tagen mit 400 pmol-L™
einen deutlich hoheren MIC-Wert als das CIP. Allerdings ist der Anstieg des Konjugats
immer noch deutlich niedriger als der vom xCIP-,Spacer”.Nun kénnte vermutet werden,
dass die Resistenzbildung bei E. coli gegen das Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP deutlich
schneller erfolgt als gegen das unmodifizierte CIP, jedoch zeigt das CIP mit einem Anstieg
des MIC-Wertes von 0.1 pmol-L ™ auf 78 umol-L " eine Verschlechterung um ca. das 780-
fache und das Konjugate von 2.20 pmol-L™ auf 400 pmol-L™" nur um etwas das 180 fache.

Das bedeutet, der Anstieg des MIC-Wertes erfolgt beim Konjugat mit einem Faktor von

3.3 langsamer.

Abbildung 93 stellt die Ergebnisse des eCIP und des Me-PMeOx-EDA-eCIP dar. Hier kann
ein anderes Resistenzverhalten als zuvor beobachtet werden. Me-PMeOx-EDA-eCIP zeigt
gegen S. aureus schon innerhalb der ersten sieben Tage einen raschen konstanten

Anstieg von 10 umol-L™" auf 285 umol-L™*. Am achten Tag ist ein Sprung des MIC-Wertes
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zuerkennen, welcher auf 655 umol-L™ ansteigt. Somit weist das Me-PMeOx-EDA-eCIP im
Gegensatz zum Me-PMeOx-EDA-xCIP ein hdheres Potential der Resistenzbildung von S.

aureus als CIP auf.
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Abbildung 93: Resistenztest gegen S. aureus und E. coli iiber 9-10 Tage. Dabei wurden die MIC-
Tests mit den Bakterien aus der ersten bewachsenen Probe des MIC-Testes vom Vortag
angeimpft. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse gegen S. aureus fiir CIP (oben links), eCIP (mitte
links) und Me-PMeOx-EDA-eCIP (unten links) sowie gegen E. coli fiir CIP (oben rechts), eCIP
(mitte rechts) und Me-PMeOx-EDA-eCIP (unten rechts). Fir jede Messung (Rot) wurde

mindestens eine Wiederholungsmessung (blau) durchgefiihrt.

Interessanterweise ist im Fall von E. coli ein anderes Bild zu erkennen. Obwohl gegen das

eCIP schon nach relativ kurzer Zeit (3 bis 4 Tage) eine starke Resistenz entwickelt wird,
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kann fur das Konjugat ein langsamer Anstieg des MIC-Wertes beobachtet werden. Dabei
unterscheidet sich die MIC-Wert des Me-PMeOx-EDA-eCIPs und des CIP nach neun
Tagen nicht mehr signifikant voneinander. Dies ist bemerkenswert, da CIP einen viel
kleineren Start MIC-Wert besitzt. Diese Tatsache ist interessant, da im Kapitel 3.2.7
und 3.2.4.4 eine enzymatische Hydrolyse des eCIP-,Spacers” beschrieben wurde. Durch
die Hydrolyse wird unmodifiziertes CIP freigesetzt und daher wurde fiir das eCIP-
Konjugat ein ahnliches Resistenzbildungspotential wie beim CIP erwartet. Aber
anscheinend fiihrt schon die tempordre Bindung an das Antibiotikum zu einer
Verlangsamung der Resistenzbildung. Interessant ist auch, dass das Me-PMeOx-EDA-
eCIP ein geringes Resistenzbildungspotential gegen E. coli und Me-PMeOx-EDA-xCIP ein
geringeres gegen S. aureus besitzt. Dieser Sachverhalt regt zu Spekulationen an. Denn
Fluorchinolone besitzen in  GRrRAM-negativen und GRAM-positiven  Bakterien
unterschiedliche Primarziele (Vergleich Kapitel 1.2.2). Daher koénnte die xCIP
Modifikation zu einer starkeren Bindung zum Primarziel vom GRAM-positiven Bakterium
(Topoisomerase IV) wie S. aureus flihren aber gleichzeitig die Bindung zum Primarziel bei
GRAM-negativen Bakterien (Gyrase) schwachen. Im Fall von E. coli verhalt es sich genau
anderes herum. Hier scheint das eCIP-Konjugat eine hdhere Bindungsaffinitat zum

Primarziel von GRAM-negativen zu besitzen.

Die Ergebnisse dieses Testes zeigen, dass durch die Konjugation des CIP mit POx eine
Resistenzbildung verlangsamt werden kann. Dies wird vor allem gegen den Keim S.

aureus deutlich.

3.2.8.5. Untersuchung der Aktivitit gegen Bakterien mit einer
Effluxpumpeniiberregulation.

Im Kapitel zuvor wurde gezeigt, dass die PAKs in einigen Fallen ein geringeres Potential
zur Resistenzbildung als CIP aufweisen. Wie im Kapitel 1.3 genannt, existieren zwei
Hauptmechanismen die zu einer Resistenz gegen Fluorchinolone fiihren. Zum einen
kann die Zielstruktur durch Mutation oder Erwerb von Genmaterial verandert werden,

wodurch der Wirkstoff seine Wirkung verliert. Zum anderen kann durch Hochregulierung
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von Effluxpumpensystemen ein Transport des Wirkstoffes aus der Zelle erfolgen.
Aufgrund der Zunahme an Molekulargewicht als Folge der Konjugation kénnten die
resultierenden PAKs schlechtere Substrate fir die Effluxpumpen sein, wodurch auch
eine schlechtere Anpassung seitens der Bakterien erfolgen koénnte. Um dieser
Fragestellung nachzugehen wurden verschiedene Bakterien sowie ihre Mutanten
untersucht. Bei den Bakterien handelt es sich um die GRAM-negativen Keime E. coli und
Pseudomonas taiwanensis (P. taiwanensis) und ihre Mutanten mit einem , Knockout”-
Gen fir die Effluxpumpenregulierung (VLB120ACAttgV). Durch das ,Knockout“-Gen sind
die Gene, die fiir die Effluxpumpenregulierung zustandig sind, ausgeschaltet und infolge
dessen kommt es im Bakterium zu einer Uberexpression an diesen Pumpen. Fiir E. coli
wurde neben der Mutante mit einem , Knockout“-Gen fir die Effluxpumpenregulierung
(JW5503 Keio Kollektion) zuséatzlich eine weitere Mutante untersucht. Diese Mutante
besitzt keine Gene, die fir die Ausbildung dieser Pumpensysteme zustandig sind,
wodurch das Bakterium keine Effluxpumpen besitzt (JW0453 Keio Kollektion). Die
Wildtypen sowie die Mutanten von E. coli und P. taiwanensis wurden von Dr. JAN VOLMER

Lehrstuhl fiir Bioprozesstechnik zu Verfugung gestellt. **

Sollten wirklich die Konjugate schlechtere Substrate fiir die Effluxpumpen als das
niedermolekulare CIP sein, so sollte die Anzahl an Effluxpumpen keinen Einfluss auf die
antimikrobielle Aktivitat der Konjugate ausiliben im Gegensatz zum niedermolekularem
CIP. In Abbildung 94 sind die MIC-Werte fir Me-PMeOx-EDA-xCIP und Me-PMeOx-EDA-
eCIP gegen E. coli und P. taiwanensis sowie ihren Mutanten dargestellt. Im Fall P.
taiwanensis kann zwischen den MIC-Werten des Wildtyps und der Mutanten kein
Unterschied erkannt werden. Dies bedeutet, dass die untersuchten Verbindungen (CIP
wie auch die Konjugate) in diesem Bakterium nicht als Substrat fliir das Pumpensystem
erkannt werden. Im Fall von E. coli verhdlt es sich anders. Hier ist sehr wohl eine
Erhohung des MIC-Wertes mit zunehmender Anzahl an Effluxpumpen zu erkennen. Die
E. coli Mutanten weisen mit einer Uberexpression an Effluxpumpen (JW5503) deutlich
hohere MIC-Werte auf. Der MIC-Wert gegen CIP ist im Vergleich zum Wildtyp um ein 20-
faches erhoht. Auch bei den Konjugaten kommt es zu einer Erhéhung des MIC-Wertes
bei Me-PMeOx-EDA-xCIP um fast ein 20-faches und bei Me-PMeOx-EDA-eCIP um fast

das Dreifache. Allerdings kann unter Bericksichtigung des Fehlers des MIC-Testes von
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keinem signifikanten Unterschied gesprochen werden. Mutanten ohne Effluxpumpen
(JWo0453) sind deutlich anfélliger gegen den antibiotischen Wirkstoff. Der MIC-Wert ist
fir CIP als auch fir das Konjugat um etwa das 10-fache niedriger als bei ein
Bakterienstamm mit einer normalen Anzahl an Effluxpumpen. Allerdings scheint die
Anzahl an Effluxpumpen sowohl auf die Konjugate als auch auf das niedermolekulare CIP
einen ahnlichen Einfluss aus zu Uben. Dies weist darauf hin, dass die resultierende
Zunahme an Molekulargewicht durch die Konjugation nicht ausschlaggebend fir die

verzogerte Resistenzbildung ist.
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Abbildung 94: MIC-Werte von CIP, Me-PMeOx-EDA-xCIP und Me-PMeOx-EDA-eCIP gegen E.
coli und P. taiwanensis (P.t) sowie die Mutante von P. taiwanensis (VLB120ACAttgV) mit
einem ,Knockout“-Gen fiir die Effluxpumpenregulierung, E. coli Mutante ohne

Effluxpumpenregulierung (JW5503) und ohne Pumpensystem (JW0453).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Effluxpumpensystem bei P.
taiwanensis keine Rolle spielt und im Fall von E. coli wahrscheinlich nur eine
untergeordnete bei der Resistenzbildung. Da sowohl die Aktivitat des CIP als auch der

Konjugate durch die Anzahl an Effluxpumpen beeinflusst wird.
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3.2.8.6. Untersuchung der Topoisomerase IV in Polymer-Antibiotika-

Konjugaten und CIP resistenten S. aureus

Die Ergebnisse, die in Kapitel 3.2.8.4. und 3.2.8.5. vorgestellt worden sind, wiesen auf
ein geringeres Resistenzbildungspotential von Bakterien gegen das Konjugat Me-PMeOx-
EDA-xCIP im Vergleich zu unmodifiziertem CIP hin. Zur Aufklarung des
Resistenzmechanismus wurde das Erbgut von Me-PMeOx-EDA-xCIP und CIP resistenten
S. aureus analysiert. Dabei wurde allerdings nicht das komplette Genom der jeweiligen
Bakterien untersucht sondern lediglich das primare Ziel des Antibiotikums, die
Topoisomerase V. Zu diesem Zweck wurde der Genabschnitt, der fiir die Bildung von
Topoisomerase |V verantwortlich ist, mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
vervielfdltig und anschlieBend sequenziert. Durch die Sequenzierung konnte der
Genabschnitt fur die Topoisomerase IV bei den jeweiligen Me-PMOx-EDA-xCIP und CIP
resistenten S. aureus aufgeklart und mit dem Wildtyp verglichen werden. Die PCR wurde

von Dr. JAN VoLMER vom Lehrstuhl fiir Bioprozesstechnik durchgefihrt.

Da in der Literatur'®® das Genom von S. aureus (Wildtyp) bereits bekannt ist, konnten
mit Hilfe der Software Primer-Blast die entsprechenden Primer designet werden. Die
Nukleotid-Reihenfolge lautet GGGCTTCACGTTACAACGTTAC und CCTCGCATCCTCTACATG
AATC. Dabei wurden die Synthesearbeiten von der Firma EUROFINS GENOMICS
durchgefiihrt. Die Sequenzierung der replizierten DNA-Strange erfolgte ebenfalls durch
EUROFINS GENoOMICS. Als Sequenzierungsprimer wurden die Oligonukleotid-Strange
GGGCTTCACGTTACAACGTTAC, CCACGGCAATGTTACAC, TGCCCTTAATCCGGTATCTG,
CGAATGGACGTAAACAG und CCTCGCATCCTCTACATGAATC verwendet. Die erhaltenen
Chromatogramme (Siehe Anhang) der Topoisomerase IV Gensequenzen der Me-PMOx-
EDA-xCIP und CIP resistenten S. aureus Stamme wurden mit der Gensequenz des
Wildtyps verglichen. *°® Dabei konnte fiir die Me-PMeOx-EDA-xCIP und CIP resistenten
Bakterienstamme ein Basenpaaraustausch beobachtet werden. So wurde Cytosin gegen
Adenosin  ausgetauscht. Diese Anderung der Genfolge verursacht in der
Topoisomerase IV einen Austausch der Aminosdure Serin (Position 80) durch die
Aminosdaure Tyrosin im aktiven Zentrum. Dieser Aminosaureaustausch in der

Topoisomerase IV konnte bereits in Fluorchinolon-resistenten S. aureus-Isolaten
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19 Da beide Stimme dieselbe Mutation aufweisen, indiziert dieser

beobachtet werden.
Befund, dass sowohl das CIP als auch das Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP den gleichen
Wirkmechanismus aufweisen. Allerdings zeigt die Mutation einen geringeren Einfluss auf
die Aktivitat des PACs, anscheinend fiihrt die Konjugation mit dem Polymer zu einem
geringeren Affinitatsverlust durch den Austausch von Serin durch Tyrosin, wodurch eine
langsamere Resistenzbildung auftritt. Wahrscheinlich sind weitere Mutationen

aullerhalb der Topoisomerase IV notwendig, damit das Bakterium eine starkere Toleranz

gegeniber dem Konjugat ausbilden kann.

Die Ergebnisse der PCR-Untersuchungen zeigen, dass die Konjugate zum einen
denselben Wirkmechanismus verfolgen wie ihr niedermolekulares Pendant und zum
anderem, dass die Polymer-Konjugation eine gute Moglichkeit bietet herkémmliche
Antibiotika unempfindlicher fir Mutationen in der Zielstruktur des Bakteriums zu

machen.

3.2.9. Zusammenfassung der Ciprofloxacin-Polymer-Konjugate

Die Konjugation von Ciprofloxacin konnte fiir verschiedene POx und PEG erfolgreich
durchgefiihrt werden. Dabei konnten die Untersuchungen zur antimikrobiellen Aktivitat
zeigen, dass vor allem die Polymer-Antibiotikum Bindung einen starken Einfluss austibt.
So zeigte ein direkt modifiziertes PMeOx Konjugat keine durch das CIP hervorgerufene
Aktivitat, wohingegen Konjugate mit einem ,Spacer” antimikrobielle Aktivitaten
aufweisten. Dabei konnten verschiedene CIP-Derivate, xCIP, eCIP, bCIP, pCIP und peCIP
als ,Spacer” entwickelt und verwendet werden (Vergleich Abbildung 41). Wahrend xCIP-
Konjugate exzellente Aktivitditen gegen GRAM-positive Bakterien und nur moderate
gegen GRAM-negative Bakterien zeigen, weisen die eCIP- und bCIP-Konjugate gute
Aktivitaten gegen GRAM-positive Bakterien, aber dafiir exzellente gegen die GRAM-
negative Bakterien auf. Das peCIP hingegen besitzt nach der Konjugation nur schlechte
Aktivitaten. Die Verwendung des pCIP zur Konjugation lieferte PAKs die sowohl gegen
GRAM-positive als auch gegen GRAM-negative exzellente MIC-Werte aufweisen. Neben

der Struktur der Polymer-Antibiotika-Bindung haben auch die Kettenlange, die
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Polymerendgruppe und das Polymerriickgrat einen Einfluss auf die antimikrobielle
Aktivitat. Dabei besitzt jeder ,Spacer” ein optimales Polymerriickgrat. Im Fall von xCIP ist
dies PEG. Der Einbau einer weiteren bioziden Einheit in Form eines quartdren
Ammoniumsalzes konnte mit Hilfe des Initiators DDA-X durchgefiihrt werden. Dabei
zeigt sich, dass diese zusatzliche antimikrobielle Gruppe keine biozide Aufgabe im
Polymer Gbernimmt, sondern lediglich das Eindringen in die Zelle erleichtert. Dies kann

vor allem bei GRAM-negativen Bakterien beobachtet werden (Vergleich Abbildung 61).

Des Weiteren konnten amphiphile Konjugate auf Basis von PMeOx und PHepOx mit Hilfe
von XCIP und eCIP hergestellt werden. Diese Konjugate zeigen trotz Bildung von Mizellen
eine ausgezeichnete Wirkung gegen S. aureus und E. coli. Diese zeigen in einigen Fallen

sogar eine héhere Aktivitat als das CIP

Die hergestellten Konjugate wurde auf ihre Biokompatibilitdit untersucht. Die
untersuchten Konjugate weisen mit Ausnahme der DDA-X gestarteten Konjugate, keine
hamolytische Aktivitat auf (Vergleich Kapitel 3.2.8.2). Ebenso konnte festgestellt
werden, dass die PAKs und die CIP-Derivate eine Selektivitdt gegenlber Bakterien im
Vergleich zu eukaryotischen Zellen aufweisen (Vergleich Kapitel 3.2.8.3). Allerdings
zeigte die Untersuchung der Zelltoxizitat, dass eine gewisse Toxizitat gegeniiber den
getesteten eukaryotischen Zellen vorliegt. Diese wird jedoch nicht durch die Konjugation
sondern schon durch die CIP-Modifizierung hervorgerufen. Ausnahme bildet hier das
Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP. Fir dieses Konjugat kann bis zu einer Konzentration von
30 pmol-L! keine Toxizitat gegen eukaryotischen Zellen festgestellt werden. Dariber
hinaus zeigt dieses CIP-Konjugat ein zehnfach geringeres Potential zur Resistenzbildung
bei S. aureus als bei reinem CIP beobachtet werden konnte. Dabei zeigte sich, dass das
geringere Potential nicht durch Zunahme an Molekulargewicht verursacht wird, da
sowohl das Konjugat als auch das CIP als Substrat fiir Effluxpumpen dienen. Eine Analyse
des bakteriellen Genoms zeigte, dass die Konjugate denselben Wirkmechanismus wie
das CIP aufweisen. Allerdings scheint das Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP unanfalliger

gegen diese Mutationen der Zielstruktur zu sein.

Die in dieser Arbeit hergestellten PAKs besitzen in einigen Fallen eine bessere Aktivitat,

eine selektivere Aktivitat, eine bessere Wasserloslichkeit sowie ein geringeres Potential
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zur Resistenzbildung als ihr niedermolekulares Pendant Ciprofloxacin. Somit stellen die
Polymer-Konjugation von Antibiotika eine gute Alternative zur niedermolekularen

Derivatisierung dar.
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3.3. Polymer-Penicillin-Konjugate

Neben den Ciprofloxacin-Polymer-Konjugaten, die im Kapitel zuvor diskutiert wurden,
sollen nun die in dieser Arbeit hergestellten Penicillin-Polymer-Konjugate vorgestellt
werden. Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in Zusammenarbeit mit FRANZISKA LANFER
und Livia BAsT in Rahmen ihrer Masterarbeiten erhalten. 3* '° Ziel dieses Projektes war
die Konjugation verschiedener Penicillinase-stabiler Penicilline mit Poly(2-oxazolin).
Durch die kovalente Bindung sollten Konjugate erhalten werden, die das gebundene
Antibiotikum gegen den Abbau durch Penicillinase schiitzen und eine exzellente Aktivitat
gegen Penicillin-sensible Bakterienstamme aufweisen. Fiur die Konjugation wurden die
Penicilline Benzylpenicillin (PenG) und Phenoxymethylpenicillin (PenV) (siehe Abbildung

95) verwendet.

Ph OPh
o T
AN B o AN B o
o< X
O P O P
HO/\O HO/\O
Benzylpenicillin Penoxypenicillin

(Penicillin G; PenG) (Penicillin V; PenV)

Abbildung 95: Chemische Struktur von Penicillin G (links) und von Penicillin V (rechts).

3.3.1. Synthese von Polymer-Penicillin-Konjugate

Die Polymer-Penicillin-Konjugate konnten (iber eine einfache Direktterminierungs-
methode des lebenden Polymerendes mit Penicillinsalzen erhalten werden. Hierzu
wurde MeOx mikrowellenunterstiitzt polymerisiert. Dazu wurde erneut MeTos als
Initiator verwendet. Als Losungsmittel diente wie zuvor trockenes Chloroform. Das
Monomer-Initiator-Verhaltnis wurde auf 30 Wiederholungseinheiten eingestellt. Nach
dem Propagationsschritt, wurde das lebende kationische Kettenende direkt mit einem

Uberschuss an Penicillin G (PenG) Natriumsalz terminiert (Vergleich Abbildung 96).
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Uberschussiges PenG Natriumsalz konnte nach Ablauf der Terminierungsreaktion
aufgrund der schlechten Loslichkeit im Losungsmittel einfach abfiltriert werden. Um
noch verbleibende Reste an niedermolekularen Antibiotika zu entfernen wurde das

Chloroform verdampft und der Polymerriickstand mehrfach gegen Wasser dialysiert.

o/\< o 0
N
S0~ Me \ O CHCly, RT, 721 Me 0
g o° CHCl, n-1L_, 3 RT, OD/J”"X
s

90°C,1h

Me-TOS Me-PMeOx Me-PMeOx-PenG %N\\("/H
(0]

NH
O

Abbildung 96: Synthese von Me-PMeOx-PenG. Polymerisation von MeOx in Chloroform mit
MeTos als Initiator. Im Anschluss der Polymerisation folgte die Direktterminierung mit

PenG. '

Das 1H—NMR—Spektrum des Polymers ist in Abbildung 97 dargestellt. Die Analyse des H-
Spektrums weist auf einen Polymerisationsgrad von 30 Wiederholungseinheiten hin.
Dies kann durch das Verhdltnis der Polymerriickgratsignale (2 bis 5) zu dem
Initiatorsignal (1, 3.00 ppm) berechnet werden. Die Signale 7-14 kénnen dem Penicillin
zugeordnet werden. Durch einen Vergleich dieser Signale mit dem des Initiators kann ein
Funktionalisierungsgrad von 99% bestimmt werden. Aullerdem zeigt das Signal bei
4.30 ppm (6, 7), dass die Terminierung des lebenden kationischen Kettenendes mit der
Carboxylatgruppe des Penicillins erfolgt, sodass das Polymer und das Antibiotikum Gber

eine Esterbindung miteinander verknipft sind.
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Abbildung 97: 'H-NMR Spektrum vom Me-PMeOx-PenG, aufgenommen in CDCl; (7.27 ppm).

Oben links ist die Struktur von Me-PMeOx-PenG dargestellt. Die Protonen des Konjugats

konnten den Signalen des Spektrums zugeordnet werden (1-14 in Rot). '}

Neben der Analyse mittels 1H—NMR—Spektroskopie wurde zusatzlich eine
Elektronenspray lonisation Massenspektrometrie (ESI-MS) und eine Matrix unterstiitzte
Laser Desorption lonisation Massenspektrometrie (MALDI) verwendet. Das ESI-MS
Spektrum ist in Abbildung 98 dargestellt. Im Gegensatz zu den Daten, die durch die H-
NMR-Spektroskopie gewonnen werden kdnnen, zeigt das ESI-MS Spektrum Polymere die
mit einem Metaboliten von PenG funktionalisiert sind. Dieser Metabolit kann als
Penillosdure identifiziert werden. Penillosdure resultiert aus einer Hydrolyse des PengG,
gefolgt von einer Decarboxylierung. Diese Umwandlung tritt wahrscheinlich aufgrund
der sauren Bedingungen wihrend der lonisation auf, da PenG 3uRert siurelabil ist. '’
73% aller gefunden Massen zeigen diese Endgruppe und weitere 17% eine Hydroxyl-
Endgruppe. Neben den Polymeren mit einer Methylinitiatorgruppe koénnen auch

protoneninitiierte Polymere beobachtet werden. |hr Anteil betragt 7% der gesamten

Masse.
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m/z Me-PMeOx;o-Penillosdure ([M+H]*) berechnet CH; (15.024 g-mol™) + 30-mal MeOx
(30 85.054 g-mol™) + Penillosaure (CisHoN,055; 308.112 g-mol™) + H* (1.007 g-mol™) ergibt
2875.531 g-mol™ und gefunden wurden 2875.763 g-mol™.
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Abbildung 98: ESI-MS Spektrum von Me-PMeOx-PenG. Die Peaks zeigen die Isotope mit dem

niedrigsten Molekulargewicht. Unter dem Spektrum ist eine Beispielrechnung fiir die

theoretische Masse abgebildet, sowie der zweistufige Abbau des PenG zu Penillosiure. 7**7®

Das MALDI-TOF Spektrum von Me-PMeOx-PenG zeigte zwei unterschiedliche

Polymergenerationen. Beide Generationen bestehen aus PMeOx wie durch die
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Wiederholungseinheit von 85 angedeutet wird. Eine der beiden Polymergenerationen
entspricht PMeOx mit einer Methylstartergruppe und einer PenG-Endgruppe am
terminalen Polymerende. Die zweite Generation konnte als PMeOx mit
Methylstartergruppe und einer Vinylendgruppe identifiziert werden. Diese Generation
konnte durch eine Fragmentierung wahrend des lonisationsschrittes erfolgen. Eine
ahnliche Fragmentierung mit Penicillin-Poly(3-hydroxybutylsdue)-Konjugaten konnte
auch bei Abamus et. al. 1’® beobachtet werden. AbAmUS et. al. konnte eine Spaltung der
Polymer-Antibiotika-Bindung nachweisen, die zu einer Vinylendgruppe am Polymer
verursacht. Keine anderen Signale sind in diesem Spektrum zu sehen. Dies deutet darauf
hin, dass die in der ESI-MS Messung gefundenen Produkte hochstwahrscheinlich durch

eine Hydrolyse des Me-PMeOx-PenG wahrend der Messung entstanden.
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m/z Me-PMOXx;o-Penillin G ([M+Na]") berechnet CH; (15.024 g-mol™) + 28-mal MeOx (28 85.054
g-mol™) + Penicillin G (C16H:sN,0,S; 334.099 g-mol™) + Na* (22.989 g-mol™) — H' (1.008) ergibt
2752.616 g-mol™ und gefunden wurden 2752.661 g-mol™.

Abbildung 99: MALDI-MS von Me-PMeOx-PenG und eine dazugehorige Beispielrechnung fiir

die theoretische Masse. '"*
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Damit bestitigen die MS Analysen die Struktur der Me-PMeOx-PenG, die durch die *H-

NMR-Spektroskopie suggeriert wird.

Neben dem PenG wurde auch PenV fiir die Polymer-Konjugation verwendet. Dabei
konnte die Syntheseroute beibehalten werden. Das entsprechende PenV-Konjugat
wurde mit Hilfe der 1H—NMR—Spektroskopie analysiert. Das 1H—NMR—Spektrum ist
nachfolgend abgebildet. Die Signalzuordnung erfolgte analog zum PenG Konjugat. Im
Spektrum sind alle erwarteten Signale eindeutig zu sehen. Der Polymerisationsgrad

betragt 21 Wiederholungseinheiten und 99% der Polymere besitzen eine antibiotische

Endgruppe.
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Abbildung 100: *H-NMR Spektrum von Me-PMeOx-PenV, aufgenommen in CDCl; (7.27 ppm).

Oben links ist die Struktur von Me-PMeOx-PenV dargestellt. Die Protonen des Konjugats

konnten den Signalen des Spektrums zugeordnet werden (1-14 in Rot). *’*

Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) Messungen bestétigten die Analyse des ‘H-
NMR-Spektrum (Abbildung 101). Me-PMeOx-PenG besitzt einen PDI von 1.13 und Me-
PMeOx-PenV ein PDI von 1.09. Zusatzlich zur Variation der antibiotischen Endgruppen,

wurde auch hier, wie auch schon bei den Ciprofloxacin-Konjugaten (Vergleich
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Kapitel 3.2.3.1) eine Variation des Polymerriickgrates vorgenommen um einen
moglichen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat zu untersuchen. Daher wurden PEtOx
und PiPrOx zur Konjugation von PenG und PenV verwendet. Abbildung 101 zeigt die
schematische Syntheseroute. Die Modifikation mit dem entsprechenden p-Lactam-

Antibiotikum erfolge wie zuvor beim PMeOx.

