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Kurzzusammenfassung / Abstract

1 Kurzzusammenfassung / Abstract

Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung definierter lonene und die Untersuchung
ihrer Struktur-Eigenschafts-Beziehungen in Bezug auf ihre antimikrobielle Aktivitdit und
Héamokompatibilitit. Des Weiteren sollten auf Basis von lonenen antimikrobielle Polymernetzwerke

hergestellt und charakterisiert werden.

Durch einen sequentiellen Aufbau mit trans-1,4-Dibrom-2-buten und N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,3-
propandiamin, konnten 3,4en-lonene (PBI) mit definierten Molekulargewichten und Endgruppen unter
kontrollierten Synthesebedingungen generiert werden. Die antimikrobiellen Untersuchungen zeigen
eine Abhéngigkeit der antimikrobiellen Aktivitdt vom Molekulargewicht und der Art der Endgruppen.
Viele der Makromolekiile weisen eine exzellente Hamokompatibilitit (Lyse ~1%), bei einer
Konzentration von 40 000 ng/mL, auf. Die identifizierten Einfliisse ermdglichen die Herstellung
verschiedener, himokompatibler Biozide mit einer breiten oder einer spezifischen antimikrobiellen
Aktivitit. Zudem kann PBI zur Entgiftung von antimikrobiell wirksamen Monomeren, wie
Dodecyltrimethylammoniumchlorid, genutzt werden, ohne dass diese an antimikrobieller Aktivitit
verlieren. Insgesamt unterscheidet sich das Verhalten der PBI, als typische Vertreter der hydrophilen,
kationischen Polymere, aufgrund der hohen Selektivitdt gegeniiber Sdugetierzellen, mafigeblich von
dem amphiphiler, antimikrobieller Polymere. Dies macht diese Verbindungen zu einer neuen Klasse

von antimikrobiellen Polymeren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden beidseitig Brom-terminierte PBI, iiber ihre Endgruppen mit
Tris(2-aminoethyl)amin zu schnell quellbaren, antimikrobiellen Superabsorbern (PBIN) vernetzt.
Diese Superabsorber nehmen innerhalb einer Minute das Vielfache ihres Eigengewichts an Wasser
auf. PBIN wurde in 2-Hydroxyethylacrylat und Glyceroldimethacrylat gequollen und zu transparenten,
stabilen interpenetrierenden Hydrogelen (IPH) photovernetzt. Der PBI-Gehalt im IPH variiert im
Bereich von 1.4 - 7.8 wt%. Antimikrobielle Untersuchungen zeigen, dass die Zellen der klinisch
relevanten Keime Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa bei der
geringsten PBI-Konzentration auf den IPH, selbst nach 4 Wochen waschen in Wasser, abgetdtet
werden. Mittels eines neuen quantitativen Nachweises fiir PBI in Losung, konnte jedoch selbst weit
unterhalb der minimal inhibierenden Konzentration eine Freisetzung fiir die IPH nachgewiesen
werden. Die IPH stellen ein vielversprechendes Material fiir Wundauflagen, beispielsweise fiir

Brandwunden und infizierte Wunden, dar.




Kurzzusammenfassung / Abstract

The aim of this work was the synthesis and characterization of well-defined ionenes and the
investigation of structure-property relationships with respect to their antimicrobial activity and
hemocompatibility. Furthermore, antimicrobial networks, based on ionenes, should be produced and

characterized.

Sequential addition of trans-1,4-dibromo-2-butene and N,N,N’,N'-tetramethyl-1,3-propandiamine led
to 3.,4en-ionenes (PBI) with defined molecular weights and end groups. Antimicrobial investigations
show a dependency of the antimicrobial activity from the molecular weight and the nature of the end
groups. Many macromolecules show an excellent hemocompatibilty (lysis ~1%) at a concentration of
40 000 pg/mL. The identified influences can be used to prepare hemocompatible biocides with a broad
spectrum or a strain specific antimicrobial activity. The high selectivity to mammalian cells of the
PBI, as typically representative of the hydrophilic cationic polymers, is significantly different from the
amphiphilic, antimicrobial polymers. This makes these macromolecules a new class of antimicrobial

polymers.

In the second part of the thesis, telechelic bromine terminated PBI, were crosslinked via their end
groups using tris(2-aminoethyl)amine to form a fast-swelling, antimicrobial superabsorber (PBIN).
This superabsorber takes up water to a multifold of its own weight within 1 minute forming a
hydrogel. PBIN were swollen with 2-hydroxyethylacrylate and glycerol dimethacrylate followed by
photopolymerization to form clear and stable interpenetrating hydrogels (IPH). The PBI content in the
IPH varies in a range of 1.4 - 7.8 wt%. Antimicrobial investigations show, that the bacterial cells of
the clinically relevant strains Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa
are killed on the IPH with the lowest PBI concentration, even after 4 weeks of washing. A minor
leaching of the PBI far below the minimal inhibitory concentration was detected for the IPH with a
new quantitative test for PBI detection in solution. IPH is a promising material as wound dressing, e.g.

for infected wounds or burns.
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2 Einleitung und Motivation

In unserer heutigen hochtechnisierten Welt, deren Bevolkerung kontinuierlich wéchst, ist die
Pravention und Behandlung von Krankheiten in allen Teilen der Welt eine der wichtigsten Aufgaben.
So stellen bakterielle Infektionen die weltweit haufigste Todesursache dar.' Die fortschreitende
Globalisierung und die damit verbundene weltumgreifende Mobilitdt fithrt zu einer immer schnelleren
Ausbreitung von Krankheiten. Dies macht resistente Mikroorganismen®, wie zB. den
methicillinresistenten Staphylococcus aureus (MRSA), zu einem besonders bedrohlichen Problem.>”
Dabei fiihrt der iiberméfBige und fehlerhafte Gebrauch von Antibiotika und Desinfektionsmitteln,
besonders im industrialisierten Teil der Welt, zur Ausbildung resistenter Keime. Resistente Keime
machen Antibiotika zu stumpfen Waffen. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer
antimikrobieller Substanzen und Materialien von entscheidender Bedeutung. Dabei gilt es stets die
Biokompatibilitit, insbesondere fiir den Menschen, zu beriicksichtigen, um negative Effekte zu
vermeiden.