O-__R O<_R o o
Y 1 © Ri PenG oder PenV Y 1 j N >\/R2

N A N ,
= o NH
Me N\\/O CHCly, 72 h, RT M|
s H
n-1 n
Me-POx Rq: Ethyl R,: Ph  Me-PEtOx-PenG

R;: Ethyl R,: OPh  Me-PEtOx-PenV
R4:iPr  Ry: Ph Me-PiPrOx-PenG
R4: iPr  Ry;: OPh  Me-PiPrOx-PenV

Abbildung 101: Syntheseroute zur Synthese von PEtOx- und PiPrOx-Penicillin-Konjugaten. *’*

Die Penicillin-Konjugate auf Basis von PEtOx und PiPrOx wurden wie zuvor mittels H-
NMR-Spektrokopie und GPC untersucht. Die gemessenen Spektren sind im Anhang zu
finden, eine Zusammenfassung der analytischen Daten ist in Tabelle 20 gegeben. Alle
Konjugate zeigen, dass die Mehrheit der Polymere (Uber 70%) eine antibiotische
Endgruppe und eine Methylinitiatorgruppe besitzen. Der PDI liegt zwischen 1.09-1.26

und entspricht damit dem Charakter einer lebenden Polymerisation.

Des Weiteren sollten Einfliisse des Molekulargewichtes auf die antimikrobielle Aktivitat
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden PMeOx-PenG-Konjugate mit Kettenlangen
von 5, 10, 22 und 45 Wiederholungseinheiten hergestellt. Die analytischen Daten sind in

Tabelle 20 aufgelistet.
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Tabelle 20: Analytische Daten der GPC und 'H-NMR-Spektrokopie Messungen der

hergestellten Penicillin-Polymer-Konjugate.

Polymer DPavk Munvr  Muerc[g'mol™  PDlgpc S
[g:mol™]

Me-PMeOxs-PenG 5 800 800 1.10 97%
Me-PMeOxy,-PenG 10 1200 1400 1.12 99%
Me-PMeOx,,-PenG 22 2200 2200 1.12 82%
Me-PMeOxs,-PenG 30 2900 2900 1.13 99%
Me-PMeOx,s-PenG 45 4200 3900 1.19 95%
Me-PEtOxs3-PenG 53 4900 4900 1.36 70%
Me-PiPrOx,o-PenG 29 3600 3800 1.15 >99%
Me-PMeOx,;-PenV 21 2200 2300 1.09 >99%
Me-PEtOxss-PenV 38 4100 4200 1.15 >99%
Me-PiPrOx,4-PenV 24 3100 2900 1.26 >99%

* Der Polymerisationsgrad wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie durch den Vergleich der entsprechenden
Polymerrickgratsignale mit den Initiatorsignalen bestimmt. ** Funktionalitdtsgrad wurde mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Hierzu diente der Vergleich des Integrals der Endgruppensignale mit dem Integral des

Initiatorsignals.

Um mogliche synergetische Effekte zu untersuchen sollte eine quartdre
Ammoniumgruppe in das Konjugat eingefiihrt werden. Um dies zu bewerkstelligen
wurde DDA-X als Initiator verwendet um Polymere auf Basis von PMeOx und PEtOx
herzustellen. Diese Polymere wurden anschlieBend mit PenG und PenV terminiert.
Dadurch kombiniert dieses Polymer eine antibiotische und eine biozide Gruppe (siehe

Abbildung 102).
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(i) 2-R4-2-Oxazoline
® ® O<_R O O Ry
M/\,L CHCly, 1 h, 110 °C \M/\IL Y| o »—
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Br CHCl3, 72 h, RT

DDA-X
Ry: Me R,: Ph DDA-X-PMOXx-PenG
R;: Me R,: OPh DDA-X-PMOXx-PenV
R.: Et R,:Ph DDA-X-PEtOx-PenG
R.: Et R,: OPh DDA-X-PEtOx-PenV

Abbildung 102: Synthese von DDA-X gestarteten PenG und PenV-Konjugaten. ’*

Das 1H—NMR—Spektrum von DDA-X-PMOxzo-PenG ist exemplarisch in Abbildung 103
gezeigt. Das DDA-X gestartete Konjugat zeigt die entsprechenden PMeOx und PenG
Signale. Zusatzlich zu diesen Signalen sind auch die Protonen des DDA-X Initiators
eindeutig zu erkennen. Das DDA-X zeigt eine Methylgruppe (1) bei 0.78 ppm, diese dient
auch als Referenz des Spektrums. Der Rest der DDA-X-Alkylkette zeigt ein breites Signal
bei 1.16-1.25 ppm (2), ein zweites bei 1.71 ppm (3) und ein weiteres bei 3.35 ppm (4)
welche mit den Signalen des Polymerriickgrates liberlagert. Des Weiteren sind die
aromatischen Signale (6, 7) bei 7.15 ppm sowie die Methylengruppen in benzylischer
Position (5, 8) bei 4.50 ppm zu identifizieren. Zudem lasst das 1H—NMR—Spektrum auf
einen Funktionalitdatsgrad von mehr als 99% und Polymerisationsgrad von 30

Wiederholungseinheiten schlieRen.
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Abbildung 103: 'H-NMR Spektrum von DDA-X-PMeOx-PenG, aufgenommen in CDCl,

(7.27 ppm). Oben links ist die Struktur von DDA-X-PMeOx-PenG dargestellt. Die Protonen des

Konjugats konnten den Signalen des Spektrums zugeordnet werden (1-21 in Rot). *’*

Die 'H-NMR-Spektren von DDA-X-PMeOx-PenV, DDA-X-PEtOx-PenG und DDA-X-PEtOx-
PenV sind im Anhang abgebildet. Die Auswertung der Spektren erfolgte entsprechend

dieses Beispiels. Eine Zusammenfassung aus den erhaltenen Daten ist in Tabelle 21

aufgelistet.
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Tabelle 21: Analytische Daten der GPC und 'H-NMR-Spektrokopie Messungen der

hergestellten Penicillin-DDA-X-Polymer-Konjugate.

d. b
Polymer DPNMRa) Mo, nmR Mo, sec PDlsgc F R )

[gmol™]  [g-mol™]

DDA-X-PMOxs,-PenG 52 4800 4000 1.18 >99%
DDA-X-PEtOxso-PenG 50 4600 4100 1.60 >99%
DDA-X-PMOxy,-PenV 22 2200 2700 1.57 75%
DDA-X-PEtOx3p-PenV 30 2900 2500 1.46 >99%

3.3.2. Untersuchung der Langzeitstabilitit der Polymer-Penicillin-

Konjugate

Wie die "H-NMR-spektroskopischen Messungen der Polymer-Penicillin-Konjugate zeigen,
handelt es sich bei der Bindung zwischen Polymer und Penicillin um eine Esterbindung.
Nun soll die Stabilitat dieser Esterbindung untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
Langzeit 1H—NMR—spektroskopische Studien mit den Konjugaten Me-PMeOx-PenG und
Me-PMeOx-PenV durchgefiihrt. Die Konjugate wurden in D,O geldst und fir mehrere
Tage gerihrt. Dabei wurde alle 24 h ein 'H-NMR-Spektrum der Konjugate
aufgenommen. Das Signal der Protonen der Methylengruppe in a-Position der
Esterfunktion bei 4.50 ppm sollte als Referenz der Hydrolyse dienen, welches aufgrund
der Hydrolyse an Intensitat verliert sollte. Abbildung 104 zeigt die 1H—NMR—Spektren der
beiden verschiedenen Konjugate an unterschiedlichen Tagen. Aus der Abbildung geht
hervor, dass das Signal bei 4.50 ppm nicht schwacher wird und somit keine Hydrolyse
der Esterbindung stattfindet. Allerdings ldsst sich durch ein Verringerung der Signale des
[-Lactamrings bei 5.50 ppm sowie das Erscheinen neuer Signale bei 1.00 ppm auf eine
Hydrolyse des f-Lactamrings schlieRen. AuBerdem geht aus den Messungen hervor, dass
das Me-PMeOx-PenG schneller hydrolysiert wird als das Me-PMeOx-PenV. Wahrend
Me-PMeOx-PenG innerhalb von 18 Tagen eine vollstindige Hydrolyse seiner
Penicillinendgruppe erfdhrt, weist Me-PMeOx-PenV eine Halbwertszeit von etwa 63

Tagen auf. Die hier erhaltenen Ergebnisse weisen auf eine stabile Esterbindung zwischen
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Polymerrickgrat und Penicillin hin. Zudem bestéatigen diese die Ergebnisse aus der ESI-
MS Messungen. In beiden Fallen kann beobachtet werden, dass der f-Lactamring eher
und schneller als die neu gebildete Esterbindung hydrolysiert. Daher kann auch davon
ausgegangen werden, dass die antimikrobielle Aktivitat auf das Konjugat und nicht auf

abgespaltenes Penicillin zurlickzufihren ist.
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Abbildung 104: Langzeit-'H-NMR-spektroskopische Studien zur Stabilitit der Konjugate Me-
PMeOx-PenG (oben) und Me-PMeOx-PenV (unten). *”*
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3.3.3. Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit der Polymer-

Penicillin-Konjugate

Zunachst wurden Me-PMeOx-PenG Konjugate mit verschiedenen Kettenlangen
untersucht, um gegebenenfalls einen Einfluss des Molekulargewichts auf die
antimikrobielle Aktivitat, wie es bei den xCIP-Konjugaten der Fall war, zu beobachten.
Diese Abhéangigkeit wurde im Fall von CIP erwartet, da die Topoisomerase IV bzw.
Gyrase sich im Zellinneren befindet, wodurch die Konjugate in die Zelle vordringen
mussten. Lange Polymerreste kdnnten dabei hinderlich sein. Penicilline inhibieren das
Enzym Transpeptidase, welches in der Zellwand lokalisiert ist. Damit muss das
Antibiotikum nicht in die Zelle vordringen und somit sollte die antimikrobielle Aktivitat
nicht von der Polymerlange beeinflusst werden. Die MIC-Werte gegen S. aureus fir
PenG-PMeOx-Konjugate mit Kettenlangen von 5-45 Wiederholungseinheiten ist in

Abbildung 105 dargestellt.
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Abbildung 105: MIC-Werte in pmol-L* gegen S. aureus, aufgetragen gegen Konjugate mit

verschiedenen Kettenlingen. '*
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Die MIC-Werte der Konjugate liegen im Bereich von 0.20 + 0.02 ug-mL’1 zu 0.64
0.03 pg-mL™ unabhingig von der Kettenldnge. Daraus lisst sich schlieRen, dass die
Aktivitaten der hergestellten PAKs wie erwartet unabhangig vom Polymerisationsgrad
sind. Um einen Einfluss des Polymerriickgrates auf die antimikrobielle Aktivitat der
konjugierten Penicilline zu untersuchen, wurde eine Reihe von verschiedenen
Polymerriickgraten mit unterschiedlichen Hydrophobizitdaten gegen die bakteriellen
Stamme S. aureus, S. mutans, und E. coli getestet. Als Polymerriickgrate wurden PMeOx,
PEtOx und PiPrOx verwendet. Zusatzlich wurden auch Konjugate mit einer zweiten
bioziden Gruppe, DDA-X gegen die gleichen Bakterien getestet. Die MIC-Werte der
entsprechenden freien Antibiotika, PenG und PenV sowie die MIC-Werte fir ein
weiteres Penicillinase resistentes Penicillin, namens Cloxacillin (Clox) wurden ebenfalls
fir die drei Bakterienstamme bestimmt. Die Ergebnisse des MIC-Wertes sind in

Abbildung 106 gezeigt.
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Abbildung 106: MIC-Werte in pmol-Lfiir die drei Bakterienstimme S. aureus, S. mutans und E.
coli fur die PAKs auf Penicillinbasis sowie fiir PenG, PenV und Clox. Alle Messungen wurden
dreimal durchgefiihrt und die Fehlerbalken sind die entsprechenden

Mittelwertabweichungen. *’*
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Wie in Abbildung 106 zusehen ist, sind die MIC-Werte gegen S. aureus der POx
Konjugate des PenG und PenV um etwa zwei GrofRenordnungen hoher als die MIC-Werte
von den niedermolekularen Antibiotika. Obwohl die Antibiotika durch die Konjugation
massiv an Aktivitdt verlieren, sind die meisten MICsqyreus-Werte der Konjugate immer
noch besser als die MIC-Werte von Clox. Die Aktivitaten der verschiedenen POx Derivate
zeigen, dass das hydrophilste PMeOx die hochste Aktivitat gegen S. aureus aufweist. Im
Fall von CIP-Konjugaten, zeigt hingegen PEtOx die hochste Aktivitdt unter den POx
Derivaten. Konjugate mit einer zusatzlichen DDA-X Gruppe weisen eine signifikant
hohere Aktivitat als die PAKs mit Methylstartergruppe auf. Die Aktivitditen gegen S.
mutans zeigen einen ahnlichen Trend wie die MIC-Werte gegen S. aureus. Allerdings sind
die MIC-Werte der Konjugate eine Groflenordnung ndaher an den MIC-Werten von PenG
und PenV. Im Fall von DDA-X-PEtOx-PenV erreicht die molare Aktivitat an die Aktivitat
der Antibiotika. Ein anderes Bild findet sich bei der Betrachtung der antimikrobiellen
Aktivitat gegen den GRAM-negativen Stamm E. coli. Die freien Penicilline sind kaum
aktiver gegen E. coli als die Konjugate. Diese weisen eine dhnliche Aktivitat auf. Hier
zeigt die eingefiihrte DDA-X Gruppe eine signifikante Verbesserung der Aktivitat. So sind
die DDA-X-PEtOx Konjugate vier (-PenG) bis neun (-PenV) mal aktiver als die
entsprechenden freien Antibiotika und deutlich aktiver als das Clox. Dies zeigt, dass die
beiden antimikrobiellen Verbindungen einen synergistischen Effekt besitzen, wenn diese

in einem Makromolekiil vereinigt sind.

3.3.4. Untersuchung der Penicillinasestabilitit.

Die Penicillinase katalysierte Hydrolyse ist der Hauptanpassungsmechanismus von

Penicillin-resistenten Bakterien. >’

Daher wurde die Hydrolyse der verschiedenen
Penicillin-Konjugaten sowie der niedermolekularen Penicilline in Anwesenheit des
Enzyms Penicillinase untersucht. Dabei wurde ein iodometrisches Assay nach dem

Protokoll von Novick et. al. X'’

verwendet. Der iodometrische Assay beruht darauf, dass
das Hydrolyseprodukt Penillosdure im Gegensatz zu Penicillin lod reduzieren kann. Die
Reduktion von lod und somit die Hydrolyse von Penicillin zu Penillosdure konnte mit

Hilfe einer lod-Starke-Losung sichtbar gemacht werden, wobei sich die Hydrolyse aus der
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Entfarbungsrate ergibt. Die Entfdrbung des lod-Starke-Komplexes wurde mit einem
Photometer verfolgt. PenG zeigt eine vollstdandige Entfarbung in der Anwesenheit von

Penicillinase nach 1000 Sekunden bei 25 °C. Wie in

Abbildung 107 zu sehen zeigt das PenG-PMeOx Konjugat eine filinffach langsamere
Hydrolyse im Vergleich zum freien Antibiotikum. Um zu Uberprifen ob das Polymer
selbst die Hydrolyse durch das Enzym inhibiert wurde der Test mit einer Mischung aus
PMeOx und PenG wiederholt. Der Test zeigt, dass das Polymer nur zu einer geringen
Erniedrigung der Hydrolyserate fahig ist. Die Hydrolyse des Me-PEtOx-PenG Konjugats ist
mehr als zehnmal langsamer im Vergleich zum PenG. Das hydrophobere Me-PiPrOx-
PenG hydrolysiert nur achtmal langsamer. Die Hydrolyse durch Penicillinase der PenV
Konjugate ist durch die Konjugation starker inhibiert als bei den PenG Konjugaten. Hier
hydrolysieren PMeOx und PEtOx Konjugate bis zu 50-mal langsamer als das freie PenV.

Diese Hydrolyserate befindet sich in der gleichen GroBenordnung wie die des Clox.

1 —vpenG 1 = PenV
0.9 == PMOx-PenG 0.9 = = PMOx-PenV
PEtOx-PenG -
0.8 0.8 PEtOx-PenV
PiPrOx-PenG PiPrOx-PenV
0.7 .... PMOx+PenG 0.7 — Cloxacillin
u..l 0.6 ~ — Cloxacillin "'-" 0.6
Io o
W o5 o5
0.4 0.4
0.3 0.3
0.2 0.2
0.1 0.1
0 500 1000 0 500 1000
time [s] time [s]

Abbildung 107: lodometrisches Assay zur Untersuchung der Penicillinase Aktivitit gegen PenG,
PenV, Clox und den verschiedenen Konjugaten. E, ist die Extinktion der Probe vor der Zugabe
von Penicillinase in Bezug auf die Kontrolle (Assay ohne Penicillinase) und E ist die Extinktion

nach Zugabe der Penicillinase nach einer Reaktionszeit (t) in Bezug zur Kontrolle. *’*
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Wie erwartet zeigen die PAKs eine deutliche hohere Stabilitdt gegenliber der Hydrolyse
durch das Enzym Penicillinase im Vergleich zu PenG und PenV. Nun stellt sich die Frage,
ob diese Penicillinase-Stabilitat auch zu hohen Aktivititen gegen Penicillinase-
produzierende Stammen fiihrt. Daher wurden MIC-Werte gegen den GRAM-positiven
Stamm S. aureus in Anwesenheit von Penicillinase im Nahrmedium ermittelt. Zu diesem
Zweck wurde eine Verdinnungsreihe der Proben in einem Nahrmedium angefertigt.
AnschlieBend folgte die Zugabe von Penicillinase. Nach einer Inkubationszeit von zwei
Minuten wurde die Verdiinnungsreihe mit S. aureus angeimpft. In Abbildung 108 ist
gezeigt, dass die Zugabe von Penicillinase zu einer Inaktivierung der niedermolekularen
Antibiotika PenG und PenV fiihrt, wohingegen die entsprechenden POx Konjugate trotz
der Zugabe des Enzyms noch eine antimikrobielle Wirkung aufweisen. Wie in der
VergroRerung der Abbildung zusehen ist, verlieren die Konjugate auch ein bis zwei
GroRRenordnungen an Aktivitat durch Anwesenheit der Penicillinase. Dies entspricht aber
immer noch einer 20-350-fach héheren Resistenz gegen dieses Enzym im Vergleich zu
den niedermolekularen Antibiotika. Im Gegensatz zu den Penicillinase-labilen PenG und
PenV weist das Clox einen doppelt so hohen MIC-Wert gegen S. aureus in Anwesenheit
des Enzyms auf. Die hochste Aktivitdt in Anwesenheit von Penicillinase ist mit 3-
6 umol-L™" die Aktivitait der DDA-X-PEtOx Konjugat. Damit ist die Aktivitat dieser
Konjugate um ein drei bis vierfaches niedriger als das Penicillinase-stabile Clox. Diese
Ergebnisse zeigen das POx Konjugate ein hilfreiches Werkzeug bei der Herstellung von
Penicillinase-stabileren Penicillinen sind. Die POx Modifikation ist zwar nicht so effektiv
wie Clox, aber einige der PenG und PenV Konjugate sind nahezu ahnlich aktiv wie dieses
Antibiotikum in Anwesenheit von PenG und PenV und bis zu sechsmal aktiver in
Abwesenheit der Penicillinase. Die Ergebnisse zeigen, dass der Penicillinase Assay nicht
direkt in die antimikrobielle Aktivitdt Ubersetzt werden kann, allerdings einen

gualitativen Hinweis geben kann.
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Abbildung 108: MIC-Werte (umol-L") gegen S. aureus von PenG, PenV sowie den
verschiedenen Konjugaten mit (rechte Balken) und ohne Penicillinase (linke Balken). Alle
Messungen wurden dreimal durchgefiihrt, die Fehlerbalken entsprechen der jeweiligen

mittleren Abweichung. "
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Die Konjugate mit zwei verschiedenen antimikrobiellen Verbindungen in einem Polymer
besitzen eine hohere Aktivitdat gegen E. coli als die niedermolekularen Antibiotika und
sind die aktivsten Konjugate in Anwesenheit von Penicillinase, da die DDA-X Gruppe
nicht durch das Enzym beeinflusst wird. Um dies etwas detaillierter zu untersuchen,
wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. Bei diesem Experiment wurde die
antimikrobielle Aktivitat gegen S. aureus, S. aureus/Penicillinase sowie E. coli fir die
Polymere DDA-X-PEtOx-PenG, DDA-X-PEtOx-OH (DDA-X-PEtOx) und einer 1:1 Mischung

aus DDA-X-PEtOx und PenG sowie fiir reines PenG getestet.
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Abbildung 109: MIC-Werte (umol-mL™) gegen E. coli und S. aureus in Anwesenheit und
Abwesenheit von Penicillinase. Der Ausschnitt zeigt eine VergrofRerung der MIC-Werte. Alle
Messungen MCI-Werte wurden durch Dreifachbestimmung bestimmt. Die Fehlerbalken

entsprechen der mittleren Abweichung. ’*
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Die Ergebnisse dieses Testes sind in Abbildung 109 dargestellt. DDA-X-PEtOx zeigen
identische MIC-Werte gegen S. aureus sowohl in Anwesenheit als auch Abwesenheit von
Penicillinase. Die Mischung aus PenG und DDA-X-PEtOx besitzt einen dahnlichen MIC-
Wert gegen S. aureus in Anwesenheit von Penicillinase wie das DDA-X-PEtOx, wahrend
das DDA-X-PEtOx-PenG eine 13-fach niedrigeren MIC-Wert bei Anwesenheit des Enzyms
aufweist. Dies weist darauf hin, dass ein Teil der PenG Endgruppen noch aktiv ist. Die
MIC-Werte gegen den GRAM-negativen Bakterienstamm E. coli flir DDA-X-PEtOx-PenG
und die Mischung aus DDA-X-PEtOx und PenG sind viermal niedriger als die vom reinen
PenG. Dies weist in beiden Fallen auf einen synergistischen Effekt der beiden
antimikrobiellen Gruppen hin. Allerdings ist fur diesen Effekt keine kovalente Bindung

notig.

3.3.5. Untersuchung der Hamokampatibilitit der Polymer-Penicillin-

Konjugate

Wie schon zuvor bei den Ciprofloxacin-Polymer-Konjugaten wurden auch die Penicillin-
Polymer-Konjugate auf ihre Kompatibilitdt gegeniliber roten Blutzellen getestet. Zudem
wurde noch die Himokompatibilitdt der niedermolekularen Verbindungen PenG, PenV
und Clox ermittelt. Fiir diese Verbindungen konnte jedoch keine hamolytische Aktivitat
beobachtet werden. Ahnliches zeigen auch die Konjugate, die eine Methylstartergruppe
besitzen. Auch hier kann kein HCso-Wert bestimmt werden. Diese Polymere weisen eine
maximale Blutzelllyse von unter 2.5% bei einer Konzentration von 34000 ug-mL'1 auf. Ein
anderes Bild zeigen die Konjugate mit einer DDA-X Endgruppe, diese Konjugate weisen
einen HCso-Wert zwischen 2000-9000 ug-mL’1 auf. Dabei bildet DDA-X-PMeOx-PenV eine
Ausnahme. Hierbei kann bei den verwendeten Konzentrationen kein HCsg-Wert ermittelt
werden. Das Konjugat zeigt bei der hochsten getesteten Konzentration eine Lyse von
3%. AuBerdem fallt bei der Betrachtung der Werte auf, dass die DDA-X-PEtOx Konjugate
hdamolytisch aktiver als die DDA-X-PMeOx Konjugate sind. Weiterhin fallt auf, dass die
DDA-X-Konjugate mit einer PenG Endgruppe eine hohere Lyse bzw. HCso-Wert aufweisen
als ihre Pendants mit einer PenV Gruppe. Eine Zusammenfassung der Lysegrade und der

HCso-Wert ist in Tabelle 22 gegeben.
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Tabelle 22: Himokompatibilitdt der verschiedenen Konjugate, PenG, PenV, Cloxacillin und

DTAC.

PAK HCso [g-mL™] Lyse [%]
Me-PMOx3p-PenG >21000 <1%
Me-PEtOxs3- PenG >24000 <1%
Me-PiPrOx,9-PenG >5300 <1%
Me-PMOx,;-PenV >34000 2.5%
Me-PEtOxzg-PenV >16000 <1%
Me-PiPrOxy4-PenV >10000 <1%

DDA-X-PMOxs;,-PenG 5100 50%
DDA-X-PEtOxso-PenG 2000 50%
DDA-X-PMOx;,-PenV >29000 3.2%
DDA-X-PEtOxzo-PenV 9900 50%
PenG >27500 <1%

PenV >22000 <1%
Cloxacillin >7000 <1%

3.3.6. Zusammenfassung der Penicillin-Polymer-Konjugate

Die Konjugation von POx mit PenG und PenV konnte mittels Direktterminierung des
lebenden kationischen Kettenendes erfolgen. Die Penicillin-Konjugate zeigen im
durchgefiihrten MIC-Test eine schwachere Aktivitat gegen S. aureus, S. mutans und E.
coli als ihre niedermolekularen Pendants. Daflir weisen sie aber eine 20-350-fach
geringere Anfalligkeit gegenliber dem Resistenzenzym Penicillinase auf. Dadurch sind die
Konjugate bis zu 350-mal aktiver in Anwesenheit dieses Enzyms. Im Gegensatz zu den
CIP-Konjugaten zeigen die Penicillin POx-Konjugate keine Aktivitatsabhangigkeit vom
Molekulargewicht der POx-Kette. Daraus ladsst sich schlieRen, dass die Penicillin-
Konjugate einen dhnlichen Wirkmechanismus wie das freie Antibiotikum besitzen. Die
PAKs missen nicht in das Zellinnere um ihre Wirkung zu entfalten, daher existiert auch

kein diffusionsbegrenzendes Polymergewicht. Ein Vergleich mit dem Penicillinase-
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stabilen Antibiotikum Cloxacillin zeigt, dass die Konjugate in vielen Fillen aktiver gegen
S. aureus, S. mutans und E. coli sind, allerdings nicht in Anwesenheit von Penicillinase.
Die Einfihrung von DDA-X fiihrt zu einer Erhohung der Aktivitdt der Konjugate auch in
Anwesenheit des Resistenzenzyms Penicillinase. Diese Erhéhung der antimikrobiellen
Aktivitat wird durch eine leichte Zunahme der Hamotoxizitat begleitet. Eine
Zusammenfassung aller MIC-Werte in umol-mL’1 und ;,Lg-mL'1 sind im Anhang in Tabelle
39 und Tabelle 40 gezeigt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Penicillin-Konjugate eine
vielversprechende Methode zur Penicillin-Modifikation darstellt, wodurch die
entstehenden Antibiotika-Konjugate stabiler gegen die Penicillinase katalysierte

Hydrolyse werden.
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3.4. Antimikrobielle Materialien

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Synthese von antimikrobiellen Materialien auf
Basis von amphiphilen Polymer Netzwerken (engl. Amphiphilic polymeric conetworks,
APCNs). Dabei sollten zum einen kovalent und zum anderen nicht-kovalent verknipfte

APCNs verwendet werden. Als antimikrobielle Komponente sollten PAKs dienen.

3.4.1. Herstellung von antimikrobiellen Materialien auf Basis kovalent

vernetzter Polymernetzwerke

Amphiphile ABA-Triblockcopolymere sollten mit PAKs zu kovalent Vernetzten APCNs
umgesetzt werden. Dabei sollte der Einbau der PAKs Ulber ein permanente Bindung

erfolgen um somit ein kontaktaktives Material zu generieren.

3.4.1.1. Herstellung der Polymer Netzwerke

Fir die Herstellung der kovalent verknlipften APCNs wurden die ABA-
Triblockcopolymere aus Kapitel 3.1.5 verwendet. Dabei sollte zunachst die Vernetzung
der Triblockcopolymere untersucht werden. Die Vernetzung sollte mittels radikalischer
Polymerisation der Endgruppen erfolgen. Als Photoinitiator diente Irgacure 651
(Abbildung 110). Die hergestellten Netzwerkproben wurden mit dem Namenskirzel NW
erganzt um sie im weiterem von den unvernetzten ABA-Triblockcopolymere sowie den

entsprechenden Homopolymeren zu unterscheiden.
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Abbildung 110: Schematische Darstellung der Vernetzung von AMA terminierten Polymeren

am Beispiel eines Triblockcopolymers. *>*°

Die Netzwerke wurden anschlieBend mit einem, fir beide Blocke geeigneten,
Losungsmittel gewaschen. Hierfliir wurde Methanol verwendet. Durch gravimetrische
Messungen vor und nach dem Waschen konnte der Sol-Anteil der einzelnen
amphiphilen Polymerconetzwerke (APCN) bestimmt werden. In Tabelle 23 sind die

extrahierten Sol-Anteile der einzelnen Polymernetzwerke dargestellt.
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Tabelle 23: Zusammenfassung des extrahierten Sol-Anteils sowie der PHepOx-Anteil nach der

Extraktion. **

PHepOx Anteil
Name der Netzwerkproben Sol-Anteil [Gew.%] nach dem
Waschen[vol.%]
NW-MHM1 42 19
NW-MHM?2 28 38
NW-MHM3 35 52
NW-MHM4 68 68
NW-MHM5 69 81
NW-H 56 100
NW-M 54 0

Nachdem der Sol-Anteil durch Extraktion entfernt wurde, wurde die Zusammensetzung
des verbliebenden Polymernetzwerkes untersucht. Dazu wurde die ATR-FT-IR
Spektroskopie verwendet. Eine ATR-FT-IR Spektroskopie-Messung ist in der
nachfolgenden Abbildung 111 gezeigt. Das Methylenschwingungssignal des PHepOx-
Blockes bei 2925 cm™ eignet sich besonders fiir eine Quantifizierung. Dabei wurden die
nicht extrahierten Netzwerke zur Kalibrierung verwendet. Das in der Abbildung 111
gezeigte Netzwerk NW-MHM 3 weist nach der Extraktion einen PHepOx-Anteil von
52vol.% auf. Eine Zusammenfassung der Netzwerkzusammensetzung nach der
Extraktion ist in Tabelle 23 dargestellt. Die Netzwerke MHM 4 und 5 weisen nach der
Extraktion keine signifikante Abweichung in ihrer Zusammensetzung auf. Die restlichen
Netzwerke (MHM1-3) zeigen eine Verschiebung ihrer Zusammensetzung zugunsten des
PMeOx-Blockes erfahren. Die Sol-Anteile fir MHM 4 und 5 sind mit 68 vol.% und
69 vol.% ungewohnlich hoch. Dies weist auf eine geringere Vernetzungseffizienz dieser

Netzwerke hin.

170



Ergebnisse und Diskussion

g —
g e
____________ o
c
S| 2.
= * X
L v
-t
X 0 20 40 60 80 100
Amount of PHepOx [vol.%)]
|
Y
100% PHepOx | r i
| : I. Vo
A
|| , i F \ |1|
NW-MHM3 o (il /N
| ."4 | |r'I
Ui (A VY | N
. | 1| Wit/ 1y ﬂ
) / W T Y )
100% PMOXx = ol AV
) g N
[ - - —F Uy -
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 111: IR-Spektrum des Netzwerkes NW-MHM3 (unten) sowie NW-H und NW-M.

Zudem ist im Ausschnitt die Kalibrierkurve mit den nicht extrahierten Netzwerken

dargestellt. '*°

Um den Vernetzungsgrad genau zu untersuchen, wurden die Netzwerke in Chloroform,
ein geeignetes Losungsmittel flr beide Blocke, gequollen. Es zeigte sich, dass die
Netzwerke mit niedrigem Sol-Anteil einen Quellgrad von 7.5 £ 1 und Netzwerke mit
hohem Sol-Anteil einen Quellgrad von 16.5 + 2.5 haben. Nach der Flory-Rehner
Theorie ”® weist dies auf eine drei bis vierfach niedrigere Vernetzungsdichte hin. Das
bedeutet, dass die Netzwerke NW-MHM 4 und 5 verhaltnismaRig viele ,Dangling Ends”
besitzen. Allerdings sind diese ,Dangling Ends” homogen im Netzwerk verteilt, da alle

Netzwerke vollstandig transparent waren (Vergleich Abbildung 112).
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3.4.1.2. Untersuchung der Netzwerkeigenschaften

Die extrahierten Netzwerke wurden nun auf ihre Quelleigenschaften in ausgewahltem
Losungsmittel untersucht. Neben dem bereits erwahnten Chloroform wurde Toluol,
Methanol und Wasser ausgewahlt. Aufgrund des amphiphilen Charakters der
Triblockcopolymere quillt jede Polymerphase unabhdngig in dem entsprechenden
hydrophilen bzw. hydrophoben Lésungsmittel. Die Quellgrade wurden gravimetrisch
bestimmt und die gemessenen Quellgrade gegen den PHepOx-Anteil aufgetragen (siehe
Abbildung 112). Die Polymernetzwerke zeigen eine kontinuierliche Zunahme des
Quellgrades mit zunehmender GroRe des PHepOx Blockes in Toluol. Die Quellung in
Methanol zeigt einen linearen Anstieg des Quellgrades mit steigendem PHepOx-Anteil.
Die Quellversuche in Wasser hingegen zeigen eine deutliche Abnahme des Quellgrades

mit steigendem PHepOx-Anteil im Netzwerk.

Ideal amphiphile APCNs wiirden fiir ein PHepOx- bzw. PMeOx selektives Losungsmittel
keine Quellung aufweisen bis der PHepOx bzw. PMeOx-Block mehr als 50 Gew.% betragt
Dann sollte der Quellgrad drastisch ansteigen und sofort danach ein Plateau erreichen.
Die Quellexperimente der hier hergestellten Polymernetzwerke in Wasser und in Toluol

weisen daher auf ein nicht ideales aber dennoch amphiphiles Verhalten hin.
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Abbildung 112: Quellgrad der hergestellten Polymernetzwerke in Wasser, Methanol, Toluol

und Chloroform. Sowie Abbildung des Netzwerkes NW-MHM 5 in gequollenem und trocknem

Zustand. '*°

3.4.1.3. Einbau von Penicillin-Polymer Konjugate in Polymernetzwerke

Eine Moglichkeit Antibiotika in Netzwerke einzubauen ist die Verwendung von Polymer-
Antibiotika-Konjugaten. Die Verwendung von Polymer-Konjugaten bietet den Vorteil,

dass das Antibiotikum Uber eine funktionelle Gruppe am anderen Ende des Polymers
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eingebaut werden kann. Da die Modifikation nicht direkt am Wirkstoff stattfindet
sondern am entgegen gesetzten Polymerende, bleibt die Aktivitit erhalten. % 7% 1% Dpje
Vernetzung der einzelnen Polymerketten soll iber eine radikalische Polymerisation der
Endgruppen stattfinden. Daher wurden zunachst Penicillin-Konjugate mit allylischer

Startergruppe hergestellt (Abbildung 113).
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NH
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R;: Methyl R,: Ph Ally-PMOx-PenG
R4: Methyl R,: OPh  Allyl-PMOx-PenV

Abbildung 113: Synthese von Allyl-PMeOx-PenG und Allyl-PMeOx-PenV.

Zu diesem Zweck wurde Allylbromid zur Initilerung von MeOx verwendet, das nach dem
Propagationsschritt entstandene kationische Kettenende wurde entweder mit PenG
oder mit PenV terminiert. Das 1H-NMR-Spektrum von Allyl-PMeOx-PenG ist nachfolgend
abgebildet. Das 1H—NMR—Spektrum Allyl-PMeOx-PenV befindet sich im Anhang. Das
Spektrum zeigt alle charakteristischen Signale des PMeOx-Rickgrades sowie des
Penicillins. AuRerdem sind die Signale der Doppelbindungsprotonen (1 und 2) und fir
Position 3 deutlich zu erkennen. Zudem konnte ein Funktionalisierungsgrad von < 99%

fiir beide Endgruppen bestimmt werden.
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Abbildung 114: 'H-NMR-Spektrum des Allyl-PMeOx-PenG Konjugats in CDCl; (7.27 ppm).

Die antimikrobielle Wirkung der allylinitiierten Konjugate wurde gegen S. aureus
getestet und ist in der Tabelle 24 zusammengefasst. Zum Vergleich sind nochmals die

Aktivitaten der beiden niedermolekularen Initiatoren PenG und PenV aufgefihrt.

Tabelle 24: Ubersicht iiber die antimikrobielle Aktivitit von Allyl-PMeOx-PenG und Allyl-

PMeOx-PenV sowie der niedermolekularen Antibiotika PenG und PenV in pmol-L-*.

Konjugate MICs. aureus
[umoI-L'l]
Allyl-PMeOx-PenG 0.7199+ 0.0
0.1466 £ 0.0

Allyl-PMeOx-PenV
0.0025 + 0.0017

PenG
0.0012 + 0.0006

PenV

Fiir die Synthese der antimikrobiellen Polymernetzwerke wurde das Homopolymer M in

Chloroform zusammen mit der antimikrobiellen Komponente (Ally-PMeOx-PenG oder
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Ally-PMeOx-PenV) gelost. Diese machte 5 Gew.% des Gesamtvolumens aus.
AnschlieBend wurde die Polymerlosung mit 1 Gew.% des Radikalstarters Irgacure 651
versetzt. Die entstehenden Radikale reagieren mit den Acrylat-Endgruppen des
Homopolymers M und I6sen somit ein Kettenwachstum aus, welches die Vernetzung der

Endgruppen verursacht.
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Abbildung 115: Schematische Darstellung der Polymernetzwerksynthese.

Mit Hilfe dieser Methode wurden verschiedene PenG und PenV beladenen PMeOx
Netzwerke NW hergestellt (siehe Tabelle 25). Diese besitzen einen Quellgrad zwischen
19 und 27 mit Ausnahme von NW 2. dieser Quellgrad ist mit 14 etwas kleiner. Weiterhin
kann von einer erfolgreichen Vernetzung ausgegangen werden, da die Netzwerke nicht

wasserloslich sind.
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Tabelle 25: Ubersicht iiber die Hergestellten Netzwerke.

Netzwerk PenG-Anteil PenV Anteil Quellgrad [S]
NW1 5 Gew.% 19
NW2 5 Gew.% 14
NW3 5 Gew.% 27
NwW4 5 Gew.% 16
NW5 5 Gew.% 21
NW6 5 Gew.% 26

Die antimikrobielle Aktivitat wurde im Anschluss der Synthese untersucht. Dazu wurde
ein modifizierter JIS (engl. Japanese Industrial Standard) Test verwendet. Auf das zu
untersuchende Netzwerk wurde eine bestimmte Menge einer Bakterienldésung getropft.
AnschlieBend wurden die angeimpften Netzwerke fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. Dann
folgte ein Waschen der Netzwerke mit PBS-Puffer um die Bakterien von dem Netzwerk
zu l6sen. Die dadurch entstehende Bakterien-PBS-Puffer Losung wurde zum Schluss
verdinnt und auf Agarplatten ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 24 h
wurden die Bakterienkolonien ausgezahlt und mit einer Referenzprobe (Objekttrager)

verglichen. Als Teststamm wurde das Bakterium S. aureus ausgesucht.

Wahrend die Referenzprobe einen deutlichen Bewuchs mit Bakterienkolonien aufweist,
zeigen die untersuchten Netzwerke keinen Bewuchs. Dies spricht fiir eine sehr gute
antimikrobielle Wirkung der hergestellten Netzwerke. Um die Langzeitaktivitat der
Netzwerke weiter zu untersuchen, wurden die Proben 3, 7, 11 und 14 Tage mit Wasser
gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde das Polymernetzwerk getrocknet und die
Aktivitat mittels JIS-Test bestimmt. Es zeigt sich, dass die Netzwerke nach 14 Tagen
immer noch (iber eine bakterizide Wirkung verfligen, da kein Bakterienwachstum auf
den untersuchten Proben festgestellt werden kann. Neben den Netzwerken wurde auch
das Waschwasser der Netzwerke untersucht. Mit Hilfe einer Gefriertrocknung wurde der
Sol-Anteil der Netzwerke isoliert und auf ihre antimikrobielle Aktivitdt getestet. Die
isolierte Menge an Sol-Anteil lag nach drei Tagen zwischen 36-39 mg, nach sieben Tagen
wurden bis zu weiteren 12 mg aus den Netzwerken gewaschen. Somit verliert das

Netzwerk in den ersten sieben Tagen etwa 33% an Gewicht. AuRBerdem zeigen die
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antimikrobiellen Untersuchungen, dass auch der Sol-Anteil mit 5.9 ppm fir PenG
beladene Netzwerke und 4.6 ppm fiir PenV beladene Netzwerke einen sehr guten MIC-
Wert aufweist. Aufgrund dieser Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass
es sich bei den vorliegenden antimikrobiellen Netzwerken um effektive

Freisetzungssyteme handelt.

3.4.2. Herstellung von antimikrobiellen Materialien auf Basis nicht

kovalent vernetzter Polymernetzwerke

Am Lehrstuhl fur Biomaterialien und Polymerwissenschaften konnten im Rahmen einer
Masterarbeit unter der Leitung von Herrn Dr. CHRISTIAN KRUMM amphiphile ABA-
Triblockcopoylmere bestehend aus PMeOx und Poly(2-phenyl-2-oxazolin) (PPhOx)

entwickelt werden. 8!

Dieses amphiphile ABA-Triblockcopoylmer mit gleich groRen
PPhOx und PMeOx-Blocken kann hinsichtlich des Aggregationsverhaltens geschaltet
werden. Wahrend das ABA-Triblockcopoylmere ohne Endgruppe zur Mizellenbildung
neigt, bildet das ABA-Triblockcopoylmere mit Cg-Fettsdureester-Endgruppen
Polymerpartikel. Wobei diese Partikel im inneren eine amphiphile Netzwerkstruktur
aufweisen. Diese Polymerpartikel lassen sich mittels Hydrolyse der Fettsdureester-
Endgruppen in Mizellen Uberfihren (vergleiche Abbildung 116). Dabei kann die
Hydrolyse sowohl chemisch als auch enzymatisch erfolgen. Diese Triblockcopolymere

mit ihrem steuerbaren Aggregationsverhalten kdnnten antimikrobielle Komponenten

hinsichtlich ihrer Aktivitat schaltbar machen.
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Abbildung 116: Schematische Darstellung des Aggregationsverhalten der ABA-

Triblockcopolymere von KRUMM. 181

Allerdings zeigten Untersuchungen mit niedermolekularen Antibiotika, dass die Partikel
die Antibiotika nicht zurlckhalten kénnen. Die Antibiotika diffundierten aus den

Polymerpartikeln heraus, da diese wie amphiphile Netzwerke aufgebaut sind. 181-183

Die Frage, der in diesem Kapitel nachgegangen werden soll, ist, ob PAKs ebenfalls
unkontrolliert aus dem Polymerpartikel diffundieren. Zur Einlagerung in die amphiphilen
Partikel wurden die amphiphilen xCIP-Konjugate aus Kapitel 3.1.2 sowie die
Homopolymere Me-PMeOx-EDA-xCIP und Me-PHepOx-EDA-xCIP verwendet. Fiir einige
der amphiphilen Konjugate konnte in Kapitel 3.1.2 schon gezeigt werden, dass diese

auch in Mizellen lber eine antimikrobielle Aktivitat verfligen.

Fiir die Herstellung der Partikel wurde das entsprechende Konjugat mit dem ABA-
Triblockcopolymer in Ethanol gelést und langsam in Wasser getropft. Unter starkem
Rihren bildeten sich innerhalb von 2 h weille Suspensionen. Die Partikelsuspension

wurde  zentrifugiert und das  LOosungsmittel wurde abdekantiert. Die
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Polymerpartikelbildung konnte mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung und
Rasterelektronenmikroskopie nachgewiesen werden (Abbildung 117). Die PartikelgréRe
betragt etwa 140 nm, was einer typischen GroRe flir Polymerpartikel entspricht. Bei der
Herstellung der Partikel lieferte ein Verhadltnis zwischen Konjugat und ABA-
Triblockcopolymer von 2.1 umol zu 1.9 umol eine fast quantitative Partikelausbeute von
etwa 90-95%. Zudem wurde Zusammensetzung der Polymerpartikel mittels 'H-NMR-
Spektroskopie untersucht und weist darauf hin, dass 96% der Konjugate in die Partikel
eingebaut sind. Verhaltnisse mit einem héheren Konjugat-Anteil zeigten eine deutlich
geringere Partikelbildung. Die Partikelausbeute betragt hier lediglich 5-7%. An dieser
Stelle soll auch noch erwahnt sein, dass fiir das Konjugat Me-PMeOx-EDA-xCIP nur eine
maximale Partikelausbeute unter 5% isoliert werden konnten. Dies indiziert, dass das

Me-PMeOx-EDA-xCIP die Bildung der Partikel stort.

= |
1 100 10000 1000000

Size d [nm]

Abbildung 117: REM (inlay) und DLS-Messung der Konjugat-ABA-Triblockcpolymer-Partikel.

Der Einbau der Konjugate in das amphiphile Netzwerk der Partikel sollte die
verfligbarkeit der Konjugate deutlich verringern. Dadurch sollten diese Polymerpartikel

Uber keine antimikrobielle Aktivitdt verfligen. Daher wurden die MIC-Wert der
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beladenen Polymerpartikel gegen S. aureus und E. coli ermittelt. Wie in Abbildung 118
zu sehen ist, zeigen alle Konjugat-beladene Polymerpartikel sehr hohe MIC-Werte und
sind somit im Vergleich zum jeweiligen PAKs (Kapitel 3.2.7) deutlich weniger aktiv. Der
hochste MIC-Wert fir beide Bakterienstamme liefert die Einlagerung des Konjugats mit
60 Gew.% HepOx-Anteil. Dieser liegt bei etwa 500-600 ug-mL'l. Somit zeigt das Konjugat
mit einer &ahnlichen hydrophoben/hydrophilen Zusammensetzung wie das ABA-
Triblockcopolymer die hoéchste Verkapselungseffizienz. Dies weist darauf hin, dass der
Einbau der Konjugate in die Partikel mit Hilfe des Polymerriickgrates kontrolliert werden
kann. Die CIP-beladenen Partikel zeigen ein anders Verhalten. Die Aktivitdt der CIP-
beladenen Partikel unterscheidet sich nicht signifikant von der Aktivitat des freien CIP.
Dies bestatigt das niedermolekulare Antibiotika aus den Polymerpartikel diffundieren.
181
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Abbildung 118: MIC-Werte der Konjugat-beladenen Partikel vor (schwarz) und nach (wei3) der
Behandlung mit NaOH. Alle Messungen wurden dreifach durchgefiihrt und die MIC-Werte
zeigen die niedrigste gemessene Konzentration. Die Fehlerbalken zeigen die Differenz

zwischen dem niedrigsten und héchsten gemessenen MIC-Wert.

Entsprechend Abbildung 116 sollte durch die Spaltung der Ester-Endgruppe der ABA-
Triblockcopolymere das Aggregationsverhalten verandert werden. Die Partikel sollten
sich zu Mizellen umformen und CIP-Konjugate sollten wieder besser verfligbar sein,

wodurch die antimikrobielle Aktivitat wieder steigt. Um die Ester-Endgruppe der ABA-
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Triblockcopolymere zu spalten wurden die Konjugat-beladenen Partikel mit 0.015 M
NaOH behandelt. Nach 4 h bei 37 °C konnte eine optische Veranderung der
Partikelsuspension wahrgenommen werden. Die weilRe Partikelsuspension |oste sich auf.
DLS-Messungen zeigten die Bildung von Mizellen (9 nm). Die antimikrobielle Aktivitat
der Partikel nach der NaOH Behandlung wurde untersucht und ist in Abbildung 118
dargestellt. Alle Konjugat beladenen Mizellen weisen eine drastisch héhere Aktivitat im
Vergleich zu den beladenen Partikeln auf. Die groRte Veranderung in der Aktivitat
konnte fir das Konjugat mit 60 Gew.% HepOx gefunden werden. Die Aktivitat steigt fur
S. aureus um das 260-fache und um das 33-fache fiir E. coli. Somit wurde im Fall von S.
aureus mehr als 99% und im Fall E. coli 97% der Konjugate durch die Partikel
zurlickgehalten. AuBerdem zeigen die wasserunloslichen PAKs Me-PHepOx-EDA-xCIP
und Me-MeOxg-PHepOx14-EDA-XCIP in Anwesenheit der Mizellen eine bessere Aktivitat
als die reinen PAKs (Vergleich Kapitel 3.2.7).

Bei den bisherigen Betrachtungen wurde NaOH zur Spaltung der Ester-Endgruppe der
ABA-Triblockcopolymere verwendet. Da aber NaOH fir viele Anwendungen im
medizinischen Bereich ungeeignet ist, wurde untersucht ob die Hydrolyse der Ester-
Endgruppe auch unter physiologischen Bedingungen moglich ist. Daher wurde die
Spaltung des Esters auch enzymatisch durchgefiihrt. Als Enzym wurde Lipase aus
Candida rugosa verwendet. Die antimikrobielle Aktivitdt von Me-PMeOxy4-PHepOxy1-
EDA-xCIP-beladenen Partikeln wurde in Anwesenheit von Lipase untersucht. Zunachst
wurde das Enzym (2 mg-mL'l) zu den Partikeln in Phosphat-Puffer gegeben und 24 h bei
37 °C inkubiert (indirekt). AnschlieBend wurde der MIC-Wert der Partikelsuspension
ermittelt. In einem zweiten Experiment wurde Lipase (2 mg-mL'l) zu einer Suspension
aus Konjugat-beladenen Partikeln in Nahrmedium gegeben. AnschlieBend folgte direkt
die Zugabe von Bakterienzellen (10’ Zellen pro mL) (direkt). Wie in Abbildung 119
zusehen ist fiihrt die Zugabe von Lipase zu einer Erhdhung der Aktivitat der
Partikelsuspension. Dabei unterscheiden sich die MIC-Werte der beiden verschiedenen
Experimente (direkt und indirekt). Die MIC-Werte sind fir den direkten Versuch leicht
erhoht (Abbildung 119 b). Dies kann aber durch die Anwesenheit der Bakterien erklart
werden, da eine langere Enzym-Inkubationszeit (24 h) auch zu hoheren Aktivitaten flhrt.

Anscheinend ist die Enzymaktivitdt durch die Bakterien gestort. An dieser Stelle soll
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darauf hingewiesen werden, dass die Lipase selbst (iber keine antimikrobielle Aktivitat
verfligt (vergleiche Abbildung 119 a). Allerdings kann die Lipase eine antimikrobielle
Aktivitat der Partikelsuspension induzieren, d.h. eine Partikelsuspension ist in
Abwesenheit von Lipase inaktiv und sobald das Enzyme zugegeben wird, entwickelt die
Partikelsuspension eine Aktivitat. Somit kann die Spaltung der Ester-Endgruppe der ABA-
Triblockcopolymere und die damit verbundene Veranderung des Aggregationsverhaltens

auch mit Lipase unter physiologischen Bedingungen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 119: Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt der Partikelsuspension in
Anwesenheit von Lipase. a) Bild von MIC-Teste Partikeln in Anwesenheit und in Abwesenheit
von Lipase und einmal der MIC-Test von reiner Lipase ohne Partikel. b) Vergleich zwischen
direkter und indirekter Endgruppenhydrolyse mittels Lipase. c) MIC-Werte von Me-MeOx,-

PHepOx,-EDA-XCIP Partikeln in Anwesenheit verschiedener Konzentration von Lipase.

Um die minimale Lipase-Konzentration zu ermitteln die notwendig ist um eine geeignete
Verfligbarkeit der CIP-Konjugate zu gewahrleisten, wurden MIC-Tests mit verschiedenen

Lipase-Konzentrationen als Additiv durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
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sind in Abbildung 119 c dargestellt. Die Konjugat-beladenen Partikel besitzen gegen S.
aureus eine zehnfach hohere Aktivitdat als gegen E coli, daher ist auch eine hohere
Konjugat-Verfligbarkeit notig um diese Bakterienzellen abzutéten. Dies stimmt mit der
Tatsache liberein, dass im Vergleich zu S. aureus eine hdhere Lipase-Konzentration fir E.

coli benotigt wird.

Die amphiphilen Konjugate zeigen eine sehr gute Einlagerung in die hier verwendeten
Polymerpartikel. Dabei kann die Verfligbarkeit der Konjugate enzymatisch oder mittels

NaOH gesteuert werden.

3.4.3. Zusammenfassung der antimikrobiellen Materialien

Die Vernetzung der PMeOx-b-PHepOx-b-PMeOx Blockcopolymere (MHM1-5 sowie M
und H) konnten mit Hilfe eines Radikalstarters Uber ihre AMA-Endgruppen erfolgen.
Quellexperimente in Wasser und Toluol zeigen, dass die hergestellten Netzwerke ein
nicht ideal amphiphiles Verhalten aufweisen. Zusatzlich wurde der Einbau von
antimikrobiellen Komponenten in Form von Penicillin-Konjugaten in die Netzwerke
untersucht. Dabei diente das Homopolymer M als Modell. Der Einbau erfolgte liber das
Konjugat Allyl-PMeOx-PenG/PenV, wobei die Allylgruppe als Angriffspunkt fir die
radikalische Vernetzung diente. Diese antimikrobiellen Netzwerke zeigten eine biozide
Wirkung, die auch nach 14 Tagen waschen beibehalten wurde. Dabei beruht diese
Aktivitat auf einer Freisetzung der antimikrobiellen Komponenten, da auch das
Waschwasser eine Aktivitdt gegen Mikroorganismen aufwies. Alles im allem zeigen die
PMeOx-b-PHepOx-b-PMeOx Netzwerke Eigenschaften von amphiphilen
Polymerconetzwerken. Zudem zeigte der Einbau der Konjugate, dass diese Netzwerke
auch als eine Matrix fur Wirkstoffe verwendet werden kann, die den Wirkstoff langsam

freisetzt.

Des Weiteren konnten amphiphile xCIP-Konjugate mit Hilfe von ABA-Triblockcopolymer
hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitdt schaltbar gemacht werden. Die ABA-
Triblockcopolymer bilden in wassriger Umgebung Partikel, welche durch Hydrolyse der

hydrophoben Endgruppen des ABA-Triblockcopolymer aufgelést und Mizellen

184



Ergebnisse und Diskussion

umgeformt werden. In diese Partikel wurden erfolgreich amphiphile Konjugate
eingebaut. Der Einbau der Konjugate in die Partikel flihrte zu einem gut Rickhalt der
Konjugate. Dies spiegelte sich auch in den MIC-Werten der Partikel wieder. Die MIC-
Werte lagen zwischen 170-560 pug-mL™ und sind damit deutlich hoher als die MIC-Werte
der entsprechenden freien Konjugate. Durch die Behandlung mit NaOH konnte die Ester-
Endgruppe der ABA-Triblockcopolymere gespalten werden. Durch die Spaltung der
Endgruppe veranderte sich das Aggregationsverhalten der ABA-Triblockcopolymere und
es bildeten sich Mizellen. Die Umwandlung in Mizellen fihrte zu einer erhdhten
Verfligbarkeit der Konjugate, wodurch die beladenen Mizellen hohe antimikrobielle
Aktivitaiten aufwiesen. Mit Hilfe der ABA-Triblockcopolymere konnten die xCIP-
Konjugate hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitat schaltbar gemacht werden. Neben
NaOH konnte auch Lipase zur Hydrolyse der Ester-Endgruppe der ABA-
Triblockcopolymere verwendet werden. Dies bietet die Moglichkeit die Konjugat-

Aktivitat auch unter physiologischen Bedingungen zu steuern.
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Polymer-Antibiotika-Konjugaten (PAKs) auf Basis
von Poly(2-oxazolinen). Diese PAKs sollten lber eine gute Biokompatibilitdt verfligen
und ihre antimikrobielle Wirkung auch nach der Konjugation beibehalten. Zudem sollten
die Antibiotika durch Konjugation eine Resistenz gegen einige bakterielle
Abwehrmechanismen zeigen. Des Weiteren sollten Antibiotika mit Hilfe der PAKs in

Polymernetzwerke eingebaut werden.
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Abbildung 120: Schematischer Uberblick iiber die hergestellten Polymere, die fiir die

polymeranaloge Konjugation dienten.