Antimikrobielle Polymere stellen seit ldngerem, eine Alternative zu herkdmmlichen
niedermolekularen Bioziden dar.”® DeGrado und Tew zeigten, dass die meisten dieser Polymere in
ihrer Struktur antimikrobiellen Peptiden, wie z.B. Magainin, dhneln.” Durch genaue Nachahmungen
von Magainin konnte eine Reihe hochaktiver und selektiver (in Bezug auf Sidugetierzellen)
Makromolekiile entwickelt werden. Jedoch weisen alle eine Toxizitdt gegeniiber Saugetierzellen auf.
Eine Alternative zu den antimikrobiellen Peptiden, stellen hydrophile, kationische Polymere dar.'®"!
Speziell fiir die linearen, polyquartdren Ammoniumverbindungen, auch als lonene bezeichnet, konnte
in umfangreichen Arbeiten das antimikrobielle Potential dieser Makromolekiile nachgewiesen
werden.'” "> Uber die Toxizitit von Ionenen gegeniiber Siugetierzellen ist jedoch nur wenig
bekannt. Kracke prisentierte 2011 exzellente Himokompatibilitdten (HCs, = 40000 pg/mL) gegeniiber
roten Schweineblutzellen und Selektivititen (HCso/MIC) von bis zu 20000, welches den hochsten
publizierten Wert fiir antimikrobielle Polymere darstellt.'"” Die extrem hohe Selektivitit, stellt zudem

den von Ikeda'®"

postulierten Mechanismus in Frage. Weitere Arbeiten am Lehrstuhl fiir
Biomaterialien und Polymerwissenschaften von Prof. Tiller an der TU Dortmund, zeigten Einfliisse
der Endgruppen auf die biologische Aktivitit der Ionene.”® Der erste Teil dieser Arbeit soll daher
einen weiteren Beitrag flir das Verstdndnis der Struktur-Eigenschafts-Beziehungen, mit Hilfe der
gezielten Synthese definierter lonene (Endgruppen, Molekulargewicht) und deren biologischen
Charakterisierung, leisten. Zudem sollten hydrophile Ionene gezielt hinsichtlich ihrer
Hamokompatibilitdt untersucht werden, um so Erkenntnisse zu gewinnen, die einen Membran
zerstorenden Mechanismus widerlegen kdnnten.

Des Weiteren sollten Ionene fiir die Herstellung antimikrobieller Materialien genutzt werden. Der
Kontakt mit kontaminierten Oberflaichen, auf denen Keime anhaften und sich vermehren, stellt

heutzutage ein stindiges Infektionsrisiko dar. Besonders hoch ist das Risiko im medizinischen

Bereich, da weltweit etwa 10% der Patienten in Folge einer Infektion wéhrend eines
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Krankenhausaufenthaltes sterben.”' > Viele antimikrobielle Materialien entfalten ihre Wirkung durch
die Freisetzung von Bioziden, weshalb sie keinen dauerhaften antimikrobiellen Schutz bieten. ***’
Zudem fordern die freigesetzten Biozide, die Ausbildung von Resistenzen. Eine Alternative dazu sind
antimikrobiell, kontaktaktive Materialien mit ihrem dauerhaften Schutz. Neben der Vielzahl an

oberflichenmodifizierten, antimikrobiellen Materialien®”*

, ist nur eine weitaus geringere Zahl
intrinsisch antimikrobieller Materialien bekannt.” Insbesondere wenn es sich dabei um Hydrogele
handelt. Eine grofle Herausforderung besteht jeweils darin, den kontaktaktiven Mechanismus fiir die
antimikrobielle Aktivitit des Materials zu beweisen.*”>*

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll daher durch die Herstellung und Charakterisierung von intrinsisch,
antimikrobieller Polymernetzwerken mit lonenen, ein Beitrag zu dem Feld der antimikrobiellen
Hydrogele als Biomaterialien, geleistet werden. Ein Fokus liegt dabei auf der Aufklarung des

Mechanismus der antimikrobiellen Wirkung des Materials.
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2.1 Antimikrobielle Polymere in Losung

Antimikrobielle Polymere stellen eine Alternative zu niedermolekularen Bioziden und Antibiotika fiir
die Bekimpfung von Keimen dar.® Ein Vorteil von Polymeren ist das verringerte Potential zur
Ausbildung von resistenten Keimen.”' Zudem fiihren besonders Biozide durch die Aufkonzentration in
der Umwelt und in Lebewesen zu unvorhersehbaren Langzeitproblemen.’>”* Die steigende Zahl der
von der FDA zugelassenen desinfizierenden Polymere bestétigt diese Entwicklung, fort von kritischen
Desinfektionsmitteln, niedermolekularen Bioziden und Antibiotika, hin zu Polymerverbindungen.”**
Gegeniiber niedermolekularen Verbindungen, besitzen antimikrobielle Polymere oft eine geringere
Toxizitdt sowie eine hohere Selektivitat und Haltbarkeit, als die entsprechenden niedermolekularen
Verbindungen.”® ?» **37 Die ersten antimikrobiellen Polymere wurden 1965 von Cornell und
Donaruma am Beispiel von 2-Methacryloxytroponon basierten Polymeren beschrieben.*® Daraufhin
wurde in den Folgejahren eine Vielzahl von Polymeren synthetisiert und deren antimikrobielle
Wirkung beschrieben, was das deutlich steigende Interesse an diesen Verbindungen zeigt.®® #2% 7 3%
* Dies wird auch an der enormen Zahl von Publikationen zum Thema ,,antimikrobielle Polymere*
deutlich, welche seit 1980 gerade mal bei 10 und 2016 iiber 700 lag.** Die genaue Wirkungsweise ist
jedoch bis jetzt nicht immer komplett geklart.