Bei der Konjugation von Ciprofloxacin konnten zwei verschiedene Konjugations-
Methoden verwendet werden. Zum einen wurde das Antibiotikum mittels
Direktterminierung des lebenden kationischen Polymerkettenendes verwendet und zum
anderen wurden PAKs mit Hilfe von CIP-Derivaten in einer polymeranalogen Reaktion

konjugiert. Fir die polymeranaloge Reaktion wurden POxs und Poly(ethyleneglykol)
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(PEG) mit Amin-Endgruppen hergestellt. Als Amin-Endgruppen wurde hauptséachlich
Ethylendiamin (EDA) eingesetzt. Des Weiteren dienten auch 1,4-Butylendiamin (BDA),
1,6-Hexylendiamin (HDA), 1,12-Dodecylendiamin (DODA), N,N-Bis(2-
Aminoethyl)ethylendiamin (TREN), Triethylentetramine (TET) und
Tetraethylenepentamin (TEP) als Endgruppe fiir die polymeranaloge Umsetzung. Der
lebende Charakter der Polymerisation des POxs erlaubte die Synthese von amphiphilen
Blockcopolymeren sowie thermoresponsiven Polymeren. Zudem konnte tber die Wahl
des Initiators eine weitere antimikrobielle Gruppe in Form eines quartaren
Ammoniumsalzes eingefiihrt werden (DDA-X). Ein Uberblick tber die hergestellten
Polymere, die fiir die Konjugation verwendet wurden, ist Abbildung 120 gegeben. Die
polymeranaloge Konjugation konnte mit verschiedenen CIP-Derivaten durchgefiihrt

werden (Vergleich Abbildung 121).
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Abbildung 121: Schematischer Uberblick iiber die Konjugation mit den CIP-,Spacer”.

Die antimikrobielle Untersuchung (MIC-Test) der CIP-Polymer-Konjugate zeigte, dass
jeder CIP-,Spacer” Uber ein anderes Aktivitatsprofil verfligt (siehe Abbildung 122). So
weisen Konjugate, die mittels xCIP konjugiert wurden, exzellente Aktivitditen gegen
GRAM-positive Keime und E. coli, aber nur moderate Aktivitdten gegen P. aeruginosa und
K. pneumoniae auf, wohingegen die Konjugate mit pCIP ein ausgeglichenes

Aktivitatsprofil zeigen. eCIP-und bCIP-Konjugate besitzen niedrigere MIC-Werte gegen
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GRAM-negative Bakterien aber relativ hohe MIC-Werte gegen S. aureus (GRAM-positive).
Konjugate mit peCIP besitzen auch ein gleichmaBiges Aktivitatsprofil. Allerdings sind
diese Aktivitaten deutlich niedriger als die der anderen Konjugate. Die eCIP-Konjugate
besitzen wiederum nur eine temporadre Bindung zwischen Polymer und CIP, da der
»Spacer” in Anwesenheit durch NaOH oder Lipase gespalten wird und niedermolekulares
CIP freisetzt. Da bCIP, peCIP und pCIP nur Moifikationen des eCIP sind, muss

angenommen werden, dass auch diese ,Spacer” CIP freisetzen.
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Abbildung 122: Uberblick iiber die Aktivititsprofile der einzelnen PMeOx-Konjugate in

umol L.
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Die Aktivitat der Konjugate kann durch das Molekulargewicht sowie durch die Natur
oder Hydrophilie des Polymerriickgrates beeinflusst werden, wobei diese Einfliisse einen
unterschiedlichen Effekt auf die einzelnen CIP-Derivate ausiiben. So zeigt das Me-PEG-
EDA-xCIP die hochste Aktivitdt der xCIP-Konjugate, wohingegen das PEtOx-Konjugat die
hochste Aktivitdit bei den eCIP-Konjugaten darstellt. Des Weiteren konnten
Untersuchungen eine gute Himo- und Biokompatibilitdt der PAKs feststellen. Dariber
hinaus zeigte das Me-PMeOx-EDA-xCIP ein zehnfach geringeres
Resistenzbildungspotential beim bakteriellen Keim S. aureus im Vergleich zum
niedermolekularen CIP. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Konjugation von Ciprofloxacin
mit Polymeren eine geeignete Methode zur Derivatisierung von Antibiotika darstellt,

wodurch die Antibiotika neue Eigenschaften erlangen kénnen.

Die Synthese von Penicillin-Polymer-Konjugaten wurde im Gegensatz zur Synthese von
CIP-Konjugaten, ausschlieRlich durch die Terminierung des lebenden Poly(2-oxazolin)
Kettenendes mit Penicillin dargestellt. Dabei wurden Penicillin G (PenG) und Penicillin V
(PenV) als Endgruppen eingebaut. Als Monomere fiir die Polymerisation dienten 2-
Methyl-2-oxazolin, 2-Ethyl-2-oxazolin sowie 2-iso-Proyl-2-oxazolin. Als Initiator wurden

das Methyltosylat sowie DDA-X verwendet (Abbildung 123).
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I = Me: R;: Methyl R,: OPh Me-PMeOx-PenV
I =Me: R;: Ethyl R,: Ph Me-PEtOx-PenG
I = Me: R;: Ethyl R,: OPh Me-PEtOx-PenV
I=Me: Ri:iPr R;:Ph Me-PiPrOx-PenG
I=Me: Ri:iPr R,: OPh Me-PiPrOx-PenV

| = DDA-X: R;: Methyl R,: Ph DDA-X-PMeOx-PenG
| = DDA-X: R;: Methyl R,: OPh DDA-X-PMeOx-PenV
| = DDA-X: R;: Ethyl R,: Ph DDA-X-PEtOx-PenG
I = DDA-X Rj: Ethyl R;: OPh  DDA-X-PEtOx-PenV

Abbildung 123: Uberblick iiber die Synthese der verschiedenen Penicillin-Polymer-Konjugate.

Die Penicillin-Konjugate zeigen schwachere Aktivitdten gegen S. aureus, S. mutans und E.

coli als PenG und PenV. Dafiir zeigen sie aber eine deutlich geringere Anfalligkeit
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gegeniber dem Resistenzenzym Penicillinase auf, daher weisen die Penicillin-Konjugate
bessere Aktivitaten in Anwesenheit des Enzyms auf. Penicillin-Konjugate scheinen einen
ahnlichen Wirkmechanismus wie das freie Penicillin zu besitzen, da die Konjugate keine
Abhdngigkeit der Aktivitat von der Kettenlange zeigen. Im Vergleich mit dem
Penicillinase-stabilen Antibiotikum Cloxacillin besitzen die hergestellten Konjugate in
vielen Fallen eine hohere Aktivitat gegen S. aureus, S. mutans und E. coli. Die Einfliihrung
von DDA-X flhrt zu einer Erhéhung der Aktivitat der Penicillin-Konjugate, auch in
Anwesenheit des Resistenzenzyms Penicillinase. Allerdings fiihrt die neue Gruppe auch
zu einer leichten Erniedrigung der Hamokompatibilitat. Die vorgestellten Penicillin-
Konjugate bieten eine gute Alternative zu den herkdmmlichen Penicillinase-resistenten

Penicillinen.

Zudem wurden ABA-Triblockcopolymere auf Basis von Poly(2-Methyl-2-oxazolin) und
Poly(2-Heptyl-2-oxazolin) mit vernetzbaren Endgruppen hergestellt. Diese PMeOx-b-
PHepOx-b-PMeOx Blockcopolymer konnten mit Hilfe eines Radikalstartes (iber ihre
AMA-Endgruppen vernetzt werden. Quellexperimente der Netzwerke zeigen typische
Verlaufe von amphiphilen Polymerconetzwerken. Der Einbau von Penicillin in das
Netzwerk erfolgte mit dem Allyl-PMeOx-PenG/PenV Konjugat. Die so hergestellten
antimikrobiellen Netzwerke zeigen eine biozide Wirkung, die auch nach 14 Tagen
Waschen beibehalten wird. Dabei zeigt auch das Waschwasser eine Aktivitat gegen
Mikroorganismen. Somit stellen die hergestellten Netzwerke ein effektives, auf PAK-

basierendes, Langzeit wirkendes (14 Tage) Freisetzungssystem dar.

AuBerdem wurden amphiphile ABA-Triblockcopolymer verwendet, die hinsichtlich
Aggregationsverhalten schaltbar waren. Diese ABA-Triblockcopolymer bilden in
wassriger Umgebung Partikel. Diese Partikel kdnnen durch Hydrolyse der hydrophoben
Endgruppen aufgelost und Mizellen umgeformt werden. In diese Partikel konnten
erfolgreich amphiphile CIP-POx-Konjugate eingebaut werden. Diese waren durch die
Einlagerung in die Partikeln nur schlecht verfiigbar und besalRen daher nur eine geringe
antimikrobielle Aktivitit. Die MIC-Werte lagen zwischen 170-560 ug-mL™. Somit ist die
antimikrobielle Aktivitdat der Partikel deutlich niedriger als die Aktivitat der
entsprechenden freien Konjugate. Durch die Behandlung mit NaOH konnte die Ester-

Endgruppe der ABA-Triblockcopolymere gespalten werden, dadurch kam es zur
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Auflosung der Polymerpartikel und es bildetet sich Mizellen. Durch die Umwandlung in
Mizellen wurde die Verfligbarkeit der Konjugate erhoht und die beladenen Mizellen
wiesen hohe antimikrobielle Aktivitaten auf. Dadurch konnten die Konjugate mit Hilfe
der ABA-Triblockcopolymere hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitat schaltbar

gemacht werden (vergleiche Abbildung 124).
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Abbildung 124: Schematische Darstellung der Schaltbaren Konjugat mit Hilfe der ABA-

Triblockcopolymere.

Zudem konnte auch Lipase zur Hydrolyse der Ester-Endgruppe der ABA-
Triblockcopolymere verwendet werden, was eine Schaltbarkeit der antimikrobiellen

Aktivitat auch unter physiologischen Bedingungen ermoglicht.
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5. Experimental Teil

5.1. Materialien

Alle Reaktionen, Destillationen und Polymerisationen wurden unter Schutzgas (Argon)
durchgefiihrt. Chloroform wurde bei vermindertem Druck tiber Aluminiumoxid destilliert
und unter Schutzgas mit Molekularsieb (4 A) gelagert. N,N-Dimethylformamid sowie
Acetonitril wurden zundchst (iber Phosphorpentaoxid und anschlieBend Uber
Kaliumcarbonat destilliert und mit Molekularsieb (3 A) unter Schutzgas gelagert. Der
Wassergehalt wurde mittels Karl-Fischer-Titration (< 0.5 ppm) bestimmt. Die Monomere
2-Methyl-2-oxazolin,  2-Ethyl-2-oxazolin,  2-iso-Propyl-2-oxazolin,  2-cyclo-Propyl-
2-oxazolin und 2-Heptethyl-2-oxazolin wurden einmal ohne Calciumhydrid und einmal
Uber Calciumhydrid destilliert. N,N-Dimethyldodecylamin, Methyltosylat, N,N-Bis(2-
Aminoethyl)ethylendiamin, N-[3-(Dimethylamino)-propyl]-methacryl-amid und
Ethylendiamin wurden bei vermindertem Druck destilliert. a,a’-Dibrom-p-xylol wurde
aus Chloroform umdkristallisiert. Ciprofloxacin, Penicillin G, Pencillin V, Cloxacillin,
Allylbromid, a,a’-Dichlor-p-xylol,  2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid, = Propylamin,
Polyethylenglycol Monomethylether (2000 g-mol'l), Mesylchlorid, Tosylchlorid,
Octannitril, Ethanolamin, cyclo-Propannitril, iso-Propannitril, Triethylamin, N-[3-
(dimethylamino)-propyl]-methacrylamid, N,N-Dimethylacrylamid, Irgacure 651,
Chloressigsaurechlorid, Brombutansaurechlorid, 1,4-Dibrombut-2-en, 1,4-Butyldiamin,
1,6-Hexydiamin, 1,12-Dodecylamin, N,N-Bis(2-Aminoethyl)ethylendiamin,
Triethylentetramin, Tetraethylenpentamin, Natriumazid, Natriumhydrogencarbonat,
Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, Natriumhydroxid, Natriumzitrat,
Zitronensaure Monohydrat, Glucose Monohydrat, Salzsdure, Essigsdure, Ameisensaure,
Dithranol, Ndhrmedium (Standard 1) wurden ohne weitere Reinigungsschritte
verwendet. Die Keime Escherichia coli (Gram-negativ, ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (Gram-negativ, ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativ,
ATCC 17423), Staphylococcus aureus (Gram-positiv, ATCC 25323), Lactobacillus casei
(Gram-positiv, ATCC 393), Bacillus subtilis (Gram-positiv, ATCC 6633) und Streptococcus
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mutans (Gram-positiv, ATCC 25175) wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen. Frisches Schweineblut wurde von
lokalen Metzgereien bereitgestellt. Das Enzym Penicllinase wurde vom Zulieferer VWR
der TCl Chemicals bezogen. Pseudomonas taiwanensis und Pseudomonas taiwanensis
(VLB120ACAttgV) sowie Escherichia coli JW0453 und Escherichia coli JW5503 aus Keio

Kollektion wurden von DR. JAN VOLMER zur Verfligung gestellt.

5.2. Gerite und Methoden

Kernspinresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy NMR).

Die 1H—NMR—Spektren wurden in deuteriertem Losungsmittel (CDCl;, DMSO-ds, D,0) am
FT-Spektrometer der Firma Burker, des Typs DPX-300 (300 MHz), DRX-400 (400 MHz),
DRX-500 (500 MHz) oder FT-Spektrometer der Firma Varian, des Typs Inova 500 (500
MHz) aufgenommen. Die Protonen des nicht vollstiandig deuterierten Losungsmittels
dienten als interner Standard. Die chemische Verschiebung & der Signalsdatze wurde in
parts per million (ppm) angegeben und die Kopplungskonstanten J in Hz. Die Spektren
wurden mit dem Programm ACD/SpecManager 12.0 prozessiert. Flr die durch Spin-Spin-
Kopplung auftretenden Multiplizititen wurden folgende Abklirzungen verwendet: s
(Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), quin (Quintett), brs (breites Signal) und

m (Multiplett).

Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI - MS).

Die ESI-MS Messungen wurden an einem Thermo LTQ-FT-ICR-Ultra Massenspektrometer
(linear iron trap —Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer)
durchgefiihrt. Die Proben wurden in einer Mischung aus 69.9 vol.% destillierten Wasser,
30.0 vol.% Acetonitril und 0.1 vol.% Ameisensdure gelost. Die Polymerproben wurden
mit einer Konzentration von 10 pmol-puL* gemessen. Es wurden 5 pL Probe mittels Chip-
A-384 Emitter, (mit 5 um i.D) injiziert. Die resultierende Flussrate lag bei ~200 nL-min™.
Der Stickstoffgegendruck sowie die Spannungsrate wurden den jeweiligen Proben

angepasst und variierten zwischen 0.4 - 1.4 psi und 1.8 kV. Die Massenspektren wurden
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im positiven Modus mit 2 pscans in einem Massenbereich m/z von 225 - 2000 mit einer
Auflésung von 100.000 (bei m/z 400) durchgefiihrt. In dem Bereich von 600 - 1400
besitzen die erhaltenen Massenspektren eine Ladung bis 12. Mit Hilfe der Software
XtractRAW wurden die Rohdaten ausgewertet. Die Polymerverteilung wurde auf Basis
der monoisotopischen Peaks ermittelt. Der Berechnung der theoretischen Massen liegen
folgende Isotope zu Grunde: 2c = 12.000 g-mol'l, *0 = 15.995 g-mol'l,
N = 14.003 g-mol™, 'H = 1.008 g:mol™, "°Br = 78.918 g-mol™, *H" = 1.007 g-mol™, *°F =
18.998 g:mol™, $**=31.972 g-mol™.

Matrix-Assistierte-Laser-Desorption-lonisations-Massenspektrometrie/ (MALDI - MS)

Die MALDI-TOF-Messungen erfolgten an einem Autoflex Il der Firma Bruker mit einem
Stickstofflaser (A = 337.1 nm). Die Messungen wurden mit der Software FlexControl
gesteuert und zur Auswertung der erhaltenen Spektren diente das Programm
FlexAnalysis. Zur Probenpraparation wurde die Dried-Droplet-Methode verwendet. Dazu
wurde 1 mg der Universalmatrix Dithranol in 1 mL in Chloroform gel6st. Ebenso wurde
1 mg der Probe in 1 mL Chloroform gel6st. 1 uL der Probenlosung wurde auf die
Probenscheibe getropft. Nach einigen Minuten verdampfte das Chloroform und die
Dithranol-Losung wurde Uber die Probe getropft. AnschlieRend wurde gewartet bis das
Loésungsmittel vollstandig verdampfte. Im Anschluss wurde die Probe gemessen. Der
Berechnung der theoretischen Massen liegen folgende Isotope zu Grunde: '’C =
12.000 g-mol™, 0 =15.995 g-mol™®, N = 14.003 g:mol™, *H = 1.008 g:mol™, ”Br =
78.918 g:mol™?, *H* =1.0072766 g-mol-1, *°F = 18.998 g:mol™ *Na = 22.9898 g:mol™,
39K = 38.9637 g-mol?, 3’ = 31.9721 g-mol™.

Gel-Permeations-Chromatographie (GPC).

Die GPC Messungen wurden an einem GPCMax-System der Firma Viscotek durchgefiihrt.
Die GPC wurde mit einem Brechungsindexdetektor (RI) ausgeristet und auf 55 °C
temperiert. Zur Auftrennung der Proben wurden eine Vorsdule TSKgel® und zwei

TSKgel® GMHHR-M 7.8 x 300 mm (5 um PorengrofRRe) Sdulen der Firma Tosch eingesetzt.
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Dabei wurden die Sdulen mittels Sdulenofens konstant bei 60 °C gehalten. Als Laufmittel
diente N,N-Dimethylformamid mit 20 mmol-L™ LiBr. Die Flussrate betrug 0.7 mL-min.
Als Kalibratioinsstandards dienten Polysyrolstandards der Firma Viskotek. Die Proben
wurden mit einer Konzentration von 2 - 4 mg-mL™ bei einem Injektionsvolumen von
200 uL aufgegeben. Vor jeder Messung wurden die Proben 12 h &quilibriert und
anschlieend mit einem 0.2 um PTFE-Filter filtriert. Das erhaltene Elugramm ermoglichte
die Bestimmung des zahlenmittleren Molekulargewichts (M,), des gewichtsmittleren

Molekulargewicht (M,,) und des Polydispersitatsindex (PDI).

Infrarotspektroskopie (FT — IR).

Die Messung der FT-IR Spektren erfolgte an einem Alpha-Spektrometer der Firma
Burker. Das Spektrometer wurde mit einem ATR-Druckmodul ausgestattet. Dabei
erfolgte die Aufnahme der Spektren an einem einzelrefraktiven Diamantfenster in
abgeschwachter Totalreflexion (ATR). Die Spektren wurden mit einer Auflésung von
4cm™ mit 24 Scans pro Messung in einem Wellenzahlbereich von 400 - 4000 cm
aufgenommen. Flissige Proben wurden auf das Diamantfenster auf getropft und feste
Proben mittels Druckmodul fixiert. Flir die Auswertung der Daten wurde die Software

Opus (Bruker) verwendet.

Gefriertrocknung

Die wassrigen Polymerproben wurden in einem Rundkolben gegeben und in fllssigen
Stickstoff getaucht bis die Probe vollstiandig gefroren waren. Anschlielend wurde der
Probenkolben an die Gefriertrocknung Alpha 1-4 LDplus der Firma Christ angeschlossen

und das Wasser wurde bei 1-10 mbar und -56 °C sublimiert.
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Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die rasterelektronischen Aufnahmen wurden an einem Hitachi S4500 Gerat
aufgenommen. Die Anregungsspannung betrug dabei 1 kV. Die Netzwerkproben wurden

auf dem Probenhalter aufgebracht und anschlieBend vermessen.

UV/Vis Spektroskopie

Die UV/Vis spektroskopischen Messungen wurden entweder an einem Zweistrahl-
Photometer Specord 210 der Firma Analytik Jena bei 25 °C oder an einem Einstrahl-
Photometer Specord S600 der Firma Analytik Jena durchgefiihrt. Dabei erfolgte die

Temperaturregelung beim Specord S600 Uber ein Peltierelements (0 - 85 °C).

Fluoreszenzspektroskopie

Die fluoreszenzspektroskopischen Messungen wurden an einem Fluoreszenz-

spektroskop f-2700 der Firma Hitachi bei 25 °C durchgefihrt.

Dialysen

Die durchgefiihrten Dialysen wurden mithilfe von Dialysemembranen der Firma Roth mit
einem Molekulargewichtsausschluss (eng. Molecular weight cut off, MWCO) von 1000
bzw. 2000 g:mol™ in Methanol oder bidestillierten (bidest.) Wasser durchgefihrt. Die
Dialyse gegen Methanol erforderte zuvor eine Konditionierung der Dialysemembran.
Dazu wurde der Dialyseschlauch in einem Becherglas mit 50 mL bidest. Wasser
Uberschichtet und langsam wurden 50 mL Methanol zu getropft. Nach dem
vollstéandigen Zutropfen des Methanols wurden 50 mL der entstanden Methanol/bidest.
Wasser Losung entnommen und erneut wurde 50 mL Methanol zu getropft. Dieser
Vorgang wurde flinfmal wiederholt. Nach dem letzten Schritt (ca. 97 vol.% Methanol)
konnte der Dialyseschlauch fiir eine Dialyse in Methanol verwendet oder Ubernacht in

Methanol gelagert werden. Fiir die Dialysen in bidest. Wasser war keine Konditionierung
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notig. In diesen Fallen wurde die Dialysemembran vor dem Gebrauch mit VE-Wasser
gespllt. Flr die Durchfihrung der Dialyse wurde die Probe in dem entsprechenden
Losungsmittel (bidest. Wasser oder Methanol) geldst und anschlieBend in die
Dialysemembran geflillt. Dabei wurden die beiden Enden der Dialysemembran mit
Gefrierbeutelklemmen verschlossen. Die Dialyse gegen bidest. Wasser erfolgte Uber
Nacht in 1000 mL bidest. Wasser und die Dialyse gegen Methanol erfolgte innerhalb von
5 h in 1000 mL Methanol. Abschliefend wurde das Losungsmittel entfernt und die

gereinigte Probe konnte erhalten werden.

5.3. Synthesen

4-(Brommethyl)-N-dodecyl-N,N-dimethylbenzenammonium-bromid (DDA-X):

Zu einer Suspension aus a,a-Dibrom-p-xylol (5.00 g, 18.9 mmol, 1.00 eq.) in trockenem
Chloroform wurde eine Losung aus N,N-Dimethyl-

Br/\©\§)'1‘\,w dodecylamin (DDA; 4.04 g, 18.9 mmol, 1.00 eq.) in 7.50 mL
| 10 Chloroform bei 42 °C in einem Zeitintervall von 4 h langsam

zu getropft. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend fiir weitere 30 min bei dieser
Temperatur geriihrt. Das Losungsmittelvolumen wurde auf ein Drittel reduziert und die
verbleibende Losung fiir 6 h bei 0 °C gelagert. AnschlieBend wurde nicht abreagiertes
a,a’-Dibrom-p-xylol abfiltriert. Das Chloroform wurde nun vollstandig entfernt und der
Riickstand in Tetrahydrofuran (150 mL) aufgenommen. Das ausfallende Nebenprodukt
wurde durch eine Filtration entfernt. Das Losungsmittel wurde bei vermindertem Druck

entfernt und das hochviskose Produkt (5.48 g, 13.8 mmol, 77%) konnte erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & = 0.69 - 0.95 (t, J = 6.8 Hz 3 H), 1.06 - 1.46 (m, 18 H),
1.58 - 1.90 (m, 2 H), 3.28 (s, 6 H), 3.41 - 3.57 (m, 2 H), 4.57 (s, 2 H), 5.15 (s, 2 H), 7.43 (d,
J=8.42 Hz,2 H),7.68(d,J=8.42 Hz, 2 H) ppm.
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7-(4-(4(Chlormethyl)benzyl)piperazin-1-yl)-1-cyclo-propyl-6-fluor-4-oxo-1,4-dihydro-
chinolon-3-carbonsiure (xCIP-Spacer): >
a,a’-Dichlor-p-xylol (875 mg, 5.00 mmol, 5.00 eq.) und NaHCO; (168 mg, 2 mmol,

2.00 eq.) wurden in einer Mischung aus N,N-
O (0]

Fw Dimethyl-formamid und Acetonitril (1:1, 4 mL) gel0st.
OH

CI/\Q\/K\N N‘ Ciprofloxacin (331 mg, 1.00 mmol, 1 eq.) wurde
N A

auf 80 °C erwdrmt und fir 24 h bei dieser Temperatur gertihrt. Das Produkt wurde in

anschlielend zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde

Diethylether gefillt, der Uberstand ab dekantiert und der Feststoff getrocknet. Das
Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (SiO,; CH,Cl,:MeOH = 20:1) gereinigt
und das reine Produkt konnte als leicht gelblicher Feststoff erhalten werden (230 mg,
0.489 mmol, 49%).

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & = 1.15 - 1.25 (m, 2 H), 1.32 - 1.44 (m, 2 H), 2.69 (t, J =
4.80 Hz, 4 H), 3.36 (t, J = 4.80 Hz, 4 H), 3.52 (td, J = 6.77, 2.93 Hz, 1 H), 3.61 (s, 2 H), 4.61
(s,2 H),7.31-7.42 (m, 5H), 8.02 (d, J = 13.17 Hz, 1 H), 8.77 (s, 1 H) ppm.

7-(4-(2-Chloracetyl)piperazin-1-yl)-1-cyclopropyl-6-fluor-4-oxo-1,4-dihydrochinoline-3-

carbonsaure(eCIP-Spacer): 157

o o In einen 100 mL Schlenkkolben wurde unter
F
(\wOH Argonatmosphare Ciprofloxacin (332 mg, 1.00 mmol,
N N
c/}('\'\) A 1.00eg.) in 5.00 mL Dichlormethan suspendiert.
O

AnschlieBend wurde bei Raumtemperatur Triethylamin
(101 mg, 1.00 mmol, 1.00 eq.) zu getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C
abgekihlt und Chloracetylchlorid (0.170 g, 1.55 mmol, 1.55 eq.) langsam zugegeben. Die
Reaktion wurde auf Raumtemperatur erwdarmt und 24 h bei dieser Temperatur gerihrt.
Danach wurde das Gemisch in Diethylether gefallt, zentrifugiert und der Diethylether ab
dekantiert. Mittels Sdulenchromatographie (SiO,; Dichlormethan:Methanol 20:1, mit 1 %
Essigsaure) wurde das Rohprodukt gereinigt. Das Produkt konnte als leicht gelblicher

Feststoff mit einer Ausbeute von 67% (274 mg, 0.670 mmol) erhalten werden.
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'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.17 - 1.29 (m, 2 H), 1.42 (d, J = 6.85 Hz, 2 H), 3.32
—3.44 (m, 4 H), 3.48 —3.59 (m, 1 H), 3.75 -3.95 (m, 4 H), 4.14 (s, 2 H), 7.40 (d, J = 6.85 Hz,
1H),8.10(d,/=12.72 Hz, 1 H), 8.81 (s, 1 H) ppm.

7-(4-(4-brombutanoyl)piperazin-1-yl)-1-cyclopropyl-6-fluor-4-oxo-1,4-

dihydrochinoline-3-carbonsaure (bCIP-Spacer):

o o Die Synthese des bCIP-Spacern verlief analog zu dem
F
I °" zuvor beschriebenen eCIP-Spacer. Es wurden 4-
N N
BrWQ A Brombutylchlorid (285 mg, 1.55 mmol, 1.55 eq) statt

Chloracetylchlorid verwendet. Das Produkt konnte als
leicht gelblichen Feststoff mit einer Ausbeute 42% (171 mg, 0.420 mmol) erhalten
werden.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.16 - 1.29 (m, 2 H), 1.42 (d, J = 6.85 Hz, 2 H),
2.19 (t, J = 6.36, 2H), 2.60 (t, J= 7.09 Hz, 2H), 3.26 — 3.43 (m, 4 H), 3.55 (d, J = 2.45 Hz,
1H), 3.69 (t, J = 5.87 Hz, 2H), 3.74 - 3.96 (m, 4 H), 7.38 = 7.52 (m, 1H), 8.09 (d, J = 13.21
Hz, 1 H), 8.81 (s, 1 H) ppm.

1-Cyclopropyl-6-fluor-4-oxo-7-(4-(propylglycyl)piperazin-1-yl)-1,4-dihydrochinoline-3-

carbonsaure (pCIP):

Unter Argonatmosphare wurden in einem 100 mL Schlenkkolben eCIP (100 mg,
o o 0.210 mmol, 1.00 eq.) und Natriumhydrogencarbonat

HO%F (17.5 mg, 0.210 mmol, 1.00 eq.) in 5.00 mL einer
N N

A LN o~ Mischung aus N,N-Dimethylforamid und Acetonitril (1:1

o " v/V) suspendiert. AnschlieBend wurde  die

Reaktionslésung auf 50 °C erwarmt und n-Propylamin (170 mL, 2.10 mmol, 10.0 eq.)
langsam zu getropft. Nach einer Reaktionszeit von 24 h bei 50 °C wurde die
Reaktionslésung in kaltem Diethylether gefillt, zentrifugiert und der Diethylether ab
dekantiert. Das Rohprodukt wurde getrocknet und in 25.0 mL Chloroform

aufgenommen. Die resultierende organische Phase wurde dann mit (3 x 25.0 mL)

Wasser extrahiert. Die wassrige Phasen wurden gesammelt, eingeengt und das Wasser
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an einem Lyophilisator entfernt. Das Produkt konnte als weiller Feststoff erhalten

werden mit einer Ausbeute von 51% (46 mg, 0.107 mmol).

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d): 6 =0.93 (t, /=7.34 Hz, 3 H,), 1.03 - 1.16 (m, 2 H), 1.28 -
1.41 (m, 2 H),1.56-1.78 (m, 2 H), 2.96 - 3.12 (m, 2 H), 3.24 - 3.43 (m, 4 H), 3.62 (m, 3H),
3.75-4.14 (m, 4 H), 7.40 (m, 1 H), 7.53 (m, 1 H), 8.56 (m, 1 H) ppm.

7-(4-(N-(2-Chloroacetyl)-N-propylglycyl)piperazin-1-yl)-1-cyclopropyl-6-fluor-4-oxo-1,4-

dihydrochinoline-3-carbonsaure (peCIP):

o o Unter  Argonatmosphdre  wurde in  einem
Hom; o Schlenkkolben pCIP (800 mg, 1.96 mmol, 1.00 eq)
A QT(\N)K/C' vorgelegt und mit 12.0 mL Chloroform suspendiert.

© AnschlieBend  wurde  Triethylamin ~ (0.280 mL,

2.00 mmol, 1 eq.) bei Raumtemperatur zu getropft. Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C
gekihlt und mit Chloracetylchlorid (0.320 mL, 4.00 mmol, 2.00 eq.) versetzt. Die
Reaktion wurde 3 h bei 0 °C gerihrt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt in
Diethylether gefillt, zentrifugiert und der Diethylether ab dekantiert. Die Reinigung
erfolgte mittels Saulenchromatographie (SiO,; Dichlormethan:Methanol; 20:1 mit 1%
Essigsdure). peCIP konnte mit einer Ausbeute von 73% (724 mg, 1.43 mmol) erhalten

werden.

'H-NMR (500 MHz Chloroform-d): & = 0.99 (m, 3 H), 1.19 - 1.25 (m, 2H), 1.38 - 1.46 (m, 2
H), 1.63 - 1.81 (m, 2 H), 3.33 (d, 4H), 3.43 (m, 4H), 3.54 (dt, J=7.21, 3.48 Hz, 1 H), 3.78 -
3.88 (m, 4 H), 4.20 (s, 2 H), 7.39 (d, J=6.85 Hz, 1 H), 8.06 (d, J=13.21 Hz, 1 H), 8.80 (s, 1 H)

ppm.

Methoxy-poly(elthylenglycol)-mesylat (Me-PEG-OMs):

Polyethylenglycol Monomethylether (2000 gmol™, 4.00 g,

(0]
I

O O/ﬁ_ 2.00 mmol, 1.00 eq.) wurde 2 h bei 100 °C unter vermindertem Druck
0]

45 getrocknet. AnschlieBend wurde das trockne Polymer in 100 mL
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Dichlormethan geldst und mit Triethylamin (2.77 mL, 20.0 mmol, 10.0 eq.) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt und Mesylchlorid (1.48 mL, 20.0 mmol, 10.0 eq.)
langsam zugegeben. Die Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und fiir 24 h
gerihrt. Dann wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in Wasser
aufgenommen. Die wassrige Losung wurde mit Dichlormethan (3 x 50 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden in Diethylether gefillt, der Uberstand
dekantiert und der Feststoff getrocknet. Dieser Fallungsschritt wurde dreimal wiederholt

um Me-PEG-OMs als weiRen Feststoff (2.39 g, 1.15 mmol, 58%) zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 3.04 (s, 3 H) 3.33 (s, 3 H) 3.42 - 3.78 (m, 168 H)
4.30 - 4.36 (m, 2 H) ppm.

Methoxy-poly(ethylenglycol)-ethylendiamin (Me-PEG-EDA):

Me-PEG-OMS (208 mg, 0.100 mmol, 1.00 eq.) wurde in 5.00 mL

Chloroform gel6st. Anschliefend wurde Ethylendiamin (66.7 uL,

° ”/\/NHZ 1.00 mmol, 10.0 eq.) zugegeben, die Reaktionslosung auf 78 °C
45 erwarmt und flir 48 h bei dieser Temperatur gerihrt. Das
Rohprodukt wurde dann in Diethyether gefallt und anschlieBend zentrifugiert. Der
Uberstand an Diethylether wurde ab dekantiert und das verbleibende Rohprodukt durch
Dialyse gegen destilliertes Wasser (24 h, mit einer benzylierten Zellulosemembran (1000

MWCO)) gereinigt. Das Wasser wurde mittels Lyophile entfernt und das Me-PEG-EDA

konnte als weiRer Feststoff (170 mg, 0.083 mmol, 83%) erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 2.43 - 2.98 (m, 6 H) 3.36 (s, 3 H) 3.62 (s, 182 H)

ppm
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Synthese von 2-iso-Propyl-2-oxazolin (iPrOx):

Die Synthese von 2-iso-Propyl-2-oxazolin wurde nach einer modifizierten
8,\,/ Variante eines Protokolls von SCHUBERT et. al. *® *** hergestellt. Zu einer Mischung
aus iso-Propylcyanid (85.0 mL, 0.930 mol, 1.00 eq.) und Ethanolamin (67,8 mL, 1.11 mol,
1.20 eq.) wurde Zinkacetat Dihydrat (1.00 g, 0.019 mmol, 0.020 eq.) gegeben.
AnschlieBend wurde die Reaktionsmixtur unter Rickfluss in der Synthesemikrowelle
langsam auf 115 °C erwarmt. Nach einer Reaktionszeit von 16 h wurde die Losung auf
Raumtemperatur gekiihlt und das Rohprodukt mittel fraktionierter Destillation gereinigt,
wobei zunadchst das Uberschissige iso-Propylcyanide siedet (30 mbar, 33 °C). Die
nachfolgende Fraktion lieferte das Monomer 2-iso-Propyl-2-oxazolin (30 mbar, 43-

47 °C)(75%,78.8 g ,0.698 mol). Dann wurde das Monomer lber CaH, destilliert.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.20 (d, J = 7.27 Hz, 6 H) 2.57 (dt, J = 13.86, 7.03
Hz, 1 H) 3.82 (t,J =9.37 Hz, 2 H) 4.22 (t, J = 9.56 Hz, 2 H) ppm.

Synthese von 2-cyclo-Propyl-2-oxazolin (cPrOx):

Die Synthese von 2-cyclo-Propyl-2-oxazolin wurde analog zur Synthese von 2-
o iso-Propyl-2-oxazolin durchgefiihrt. Allerdings siedet 2-cyclo-Propyl-2-oxazolin

N
I\/ bei 25 mbar und 87 °C. Die Ausbeute betrug 33% (34.7 g, 0.307 mol).

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.70 - 0.81 (m, 2 H), 0.80 - 0.92 (m, 2 H), 1.57 (tt,
J=8.35,4.92 Hz, 1 H), 3.72 (t, J=9.50 Hz, 2 H), 4.12 (t, J=9.50 Hz, 2 H) ppm.

Synthese von 2-Heptyl-2-oxazolin (HepOx):

CHis Die Synthese beruht auf einem modifizierten Protokoll nach SCHUBERT et. al..

O™\ 144 28 5 ctanlnitril (35.2 mL, 0.228 mol, 0.930 eq.), Zinkacetat dihydrat (1.00 g

|\/N

zusammen in einen Kolben gegeben. Der Kolben wurde in einer Synthesemikrowelle

0.020 eq.) und Ethanolamin (16.4 mL, 0.273 mol, 1.20 eq.) wurden

platziert und mit einem Rickflusskiihler ausgeriistet. Die Reaktionslosung wurde
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anschliefend auf 130 °C erwdrmt und 25 h bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Ablauf
der Reaktionszeit wurde die Lésung auf Raumtemperatur gekihlt und mit 100 mL
Cyclohexan versetzt. Die Cyclohexanphase wurde anschlieBend fiinfmal mit Wasser
(400 mL) und einmal mit einer ges. wassr. NaCl Losung (400 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieend einmal fraktioniert
und einmal Gber CaH, destilliert. Das HepOx konnte als klare Fliissigkeit (57%, 89.6 g,

0.530 mol) erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 0.85 (t, J=6.85 Hz, 3 H) 1.16 - 1.37 (m, 8 H) 1.60
(quin, J=7.46 Hz, 2 H) 2.23 (t, J=7.83 Hz, 2 H) 3.79 (t, J=9.54 Hz, 2 H) 4.18 (t, J=9.54 Hz, 2

H) ppm.

Generelle Prozedur zur Herstellung fiir Homopolymere:

Die bendtigte Konzentration an Initiator (DDA-X, a,a’-Dibrom-p-xylol (DBX) und
Methyltosylat (MeTos)) wurde mit Hilfe des Polymerisationsgrade DPs: und der
Anfangskonzentration an Monomer [Initiator] = [Monomer]-DPse{1 berechnet. Der
Initiator (DDA-X; 0.149 g, DBX; 0.098 g oder Methyltosylat; 0.059 g, 0.375 mmol,
1.00 eq.) wurde bei Raumtemperatur in 5.00 mL trocknem Chloroform geldst.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe des Monomers (2-Methyl-2-oxazolin (MeOx); 1.00 g,
2-Ethyl-2-oxazolin (EtOx); 1.11 g 2-iso-Propyl-2-oxazolin (iPrOx); 1.27 g, 2-cyclo-Propyl-2-
oxazolin (cPrOx); 1.25 g 11.25 mmol, 30.0 eq.). Die Polymerisation wurde in einer CEM-
Discover Synthesemikrowelle durchgefiihrt. Die Reaktionstemperatur wurde mittels
vertikal fokussierenden Infrarotsensors Uberwacht. Das ReaktionsgefaR wurde unter
Rihren bei einer max. Leistung (300 W) auf die jeweilige Temperatur gebracht (siehe
Tabelle 26). Bei Erreichen der gewiinschten Temperatur wurde die MW-Leistung
angepasst. Zur Vermeidung von Temperaturspitzen wurde die Reaktionslosung
innerhalb der folgenden 2-3 min durch DruckluftstéBe gekihlt. Die entsprechenden
Reaktionszeiten variierten, je nach Initiator, Monomer und Temperatur zwischen 1 —

16 h.
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Termination mit Ethylendiamin (EDA): Ein zehnfach molarer Uberschuss (bezogen auf

die Stoffmenge des Initiator) von Ethylendiamin (250 mL, 3.75 mmol, 10 eq.) wurde bei
RT zur lebenden Polymerkette hinzu gegeben und anschlieBend 45 °C fir 72 h gerihrt.
Das Rohprodukt wurde in Diethylether gefillt, zentrifugiert, dekantiert, getrocknet und
anschlieend mit destilliertes Wasser aufgenommen und mit Dichlormethan extrahiert.
Es folgte eine Dialyse fiir 24 h in destilliertem Wasser (benzoylierte Zellulosemembran
(1000 MWCO)). Das Wasser wurde an einer Gefriertrocknung entfernt und die Polymere

konnten in Ausbeuten von 69 - 93% erhalten werden.

Tabelle 26: Uberblick iiber die hergestellten Polymere sowie die verwendeten Einwaagen und

der Reaktionsparameter.

Initiator Monomer Reaktions-
Probenname EDA [mg]
[mg] [mg] bedingungen

MeTos initiierte Polymere

Me-PMeOx,7;-EDA 59 1000 1h,90°C 223
Me-PEtOxs;,-EDA 59 1110 2h,100°C 223
Me-PiPrOx,,-EDA 59 1270 4 h,110°C 223
Me-PcPrOx;;-EDA 59 1270 4 h,110°C 223

DDA-X initiierte Polymere

DDA-X-PMOxz9-EDA 149 1000 4 h,110°C 223
DDA-PEtOxso-EDA 149 1100 12 h,110°C 223
DDA-X-PiPrOx,4-EDA 149 1270 16 h, 110 °C 223

DBX initiierte Polymer

EDA-PMOx,4-DBB-PMOx,4-EDA 98 1000 4 h,110°C 223

Me-PMOx-EDA. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.74 — 2.20 (m, 81 H), 2.66 — 2.89
(m,4H),2.91-3.02(m, 3H), 3.10-3.72 (m, 112 H) ppm.

Me-PEtOx-EDA. 'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & = 1.11 (m, 94 H) 2.14 - 2.49 (m,
61 H) 2.59 (br. s., 6 H) 3.02 (s, 3 H) 3.28 - 3.78 (m, 120 H) ppm.
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Me-PiPrOx-EDA. 'H-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & = 1.08 (m., 269 H), 2.50 - 2.99 (m,
51 H), 3.04 (m, 3 H), 3.29 - 3.67 (m, 180 H) ppm.

Me-PcPrOx-EDA. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.65 - 1.02 (m, 116 H), 1.54 - 2.03
(m, 38 H), 2.79 - 3.00 (m, 6 H), 3.14 - 3.36 (m, 3 H), 3.38 - 3.84 (m, 148 H) ppm.

DDA-X-PMOXx-EDA. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 0.72 - 0.93 (m, 3 H), 1.25 (br. s.,
18 H), 1.67 - 2.16 (m, 117 H,) 2.51 - 2.72 (m, 6 H), 2.95 (br. s., 6 H), 3.08 - 3.71 (m, 165 H),
437 -4.74 (m, 4 H), 7.04 - 7.84 (m, 4 H) ppm.

DDA-PEtOx-EDA. *H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & = 0.71 - 0.88 (m, 3 H), 0.92 - 1.38
(m, 150 H), 1.94 - 2.51 (m, 89 H), 2.69 (d, J=11.34 Hz, 7 H), 3.13 - 3.69 (m, 181 H), 4.39 -
4.60 (m, 4 H), 7.09 (d, J=7.68 Hz, 4 H) ppm.

DDA-X- PiPrOx-EDA. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.84 (t, J=6.85 Hz, 3 H), 0.90 -
1.22 (m, 104 H), 2.49 - 3.00 (m, 24 H), 3.08 - 3.85 (m, 74 H), 4.45 - 4.72 (m, 4 H), 6.94 -
7.19 (m, 4 H) ppm

Me-PEG-EDA. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 2.69 - 2.89 (m, 4 H), 3.36 (s, 3 H),
3.62 (s, 187 H).

EDA-PMOXx-DBX-PMOXx-EDA. *H-NMR (200 MHz, Chloroform-d) & = 2.02 - 2.22 (m, 98 H),
2.75 (s, 5 H), 3.47 (m, 140 H), 4.40 - 4.71 (m, 4 H), 7.07 - 7.25 (m, 4 H).

Termination mit CIP: Fiir die Funktionalisierung mit CIP wurde ein zehnfacher

Uberschuss (bezogen auf die Stoffmenge des Initiator) zur Reaktionslésung gegeben und
48 h fiir 70 °C gerihrt. Das Rohprodukt wurde in Diethylether gefillt, zentrifugiert,
dekantiert, getrocknet und anschlieBend wurden die Polymere in Wasser suspendiert
und fir 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mittels Spritzenfilter

filtriert und dann dialysiert. Das Produkt wurde an einem Lyophilisator getrocknet.

DDA-X-PMOx-CIP. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 0.83 (t, J=6.65 Hz, 3 H), 1.01 -
1.47 (m, 18 H), 1.69 - 2.40 (m, 178 H), 2.76 - 3.92 (m, 258 H), 4.04 - 4.78 (m, 4 H), 7.38 -
7.67 (m, 1 H), 8.06 (m, 1 H), 8.37-8.67 (m, 1 H) ppm.
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Termination mit BDA, HDA, DODA, TREN, TET oder TEP: Fiir die Funktionalisierung mit

einem Amin (1,4-Butyldiamin (BDA), 1,6-Hexydiamin (HDA), 1,12-Dodecylamin (DODA),
N,N-Bis(2-Aminoethyl)ethylendiamin (TREN), Triethylentetramin (TET),
Tetraethylenpentamin (TEP)) wurde ein 10-facher Uberschuss (bezogen auf die Initiator
Menge) (3.75 mmol, 10.0 eq.) zur Reaktionslosung gegeben und 48 h fiir 70 °C geriihrt.
Das Rohprodukt wurde in Diethylether gefallt, zentrifugiert, dekantiert. Anschliefend
wurde das Produkt gegen Wasser dialysiert. Nach entfernen der Wassers konnte das

Polymer erhalten werden.

Me-PMeOx,9-BDA.*H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.44 (m, 2 H), 1.89 (m, 2 H),
2.08 (m, 92 H), 2.55 - 2.86 (m, 6 H), 2.98 (m, 3 H), 3.41 (m, 117 H) ppm.

Me-PMeOxso-HDA.*H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.14 (m, 2 H), 1.23 - 1.44 (m,
5 H), 1.80 - 2.31 (m, 123 H), 2.57 - 2.87 (m, 6 H), 2.96 - 3.01 (m, 3 H), 3.20 - 3.71 (m, 157
H) ppm.

Me-PMeOx33-DODA. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 0.98 - 1.64 (m, 14 H), 1.08 -
1.50 (m, 6 H), 1.87 - 2.17 (m, 115 H), 2.48 - 2.84 (m, 6 H) 2.88 - 3.01 (m, 3 H), 3.14 - 3.70
(m, 152 H)

Me-PMeOxs3-TREN.*H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 1.93 - 2.18 (m, 98 H), 2.26 -
2.91 (m, 12 H), 2.95 - 3.03 (m, 3 H), 3.23 - 3.69 (m, 133 H) ppm.

Me-PMeOxs4-TET.*H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.83 - 2.26 (m, 90 H), 2.36 - 2.92
(m, 10 H), 2.95-3.03 (m, 3 H), 3.21-3.70 (m, 120 H) ppm.

Me-PMeOx,9-TEP.*H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.96 - 2.34 (m, 87 H), 2.51 - 2.96
(m, 14 H), 3.01 - 3.08 (m, 3 H), 3.29 - 3.81 (m, 117 H) ppm.

Termination mit Natriumazid: Die Polymerisationsldosung wurde mit einem 5-fachen

Uberschuss an Natriumazid (135 mg, 1.86 mmol, 5.00 eq.) versetzt und 24 h bei 50 °C

geriihrt. Die Aufarbeitung verlief analog zu den EDA terminierten Polymeren.

Me-PMeOx3,-N3."H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.12 - 2.48 (m, 96 H), 2.88 - 3.11
(m,3H),3.16-3.65(m, 127 H) ppm.
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Allgemeine Herstellung zur Synthese von statistischen Copolymeren

Methyltosylat (59.0 mg, 0.375 mmol, 1.00 eq.) wurde bei Raumtemperatur in 5.00 mL
trocknem Chloroform geldst. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 2-Ethyl-2-oxazolin
und 2-iso-Propyl-2-oxazolin. Die Polymerisation wurde in einer CEM-Discover
Synthesemikrowelle durchgefiihrt. Die Reaktionstemperatur wurde mittels vertikal
fokussierendem Infrarotsensors tGiberwacht. Das ReaktionsgefaR wurde unter Rihren bei
einer max. Leistung (300 W) auf 110 °C gebracht. Bei Erreichen der gewdiinschten
Temperatur wurde die MW-Leistung angepasst. Zur Vermeidung von Temperaturspitzen
wurde die Reaktionslésung innerhalb der folgenden 2 - 3 min durch DruckluftstoRRe
gekihlt. Die Reaktionszeit entsprach 4 h. Die Termination und die Reinigung erfolgten

wie bei den Homopolymeren (siehe oben).

Tabelle 27: Uberblick der hergestellten statistischen Copolymere sowie die verwendeten

Einwaagen und Reaktionsparameter

Probenname MeTos EtOx iPrOx EDA
Me-PiPrOx,,-PEtOxs-EDA 59 mg 323 mg, 902 mg, 223 mg
7.99 mmol 7.98 mmol
Me-PiPrOx,5-PEtOx44-EDA 59 mg 537 mg, 657 mg, 223 mg
5.43 mmol 5.81 mmol
Me-PiPrOx;-PEtOx,6-EDA 59 mg 774 mg, 386 mg, 223 mg
7.82 mmol 3.42 mmol

Me-PiPrOx-PEtOx-EDA. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.09 (br. s., 125 H), 2.27 -

2.38 (m, 30 H), 2.64 (m, 13 H), 2.84 (m, 12 H), 3.00 (m, 3 H), 3.43 (m, 110 H) ppm.

207



Experimental Teil
Allgemeine Herstellung zur Synthese von Blockcopolymeren

Methyltosylat (172 mg, 0.939 mmol, 1.00 eq.) wurde in 15.0 mL trocknem Chloroform
gelost und anschliefend 2-Methyl-2-oxazolin hinzugegeben. Das Reaktionsgefall wurde
in einer Synthesemikrowelle platziert. Die Polymerisation der MeOx-Monomere wurde
bei 90 °C fiir 30 - 60 min durchgefiihrt. Dann wurde die Lésung auf Raumtemperatur
abgekihlt und es folgte die Zugabe von 2-Heptyl-2-oxazolin unter Schutzgas. Der
PHepOx-Block wurde 1 - 5 h in der Mikrowelle bei 120 °C polymerisiert. Nach Ablauf der
Polymerisation wurde das Reaktionsgemisch wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt und
mit EDA versetzt (626 mL, 9.40 mmol, 10.0 eq). Die Losung wurde 72 h bei 45 °C geruhrt.
Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde das Losungsmittel entfernt und das

Rohprodukt wurde gegen Methanol dialysiert.

Tabelle 28: Uberblick iiber die hergestellten Blockcopolymere sowie die verwendeten

Einwaagen und Reaktionsparameter

Probenname MeTos MeOX HepOx EDA
Me-PMeOx,3-PHepOxs-EDA 172 mg 2000 mg 912 mg 564 mg
Me-PMeOx,o-PHepOxs-EDA 172 mg 1600 mg 1820 mg 564 mg
Me-PMeOx,5-PHepOxy,-EDA | 172 mg 1200 mg 2730 mg 564mg
Me-PMeOxg-PHepOx4,-EDA 172 mg 800 mg 3640 mg 564 mg
Me-PMeOxs-PHepOx,s-EDA 172 mg 400 mg 4550 mg 564 mg
Me-PHePOx,3-EDA 172 mg 0mg 4000 mg 564 mg

Me-PMeOx-PHepOx-EDA. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 0.66 - 0.98 (m, 42 H),
1.27 (br. s., 115 H), 1.59 (br. s., 27 H), 1.86 - 2.19 (m, 42 H), 2.19 - 2.43 (m, 27 H), 2.92 -
3.10(m, 3 H), 3.21-3.89 (m, 111 H) ppm.

Generierung einer NH, Polymer-Endgruppe

Me-PMeOx-N3 (400 mg, 0.190 mmol, 1.00 eq.) wurde in 5.00 mL trocknem

Dichlormethan geldst. AnschlieBend wurde Triphenylphosphin (75.0 mg, 0.1. mmol,
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1.00 eq.) zugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 h gerihrt.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von Wasser
(8.00 mL) beendet. Die organische Phase wurde verworfen und die wassrige Phase
wurde mit einem Spritzenfilter filtriert. Das Wasser wurde entfernt und der Riickstand in
Acetonitril aufgenommen und mittels Spritzenfilter filtriert. Nach Entfernen des

Losungsmittels konnte das Produkt erhalten werden (56%, 223 mg, 0.010 mmol).

Me-PMeOx3,-NH,.'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.85 - 2.32 (m, 85 H), 2.72 - 2.96
(m, 2 H), 2.99 - 3.08 (m, 3 H) 3.24 - 3.73 (m, 113 H) ppm.

Durchfiihrung der xCIP-Verkniipfung:

Das xCIP (93.8 mg, 2.00 mmol, 2 eq.) und NaHCO3 (16.8 mg, 2.00 mmol, 2 eq.) wurde in
einer Mischung aus N,N-Dimethylformamid and Acetonitril (1:1, 4 mL) suspendiert. Das
jeweilige Polymer (DDA-X-PMOx3o-EDA; 300 mg, Me-PMOx30-EDA; 219 mg, Me-PEtOxzox-
EDA; 305 mg, Me-PEGy4s-EDA; 205 mg, Me-PiPrOx30-EDA; 263 mg, EDA-PMOx;5-DBX-
PMOx15-EDA; 277 mg, DDA-X-PEtOx3o-EDA; 336 mg, DDA-X-PiPrOxs0-EDA; 378 mg 0.10
mmol, 1 eq.) wurde zur Suspension gegeben. Die Reaktionslosung wurde auf 80 °C
erwarmt und fir 24 h bei dieser Temperatur gerihrt. Anschlielend wurde das rohe
Polymer in Diethylether gefillt, der Uberstand ab dekantiert und der Riickstand
getrocknet. Der Polymerriickstand wurde in Wasser gelost und gegen destilliertes
Wasser dialysiert (benzoylierte Zellulosemembran (2000 MWCO)). Polymere mit einen
niedrigeren Molekulargewicht wurden zweimal dialysiert, wobei eine Zellulosemembran
mit einem cutt-of von 1000 g mol™ verwendet wurden. Das Wasser wurde mittels
Lyophile entfernt und die erwarteten Polymere wurden mit einer Ausbeute von 45-85%
erhalten. Fur PEtOx-Polymere wurde auf eine Extraktion verzichtet und stattdessen
wurden diese drei- bis zweifach gegen Wasser dialysiert. PiPrOx und PcPrOx wurde zur

Reinigung einmal gegen Methanol und einmal gegen Wasser dialysiert.
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Tabelle 29: Uberblick der hergestellten CIP-Konjugate sowie der verwendeten Einwaagen

Probenname Polymermenge xCIP-Menge
Me-PMeOx,c-EDA-xCIP 219 mg 93.8 mg
Me-PEtOx;3-EDA-xCIP 305 mg 93.8 mg
Me-PiPrOx,;-EDA-xCIP 263 mg 93.8 mg
DDA-X-PMeOxg,-EDA-xCIP 300 mg 93.8 mg
DDA-PEtOxso-EDA-xCIP 336 mg 93.8 mg
DDA-X-PiPrOx,s-EDA-xCIP 378 mg 93.8 mg
CIP-EDA-PMOx;9-DBB-PMOx,s-EDA-XCIP 277 mg 187.6 mg
Me-PEG,43-EDA-xCIP 205 mg 93.8 mg
Me-PiPrOx,,-PEtOxo-EDA-xCIP 345 mg 93.8 mg
Me-PiPrOx,5-PEtOx,4-EDA-xCIP 316 mg 93.8 mg
Me-PiPrOx;-PEtOx,6-EDA-XCIP 245 mg 93.8 mg
Me-PMeOx;;-BDA-xCIP 260 mg 93.8 mg
Me-PMeOxs4-HDA-xCIP 344 mg 93.8 mg
Me-PMeOx43-DODA-xCIP 347 mg 93.8 mg
Me-PMeOx,3-TREN-xCIP 310 mg 93.8 mg
Me-PMeOx;5-TET-xCIP 313 mg 93.8 mg
Me-PMeOx;s-TEP-xCIP 274 mg 93.8 mg
Me-MeOx1g-PHepOxs-EDA-xCIP 260 mg 93.8 mg
Me-MeOx15-PHepOx;-EDA-xCIP 340 mg 93.8 mg
Me-MeOxy4-PHepOx,,-EDA-xCIP 340 mg 93.8 mg
Me-MeOxz-PHepOx,4-EDA-xCIP 300 mg 93.8 mg
Me-PHepOx,,-EDA-xCIP 300 mg 93.8 mg

Me-PMOx,6-EDA-XCIP. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.18 (br. s., 2 H), 1.35 (br.
s., 2 H), 1.70 - 2.30 (m, 79 H), 2.54 - 2.86 (m, 8 H), 3.01 - 3.05 (m, 2 H), 3.24 - 3.72 (m,
107 H), 7.23-7.33 (m, 6 H), 7.89 - 7.99 (m, 1 H) 8.65 - 8.74 (m, 1 H) ppm.