Antimikrobielle Polymere finden aufgrund ihres hohen antimikrobiellen und selektiven Potentials,
z.B. Anwendung im Bereich von Hygieneanwendungen, im Gesundheitswesen, in Fasern fiir sterile
Bandagen, fiir biomedizinische Anwendungen, fiir Kleidung, als antibakterielle Beschichtungen, zur
Wasserfiltration, fiir Lebensmittelverpackungen und vielem mehr.®® * % % Bei der Vielzahl
mittlerweile bekannter antimikrobieller Polymerverbindungen, lassen sich diese in drei Hauptgruppen

unterteilen. Die Biozid-freisetzenden Polymere, polymerisierte Biozide und biozide Polymere (sieche

Abbildung 1).

a) % b) < c)

WW/%
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Abbildung 1: Schema allgemeiner Wirkmechanismen von antimikrobiellen Polymeren: a) Biozid-

freisetzende Polymere; b) polymerisierte Biozide; c) Biozide Polymere, nach Siedenbiedel et al.”.
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Die Biozid-freisetzenden Polymere besitzen selbst keine intrinsische antimikrobielle Aktivitit,
sondern entfalten diese durch die Freisetzung von Bioziden oder Antibiotika.”” *’ Der dazugehéorige
Mechanismus folgt dabei dem der niedermolekularen Analoga.’®' Die polymerisierten Biozide
besitzen biozide Gruppen als Wiederholungseinheiten, dabei folgt das Makromolekiil in der Regel
dem gleichen Wirkmechanismus wie das niedermolekulare Biozid.’>”' Die Aktivitit ist, bedingt durch
die sterische Hinderung des Polymerriickgrats, oft geringer.” Die dritte Klasse, die bioziden
Polymere, werden aus nicht bioziden Monomeren aufgebaut und erst das eigentliche Makromolekiil
verfiigt in seiner Gesamtheit dann iiber biozide Eigenschaften.

Die Bedeutung dieser Gruppe von antimikrobiellen Polymeren wird besonders durch die Vielzahl an
Reviews ersichtlich. Darin wurden unzdhlige Beispiele fiir biozide Polymere, die dazugehdrigen
Synthesewege, strukturspezifische Anforderungen, die Abhidngigkeit der antimikrobiellen Aktivitét
beziiglich verschiedener Faktoren (amphiphile Natur, Gegenion, Molekulargewicht, pH-Wert,
Alkylkettenldnge, Ladungsdichte, Hydrophobizitét, usw.), Wirkmechanismen und die Interaktion mit
Zellen, Toxizitit sowie die Biokompatibilitit analysiert, beschrieben, diskutiert und eingeteilt.”™ > "
. 47,3253 Fine Einteilung der bioziden Polymere wurde erstmalig 2016 von Krumm und Tiller
vorgenommen, welche diese in die folgenden drei Unterklassen eingeteilten: amphiphile Polykationen,

telechele biozide Polymere und hydrophile Polykationen (siche Abbildung 2)."

| biozide Polymere ‘

a) amphiphile

¢) hydrophile
Polykationen Polykationen

b) telechele biozide
Polymere

Abbildung 2: Schema der verschiedenen Unterklassen von bioziden Polymeren: a) amphiphile

Polykationen; b) telechele biozide Polymere; c) hydrophile Polykationen, nach Krumm et. al. 4,
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Bei telechelen bioziden Polymeren (siehe Abbildung 2b) besitzt das Polymerriickgrat selbst keine
biozide Wirkung, diese wird durch die antimikrobiell wirkenden Gruppen am Ende der Polymere
entfaltet. Besonders intensiv sind diese Polymere anhand von Poly(2-oxazolinen), mit
N,N-Dimethyldodecylamin als biozide Endgruppe, von der Gruppe um Tiller untersucht.’**® Die
Einfiihrung einer nicht bioziden am entgegengesetzten Ende des Polymerriickgrats befindlichen
funktionellen Gruppe, ermdglicht die Kontrolle der antimikrobiellen Aktivitit {iber mehrere
GroBenordnungen hinweg.”> * Die Anbindung abspaltbarer Endgruppen erlaubt es, schaltbare

Verbindungen, beziiglich der antimikrobiellen Aktivitit, zu generieren.”

Membran-aktive antimikrobielle Peptide
Magainin-II
= hydrophober Teil

¥

W &

hydrophiler Teil

Transfer des Allgemeine Analogie
Strukturprinzips auf in Biozide Polymere
synthetische Polymere iibertragbar
- - Struktur- hydrophobes Riickgrat
unterschied: - -
Steifigkeit des | | £
N // \\-.‘ L Riickgrats
e “
Ny |
1okl |
- M. Jn

hydrophile Seitengruppen

Abbildung 3: Schema der Struktur biozider Polymere nach dem Vorbild antimikrobieller Peptide, nach
Siedenbiedel et. al.”.

Die zweite und grofite Gruppe der bioziden Polymere, stellen die amphiphilen Polymere (AMP, siche
Abbildung 2a) dar. Dabei wirken die meisten davon dhnlich wie natiirliche, antimikrobielle Peptide
(z.B. Magainin) und besitzen analoge Strukturmotive. Das Magainin besitzt einen hydrophilen,
kationischen und einen hydrophoben Teil, welche idealerweise durch eine steifes Riickgrat

voneinander getrennt sind (siche Abbildung 3). Kationische, amphiphile Polymere lagern sich
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zundchst an die negativ-geladenen Oberfldche der Zellen an und perforieren diese dann durch die
Insertion des hydrophoben Molekiilteils. Die nach diesem Mechanismus wirkenden amphiphilen
Polymere erreichen exzellente antimikrobielle Aktivititen, da sie die Zellmembran besonders effektiv

zerstoren. >

Die Effektivitdit hingt dabei im Wesentlichen vom Molekulargewicht, der
Ladungsdichte und dem Verhéltnis der hydrophilen zu den hydrophoben Komponenten des
Makromolekiils ab.” *" ** Jedoch wirken amphiphile Polymere nicht nur gegen eine Vielzahl von
Bakterienstimmen, sondern auch gegen Siugetierzellen und sind daher als toxisch einzustufen. Dies
schrankt ihr Einsatzgebiet daher stark ein. Eine Auswahl (sieche Tabelle I) dementsprechender
reprisentativer Polymere bieten beispielsweise die Reviews von King et. al.®®, Timofeeva et. al.” und
Ganewatta et. al*>. Dabei liegen die minimal inhibierenden Konzentrationen (MIC; Konzentration bei
der 99% der bakteriellen Zellen am Wachstum gehindert werden) bei 0.21 bis zu 118 pg/mL und die
Héamokompatibilititen fiir rote Blutzellen (RBC) betragen bestenfalls ~6400 pg/mL, woraus sich
Selektivititen von bis zu >640 ergeben.®® Je grofer der Wert fiir die Selektivitit ist, desto geeigneter
ist die Verbindung im Allgemeinen fiir den Einsatz mit Saugetierzellen. Allgemein wurde
nachgewiesen, dass mit steigendem hydrophobem Charakter der Polymere auch die Hémolyse
steigt.”7"

Eine Alternative zu den meist toxischen amphiphilen Polymeren, stellt die dritte Gruppe der bioziden
Polymere dar, die hydrophilen Polykationen (siche Abbildung 2¢). Diese hydrophilen Makromolekiile

10-11, 71

mit einer hohen Ladungsdichte, haben sich ebenfalls als antimikrobiell wirksam erwiesen. Im

54, 72-73

Gegensatz zu den amphiphilen Polykationen , sollten die hydrophilen Polykationen jedoch nicht

verzweigt sein.”*’® Dabei konnen verschiedenste Gruppen wie tertidire Sulfonium-"’, tertiire

78-81 86-87 88-90

Cge . “ g - -
Pyridinium-"**', Guanidinium®*®’

, Biguanidinium-""", quartire Phosphonium- und quartére
Ammonium- Funktionen'® fiir antimikrobielle Polykationen verwendet werden.