Me-PEtOx33-EDA-XCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.90 - 1.29 (m, 98 H) 1.36
(d, J=6.50 Hz, 2 H) 2.07 - 2.47 (m, 70 H) 2.65 (br. s., 8 H) 2.96 - 3.09 (m, 3 H) 3.22 - 3.79
(m, 135 H) 7.19 - 7.41 (m, 6 H) 7.98 (d, J=13.00 Hz, 1 H) 8.73 (s, 1 H) ppm.
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Me-PiPrOx47-EDA-XCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.65 - 1.42 (m, 287 H), 2.49
-3.04 (m, 47 H), 3.08 (m., 3 H), 3.15 - 3.83 (m, 195 H), 7.27 - 7.40 (m, 5 H), 7.45 - 7.55 (m,
1H),7.93-8.17 (m, 1H)ppm.

Me-PEG43-EDA-XCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.10 - 1.20 (m, 2 H) 1.32 -
1.41 (m, 2 H) 2.55 - 2.72 (m, 8 H) 3.28 - 3.36 (m, 4 H) 3.37 (s, 3 H) 3.46 - 3.80 (m, 173 H)
7.29 (s, 7 H) 7.84 - 8.01 (m, 1 H) 8.65 - 8.75 (m, 1 H) ppm.

DDA-X-PMOx4,-EDA-xCIP. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 0.80 (t, J=6.78 Hz, 3 H),
0.99 - 1.25 (m, 22 H), 1.65 - 2.28 (m, 128 H), 2.60 (br. s., 17 H), 3.00 - 3.76 (m, 206 H),
4.39-5.39 (m, 6 H), 7.27 (s, 8 H), 7.56 (m, 1H), 7.85 (m, 1 H) 8.56 (m, 1 H) ppm.

DDA-X-PEtOxso-EDA-XCIP. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 0.85 (s, 3 H), 0.97 - 1.38
(m, 158 H), 1.97 - 2.65 (m, 125 H), 3.44 (m, 224 H), 4.58 (m, 4 H), 7.14 (d, J=5.13 Hz, 4 H),
7.48 -7.60 (m, 1 H), 7.81 - 8.15 (m, 1 H), 8.43 - 8.93 (m, 1 H) ppm.

DDA-X-PiPrOx,s-EDA-xCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.89 - 1.01 (m, 3 H),
1.02 - 1.39 (m, 115 H), 2.52 - 3.05 (m, 25 H), 3.30 - 3.81 (m, 82 H), 7.27 — 7.31 (s, 5 H),
7.94 - 8.07 (m, 1 H), 8.67 - 8.79 (m, 1 H) ppm.

xCIP-EDA-PMOx-DBB-PMOx-EDA-xCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.03 - 1.57
(m, 4 H), 1.66 - 2.31 (m, 57 H), 2.69 (m, 8 H), 3.27 - 3.92 (m, 65 H), 4.34 - 4.79 (m, 2 H),
7.29-7.67 (m, 5 H), 7.80 - 8.19 (m, 1 H), 8.77 (s, 1 H) ppm.

Me-PiPrOx-PEtOx-EDA-xCIP *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 0.77 - 1.46 (m, 184 H),
2.27 -2.41 (m, 18 H), 2.68 (br. s., 21 H), 2.80 - 2.89 (m, 12 H), 3.08 (m, 3 H), 3.46 (m, 133
H), 7.27 (m, 5 H), 7.93-8.09 (m, 1 H), 8.70 - 8.84 (m, 1 H) ppm.

Me-PcPrOxso-EDA-XCIP.'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.79 (br. m., 124 H), 1.86
(br. m., 34 H), 2.67 (br. m., 4 H), 2.97 (br. s., 3 H), 3.60 (br. m., 127 H), 7.27 (br. s., 4 H),
7.36 (m, 1 H) 8.02 (m, 1 H), 8.77 (m, 1 H) ppm.

Me-PMeOx3;-BDA-XCIP .*"H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.19 (m, 14 H), 1.86 - 2.18
(m, 84 H), 2.21 - 2.73 (m, 8 H), 2.45 - 2.68 (m, 8 H), 2.96 - 3.04 (m, 3 H), 3.41 (d, J=12.72
Hz, 120 H), 7.19 (m, 1 H), 7.84 - 8.05 (m, 1 H), 8.55 - 8.83 (m, 1 H) ppm.
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Me-PMeOx,5-HDA-XCIP.*H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.05 - 1.34 (m, 12 H), 1.90
-2.17 (m, 118 H), 2.30 - 2.89 (m, 12 H), 2.95 - 3.03 (m, 3 H), 3.41 (d, J=12.72 Hz, 192 H),
7.19 (m, 1 H),7.80-8.14 (m, 1 H), 8.62 - 8.81 (m, 1 H) ppm.

Me-PMeOx,3-DODA-xCIP *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 1.19 (m., 24 H), 1.88 -
2.23 (m, 91 H), 2.31 - 2.78 (m, 12 H), 2.95 - 3.02 (m, 3 H), 3.41 (d, J=11.25 Hz, 137 H),
7.19 (s, 1 H),7.80-8.08 (m, 1 H), 8.60 -8.78 (m, 1 H) ppm.

Me-PMeOx,3-TREN-xCIP."H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6§ = 1.12 (m., 2 H), 1.31 (m,
2 H), 1.97 - 2.17 (m, 111 H), 2.61 (br. s., 10 H), 2.94 - 3.03 (m, 3 H) ,3.14 - 3.70 (m, 174 H),
7.14-7.33 (m, 1 H), 7.85 - 8.04 (m, 1 H) 8.70 (s, 1 H) ppm.

Me-PMeOx35-TET-xCIP.*H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 =1.20 (br.s., 2 H), 1.36 - 1.44
(m, 2 H), 1.95-2.28 (m, 114 H), 2.68, (br. s., 8 H), 3.05 (br. s., 3 H), 3.26 - 3.76 (m, 157 H),
7.27 (s,1H),7.92-8.13(m, 1 H), 8.77-8.92 (m, 1 H) ppm.

Me-PMeOx35-TEP-xCIP.*H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.04 - 1.16 (m, 2 H), 1.27 -
1.37 (m, 2 H), 1.81 - 2.17 (m, 94 H), 2.26 - 2.93 (m, 6 H), 2.94 - 3.07 (m, 3 H), 3.22 - 3.74
(m, 132 H), 7.19 (m, 1 H), 7.85 - 8.08 (m, 1 H), 8.62 - 8.89 (m, 1 H) ppm.

Me-PMeOx5-PHepOx1,-EDA-XCIP. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.80 (br. s., 34
H), 1.12 (m, 2H), 1.05 - 1.37 (m, 89 H), 1.31 (m, 2), 1.52 (br. s., 22H), 1.83 - 2.12 (m,
42 H), 2.12 - 2.38 (m, 25 H), 2.61 (br. s., 8 H), 2.95 - 3.02 (m, 3 H), 3.11 - 3.74 (m, 108 H),
7.01-7.32(m,6H),7.75-8.08 (m, 1 H), 8.70 (s, 1 H) ppm.
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Durchfiihrung der eCIP- und bCIP-Verkniipfung

Die Konjugation mit eCIP sowie mit bCIP- erfolgte analog zur xCIP-Konjugation.

Tabelle 30: Uberblick der hergestellten CIP-Konjugate und verwendeten Einwaagen.

Probenname Polymermenge eCIP-Menge
Me-PMeOxs¢-EDA-eCIP 379 mg 100 mg
Me-PEtOx36-EDA-eCIP 441 mg 100 mg
Me-PiPrOxg,-EDA-eCIP 480 mg 100 mg
Me-PEG,3-EDA-eCIP 126 mg 95 mg
DDA-X-PMeOxs,-EDA-eCIP 480 mg 100 mg
Me-PMeOxs¢-EDA-bCIP 322 mg 100 mg
Me-PMeOxss-BDA-eCIP 379 mg 100 mg
Me-PMeOx,o-HDA-eCIP 612 mg 100 mg
Me-PMeOx;5-DODA-eCIP 514 mg 100 mg
Me-PMeOx;;-TREN-xCIP 306 mg 100 mg
Me-PMeOxs3-TET-xCIP 428 mg 100 mg
Me-PMeOx,6-TEP-XCIP 428 mg 100 mg
Me-MeOx,s-PHepOx,-EDA-eCIP 277 mg 100 mg
Me-MeOx,5-PHepOxs-EDA-eCIP 362 mg 100 mg
Me-MeOx;s-PHepOx;,-EDA-eCIP 362 mg 100 mg
Me-MeOxg-PHepOx,,-EDA-eCIP 319 mg 100 mg
Me-PHepOx,3-EDA-eCIP 319 mg 100 mg

Me-PMOxzs-EDA-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.10 - 1.27 (m, 2 H), 1.40
(br. s., 2 H), 1.84 - 2.25 (m, 105 H), 2.38 (br. s., 7 H), 2.98 - 3.09 (m, 3 H), 3.23 - 3.72 (m,
148 H), 7.33 - 7.49 (m, 1 H), 7.92 - 8.07 (m, 1 H), 8.74 (s, 1 H) ppm.

Me-PEtOxs¢-EDA-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.11 -1.40 (m, 110 H), 2.11 -
2.40 (m, 72 H), 2.78 - 2.90 (m, 5 H), 3.02 (m, 3 H), 3.34 - 3.69 (m, 145 H), 7.39 (s, 1 H),
8.04 (m, 1 H), 8.77 (s, 1 H) ppm.
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Me-PiPrOx,,-EDA-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.12 (br. s., 372 H), 2.51 -
3.02 (m, 62 H), 3.05 - 3.19 (m, 3 H), 3.29 - 3.90 (m, 248 H), 7.35 - 7.62 (m, 1 H), 7.94 -
8.18 (m, 1 H), 8.68 - 8.87 (m, 1 H) ppm.

Me-PcPrOxso-EDA-eCIP. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.79 (br. m., 124 H), 1.86
(br. m., 34 H), 2.76 (br. m., 4 H), 2.97 (br. s., 3 H), 3.60 (br. m., 127 H), 7.43 (m, 1 H), 8.06
(m, 1 H),8.79 (m, 1 H) ppm.

Me-PEG,3-EDA-eCIP. *H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & = 1.14 - 1.28 (m, 2 H), 1.35 -
1.51 (m, 2 H), 1.73 - 2.25 (m, 8 H), 2.63 - 3.01 (m, 4 H), 3.38 (s, 3 H), 3.47 - 4.00 (m,
125 H), 7.32 - 7.51 (m, 1 H), 7.93 - 8.12 (m, 1 H), 8.66 - 8.85 (m, 1 H) ppm.

DDA-X-PMOxg4,-EDA-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 =0.84 (s, 3 H), 1.22 (br. s.,
24 H), 1.91-2.26 (m, 90 H), 2.65 - 3.05 (m, 12 H), 3.30 - 3.69 (m, 127 H), 4.40 - 4.64 (m,
4 H),7.27 (s, 3 H), 7.88 - 8.08 (m, 1 H), 8.66 - 8.80 (m, 1 H) ppm.

Me-PMOx36-EDA-bCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.21 (br. s., 2 H), 1.41 (br.
s., 2 H), 1.89 - 2.26 (m, 94 H), 2.34 (m, 8 H), 3.02 - 3.09 (s, 3 H), 3.26 - 3.78 (m, 127 H),
7.30-7.51(m,1H),7.97-8.14 (m, 1 H), 8.78 (s, 1 H) ppm.

Me-PMOx3¢-BDA-eCIP. 'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 1.14 (d, J=5.01 Hz, 2 H),
1.35 (br.s., 1 H), 1.91 - 2.31 (m, 97 H), 2.89 (s, 6 H), 2.95 - 3.04 (m, 3 H), 3.21 - 3.99 (m,
124 H), 7.27 - 7.41 (m, 1 H), 7.94 - 8.05 (m, 1 H), 8.71 (s, 1 H) ppm.

Me-PMOx40-HDA-eCIP. *H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 1.05 - 1.40 (m, 10 H), 1.69 -
2.25 (m, 171 H), 2.28 - 2.94 (m,6 H), 2.94 - 3.09 (m, 3 H), 3.06 - 3.86 (m, 215 H), 7.28 -
7.45(m,1H),7.85-8.17 (m, 1 H), 8.66-8.73 (m, 1 H) ppm.

Me-PMOx35-DODA-eCIP. *H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 0.92 - 1.51 (m, 21 H), 1.92
-2.19 (m, 122 H), 2.31 (s, 8 H), 2.94 - 3.17 (m, 3 H), 3.26 - 4.00 (m, 175 H), 7.31 - 7.45 (m,
1H),7.87-8.11 (m, 1 H), 8.59 - 8.84 (m, 1 H) ppm.

Me-PMOx7,-TREN-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.08 - 1.22 (m, 2 H), 1.37 -
1.44 (m, 2 H), 1.88 - 2.25 (m, 105 H), 2.25 - 2.96 (m, 12 H), 3.01 - 3.11 (m, 3 H), 3.21 -
4.01 (m, 143 H), 7.34 - 7.48 (m, 1 H), 7.88 - 8.14 (m, 1 H), 8.60 - 8.82 (m, 1 H) ppm.
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Me-PMOx33-TET-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.20 (br. s., 2 H), 1.35 - 1.46
(m, 2 H), 1.89 - 2.22 (m, 105 H), 2.53 (br. s., 10 H), 2.98 - 3.10 (m, 3 H), 3.18 - 3.89 (m,
140 H), 7.32 - 7.55 (m, 1 H), 7.88 - 8.15 (m, 1 H), 8.59 - 8.93 (m, 1 H) ppm.

Me-PMOx,¢-TEP-eCIP. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.20 (br. s., 2 H), 1.39 - 1.54
(m, 2 H), 1.82 - 2.30 (m, 105 H), 2.39 - 2.97 (m, 12 H), 2.99 - 3.13 (m, 3 H), 3.25 - 4.21 (m,
142 H), 7.35- 7.51 (m, 1 H), 7.96 - 8.12 (m, 1 H), 8.76 (s, 1 H) ppm.

Me-PMeOx;5-PHepOx1,-EDA-eCIP. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.87 (br. s.,
37 H), 1.14 - 1.47 (m, 100 H), 1.59 (br. s., 24 H), 1.91 - 2.19 (m, 46 H), 2.19 - 2.51 (m, 23
H), 2.67 - 3.01 (m, 6 H), 3.02 - 3.09 (m, 3 H), 3.21 - 3.94 (m, 103 H), 7.33 - 7.46 (m, 1 H),
8.01 (s, 1 H),8.78 (s, 1 H) ppm.

Generelle Synthese von pCIP-Konjugaten

In einer ausgeheizten Schottflasche wurde unter Argonatmosphare MeTos (0.390 mmoal,
1.00 eq) in trockenem Chloroform geldst. AnschlieRend wurde 2-Oxazolin (11.8 mmol,
30.0 eq.) zugegeben. Die Polymerisation erfolgte in einer Labormikrowelle. Die

Reaktionsparameter fiir die verschiedenen Monomere sind in Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 31: Reaktionsparameter der Synthese der Poly(2-Oxazoline) fiir die Terminierung mit

pCIP.
Polymer MeTOs  2-Oxazoline CHCl; Reaktionsbedingungen
[uL] [uL] [uL]
Me-PMeOx 58 1 5 50 min, 90 °C
Me-PEtOx 84 2 10 2h, 110°C
Me-PiPrOx 130 3 15 2h,110°C

Nach der Polymerisation wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und mit pCIP
(838 mg, 1.95 mmol, 5.00 eq) versetzt und anschlieRend drei Tage bei 50 °C geriihrt.

Danach wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
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Die wassrige Phase wurde mit Chloroform gewaschen. Fir Me-PMOx-pCIP wurden die
wassrigen Phasen gesammelt und lyophilisiert. Fir Me-PEtOx-pCIP und Me-PiPrOx-pCIP
wurde die organischen Phasen gesammelt und das Losungsmittel entfernt. Die

Reinigung erfolgte durch Dialyse gegen Wasser.

Me-PMOx-pCIP: 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 2.16 (m, 3 H), 3.05 (s, 3 m) 3.46
(m, 4 Hm), 7.38 (s, 1 H), 8.08 (s, 1 H), 8.81 (s, 1 H) ppm.

Me-PEtOx-pCIP: *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.04 - 1.24 (m, 1 H), 2.30-2.40 (m,
2 H),3.02 (s, 3 H), 3.45 (m, 4 H), 7.37 (s, 1 H), 8.06 (s, 1 H), 8.79 (s, 1 H) ppm.

Me-PiPrOx- pCIP: *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.12 (m, 6 H), 2.69-2.91 (m, 1 H),
3.09 (m, 3 H)3.47 (m,4H),7.48 (s, 1 H), 8.05 (s, 1 H), 8.78 (s, 1 H) ppm.

Durchfiihrung der peCIP-Linkung

Unter  Argonatmosphdre  wurde  Ethylendiamin-terminiertes  Poly(2-oxazolin)
(0.114 mmol, 1.00 eq.), Natriumhydrogencarbonat (0.114 mmol, 1.00 eq) sowie peCIP
(0.228 mmol, 2.00 eq) in einem Schlenkkolben vorgelegt. Anschlieend wurde eine
Mischung aus N,N-Dimethylformamid und Acetonitril (1:1 v/v, 3 mL) zugeben. Die
Reaktionslésung wurde 24 h bei 80 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde in Diethylether
gefallt, zentrifugiert und dekantiert. Die Reinigung erfolgte mittels zweifacher Dialyse
gegen Wasser. Tabelle 32 gibt einen Uberblick (iber die verwendeten

Reaktionsparameter.
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Tabelle 32: Reaktionsparameter der peCIP Konjugation.

Konjugat Polymer pe-CIP NaHCO3 Reaktionsbedingungen
[mg] [mg] [mg]
Me-PMeOx-EDA-peCIP 300 115 9.6 1d, 80 °C
Me-PetOX-EDA-peCIP 300 125 10.0 4d, 100 °C
Me-PiPrOx-EDA-peCIP 300 126 10.5 4d, 100 °C

Me-PMeOx-EDA-peCIP: 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = = 2.00 - 2.28 (m, 3 H), 3.05
(s, 1H),3.25-4.23 (m, 4 H), 7.40 (m, 1 H), 8.11 (s, 1 H), 8.81 (s, 1 H) ppm.

Me-PEtOy-EDA-peCIP: *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.78 - 1.33 (m, 3 H), 2.05 -
2.59 (m, 2 H), 3.01 (m, 3 H), 3.17 - 3.90 (m, 4 H), 7.37(m, 1 H), 8.03 (m, 1 H) 8.77 (m, 1 H)

ppm.

Me-PiPrOx-EDA-pe-CIP: *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.12 (m, 6 Hm), 2.51 - 2.99
(m, 6 Hm), 3.08 (m, 1 H), 3.19 - 3.87 (m, 4 H), 7.66 (m, 1 H), 8.07 (m, 1 H), 8.80 (m, 1 H)

ppm.

Generelle Prozedur zur Synthese von Konjugat beladenen Partikel

In Ethanol (350 pL) wurden Blockcopolymer-Konjugate (6.00-10.0 mg, 2.10 umol.
1.10 eqg.) und ein ABA-Triblockcoplymer (Octansdaure-PMeOx-PPhOx-DBB-PPhOx-
PMeOx-Octansaure, bezogen von KRumm, 8.00, 1.90 umol, 1.00 eq.) geldst. AnschlieRend
wurde die Losung in Wasser (2.10 mL) unter starkem Rihren zu getropft. Innerhalb von
2 h bildeten sich die Partikel. Nach Ablauf der 2 h wurde die Suspension zentrifugiert
und der Uberstand mit noch gelésten Konjugaten abgetrennt. Durch Trocknen der

Partikel mit Druckluft konnten diese als Feststoff erhalten werden.
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Hydrolyse der Partikel

Mit NaOH: Die Partikel (4 mg) wurden in einem Gemisch aus wassriger NaOH-Losung
(2 mL, 0.03 M) und Wasser (2 mL) gelost. Die Reaktionslosung wurde 4 h bei 37 °C
geriihrt, anschlieRend wurde mit verdiinnter HCI-Losung der pH-Wert auf 7 eingestellt

und das Wasser mit Hilfe der Lyophile entfernt.

Mit Lipase: Bei der enzymatischen Hydrolyse der Partikel wurden 4 mg der Partikel in
1 mL Sorensen-Pufferlésung (Na,HPO4-2 H,O sowie KH,PQ,4, Verhiltnis 1:1, pH = 7)
gelost. AnschlieRend wurde Lipase (2 mg) aus Candida rugosa zugegeben, sodass eine
Enzymkonzentration von 2 mg-mL'1 entsteht. Die Losung wurde bei 37 °C Gber Nacht

geruhrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Wasser mit Hilfe der Lyophile entfernt.

Generelle Synthese von Penicillin-Polymer-Konjugate

Der Initiator (DDA-X, Allyloromid oder Methyltosylat) wurde mit Hilfe der
Monomerstartkonzentration und dem gewiinschten Polymerisationsgrad DP
berechnet, entsprechend der Formel [Initiator] = [Monomer]-DPset'l. Der Initiator (DDA-
X; 0.149 g oder Methyltosylat; 0.059 g, Allylbromid; 0.047 g, 0.375 mmol, 1 eq.) wurde in
5 mL Chloroform bei Raumtemperatur gel6ést. AnschlieBend wurde das Monomer (2-
Methyl-2-oxazolin; 1.00 g, 2-Ethyl-2-oxazolin; 1.11 g 2-iso-Propyl-2-oxazolin; 1.27 g,
11.25 mmol, 30 eq.) zugegeben. Die Polymerisation wurde in einer Synthesemikrowelle
durchgefiihrt. Die Temperatur wurde mit einem vertikal fokussierenden Infrarotsensor
Uberwacht. Das ReaktionsgefalR wurde unter Riihren bei einer max. Leistung (300 W) auf
die jeweilige Temperatur erhitzt (siehe Tabelle 33). Bei Erreichen der gewiinschten
Temperatur wurde die MW-Leistung angepasst. Zur Vermeidung von Temperaturspitzen
wurde die Reaktionslésung innerhalb der folgenden 2-3 min durch DruckluftstofRe
gekiihlt. Die entsprechenden Reaktionszeiten variierten, je nach Initiator, Oxazolin und

Temperatur zwischen 1 - 16 h.
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Tabelle 33: Synthese der Polymere die fiir die Konjugation mit Penicillinen verwendet wurden

Initiator- Monomer-
Reaktions-
Polymer menge menge
bedingungen
[mg] [mg]

Me-PMOx 59 1000 1h,90°C

Me-PEtOx 59 1110 2 h, 100 °C
Me-PiPrOx 59 1270 4 h,110°C
DDA-X-PMOx 149 1000 4 h, 110 °C
DDA-PEtOx 149 1100 12 h, 110 °C
DDA-X- PiPrO 149 1270 16 h, 110 °C
Allyl-PMOx 47 1000 4 h,110°C

Nach der Polymerisation wurde unter Argonatmosphadre die Polymerlosung in eine
Losung aus Penicillin G bzw. Penicillin V (PenV; 657 mg; PenG; 629 mg, 1.88 mmoal,
5.20 eq.) in 2 mL Chloroform gegeben. Die Terminierungsreaktion wurde fiir 72 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde das Uberschiissige Penicillin abfiltriert
und die Losung bei vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde in Wasser
aufgenommen und 48 h gegen Wasser dialysiert (benzylierte Zellulosemembran, 2000

MWCO). Zuletzt wurde das Wasser mittels Lyophile entfernt.

Me-PMOxso-PenG. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1. 04 (m, 6 H), 2.05 — 2.14 (m,
141 H), 3.02 (m, 3H), 3.43 — 3.46 (m, 180 H), 4.19 — 4.32 (m, 3 H), 5.44 (m, 1 H), 5.60 (m,
1H),7.24-7.33 (m, 5 H) ppm.

Me-PMOx,o-PenV. H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.43 (s, 3 H), 1.54 (s, 3 H), 1.87 -
2.24 (m, 63 H), 2.99 - 3.03 (m, 3 H), 3.16 - 3.79 (m, 80 H), 4.15 - 4.55 (m, 5 H), 5.51 (d,
J=4.40 Hz, 1 H), 5.64 - 5.75 (m, 1 H), 6.88 (d, J = 8.31 Hz, 2 H), 6.98 (t, J = 7.34 Hz, 1 H),
7.21-7.32 (m, 2 H)ppm.
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Me-PEtOxss-PenG. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.76 - 1.24 (m, 170 H), 1.34 (br.
s., 6 H), 1.96 - 2.58 (m, 110 H), 2.99-301 (m, 3 H), 3.09 - 3.72 (m, 214 H), 4.00 - 4.31 (m,
3 H), 5.33-5.44 (m, 1 H), 5.48 - 5.63 (m, 1 H), 6.98 - 7.36 (m, 5 H) ppm.

Me-PEtOxss-PenV. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 1.07 (d, J=6.85 Hz, 121 H), 1.34
- 1.58 (m, 6 H), 2.09 - 2.50 (m, 80 H), 2.98 (s, 3 H), 3.41 (m, 156 H), 4.50 (m, 5 H), 5.40 -
5.60 (m, 1 H), 5.60 - 5.72 (m, 1 H), 6.88 (d, J=7.83 Hz, 2 H), 6.98 (m, 1 H), 7.21 - 7.33 (m,

2 H) ppm.

Me-PiPrOx,s-PenG. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.94 - 1.23 (m, 160H), 1.42 -
1.54 (m, 6 H), 2.54 - 3.01 (m, 32 H), 3.07 (br. s., 3 H), 3.22 - 3.65 (m, 115 H), 4.15 - 4.40
(m, 3 H), 5.42-5.51 (m, 1 H), 5.61 - 5.68 (m, 1 H), 7.23 - 7.40 (m, 5 H) ppm.

Me-PiPrOx,9-PenV. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 =1.11 (m, 139 H), 1.42 - 1.64 (m,
6 H), 2.54-2.96 (m, 27 H), 3.07 (m, 3 H), 3.45 (m, 88 H), 4.55 (m, 5 H), 5.56 (m, 1 H), 5.73
(m, 1H),6.92(d, /=7.83 Hz, 2H) 7.00-7.06 (m, 1 H) 7.31 (t, J=7.34 Hz, 2 H) ppm.

DDA-X-PMOxs,-PenG. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 0.78 (t, J=6.85 Hz, 3 H), 1.06
-1.49 (m, 26 H), 1.77 - 2.23 (m, 155 H), 3.13 - 3.92 (m, 208 H), 3.95- 4.61 (m, 7 H), 5.32 -
5.43 (m, 1 H), 5.43-5.59 (m, 1 H), 6.97 - 7.36 (m, 9 H) ppm.

DDA-X-PMOx,,-PenV. *H-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & = 0.81 (t, J=6.97 Hz, 3 H), 1.05
-1.29 (m, 18 H), 1.48 - 1.56 (m, 6 H), 1.65 (brs. s, 2 H), 1.74 - 2.26 (m, 66 H), 3.07 - 3.90
(m, 85H),4.13-4.64(m,9H),5.42-5.67(m,2H),6.74-7.46 (m, 9 H) ppm.

DDA-X-PEtOxso-PenG. *H-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & = 0.81 (t, J=6.97 Hz, 3 H), 0.94
-1.14 (m, 143 H), 1.15 - 1.36 (m, 18 H), 1.40 — 1.46 (m, 6 H), 1.69 (brs. s, 2 H), 2.11 - 2.45
(m, 95 H), 3.03 - 3.68 (m, 200 H), 4.11 - 4.49 (m, 5 H), 5.36 - 5.50 (m, 2 H), 7.10 - 7.35 (m,

9 H) ppm.

DDA-X-PEtOxso-PenV. *H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6 = 0.84 (t, J=6.85 Hz, 3 H), 0.91 -
1.17 (m, 84 H), 1.17 - 1.35 (m, 18 H),1.55 — 1.59 (m, 6 H), 1.74 (brs. S, 1H), 1 2.08 - 2.52
(m, 56 H), 3.05 - 3.82 (m, 121 H), 4.23 - 4.63 (m, 9 H), 5.46 - 5.55 (m, 1 H), 5.59 (dd,
J=9.54, 4.16 Hz, 1 H), 6.86 - 7.45 (m, 9 H) ppm.
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Allyl-PMOx,0-PenG. *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.32 - 1.47 (m, 6 H), 1.82 - 2.18
(m, 58 H), 3.19 - 3.55 (m, 73 H), 3.85 (br. s., 2 H), 4.10 - 4.34 (m, 3 H), 5.11 (d, J=16.78 Hz,
2 H), 5.41 (d, J=3.97 Hz, 1 H), 5.57 (br. s., 1 H), 5.66 - 5.79 (m, 1 H), 7.17 - 7.36 (m, 5 H)

ppm.

Allyl-PMOx,0-PenV. 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 1.42 (br. s., 3 H), 1.46 - 1.59
(m, 3 H),1.84-2.22 (m, 66 H), 3.03 - 3.61 (m, 83 H), 3.85 (br.s., 2 H), 4.05 - 4.59 (m, 5
H), 5.03 - 5.27 (m, 2 H), 5.46 - 5.55 (m, 1 H), 5.69 (m, 2 H), 6.86 (d, J/=7.93 Hz, 2 H), 6.97
(t, J=7.32 Hz, 1 H), 7.26 (t, J=7.78 Hz, 2 H) ppm.

Allgemeine Synthese von ABA-triblockcopolymere

Die Polymerisation von ABA-Blockcopoylmeren soll am Beispiel MHM1 beschrieben
werden. Unter Argonatmosphdre wurde trans-1,4-Dibromo-2-buten (126 mg,
0.59 mmol), 2-Heptyl-2-oxazolin (1 mL, 6.50 mmol) und 15 mL trocknes Chloroform
zusammen gegeben. Die Reaktionslosung wurde in einem geschlossenen GefaR auf
130 °C erwarmt, dabei wurde eine CEM-Discover Synthesemikrowelle verwendet. Nach
3 h Reaktionszeit wurde die Losung auf 50 °C gekiihlt und anschlielend 1.5 mL
(17.6 mmol) 2-Methyl-2-oxazolin zugegeben. Die Reaktionslésung wurde in der CEM-
Discover Synthesemikrowelle auf 100 °C erwarmt und fiir 4 h bei dieser Temperatur
gerihrt. AnschlieBend wurde die Losung auf 50 °C gekiihlt und das Terminationsreagenz
N-[3-(Dimethylamino)-propyl]-methacrylamid (AMA) hinzugegeben um die lebenden
Polymerenden zu terminieren. Die Termination wurde bei 70 °C fiir 72 h gertihrt. Dann
wurde das Chloroform unter verminderten Druck entfernt und der Polymerriickstand in
Methanol aufgenommen. Die Reinigung erfolgte mittels mehrfacher Dialyse

(benzoylierte Zellulosemembran (1000 MWCO) gegen Methanol.
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Tabelle 34:: Zusammenfassung der verwendeten Mengen an DBB, MOx, HepOx und AMA fiir

die Herstellung von AMA-PMOx-PHepOx-DBB-PHepOx-PMOx-AMA.

Ponmer Mpgs [mg] VHepOx [mL] treac [h] VMOX [ml-] treak [h] VAMA [m L]

MHM1 126 1 3 1.5 4 1.2
MHM2 128 1.6 4 1.2 3 1.2
MHM3 109 1.7 4 0.8 3 1.0
MHMA4 104 2.0 4.5 0.7 2.5 1.2
MHM5 104 2.5 5 0.4 2.5 1.3

H1 95 3 5 --- --- 1.0

M1 187 3 3 --- --- 1.5

MHM1. *H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) &= 0.69 - 0.95 (m, 77 H), 1.27 (b, 208 H), 1.58
(b, 50 H), 1.96 (b, 6 H), 2.10 (m, 66 H), 2.23 - 2.42 (m, 62 H), 3.20 - 4.03 (m, 205 H), 5.36
(b, 2 H), 5.43-5.58 (m, 2 H),5.78 -5.93 (m, 2 H) ppm.

Synthese von Polymernetzwerken

Die ABA-Blockcopolymere (148-312 mg, 78.0umol, 1.00 eq) und der Photoinitiator
(Irgacure 651, 1 mg, 3.90 umol, 0.05 eq.) wurden in 1.00 mL Chloroform gel6st. Die
Makromonomer-Initiator Losung wurde anschliefend zwischen zwei Glasobjekttrager
platziert. Wobei die beiden Enden des unteren Glasobjekttragers mit einem
Poly(propylene)film bedeckt waren, wodurch die beiden Glasplatten nicht direkt
aufeinander lagen. Die Vernetzung erfolgte unter UV-Licht (Heraeus Kuzler, Typ
Heraflash, Germany, A = 340 nm) fiir 4 mal 120 s. Fir weitere Untersuchungen wurden

die Polymerfilme von der Glasoberflache entfernt.
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Synthese von antimikrobiellen Polymernetzwerken auf Basis von Poly(2-Oxazolinen)

Polymer M1 (1000 mg, 0.250 mmol, 1 eq.) wurde mit Allyl-PMOx-PenG bzw. Allyl-PMOx-
PenV (25 mg, 0.012 mmol 0.05 eq.) in 1.00 mL Chloroform gel6st. Anschliefend wurden
der Initiators Irgacure 651 (3.2 mg, 0.0125 mmol, 0.05 eq.) zugegeben. Die
Polymerlosung wurde gut durchmischt und in eine PP-Form (0.5 - 2.0 cm) platziert. Die

Vernetzung erfolgte 8 min lang unter UV-Licht (A = 340 nm).

5.4. Methoden

Bestimmung der kritischen Lésungstemperatur (engl. Low Critical Solution

Temperatur, LCST)

Die LCST wurden mittels UV/Vis Spektroskopie ( Specord S600) bei 500 nm bestimmt.
Dabei wurde mit Hilfe des Petlierhalters die Temperatur von 20 °C auf 85 °C mit einer
Heizrate von 30 °C/h erhoht. Die Temperatur ab der eine Verringerung der gemessenen

Emission auftritt beschreibt den LCST.

Bestimmung der Dichte von Poly(2-heptyl-2-oxazolin)

Ein Poly(2-heptyl-2-oxazolin)-Homopolymer wurde in einer Teflonform zu einem Poly(2-
heptyl-2-oxazolin) Pellet geschmolzen. Das Gewicht des Pellets wurde mittels Wagung
bestimmt. Anschliefend wurde das Pellet in einem Becherglas mit Wasser gegeben und
das verdrangtem Volumen an Wasser bestimmt. Der Quotient aus Gewicht und
verdrangten Volumen ergibt die Dichte von Poly(2-heptyl-2-oxazolin). Diese betragt

1.1 g-mL™ bei 25 °C.
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Bestimmung der Sol- und Gel-Anteile

Der Sol-Anteil der Polymernetzwerke wurde mittels gravimetrischer Messung bestimmt.
Dazu wurden die Polymerfilme (20.0-30.0 mg) bei Raumtemperatur in ein
Schnappdeckelglas mit Methanol getaucht. Nach 24 h wurden die Polymerfilme aus dem
Methanol genommen und mit Trockenluft getrocknet. Der Sol-Anteil ergibt sich aus
(mo-may4)/mo wobei my das Gewicht des Polymerfilms vor und m,; das Gewicht des

Polymerfilms nach der Extraktion beschreibt. Der Gel-Anteil ergibt sich aus ms/mg,

Bestimmung der Quellgrade

Die Quelleigenschaften der verschiedenen Polymerfilme wurden mittels gravimetrischer
Messung bestimmt. Die Polymernetzwerkfilme wurden im trocknen (Myocken) UNd im
geschwollenen Zustand (Mgequollen) gewogen. Der Quellgrad ergibt sich aus dem

QUOtienten mtrocken/mgequollen.

Bestimmung der kritsichen Mizellbildungskonzentration (CMC)

Die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration erfolgte an einem
Fluoreszenzspektrometer. Eine  0.200 uM Losung  von 6-(p-Toluidino)-2-
Naphthalinsulfonsdure in bidest. Wasser wurde hergestellt. 20.0 mg der zu
untersuchenden Polymerprobe wurden in 4.00 mL dieser Losung gelést (5000 pg-mL™)
und eine Verdiinnungsreihe wurde angesetzt. Dabei wurde die Polymerkonzentration
bei jeder Stufe halbiert. Insgesamt wurden 14 Verdinnungsstufen hergestellt.
AnschlieBend wurden die Polymerproben bei einer Extinktion von 306 nm und einer
Emission von 415 nm in einem Fluoreszenzspektrometer untersucht. Ein plétzlicher

Anstieg der Emissionsintensitat zeigt die Bildung von Mizellen an.
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Bestimmung des Verteilungskoeffizienten

10 - 20 mg Polymerprobe wurden in 100 mL Wasser geldst und jeweils mit 100 mL
Chloroform extrahiert. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt und Wasser sowie
Chloroform entfernt. AnschlieRend wurde die Menge an Probe in den beiden Phasen
gravimetrisch  bestimmt. Der Quotient aus beiden Mengen lieferte den

Verteilungskoeffizient.

K _ Myasser
wasser /Chloroform —
mChloroform

Bestimmung der Langzeitstabilitdt der Penicillin-Konjugate

40 mg der Polymerprobe wurden in 0.7 mL D,0 gel6st und in ein NMR-R6hrchen gefiillt.
Die Proben wurden anschlielend 63 Tage alle 24 h gemessen. Die Auswertung der

Spektren erfolgte analog zu Kapitel 3.3.1.

5.5. Biologische Untersuchungen

Zelltiter Glo-Test

Die Zelltiter Glo-Tests wurden im Lehrstuhl fiir medizinische Chemie an der Technischen
Universitat-Dortmund von JONAS LATEGAHN und HANNAH TUuMBRINK durchgefiihrt. Zunachst
wurden Krebszellen der Linie H1975 und A431 herangezogen. Polymerproben mit
verschiedenen Konzentrationen (von 1 - 30 uM) wurden in Zelltiter Glo Puffer-Losung
hergestellt. AnschlieBend wurden 50000 Zellen der entsprechenden Krebszelllinien
zugegeben und fir drei Tage bei 37 °C inkubiert. Dann folgte die Zugabe des Zelltiter Glo
Reagenz und die Lumineszenz wurde gemessen. Eine Verringerung der Lumineszenz

weist auf weniger ATP und somit auf weniger lebende Zellen hin.
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Bestimmung der bakeriellen Suszeptibilitit durch Bestimmung der minimal

inhibierenden Konzentration (MIC, minimal inhibitor concentration)

Die minimale inhibierende Konzentration (MIC) ist die niedrigste Konzentration eines
Stoffes, die ausreicht um 99% der Bakterien am Wachstum zu hindern. Fir die
Bestimmung des MIC-Wertes wurden zundchst Bakterienstamm-Kulturen aus
gefriergetrockneten Bakterienpellets (bezogen von DSMZ) herangezogen. Daflir wurde
das jeweiligen Pellets in 50 mL Nahrmedium gel6st (steriles Nahrmedium Standard 1,
25.0g in 1.00 L destillierten Wasser) und fir 24 h unter optimalen
Wachstumsbedingungen (siehe Tabelle 35) inkubiert. Das konfluente Medium wurde
zentrifugiert (300 rpm, 10 min) und der fliissige Uberstand verworfen. Der Riickstand
wurde in 50 mL sterilem PBS-Puffer (8.77 g NaCl, 1.56 g NaH,PO,4 2H,0, der pH-Wert
wurde mittels 0.100 M NaOH auf pH 7.0 eingestellt) resuspendiert und erneut
zentrifugiert (300 rpm, 10 min). Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Im letzten
Schritt wurde der Bakterienriickstand in 10.0 mL PBS-Puffer und in 10.0 mL einer steril

filtrierten wassr. 50%-Glycerin-L6sung gelost und bei -20 °C eingelagert.

Fiir die Erstellung der Vorkulturen wurden 50.0 pL der entsprechenden Stammldsung in
25 mL Nahrmedium (Standard 1) gel6st und 24 h bei optimalen Wachstumsbedingungen
(siehe Tabelle 35) inkubiert. Die Bakterienkonzentration der Suspension wurde mit
UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm/25°C bestimmt und mittels Verdiinnen mit

Nahrmedium auf ~10’ Zellen pro mL eingestellt.

Fiir den MIC-Test wurden jeweils 5 - 10 mg der Polymerprobe in 4.00 mL Nahrmedium
(Standard 1) gelost und eine Verdiinnungsreihe erstellt, wobei die Konzentration in jeder
Stufe halbiert wurde. Jede Probe wurde mit 20.0 L der erstellten Vorkultur (~10” Zellen
pro mL) inkubiert (24 h bei den in Tabelle 35 gegebenen Bedingungen). Zusatzlich wurde
eine Positiv- und eine Negativprobe erstellt, wobei die Negativprobe aus 2.00 mL
Nahrmedium und die Positivprobe aus 2.00 mL mit 20.0 uL Bakteriensuspension bestand
(-10” Zellen pro mL). Die minimale inhibierende Konzentration wurde optisch
ausgewertet und anschlieBend mit 100 uL einer  wassrigen  2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Lésung (1 mg:mL?) versetzt. Nach weiteren 3 h

Inkubation zeigte jede Probe, die eine Bakterienkonzentration > 1% besal} eine
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Rotfarbung. Die minimale inhibierende Konzentration ist die Verdiinnungsstufe mit der

geringsten Konzentration, die keine Rotfarbung aufweist.

Tabelle 35:Verwendete Bakterienstimme und ihre optimalen Wachstumsbedingungen

Bakterien- Einteilung
DSM  ATCC Inkubationsbedingungen
stramme nach GRAM
Escherichia Nahrmedium Standard 1, pH=6.8,
1103 25922 Negativ
coli 37°C
Klebsiella Nahrmedium Standard 1, pH=7.0,
30104 13883 Negativ
pneumoniae 37°C
Pseudomonas Nahrmedium Standard 1, pH=7.0,
50078 17423 Negativ
aeruginosa 30°C
Staphylococcus Nahrmedium Standard 1, pH=7.3,
1104 25923 Positiv
aureus 37 °C
Streptococcus Nahrmedium Standard 1, pH=7.3,
20523 24178 Positiv
mutans 37°C
Lactobacillus Nahrmedium Standard 1, pH=16.2,
20011 393 Positiv
casei 30°C
Bacillus Nahrmedium Standard 1, pH=7.0,
347 6633 Positiv
subtilis 30°C

Bestimmung der hamolytischen Aktivitat (HCso-Test)

Zur Bestimmung der hamolytischen Aktivitdat wurde zunachst der sogenannte Zitrat-
Phosphat-Dextrose Puffer (CPD) hergestellt. Dafiir wurden Natriumzitrat (26.3 g),
Zitronensaure Monohydrat (3.27 g), Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (2.51 g) und
Glucose Monohydrat in 1.00 L destillierten Wasser geldst und anschlieBend steril filtriert
(Filterporen Grofle 0.200 um). Der pH-Wert wurde mit steril filtrierter HCl (1.00 M) und
NaOH (1.00 M) auf 7.38 eingestellt.
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Frisches, nicht gesalzenes Schweineblut (10.0 mL) wurde bei 4000 rpm fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand an Blutplasma wurde entfernt. Die sedimentierten
Erythrozyten wurden sechsmal mit einer sterilen, isotonischen NaCl Losung (6.00 g-L'l)
gewaschen. Dieser Schritt wurde 3-6 wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde
das Erythrozytenkonzentrat in CPD-Puffer (12 mL) resuspendiert und bei 4 °C fir

maximal 5 Tage gelagert.

Die Polymerproben (40.0-80.0 mg) wurden in CPD-Puffer (1.60 mL) geldst. AnschlieRend
wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt, wobei die Konzentration zu jeder Stufe halbiert
wurde. Das Erytrozytenkonzentrat wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 200 plL des
Konzentrats wurden zu jeder Verdiinnungsstufe hinzugegeben. Die
Erytrozytenkonzentration betrdgt in den einzelnen Verdiinnungsstufen 5 x 10® rote
Blutzellen pro mL (ermittelt durch Himozytometer). Die Verdinnungsreihe wurde fir
1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Die (iberstehende Losung wurde
mit CPD-Puffer verdiinnt und die Freisetzung an Hamoglobin mittels UV/Vis
Spektroskopie (541 nm bei 25 °C) untersucht. Neben der Verdiinnungsreihe wurde
immer eine negative Kontrolle (ohne hamolytische aktive Komponente) und eine
positive Kontrolle (2 pL Triton X) inkubiert. Der Hamolysegrad der roten Blutzellen ist
proportional zu der Hdmoglobinkonzentration und somit zur gemessenen Extinktion. Die
interpolierte Konzentration, bei der 50% der roten Blutzellen zerstért wurden, ergibt

den HCsp-Wert. Als Referenz fiir eine 100% Hamolyse diente die Positivprobe.

lodometrisches Mikroassay zur Bestimmung der f-Lactamasestabilitat'”’

Der Phosphat-Puffer wurde durch Lésen von Dikaliumphosphat Trihydrat (6.25 g) und
Monokaliumphosphat (0.696 g) in 1.00 L destillierten Wasser und anschlieRendes
Einstellen des pH-Wertes auf 5.8 hergestellt. Eine 2%-ige Starkel6sung (w/v) wurde
durch Suspendierung von Starkepulver in Phosphat-Puffer-Losung und Erhitzen
hergestellt. Die Losung wurde solange erhitzt bis sie transparent wurde. Durch
Verdiinnen der 2%-igen Starkelosung wurde eine 0.2%-ige Starkeldsung erstellt. 10.0 mg

sublimiertes lod sowie 530 mg Kaliumiodid wurden in Phosphat-Puffer gelost.
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Zu 1 mL einer 0.25 mM-Losung der Probe in Phosphat-Puffer wurde in einer 1-1cm
Glasklvette platziert. Dazu wurde 1 mL der 0.2% Starkel6sung, 0.9 mL Phosphat-Puffer,
0.2 mL der 2% Starkeldsung zugegeben. AnschlieRend wurde diese zur lod/lodid-Losung
(4.00 pL far PenG bzw. PenV, 7.00-10.0 pL fir Konjugate) zugegeben und die Losung
farbte sich blau. Die Kiivette wurde in ein Photometer (Analytic Jena, type Specord 210
ausgerustet mit einem Thermostat) gegeben. Nach einer Inkubation von 5 min wurde
eine f-Lactamase-Losung (VWR, 0.2 Units, in Phosphate-Puffer) in die Kiivette gegeben.
AnschlieBend wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 620 nm jede 0.5 s fir

60 min gemessen. Eine Probe mit autoklaviertem Enzym diente als Referenz.

Bestimmung der minimalen inhibierenden Konzentration in Anwesenheit von f-

Lactamase

5 mg der zu untersuchenden Probe wurde in 4 mL Ndahrmedium gelést und eine
Verdinnungsreihe angefertigt. Dabei wurde mit jedem Verdinnungsschritt die
Probenkonzentration halbiert. AnschlieBend wurde zu jede Verdinnungsstufe 100 pL
einer wassrigen fS-Lactamase-Losung (TCl Chemicals, 2.5-10 units‘mL™) gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 2 min wurde jede Verdiinnungsstufe mit 20 pL einer
verdinnten Bakterienstammlésung (10’ Bakterien, S.a) bei 37 °C fiir 24 h inkubiert. Eine
Positiv- und eine Negativ-Kontrolle wurden zusatzlich hergestellt. Der MIC-Wert wurde
zunadchst visuell bestimmt und dann wurden 100 pL einer wassrigen 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TCC)-Lésung (1 mg-mL™) zugegeben. Nach weiteren 3 h bei
37 °C zeigten Stufen mit einer Bakterienkonzentration héher als 1% eine Rotfarbung. Der
MIC-Wert ergab sich aus der niedrigsten Probenkonzentration ohne Rotfarbung. Die
molare Masse der Konjugate wurde aus den H-NMR-Spektroskopie-Messungen

enthommen.
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Bestimmung der minimalen inhibierenden Konzentration in Anwesenheit von Lipase

5.00 mg der zu untersuchenden Probe wurde in 4.00 mL Nahrmedium geldst und eine
Verdiinnungsreihe wurde angefertigt. Dabei wurde mit jedem Verdinnungsschritt die
Probenkonzentration halbiert. AnschlieBend wurde zu jede Verdiinnungsstufe 500 uL
einer wassrigen Lipase-Losung (aus Candida rugosa, 10 mg-mL'l) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 2 min wurde jeder Verdliinnungsstufe mit 20.0 pL einer verdiinnten
Bakterienstammldsung (107 Bakterien, S.a) bei 37 °C fir 24 h inkubiert. Eine Positiv- und
eine Negativ-Kontrolle wurden zusatzlich hergestellt. Der MIC-Wert wurde zunachst
visuell bestimmt und dann mit 100 pL einer wassrigen 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(TCC)-Lésung (1 mg-mL™) versetzt. Nach weiteren 3 h bei 37 °C zeigten Stufen mit einer
Bakterienkonzentration hoher als 1% eine Rotfarbung. Der MIC-Wert ergab sich aus der
niedrigsten Probenkonzentration ohne Rotfdrbung. Die molare Masse der Konjugate

wurde aus den *H-NMR-Spektroskopie-Messungen entnommen.

Bestimmung der Mutation bei S. aurues

Die Vervielfaltigung der entsprechenden DNA-Sequenz erolgte durch eine Polymerase
Kettenreaktion (PCR). Diese wurde am Lehrstuhl fiir Bioprozess Technik von Herrn Dr.
JAN  VowMmeR  durchgefiihrt. Dabei wurden GGGCTTCACGTTACAACGTTAC und
CCTCGCATCCTCTACATGAATC als Primer verwendet. Die Ermittlung der passenden
Primer erfolgte ebenfalls durch Herrn Dr. JAN VOLMER mit Hilfe der Software Primer-Blast.
Die Sequenzierung der vervielfdltigten DNA-Sequenz erfolgte durch Eurofins Genomics
mit den Sequenzierungsprimern GGGCTTCACGTTACAACGTTAC,
CCTCGCATCCTCTACATGAATC, GGGCTTCACGTTACAACGTTAC, CCACGGCAATGTTACAC,
TGCCCTTAATCCGGTATCTG, CGAATGGACGTAAACAG und CCTCGCATCCTCTACATGAATC.

Japanischer industrieller Standard (JI1S) ***
Fir die antimikrobielle Untersuchung der Penicillin-beladenen Netzwerke wurde eine

modifizierte Variante des JIS-Testes verwendet. 100 pL einer Stammlésung aus
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Staphylococcus aureus in Nihrmedium (10’ Bakterienzellen pro mL) wurde auf die
Netzwerkproben (1 - 1 - 0.01 cm) auf getropft. Die Probe wurde 4 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Netzwerkprobe in 10 mL PBS-Puffer gegeben und mittels
Vortexmischer durchmischt, so dass sich die Bakterien vom Netzwerk l6sen. Der PBS-
Uberstand wurde 1:10 sowie 1:100 mit PBS-Puffer verdiinnt. 50 uL jeder
Verdinnungsstufe wurde auf eine Petrischale mit Nahragar ausgestrichen und 24 h bei
37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterienkolonien ausgezahlt und

mit einer Referenz verglichen (analog behandelte unmodifizierte Glasobjekttrager).
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9. Anhang

Anhang

9.1 MIC-Werte der einzelnen Konjugate in [pg-mL-1] und [pmol-L-1]

Tabelle 36: Uberblick iiber die MIC-Werte der Ciprofloxacin-Polymer-Konjugate in [pg-mL'].