Einen besonderes starken Anteil zur Untersuchung der antimikrobiellen Eigenschaften von
hydrophilen Polykationen sowie ihres Wirkmechanismus leistete lkeda et. al. in den 1980er und
1990er Jahren.'® '* 1819 77 79, 8692 Tpeda et. al. und Gilbert et. al. stellten fest, dass sich die
Makromolekiile immer in der Umgebung von Phosphationen der Zytoplasmamembran,
Lipopolysaccharide oder der Peptidoglykankomponenten befinden und stark mit diesen
wechselwirken.'” ** Der postulierte Mechanismus besteht aus mehreren Phasen. Zuerst erfolgt die
Adsorption des Polymers an die Zelloberflache, gefolgt von der Diffusion durch die Zellwand, Binden
an die Zytoplasmamembran, Storung der Zytoplasmamembran, Freisetzung  der
Zytoplasmabestandteile (z.B. K*, DNA, RNA) und letztendlich dem Zelltod." Diese membranaktive
Wirkungsweise wird ebenfalls fiir amphiphile, kationische Polymere beobachtet."® Grundsitzlich
wurden die Abhingigkeit der antimikrobiellen Aktivitit vom Molekulargewicht'’, GroBe der
Aggregate™, der Alkylspacerlinge’ und dem Gegenion®™ nachgewiesen. Die Aktivitit fiir quartire

Ammoniumsalze steigt dabei interessanterweise vom Monomer / Dimer < Trimer < Polymer, d.h. zu

hoheren Molekulargewichten, an.'
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Tabelle 1: Gegeniiberstellung der Zelltoxizitit und Selektivitiit polymerer und molekularer Verbindungen
nach King et. al..*® und Timofeeva et. al.”.

Struktur Beschreibung MIC [pg/mL] HC; S®  Literatur
fiir
RBC
[ng/mL]
Phenylenethynylen-  0.21 (S. aureus) 88 440 Tew et.
Br Br diammonium- al. 12
chlorid
d NH3 Cl- NH4

B0 C6-50- 6.7 (E. coli) 762 114 King et.

T Copolyoxetan 2.7 (S. aureus) 283 al.®
40/ M; =35.7 kDa 31(P. aeruginosa) 25
Ho }H X =6

oxanorbornen 12 (S. aureus) 125 et. a
(PGON)

2.5kDa

m 1-m
PhHC 8»%9,2 Polyguanidinium- 6 (E. coli) ~1500 250 Gabﬁigsl
N

Q Methacrylamid- 118 (E. coli) ~6400 >54 Palermo
. 9
\OJ'\/\S ||1-| homopolymer mit 10 (S. aureus) >640 et. al.”
N primiren Amin-
Gruppen
i n=17

HNTT y~"~~~  CSA-13 Ceragenin 1 (S. aureus, 120 120 Chin et.
(j:ﬁgi{\,\ Vancomycin 30 al.”’?
o "‘EMNHE resistent)

4 (P. aeruginosa)

o Pyridinium- 50 (E. coli) 1709 34 Sambhy

methacrylat- 30 (B. subtilis) 57 et. al.”
mln copolymer

n=50
R = Butyl-Gruppe

==+
-l

o H Methacrylat- 46 (E. coli) 1200 26 Palermo
copolymer mit et. al.”
"ok/\s g | 031

einer quartiren
Ammonium-

0
kl R Seitengruppe
—N

|

Methacrylat- 32 (E. coli) >5000 >156  Tejero et.
. 100
0 polymere mit 4 (S. aureus) >1250 al.

quartdren Thiazol- .
g Triazol 4 (P. aeruginosa) >1250

Seitenketten 4 (S. epidermidis) >1250

A (PMTA1-Bul)
s
L

a) Die Selektivitdt S wurde aus dem HC5y/MIC Verhéltnis berechnet.
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Eine besonders stark untersuchte Gruppe der antimikrobiellen, hydrophilen Polykationen sind Ionene,

71, 74

welche zu den polyquartiren Ammoniumverbindungen zahlen. Bei den lonenen befinden sich die

quartiren Ammoniumgruppen in der Hauptkette der Polymere.'” Das erste Ionen wurde 1933 von

12 Die Nomenklatur der linearen,

Gibbs et. al. aus halogenierten Alkyldimethylaminen hergestellt.
nicht-segmentierten lonene ergibt sich typischerweise aus den Methylen-Einheiten der eingesetzten
Monomere, d.h. des tertidren Amins und des Dihalogenids. Das bedeutet bei x,y-lonenen steht x fiir
die Zahl an CH, Einheiten im Diamin und y fiir Anzahl an CH, Einheiten im Dihalogenid (siche
Abbildung 2a)."”

Neben Ikeda untersuchten weitere Gruppen verschiedene Faktoren und deren Bezug auf die
biologische Aktivitit der lonene. Deren Ergebnisse sind im Folgenden zusammenfassend dargestellt.
Zelikin et. al. untersuchte fiir verschiedene aliphatische Ionene (2,4-, 2,8-, 2,10-Ionen, siche
Tabelle 2a) den Einfluss von Ladungsdichte und Polymerisationsgrades (DP =10-30) im
Zusammenhang als Gen-Transfer-Wirkstoff.'” Dabei konnte kein signifikanter Einfluss der
Ladungsdichte oder des Polymerisationsgrades auf die in vitro Zytotoxizitat fiir P388DS Makrophagen
festgestellt werden. Jedoch wurde eine Abhéngigkeit vom Typ des Polykations (primére, sekundére,
tertidre oder quartire Aminogruppe) gezeigt. Die minimale Viabilitdt von 80% im Vergleich zur
Referenz, wies auf eine geringe Zytoxizitit im Vergleich zu Polyethylenimin und Polylysin hin.