Samples MIC [ug/mL]
S.a S.m E.c P.a K.p
Me-PMeOx,5-EDA-XCIP 0.31+0.06 0.44 £0.02 22+2.54 101+24 53+1.95
Me-PMeOx,,-EDA-XCIP 2.05+0.45
Me-PMeOx;,-EDA-XCIP 6.85+0.67 2.83+0.49 17 £4.51 327+15 444 + 18
Me-PMeOx4-EDA-XCIP 6.85+0.22 3.9+0.01
Me-PMeOxg,-EDA-XCIP 19.3+£0.90 33.5+25
Me-PEtOx,o-EDA-xCIP 0.41+£0.08 0.49 £ 0.07 6.00 £ 0.67 25+3.75 77+ 7.0
Me-PEtOx3,-EDA-xCIP 1.36+0.31 2.04 £ 0.60 8.40+2.14 155+0.1 130+ 20
Me-PiPrOxz,-EDA-xCIP 1.12+0.40 1.16 £0.21 8.75+2.15 154 +8 93+0.01
Me-PcPrOxz,-EDA-XCIP 1.87£0.20 68 £ 1.50 7.05+0.43 226+ 0 83+0.01
Me-PEG-EDA-xCIP 0.47 £0.19 1.51+£0.39 3.82+0.90 87 +£0.01 11+4.88
Me-PiPrOx,,-PEtOx4-EDA- 1.68 £0.02
xCIP
Me-PiPrOx;5-PEtOx1,-EDA- 1.05+0.31
xCIP
Me-PiPrOx;s-PEtOx,g-EDA- 1.38+0.01
xCIP
DDA-X-PMeOx,o-EDA-xCIP 1.19+0.50 0.34 +£0.09 1.67£0.17 96 +4.00 62 +18.8
DDA-X-PMeOx3,-EDA-xCIP 5.77+2.13 8.78 +2.47 5.24+0.26 326+ 14 130+ 40
DDA-X-PEtOx3y-EDA-XCIP 1.73+0.35 1.96+0.18 6.15+0.56 110+ 27 32+232
DDA-X-PiPrOx;,-EDA-xCIP 2.10+0.24 9.38+3.13 10.9+0.01 62+6.0 312+12
CIPx-EDA-PMeOx-DBX- 15.3+3.21 8.64+1.51 165+ 18 237 6 105 £10.5
PMeOx-EDA-xCIP
Me-PEtOx-PsucEDAOXx- 2.33+1.53 1.89+0.01 1.26+0.01 12.5+0.01 25+0.01
PsucEDAOxxCIP-EDA-
xCIP
Me-PMeOx,g-PHepOxs- 0.30+0.01 5.47 £0.01
EDA-xCIP
Me-PMeOx19-PHepOx,- 0.32£0.01 3.89+£0.01
EDA-xCIP
Me-PMeOxq4-PHepOx44- 0.32+£0.01 2.91+0.01
EDA-xCIP
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Me-PMeOxg-PHepOxy4-
EDA-xCIP
Me-PHepOx,o-EDA-xCIP

Me-PMeOx,o-EDA-eCIP
Me-PMeOxzo-EDA-eCIP
Me-PMeOx,4o-EDA-eCIP
Me-PMeOxgo-EDA-eCIP
Me-PEtOx,o-EDA-eCIP
Me-PEtOx3q-EDA-eCIP
Me-PiPrOxz,-EDA-eCIP
Me-PcPrOxz,-EDA-eCIP
Me-PEG-EDA-eCIP

Me-PMeOx,5g-PHepOx,-
EDA-eCIP
Me-PMeOx15-PHepOxe-
EDA-eCIP
Me-PMeOx15-PHepOx,-
EDA-eCIP
Me-PMeOxg-PHepOx,,-
EDA-eCIP
Me-PHepOx,3-EDA-eCIP

Me-PMeOx;,-EDA-bCIP
Me-PMeOx;o-pCIP
Me-PEtOx3o-pCIP
Me-PiPrOxzq-pCIP
Me-PMeOx;o-EDA-peCIP
Me-PEtOx3,-EDA-peCIP
Me-PiPrOx;o-EDA-peCIP
CIp
CIP-HCI
xCIP
eCIP
bCIP
pCIP
peCIP

3.28+0.01

64 +0.01
10.4+4.4
33+14
32+0.01
34+0.01
3.02+0.10
12.5+0.50
12.5+6.25
100 + 30
11.3+3.09
146 +0.01

12.7+£0.01

8.55+0.01

2.65+0.01

76 +0.01
52+11.9
1.72+0.48
46+ 2.5
3.58+0.01
373+14.4
256 + 64
150+ 23
0.43+0.01
0.30+0.20
0.58 £0.04
0.28 £ 0.05
0.32+0.18
1.66 £0.39
5.47 £0.01

Anhang

0.28+0.01
0.27 £0.03
2.03+0.41

3.40+0.01

91+0.01
1.69+0.13
4.61+2.07
4.10+0.25
3.65+0.01
1.25+0.25
2.50+£0.75
3.20+1.25
4.81+0.28
24.10+8.91
14.6+0.01

12.7£0.01

13.7£0.01

4.53+0.01

158 £0.01
24+7.04
1.27+0.61
18 +6.48
4.32+0.01
42 +1.56
109+0.01
16.9+2.31
0.03+0.01
0.28 £0.01
2.39+1.12
0.165+0.09
0.08 £0.05
0.36+0.01
6.25+0.01

3.67+0.16
3.34+1.07

3.19+0.13

3.96+1.44
21+13.3
226 + 46
116 £1.00

125+31
7.94 £4.05
62 +0.01
67 £ 32
62+17.9
603 + 251
135+41
0.24 £0.07
0.13+0.01
4.78 +0.09
2.94 #0.31
5.08+1.76
1.31+0.01
389+0.01

7.79+£0.18
15+1.34

7.43 +£0.60

10.6 +3.80

12.5+4.68
38+13.7
77 £51

61+14.1
8.67+£4.32
31+£0.01
13.4+0.01
78 £3.75
631+1.25
68 +5.94
0.20+0.08
0.25+0.04
5.86+2.34
1.15+1.35
3.17+£0.05
2.11+£0.52
84 £0.01
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Tabelle 37: Uberblick tiber die MIC-Werte der Ciprofloxacin-Polymer-Konjugate in [umol-L™].

MIC [umol/mL]

Samples
S.a S.m E.c P.a K.p
Me-PMeOx,o-EDA-XCIP 0.20 £0.10 0.3+0.02 17 +2.00 78 +19 41+1.50
Me-PMeOx,o-EDA-XCIP 0.95 +0.21
Me-PMeOxso-EDA-XCIP 2.20+0.20 0.90 +0.20 53+1.5 105 + 50 143 +6.10
Me-PMeOx,o-EDA-XCIP 1.81+0.17 1.02 £ 0.01
Me-PMeOxgy-EDA-XCIP 3.44 £0.16 5.98 +0.81
Me-PEtOx,o-EDA-XCIP 0.27 +0.05 0.33+0.04 4.00+044 168+2.48 51+4.67
Me-PEtOx3o-EDA-XCIP 0.40 +0.10 0.60+0.20 2.40+0.60  44+2.50 37+5.90
Me-PiPrOxso-EDA-xCIP 0.29 +0.10 0.29+0.05 2.26+0.01 40%12.5 24 +0.01
Me-PcPrOxzo-EDA-xCIP 0.48 + 0.05 17.6+037 1.81+0.11 58+0.01 21+0.01
Me-PEG-EDA-xCIP 0.20 £0.10 0.60+0.20 1.50+0.40 35%0.01  4.50%2.00
Me-PiPrOx,,-PEtOxg-EDA- 0.43 £ 0.01
xCIP
Me-PiPrOxys-PEtOxy,-EDA- 0.29 + 0.09
xCIP
Me-PiPrOxs-PEtOx,5-EDA- 0.35 +0.01
xCIP
DDA-X-PMeOx,o-EDA-CIP 0.70 £ 0.30 0.20 +0.05 1.00+0.1 60 + 2.50 39+11.7
DDA-X-PMeOxsy-EDA-CIP 1.70 + 0.60 2.60+0.7 1.50+0.1 96+4.10 38+ 11.9
DDA-X-PEtOx30-EDA-XCIP 046009  052£0.05 162015 29%731  8.44:061
DDA-X-PiPrOXsoEDA-XCIP | 066+0.02  2.69£0.26 3.12:0.01 17.7:050 89+1.04
CIPx-EDA-PMeOx-DBX-
+ + + + +
PMeOX-EDAXCIP 5.10 + 1.07 2.88 +0.50 55 +6.25 79 +2.00 35+3.50
Me-PEtOx-PsucEDAOX-
+ + + + +
DS UCEDAOKKCIP-EDAXCIP 2.34+0.22 0.27+0.01 0.18+0.01 1.78+0.01 3.57+0.01
Me-PMeOx15-PHepOxs-
+ +
EDACIP 0.12 +0.01 2.13 +0.01
Me-PMeOx19-PHepOx5-
+ +
EDASCIP 0.10 £ 0.01 1.20 + 0.01
Me-PMeOx14-PHepOx44-
+ +
EDA I 0.09 +0.01 0.91 +0.01
Me-PMeOxg-PHepOx4-
+ +
EDACIP 0.98 +0.01 1.11+0.01
Me-PHepOx;o-EDA-XCIP 17.0£0.01 23+0.01
Me-PMeOx,o-EDA-eCIP 8.04 +3.38 1.30+0.10 2.82+0.13 6.00+0.14
Me-PMeOxs-EDA-eCIP 10.7 + 4.79 1.48+0.67 1.08+0.35 4.98+0.43
Me-PMeOx,o-EDA-eCIP 8.61+0.01 1.08 + 0.07
Me-PMeOxgo-EDA-eCIP 6.13 + 0.01 0.66 +0.01
Me-PEtOx,0-EDA-eCIP 2.10 £ 0.07 0.87+0.18 2.21+0.09 5.17+0.42
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Me-PEtOx3o-EDA-eCIP
Me-PiPrOxso-EDA-eCIP
Me-PcPrOxzo-EDA-eCIP

Me-PEG-EDA-eCIP

Me-PMeOx,s-PHepOx,-
EDA-eCIP
Me-PMeOx1g-PHepOxe-
EDA-eCIP
Me-PMeOx15-PHepOx,-
EDA-eCIP
Me-PMeOxg-PHepOx,,-
EDA-eCIP
Me-PHepOx,3-EDA-eCIP

Me-PMeOxs,-EDA-bCIP
Me-PMeOx;o-pCIP
Me-PEtOx3q-pCIP
Me-PiPrOxzq-pCIP
Me-PMeOx;,-EDA-peCIP
Me-PEtOx3o-EDA-peCIP
Me-PiPrOx3,-EDA-peCIP
cip
CIP-HCI
xCIP
eCIP
bCIP
pCIP
peCIP

3.62+0.14
3.25+1.63
25+7.85

4.15+1.24
4.04+0.01

4.86+0.01

2.30+0.01

0.53+0.01

3.93+0.01

17.0+£3.90
0.45+0.13
10.45+£0.56
0.72+0.01
113 +4.36
64 +16.2
30+4.75
1.29+0.10
0.78 £0.52
1.20+£0.10
0.68 + 0-12
0.62 +0.35
3.87+0.91
12.7+0.01

Anhang

0.90+0.01
0.71+0.08
4.30+0.90

0.721+0.22
0.83+0.33
1.24+0.07

9.64 +£3.56
4.04+0.01

4.86+0.01

5.09+£0.01

0.94 +£0.01

8.11+0.01

7.90 +£2.30
0.34+0.16
4.09+1.47
0.86+0.01
12.7+0.47
27 +£0.01
3.34+0.46
0.10+0.01
0.75+0.03
5.10+2.40
0.40+0.22
0.15+0.10
0.84+0.01
14.6+0.01

1.14+0.42

5.49 +£3.46

5.16 £0.26
46+ 0.40

40 +10.2
2.09+1.07
7.05+0.01
13.5+0.01
19.0+5.42

150 £ 63

27 £8.18
0.70+£0.20
0.33+0.03
10.0+0.20
7.21+0.77
9.82+3.39
1.31+0.01
905 +0.01

3.07+1.10

3.26+1.22

9.78 £3.53
3020

19.8 +4.59
2.28+1.14
14.1+0.01
2.67+£0.01
23+1.14
157 +0.31
13+1.19
0.60 +£0.20
0.66 £0.10
12.0+5.00
2.82+0.75
6.13+0.10
491+1.21
195+0.01
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Tabelle 38: Zusammenfassung der MIC-Werte fiir die Penicillin-Polymer-Konjugate in pg-mL™

Polymer MIC [ug/mL]
S.a S.m E.c S. a mit Penicillinase
Me-PMeOxs-PenG 0.51+0.02
Me-PMeOx,o-PenG 0.50+0.22
Me-PMeOx,,-PenG 1.46 £0.05
Me-PMeOx;o-PenG 0.50+0.24 6.83+2.11 1243 £13.5 49 +18
Me-PMeOx,5-PenG 0.93£0.19
Me-PEtOxs3- PenG 9.18 £3.18 182 +17.5 1496 + 903 200 + 28
Me-PiPrOx,s-PenG 1.54£0.20 11.0£2.00 1186 + 244 82+35
Me-PMOx,;-PenV 0.612 £0.16 31+2.66 1337 £ 122 61+13
Me-PEtOxzg-PenV 2.89+0.51 45.5+0.50 187 +35 97+ 29
Me-PiPrOx,4-PenV 2.11+0.29 60.5 £0.50 7500 +£0.01 1.09 £ 38
DDA-X-PMeOxs,-PenG 2.11+1.06 2.11+1.06 2700 £ 1100 64+21
DDA-X-PEtOxso-PenG 1.29+0.66 2.81 +0.23 2262 +328 18+2.0
DDA-X-PMeOx,,-PenV 0.46 £0.18 2.01+0.01 810 + 150 54 +13
DDA-X-PEtOx3q-PenV 0.29+0.15 0.77 +£0.01 347 £22.5 16+£1.9
PenG 0.0008 + 0.0005 0.044 +0.0005 58.5+16.5 260 + 50
PenV 0.0004 +0.0002 0.09 £0.0001 300 *3.00 685 + 130
Clox 0.32+£0.12 0.244 +0.01 508 +91.5 0.48 £0.22
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Tabelle 39: Zusammenfassung der MIC-Werte fiir die Penicillin-Polymer-Konjugate in umol-L"

Polymer MIC [umol/L]
S.a S.m E.c S. a mit Penicillinase
Me-PMeOxs-PenG 0.64 £0.03
Me-PMeOx,o-PenG 0.42+0.18
Me-PMeOx,,-PenG 0.64 £0.02
Me-PMeOx;0-PenG 0.12 +0.08 1.59+£0.01 289 +3.19 11+6.5
Me-PMeOx,s-PenG 0.22 £ 0.05
Me-PEtOxs3- PenG 1.87+0.99 37.2+3.6 305+ 184.38 40+8.5
Me-PiPrOx,s-PenG 0.64 +0.05 4.58 +0.69 494 £ 84.1 34+9.3
Me-PMOx,;-PenV 0.28 £ 0.05 14.1+£1.21 3409 +0.01 27+44
Me-PEtOxsg-PenV 1.6+0.15 25.2+0.28 1500 + 611 54 +8.7
Me-PiPrOx,4-PenV 0.54 +0.08 15.5 +0.13 580 + 84.1 28+9.9
DDA-X-PMeOxs,-PenG 0.44+0.33 1.95+0.12 278 £25.6 13+5.5
DDA-X-PEtOxso-PenG 1.29+0.66 0.61 +0.05 406 +7.61 3.91+0.53
DDA-X-PMeOx,,-PenV 0.46 £0.18 0.92 +0.01 368 +68.4 24+35
DDA-X-PEtOx3q-PenV 0.10+0.04 0.26 £0.01 120+ 7.75 5.6 £0.49
PenG 0.00258 £0.0017 0.13+0.007 175 +49.4 780 £ 17
PenV 0.0012 £0.0006 0.25+0.001 842 +8.42 1900 + 370
Clox 0.67 £0.26 0.513+0.01 1070%192 1.10 0.51
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9.2. 1H-NMR-Spektren
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Abbildung 125: *H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,,-EDA.
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Abbildung 126: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,,-EDA.
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Abbildung 127: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,;-EDA.
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Abbildung 128: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,,-EDA.
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Abbildung 129: 1H-NMR-Spektrum von Me-PEtOx,s-EDA.

1

1.0 4.1

2.0 2.0
U (T [ —

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 130: *H-NMR-Spektrum des Monomers 2-cyclo-Propyl-2-oxazolin (cPrOx).
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Abbildung 131: 'H-NMR-Spektrum des Monomers 2-iso-Propyl-2-oxazolin (iPrOx).
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Abbildung 132: 1H-NMR-Spektrum von Me-PiPrOx,,-PEtOxg-EDA.
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Abbildung 133: 1H-NMR-Spektrum von Me-PiPrOx,,-PEtOx;s-EDA.
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Abbildung 134: '"H-NMR-Spektrum von Me-PEGs-Ms.
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Abbildung 135: 'H-NMR-Spektrum von Me-PEG,s-EDA.
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Abbildung 136: "H-NMR-Spektrum von DDA-X-PMOXx,o-EDA.
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Abbildung 137: *H-NMR-Spektrum von DDA-X-PEtOx,s-EDA.

2 '
11@%\5/’1:,\% 6
. 0
8 NﬁwﬁN%NH; 1.08
! 19 14 H A7
11\[ﬁgo
4,5,12,13, 14
3.42
l 10, 15, 16,17
7,8 6,9 —+  3.33
J?.04 4.61 AN, |
3.7 3.8 741 23.6
L L | T

75 7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 138: 1H-NMR-Spektrum von DDA-X-PiPrOx,,-EDA.
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Abbildung 139: 'H-NMR-Spektrum vom Monomer 2-Heptyl-2-oxazoline (HepOx).
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Abbildung 140: *H-NMR-Spektrum von Me-HepOx,;-EDA.
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Abbildung 141: 'H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,s-PHepOxs-EDA.

3.44

2013
7.8,9,10

D _Ijg-'

87
_I

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 142: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;5-PHepOx,-EDA.
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Abbildung 143: *H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,,-PHepOx,-EDA.
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Abbildung 144: *H-NMR-Spektrum von Me-PMeOxs-PHepOx4,-EDA.
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Abbildung 145: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,;-PHepOx,s-EDA.
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Abbildung 146: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;-PHepOx,¢-EDA.
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Abbildung 147: '"H-NMR Spektren der einzelnen Zwischenstufen bei der Synthese von Me-
PEtOx-PsucEDAOx-EDA. Die Zwischenstufen sind Me-PEtOx-PEI-EDA (Oben), Me-PEtOx-
PMestOx-EDA (Mitte), Me-PEtOx-PsucEDAOXx-EDA (Unten) in CDCl; (7.27 ppm).
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Abbildung 148: 'H-NMR Spektrum von Me-PMeOx,s-BDA.
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Abbildung 149: '"H-NMR Spektrum von Me-PMeOx;y-HDA.

268



Anhang

3.39

DYz I 2.04
4 5 7T o 49 13 15
LNQ/}N NH.
1 3¢ H 6 8 10 12 14 16
3,4
2
[
II
I 120
298 |16, 7, 15 |
| | 2.72 1 11.91 8.0 10,11,
s 2,13
I N5 16 IIle JLI;L,I-L
A L & - 4
(1519 3.0 59 115457  13.9
65 60 & 5 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 150: 'H-NMR Spektrum von Me-PMeOx;3-DODA.
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Abbildung 151: "H-NMR Spektrum von Me-PMeOx,;-TREN.
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Abbildung 153: 'H-NMR Spektrum von Me-PMeOx;;-TEP.
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Abbildung 152: 'H-NMR Spektrum von Me-PMeOx;-TET.
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Abbildung 154: 1H-NMR-Spektren von Me-PMeOx,;-N; (oben) und Me-PMeOx,;-NH, (unten).
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Abbildung 155: *H-NMR-Spektrum von MHM1.
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Abbildung 156: ‘*H-NMR-Spektrum von MHM2.
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Abbildung 157: *H-NMR-Spektrum von MHM3.
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Abbildung 158: *H-NMR-Spektrum von MHMA4,
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Abbildung 159: *H-NMR-Spektrum von MHS5.
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Abbildung 160: *H-NMR-Spektrum von M.
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Abbildung 161: *H-NMR-Spektrum von H.
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Abbildung 162: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx;,-EDA-XCIP.
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Abbildung 163: 'H-NMR-Spektrum vom Me-PiPrOx;,-EDA-XCIP.
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Abbildung 164: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PcPrOx,s-EDA-xCIP.
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Abbildung 165: "H-NMR-Spektrum von Me-PEG,5-EDA-XCIP.
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Abbildung 166: 1H-NMR-Spektrum von Me-PiPrOx,, PEtOx,-EDA-XCIP.
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Abbildung 167: 1H-NMR-Spektrum von Me-PiPrOx,s PEtOx,,-EDA-XCIP.
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Abbildung 168:1H-NMR-Spektrum von Me-PiPrOxs.PEtOx,;-EDA-XCIP.
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Abbildung 169: 1H-NMR-Spektrum von DDA-X-PEtOxss-EDA-xCIP.
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Abbildung 170: 1H-NMR-Spektrum von DDA-X-PiPrOx,s-EDA-XCIP.
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Abbildung 171: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,,-EDA.XCIP.
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Abbildung 172: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,,-EDA-XCIP.
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Abbildung 173: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,,-EDA.XCIP.
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Abbildung 174: *H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOxq,-EDA.XCIP.
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Abbildung 175: *H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx,;-EDA-XCIP.
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Abbildung 176: 1H-NMR-Spektrum vom DDA-X-PMeOx,,-EDA-xCIP.
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Abbildung 177: "H-NMR-Spektrum des beidseitig funktionalisierten xCIP-Konjugats CIPx-EDA-
PMeOx-DBB-PMeOx-EDA-xCIP
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Abbildung 178: *H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,s-BDA-XCIP.
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Abbildung 179: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,s-HDA-xCIP.

o 18 22
1?\:3/4} 5 7 9 49 13 15 H\/@AG F .,

M
34 H 8 g 410 12 14 16 47

M. = o

V/Z-d- 26

25

[
3 (
39 2,08
3, 4,17, 20, |
22,24
8.70 7.93
¥T 9,23
27 26! ‘_’J 18, 19, 23
1.3 15 121.2 136.73.0 10.8 91.6 27.7

95 90 85 80 7.5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 180: "H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,s-DODA-xCIP.
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Abbildung 181: *H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,,-TREN-XCIP.
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Abbildung 182: *H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOXx,,-TET-xCIP.
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Abbildung 183: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,,-TEP-XCIP.
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Abbildung 184: *H-Spektrum von Me-PMeOXx,,-EDA-bCIP.
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Abbildung 185: *H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx;s-EDA-eCIP.
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Abbildung 186: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PiPrOx;,-EDA-eCIP.
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Abbildung 187: 'H-NMR-Spektrum vom Me-PcPrOxs;-EDA-eCIP.

7.27

L
g CHCI,

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 188: *H-NMR-Spektrum vom Me-PEG,s-EDA-eCIP.
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Abbildung 189: *H-Spektrum von DDA-X-PMeOx150-EDA-eCIP.
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Abbildung 190: *H-Spektrum von Me-PMeOx,¢-EDA-eCIP.
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Abbildung 191: 1H-Spektrum von Me-PEtOx,;-EDA-eCIP.
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Abbildung 192: 'H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx;,-BDA-eCIP.
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Abbildung 193:1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOxs,-HDA-eCIP.
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Abbildung 194: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,;-DODA-eCIP.
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Abbildung 195: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx,;-TREN-eCIP.
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Abbildung 196: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx;5;-TET-eCIP.
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Abbildung 197: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMeOx;5;-TEP-eCIP.
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Abbildung 198: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PMOx-eCIP.
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Abbildung 199: *H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx,s-pCIP.
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Abbildung 200: "H-NMR-Spektrum vom Me-PiPrOx,s-pCIP.
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Abbildung 201: *H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx,o-EDA-peCIP.

295



127

Anhang

4,5,8,12, 13,14, 16

5]
w
[a2]

<

—3.46

=2

3,10,11,17

N F =
5y o 13 19 =
5 L o 1
N._+_0 8
\/16 18 T
17 OH
18
2 19 15 R
= 5 8% |8 %%T
| R Y <
I W o J
0.19 0.19 0.1 1.00 123.833.0028.901.13 4.87 0.30 191.66
H 4 5] = ] = U —
IIII]IIIIllIII|llII|llll|lll||lllI|llII|lllI|Illl|llll|llllIllll|Illl|IIll|IIli|II
8 7 6 5 4 3 2 1
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Abbildung 203: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,3-PHepOx,-EDA-eCIP.
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Abbildung 204: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;s-PHepOx¢-EDA-eCIP.
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Abbildung 205: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;s-PHepOx,,-EDA-eCIP.
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Abbildung 206: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;-PHepOx,,-EDA-eCIP.
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Abbildung 207: "H-NMR-Spektrum von Me-PHepOx,s-EDA-eCIP.
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Abbildung 208: "H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx,s-PHepOx;-EDA-XCIP.
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Abbildung 209: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOx;5-PHepOx,-EDA-xCIP.
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Abbildung 210: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOxy4-PHepOx,,-EDA-XCIP.
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Abbildung 211: 1H-NMR-Spektrum von Me-PMeOxg-PHepOXx,4,-EDA-XCIP.
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Abbildung 212: *H-NMR-Spektrum von Me-PHepOx,,-EDA-XCIP.
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Abbildung 213: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOx;;-PenG.
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Abbildung 214:'"H-NMR-Spektrum vom Me-PEtOxss-PenV.
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Abbildung 215: *H-NMR-Spektrum vom Me-PiPrOx,-PenG.
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Abbildung 216: 1H-NMR-Spektrum vom Me-PiPrOx,,-PenV.
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Abbildung 217: *H-NMR-Spektrum vom DDA-X-PMeOxs,-PenG.
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Abbildung 218: 1H-NMR-Spektrum vom DDA-X-PEtOxsy-PenG.
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Abbildung 219: *H-NMR-Spektrum vom DDA-X-PMeOx,,-PenV.
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Abbildung 220: *H-NMR-Spektrum vom DDA-X-PEtOx,s-PenV.
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Abbildung 221: *H-NMR-Spektrum vom Allyl-X-PMeOx,s-PenG.
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Abbildung 222: *H-NMR-Spektrum vom Allyl-X-PMeOx,s-PenV.
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9.3. Chromatogramme

Sequenzierungschromatogramme von CIP-Resistenten S. aureus

Primer 1
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Primer 2
Clip. 1 BQ20WL10  Sequence:CIP_Primer2 Clipped length: 738 Samples: 11137 Quality: 0-9 Page: 1/2
—_—
Left clip: 29 Bases: 975 10-19 — 22.09.2017
Right clip: 766 Average spacing  12.0 20-29
Avg.qual. inclip: 36.34 Average quality >= 10: 105, 20 209, 30- 606 »=30 —

W)

A i\ A
100 110 12 12
AGTATATCGCTATTTTAACGATAAGTACTTGGTCAGCATTTAATATAAATCCCTTGAATTTAGTCAAAATTTAACHTNACTGTATT

e B 50 60 en 700 710
AAAGACATACCTTTATTTGTAATGATGGTAATTAATTGATCTTTTTCAAGCGCATAA ACTAATCA ATCATCATTTTCTTTA CTTTHNNT

720
AGGCATTAAAGGT NATTA AAGGCGT GTTHNNAATAGAGG ACTGTAN TTTTCNNA TCATGN NTTT NGAGTCGC AAAA CAT AA ATGH
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Primer 3

Clip. 1

BQ20WL10  Sequence: CIP_P3fwd

Anhang

Clipped|length: 765

Right clip: L
Avg. qual.inclip.: 47.79

Page: 1/2
21.09.2017

750 750 0 750 720 200 5 520 520 a0
CGCATGCATATCNGT GAAGM TTGATTAANNGICG T GTC ATTTTAGAMAT AAGT A TCGANNGA TNCGTAGCTCHMA ANC AGCGTGAICNCT AAGALAN
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Primer 4
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Primer 5
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Sequenzierungschromatogramme von Konjugat-Resistenten S. aureus

Clip-1 BA20WLA0  Sequence: SAM36_Primer 1 Clipped length: 783 Samples 12963 Quality: 0-3 Page: 1/3
Left clip: 21 Bases 1038 10-19 — 21.09.2017
Right clip: 809 Average spacing:  13.0 20-29
Avg. qual inclip: 534 Average quality >= 10- 53, 20: 67, 30: 827 =0 —

10 20
N NMNNMNNN NNNNNNANN A NCNTN N NN TTAT G GG A ACG ACG ATG AACCCAG AAACACGAACTTTAATTCGTGTACAAG TTG AAGA

170

CTAGTGAGTGAAATAATTCAAGATTTATCACTTGAAGATGTTTTAGGTGATCGCTTTGGAAGATATAGTAAATATATTATTCAAG

‘AA‘A‘A““A‘AA““‘AA““‘ ‘A‘l““‘AAAA‘A““AAAA“““““A‘A‘AA‘A“AL‘A"AA““A

AGCGTGCATTGCCAGATGTTCGTGATGGTTTAAAACCAGTACAACGTCGTATTTTATATGCAATGTATTCAAGTGGTAATACAC

s WA A AN WA N A A A A A AN A

=0 220 50 0 a0 80 430 500
ACGATAAAAATTTCCGTAAAAGTGCGAAAACAGTCGGTGATGTTATTGGT CAATATCATCCACATGG AGACTACTCAGT GTAC

500
GAATGGTTCTACAGGTATATCTGCAGGTTACGCGACAG ATATACCACCACAT AATTNNN HTGAA GTGATTCHAGCAAC
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Anhang

Primer 2

Clip. 1 BQ20WL10  Sequence: SAM36_Primer2 Clippedlength: 812 Samples 12964 Qualty: 0-9 Page:1/3
—
Lef clip k1] Bases: 1016 1019 o 22002017
Right clip: 849 Average spacing:  13.0 20-29
Avg.qual. inclip.: 3322 Average quality >= 10: 123, 20: 227, 30: 562 5230 —

N NN NN NNNNNNNN NNN G A NNG NNTT

sa0 510 520 520 540 550 ES 570 550
ATCAATATAMNTATCATTTTCAGAAACAGCCT TCTGTCATAACAAGCGAAATCTTGT GCTTTAA GATTTATTGATTTAACGCAGGCAGCT
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Anhang

Primer 3
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Anhang

Primer 4

o AAAOMAQAAQA&A.g»‘;AwAO‘.A-.QAA-AQA..op,.o.-.vopA-!-A.-Am,,
CA CEOTGTTCCT m]GTGAA CTC!’S:ATACTT CGA’%OAAGGTTTTCa€°TTAGCGTCAE‘QGCT TGTTTT‘?QAGA cT

A0 DI IR OO
C AA T CAA TTTC ATTACTTTATCTAAAN TTGACAACGCTTT AA TCAAANCCTT CAA NNATATG CATG

O XX
,

5




Primer 5

316