Liu et. al. beschaftigten sich mit der Synthese und Charakterisierung von verschiedenen lonenen mit
einem breiten antimikrobiellen Spektrum, aus kommerziell erhiltlichen Monomeren (siche
Tabelle 2b). Die strukturelle Variation erfolgte durch die Polyaddition von 1,4-Dichlor-p-xylol mit
aliphatischen und aromatischen a,w-Tetramethyldiaminen.” Dabei weist besonderes das 2,p-Xylol-
Ionen (M,, = 3506 g/mol) sehr gute antimikrobielle Aktivititen gegen klinisch isolierte Keime (z.B.
MRSA) mit Werten von MIC = 1.95 - 31.3 pg/mL auf. Die Bakterienreduktion betrégt fiir £. coli nach
2 min bereits 99.9999% (logio 4; am 2-MIC), fiir S. aureus nach 2 min 99.99% (log;, 2; am 4-MIC)
und fiir P. aeruginosa nach 10 min 99.99% (log;o 2; am 13-MIC), was eine effiziente und schnelle
Toétung der Keime beweist. Im Hinblick auf klinische Anwendungen zeigt das 2,p-Xylol-lonen >80%
Zellviabilitdt nach 2 min (c = 500 pg/mL) und eine Freisetzung von <10% Lactatdehydrogenase nach
1 Stunde fiir menschliche, dermale Fibroblasten (HDF). Dies stellt eine exzellente Biokompatibilitit
gegeniiber HDFs dar. Ausgehend von noch eher hydrophilen 2,p-Xylol-lonen (MICg ;= 7.8,
MICs aureus = 3.9, MICp, aeruginosa = 7.8, HCso = >5000 ng/mL) hin zu hydrophoberen p-Xylol,p-Xylol-
Tonen (MICg ¢ = 31.3, MICs qureus = 7.8, MICp aeruginosa = 250, HCsp = 188 pg/mL), sinkt sowohl die
Hamokompatibilitét als auch die antimikrobielle Aktivitét.

Die Untersuchungen der Ladungsdichte und Hydrophobie von lonenen (siehe Tabelle 2b) auf Hefe-
Protoplasten von Narita et. al. ergab, dass die Ionene mit lingeren hydrophoben Segmenten, aber
niedrigeren Ladungsdichten, gegeniiber den lonenen mit hoheren Ladungsdichten, eine hohere biozide
Aktivitit aufweisen.'” "% Daraus wurde geschlossen, dass die Hydrophobie der dominantere Faktor

ist. Ebenso konnte Zheng et. al. durch die Synthese Kamm-ahnlicher Ionene (siehe Tabelle 2d), durch

10
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Variation verschiedener Alkylketten (C, bis C;g) als Seitengruppen zeigen, dass die antimikrobielle
Aktivitit von der hydrophoben-hydrophilen Balance im Ionen abhingig ist.'”” Die antimikrobielle
Aktivitdt gegen E. coli reichte von MIC= 7.8 bis 250 ug/mL, wobei die Spezies mit der
Cs-Alyklseitenkette die hochste Aktivitit aufweist.

Tabelle 2: Allgemeine Ubersicht verschiedener literaturbekannter Ionene und deren antimikrobieller
Aktivitit (ggf. auch Himokompatibilitit). Verbindungstyp: a) x,y-Ionene'’; b) x,X-Ionene'" '* %6 1%. ¢)
Ionene mit verschiedenen Orientierungen der aromatischen Einheit'”’; d) Kamm-ihnliche Ionene'’; e)

Alkyloxy-Tonene'"’.

Verbindungst Spezies MIC [pg/mL] Literatur
gstyp p

a) x,y-lonene 6,6-Ionen 66-100 (E. coli) Ikeda et.
10
10-33 (S. aureus) al.

|+87 lar
)[/lif'\[\']/l"ll"Br 66-100 (P. aeruginosa)
X vd,

x=2, 3, 6 oder 12
y=3,4 6,8, 100cder 12

b) x,X-Ionene Xylol,Xylol-Ionen 66-100 (E. coli) Ikeda et.
i i 10-33 (S. aureus) al. '’
,[/'%‘i[v]/"lkm 100-330 (P. aeruginosa)
X n
%= 2, 3, 8, 12 oder Aromat 2,p-Xylol-lonen 7.8 (E. coli)
3.9 (S. aureus) Lli% et.

7.8 (P. aeruginosa)
>5000 (HCs fiir RBC)

¢) lonene mit verschiedenen Orientierungen der R= Mayr et.
aromatischen Einheit x=2,3,4,6 ~820-16000 (E. coli) al. 109
@ (RBC-Lyse 0.25-13% bei
N N ~4000-16000 pg/mL)
H H R
rtho-, meta-, - n
oro-, meta- par DABCO ~5700-16000 (E. coli)
loa LT i ¢l (RBC-Lyse 8-31% bei
R= ’[/T\H/'f oder +\_1qu' ~4000-16000 pg/mL)
x
x=2,3,4,6 DABCO
d) Kamm-ghnliche Ionene x=6 Zheng et.
107
p!‘.CI_ |_.c|' OH R OH R= C2H5 625 (E COZZ) al'
I\H/T\A/'\/\/ R = C,Ho 7.8 (E. coli)
X h R= C6H13 31.2 (E COli)
x=6 R= C12H25 62.5 (E COli)
R= CyHs, C4Ha, CeHia. CizHas. CigHar R = CysHy, 250 (E. coli)
e) Alkyloxy-lonene x=2,4,5,6,10, Mattheis
110
R R 12 ~6.25-8.75 (E. coli) et. al.
E'*\'H,i*ﬂ’ R = CH; ~800-1000 (E. coli)
x n R =CyHy ~250 (E. coli)
=2, 4,5,6, 10 oder 12 R=CeHy; 10-15 (E. coli)
R= CHa, C4Hg, CgHia, CeHir R =CgH,,
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Mayr et. al. untersuchten durch den Einsatz verschiedener N,N'-(p-phenylene)dibenzamide (ortho,
meta, para) und verschiedener Diamine (C,, C;, C4, Cs und 1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan (DABCO))
als zweites Hauptkettenelement im lonen (siehe Tabelle 2c), den strukturellen und topologischen
Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitdt (MIC) gegen E. coli und die hdmolytische Aktivitét fiir
RBC."” Die Verbindungen besitzen 7 - 14 Wiederholungseinheiten und eine Polydispersitit von
2.1-57. Die Ionene welche DABCO (1.4-1.8 pmol/mL) oder ortho-Verbindungen
(0.8 - 2.0 pmol/mL) enthalten, besitzen im Allgemeinen einen hoheren MIC-Wert. Die besten MIC-
Werte zeigen die Verbindungen mit C;-Alkylspacer (0.2 - 0.9 pmol/mL = ~819-3600 pg/mL). Als am
wenigstens hdmotoxisch erweisen sich die Meta-Topologien mit C, bis Cq Alkylspacern (Lyse < 2%
bei ~16000 pg/mL), wohingegen die DABCO haltigen Polymere Lysen von bis 31% besitzen. Die
Selektivititen der Verbindungen liegen bei maximal 20.

Mattheis et. al. untersuchten anhand von Alkoxyethylammonium-lonenen (sieche Tabelle 2e) den
Einfluss verschiedener Alkylspacer in der Hauptkette zwischen den quartiren Ammonium-
Funktionen, verschiedener Alkylseitengruppen am quartiren Stickstoff sowie verschiedener
Gegenionen.'"” Dabei wurde kein signifikanter Einfluss zwischen 4 bis 12 Methyleinheiten in der
Hauptkette, beziiglich der antimikrobiellen Aktivitdt gegen E. coli festgestellt. Ferner zeigt die
Variation der Seitengruppen am quartdren Stickstoff, von Methyl- bis hin zu Oktyl-Gruppen, eine
deutliche Verringerung der antimikrobiellen Aktivitit. Beziiglich des Gegenions (Hydroxid, Phosphat,
Bromid) wird meist nur einer kleiner Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitit nachgewiesen, wobei
jedoch das Hydroxid zu einer Verschlechterung fiihrt. Dagegen besitzen Verbindungen mit Hydroxid
als Gegenion, eine um zwei Grdofenordnungen geringere Zytoxizitidt fir L.929 Mausfibroblasten
(ICs0(6,0-PI-1) = 466 pg/mL), als die analogen Verbindungen mit Bromid oder Phosphat als
Gegenion.

Vorarbeiten am Lehrstuhl fiir Biomaterialien und Polymerwissenschaften von J. Kiipper (06-2011),
Kracke (12-2011) und J. Wenners (2013), beschéftigen sich gezielt mit der Untersuchung des
hydrophilen  Poly[(((dimethylimino)-propan-1,3-)((dimethyliminio)-2-buten-1,4-))diyl ~ dibromid]
(3.,4en-lonen; PBI,) und kamen dabei zu einer Reihe sehr interessanter Ergebnisse. Diese prasentieren
die hydrophilen Polykationen als eigenstéindige und wenig himotoxische Gruppe von antimikrobiellen
Polymeren. J. Kiipper''' synthetisierte und untersuchte in seiner Diplomarbeit 4en,4en-Ionen und PBI,
siche Abbildung 4). Auf Basis der antimikrobiellen und hdmolytischen Charakterisierung, wurde an
Hand der hohen erzielten Selektivitiaten des PBI,, (Sg coii = 320, Ss aureus = 320, Ss. mutans = 640) das hohe

Potential des Polymers identifiziert.
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ér |+ |+ |+ |+
N ON AN A~E
n n n
4en,den-Ionen 6,6-Tonen 3,4en-Tonen

Abbildung 4: Chemische Strukturen und Benennung der Ionene (Poly[dimethyliminio)-2-buten-1,4-diyl
bromid) (4en,4en-Ionen)); Poly[dimethyliminio)-hexan-1,6-diylbromid] (6,6-Tonen);
Poly[(((dimethylimino)-propan-1,3-)((dimethyliminio)-2-buten-1,4-))diyl dibromid] (3,4en-Ionen; PBI,).

Die folgende Diplomarbeit von J. Kracke'® fokussierte sich besonders auf die Untersuchung des
antimikrobiellen Potential von PBI. Dabei wurden durch detaillierte MIC-Tests, die genauen
antimikrobiellen Wirksamkeiten des Polymers fiir verschiedene Gram-positive und Gram-negative
Bakterienstimme analysiert (siche Tabelle 3). PBI, besitzt eine sehr breite Aktivitit im Bereich von
2 ug/mL fiir S. epidermidis bis zu 55 ng/mL P. aeruginosa. Im Allgemeinen besitzt PBI, eine hohere
antimikrobielle Aktivitat fiir Gram-positive als fiir Gram-negative Bakterienstimme. Verfiigt aber

12 . . . .
l. gegeniiber allen untersuchten Keimen, eine mindestens ,,sehr gute*

nach Fortuniak et. a
antimikrobielle Aktivitit. Der HCso-Wert flir rote Schweineblutzellen (RBC), als Mal} fiir die
Hamokompatibilitét, liegt bei beachtlichen 40000 pg/mL, was exzellent ist. Die aus HCsy- und MIC-
Werten berechneten Selektivititen (siche Tabelle 3) von >700 fir S. epidermidis bis zu >20000 fiir
P. aeruginosa, machen dieses Polymer zu dem am selektivsten (in Bezug auf RBC) verdffentlichten
Polyquaternium-Makromolekiil. Die hochsten Selektivitdten Biozider Polymere in der Literatur, liegen
bei Sg o = >54"°, 114%, 250%, S sreus = 283%°, 440%°, >1250"" Sp soruginesa = 25%°, 30”7, >1250"'* und

_ 98
SB. subtilis — ST

Tabelle 3: MIC Werte und Selektivititen (S = HCs/MIC) von PBI, gegen die verschiedenen
Bakterienstimme Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans (S. mutans), Bacillus subtilis (B. subtilis), Lactobacillus casei (L. casei) und
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). "°

Bakterienstamm Gram Firbung MIC ® [pug/mL] s
S. epidermidis + 2 >20000
B. subtilis + 10 >4000

L. casei + 10 >4000
S. mutans + 18 >2000
S. aureus + 35 >1000
E. coli - 40 >1000

P. aeruginosa - 55 >700

a) Die Werte wurden mindestens doppelt bestimmt und zeigten in allen Féllen eine vollstdndige Reproduzierbarkeit. Jedoch
liegt der wahre MIC zwischen dem angegebenen Wert und der halben Konzentration. Der MIC wurde durch zusitzliche
Tests durch Erniedrigung der PBI, Konzentration, in 5 pg/mL Schritten fiir E. coli, P. aeruginosa, und S. aureus und
8 ng/mL Schritten fiir S. mutans, ausgehend von 20 pg/mL, bestimmt. Fir die Stimme B. subtilis und L. casei wurden
2 pg/mL Schritte ausgehend von 6 pg/mL gemacht. Fiir S. epidermidis wurden 1 pg/mL Schritte ausgehend von 1 pg/mL
gemacht. b) Die Selektivitit wurde aus dem HC5o/MIC Verhiltnis berechnet.

Die Synthese und Charakterisierung der literaturbekannten 4en,4en- und 6,6-Ionene, zeigte zudem,

dass die Variation der Alkylgruppen in der Hauptkette von Propyl zu Hexyl keinen signifikanten
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Unterschied in der biologischen Aktivitit bewirkt (siche Tabelle 4)." Dass die Membran roter
Blutzellen selbst bei einer Konzentration von 40000 pg/mL nicht beeintrdchtigt wird und dennoch
mindestens gute MIC-Werte vorliegen, beweist die hohe Selektivitit dieser Polymere. Damit wird der
vorgeschlagene Mechanismus der Membranaktivitit'® fiir hydrophile Polykationen in Frage gestellt.
Die hohen Selektivititen dieser hydrophilen Polykationen machen diese Polymere zu Kandidaten einer

neuen Klasse von antimikrobiellen Polymeren.

Tabelle 4: Antimikrobielle und himolytische Aktivitiit verschiedener Ionene."’

Polymer » MIC ® [ug/mL] s HCs,®

E. coli S. aureus E. coli S. aureus [ng/mL]

4en,4en-lonen 80 40 >500 >1000 > 40000

6,6-Ionen 40 40 >1000 >1000 > 40000
6,6-Ionen '* 100 - 330 33 - 66 - - -

3,4en-Ionen (PBL,) 40° 359 >1000 >1142 > 40000

a) Mit GroBenausschlusschromatographie (GPC) wurden Molekulargewichte von M, 8000-16000 und Polydispersititen
PDI = 1.6-2.0 ermittelt b) Die Werte wurden mindestens doppelt bestimmt und zeigten in allen Fillen eine vollstdndige
Reproduzierbarkeit. Jedoch liegt der wahre MIC zwischen dem angegebenen Wert und der halben Konzentration. ¢) Die
Selektivitit S wurde aus dem HCsy/MIC Verhdltnis berechnet. d) Die Lyse der roten Schweineblutzellen war bei allen
angegebenen Polymerkonzentrationen <1%. e) Der MIC wurde durch zuséitzliche Tests durch Erniedrigung der PBI,
Konzentration, in 5 pg/mL Schritten, ausgehend von 20 pg/mL, bestimmt.

AuBerdem untersuchte J. Kracke PBI, hinsichtlich seiner Tétungseffizienz und -rate. Die bestimmten
logio-Reduktionen (siehe Tabelle 5) zeigen dabei, dass selbst beim MIC-Wert, mehr als 99.9% der

Bakterien abgetotet wurden. Das bedeutet, dass der MIC-Wert der minimalen bakteriziden

Konzentration (MBC, engl. minimal bactericidal concentration) entspricht.

Tabelle 5: LOG-Reduktion der Kolonie bildenden Einheiten (CFUs, engl. colony forming units) von PBI,
fiir verschiedene Konzentrationen. Der Test wurde mit einer Bakterienstartkonzentration von
10* CFU/mL in Nihrmedium durchgefiihrt. Nach der Inkubation bei 37 °C fiir 24h, wurde das Medium
10-fach in Nihrmedium verdiinnt und die CFUs wurden mittels Plattenziihlung ermittelt.'®

Bakterienstamm ¢ (PBI,) [pg/mL] Bakterien Reduktion MBC
[logo cfu/mL] [ng/mL]

E. coli MIC 40 4 40
2-MIC 80 4
4-MIC 160 >6

S. aureus MIC 35 4 35
2-MIC 70 5
4-MIC 140 >6

S. mutans MIC 18 4 18
2-MIC 36 4
4-MIC 72 6
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Bemerkenswert ist zudem, dass PBI innerhalb einer Minute die Zahl der Bakterien (E. coli, S. aureus,
S. mutans) um mehr als 99.99% reduziert (siche Abbildung 5). Nach nur 10 min liegt die
logio-Reduktion beim MIC, fiir alle Bakterienstimme, bei 6 oder hoher. Dagegen weisen vergleichbare
antimikrobielle Verbindungen in der Literatur, mit MIC-Werten von <100 pg/mL, nur selten

Tétungsgeschwindigkeiten von weniger als 30 min auf.”® 5!

Bakterienreduktion
[log10 cfu/mL]
[§=] (%] =, n (@) |

—

o

1 min 10 min
Kontaktzeit

BE. coli WS aureus WS mutans

Abbildung 5: logy-Reduktion verschiedener Bakterienstimme in PBS nach 1 min und 10 min Kontaktzeit
fiir den jeweiligen MIC von PBI,,.'""’

Neben der ausfiihrlichen antimikrobiellen Charakterisierung von PBI,, untersuchte F. Kracke zudem
die Terminierung von PBI, mit verschiedenen priméren und tertidiren Aminverbindungen, um Alkyl-,
Amin-, Hydroxy- oder Methacrylat-Endgruppen zu erzeugen. Besonders auffillig war dabei der
Abbau des PBI,, welcher vor allem bei der Umsetzung mit primidren Aminverbindungen stattfand.
F. Kracke stellte zudem die Hypothese einer Abhéngigkeit der antimikrobiellen Aktivitit von dem
Molekulargewicht und den Endgruppen von PBI,, auf.

J. Wenners untersuchte systematisch in ihrer Diplomarbeit den Einfluss des Molekulargewichts und
der Endgruppen von PBI auf die antimikrobielle und hamolytische Aktivitit.* Durch beidseitige
Monomeraddition wurden PBI-Oligomere mit beidseitigen Amin- oder Brom-Endgruppen
synthetisiert. Zudem wurden durch einseitige Monomeraddition PBI-Oligomere synthetisiert, die auf
der einen Seite eine Alkyl-Modifizierung (Butyl bzw. Dodecyl) und auf der entgegengesetzten Seite
eine Brom- oder Amin-Endgruppe besaBlen. Dabei konnte eine Zunahme der antimikrobiellen
Aktivitdit mit dem Molekulargewicht, ein Einfluss der Endgruppen auf die Aktivitit und eine
bakterienspezifische Wirkung identifiziert werden. Aufgrund des hohen Anteils (~30%) an dimeren
Verbindungen und Ringstrukturen innerhalb der Synthese, ergaben sich schon friihzeitig hohe

Molekulargewichte. Durch den hohen Nebenproduktanteil war eine enge Molmassenverteilung,
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welche fiir die Evaluation der Struktur-Eigenschafts-Beziehungen wichtig ist, nicht gegeben. Aus

diesem Grund war eine weitere Optimierung der Synthesebedingungen von essentieller Bedeutung.

Die untersuchten Ionene zeichnen sich durch ihr breites antimikrobielles Anwendungsspektrum gegen
Gram-positive und Gram-negative Bakterienstimme aus, welche sie zudem besonders schnell toten.
Zudem besitzen sie exzellente Himokompatibilitidten gegeniiber RBC, welche bislang jedoch kaum
erforscht sind. Gleiches gilt fiir die Untersuchung des Einflusses des Molekulargewichts und
definierter Endgruppen hinsichtlich der Wirkung auf die biologischen Eigenschaften. Ein umfassendes
Verstindnis der Struktur-Eigenschafts-Beziehungen ist fiir die gezielte Entwicklung der
antimikrobiellen, hydrophilen Polykationen fiir neue Anwendungsgebiete entscheidend, um so eine

Alternative zu den allgemein hamotoxischen amphiphilen Polymeren zu etablieren.
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2.2 Antimikrobielle Oberfléichen und Materialien

Weltweit stellen bakterielle Infektionen die am weitesten verbreitete Todesursache dar.' In der
Europdischen Union (EU) erleiden ~4 Millionen Patienten jéhrlich eine medizinisch-assoziierte
Infektion (HAI), von denen rund 37000 Patienten in unmittelbarer Folge sterben.”””> In den USA
sterben 11.5% der Patienten wéahrend ihres Krankenhausaufenthalts an den Auswirkungen von
Infektionen.”’ Neben der Ubertragung der Keime iiber die Luft oder Fliissigkeiten, stellt der Kontakt
mit Oberflichen einen weiteren potentiellen Ubertragungsweg dar. Die Einfiihrung von Implantaten
wiahrend einer Operation ist permanent mit einem Infektionsrisiko verbunden. Das Implantat selbst
oder medizinische Gerite, auf deren Oberflichen Bakterien anhaften oder sich vermehren, konnen
diese verursachen. Von insgesamt 15000 gemeldeten HAIs waren 19.6% chirurgische Infektionen.'®
Die Zahl der durch Katheter verursachte Infektionen betrug in den USA 80000 jahrlich.'” Die
Reizung des Auges, beim Tragen von Kontaktlinsen, stellt ebenso ein erstes Anzeichen einer
bakteriellen Infektion dar.'™ Haben sich Mikroorganismen erst einmal auf einer Oberfliche
angelagert, so konnen sich diese meist ungehindert verbreiten und bilden in der nichsten Stufe eine
extrazellulire Polysaccharid-Matrix, den sogenannten Biofilm, welcher die Zellen in sich einbettet.'*'
Diese Matrix ist um ein Vielfaches resistenter gegen Antibiotika und Desinfektionsmittel, als der
Keim selbst, und kann nur schwer wieder entfernt werden.'”*'** Aus diesem Grund ist es besonders
wichtig, die erste Anlagerung von Mikroorganismen zu unterbinden oder diese an der Ausbreitung zu
hindern.”® Um die Anlagerung und Ausbereitung von Mikroorganismen zu hemmen, gibt es zwei
grundsitzliche Strategien, dazu st6ft die Oberfliche entweder die Mikroorganismen ab oder sie totet

die Bakterien.

abweisend abtotend

VR

'

sterische elektrostatische geringe Biozid kontaktaktiv-
Abstofiung Abstofiung Oberflichenenergie Freisetzung antimikrobiell

Abbildung 6: Allgemeine Strategien fiir antimikrobielle Oberflichen, nach Siedenbiedel et. al.”.

Das AbstoBen von Mikroorganismen, d.h. die Vermeidung der Proteinadhdsion, kann auf
unterschiedliche Arten erfolgen (siche Abbildung 6). Eine sehr verbreitete Variante besteht in der
Modifizierung der Oberflidche mit Polyethylenglycol (PEG), welche durch geringe Wechselwirkungen
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mit den Mikroorganismen deren Adhdsion hemmt.*® '>*'** Des Weiteren kann durch Modifizierung
der Oberflidche mit Polymeren, welche negative Ladungen tragen, eine AbstoBung von Bakterien mit

ihrer negativen Zelloberfliche bewirkt werden.'®

Dafiir eignen sich eine Vielzahl von natiirlichen
(z.B. Alginat, Albumin) und synthetischen Polymeren, sowie Polymerblends.” ** '*” Zudem werden
Mikroorganismen von ultrahydrophoben Oberflichen mit besonders geringen Oberfldchenenergien
abgewiesen.” '** Solche Oberflichen konnen durch die Beschichtung oder Modifizierung mit
ultrahydrophoben Polymeren, wie z.B. Poly(methylpropenoxyfluoralkylsiloxan),

2 und Poly(fluortrimethoxysilan)'*, hergestellt werden.” Park et. al. zeigte, dass

Poly(perfluoracrylat)
eine Kombination mehrerer Strategien, z.B. aus einer PEG-Alkylierung und negativen Ladungen, eine
hohere Effektivitit als eine der Strategien allein bewirkt."”' Eine entsprechende Kombination der
beiden Modifikationen auf Kollagen kann sogar dazu genutzt werden, die Bakterien-Adhédsion von
S. aureus um das Fiinffache zu reduzieren, aber Siugetierzellen die Adhision zu ermoglichen.'”

Die Adhédsion von Zellen an Oberflichen hingt zum einen von der Oberfliche (z.B. Porositit,
Rauigkeit, Hydrophobizitit, Hydrophilitdit, Ladungen) selbst und dem Organismus (z.B.
Saugetierzellen, Bakterien, Gram-Spezies, Form, Stamm, Oberflichenenergie), d.h. ob dieser ein
hydrophileres oder hydrophoberes AuBeres besitzt, ab.'”’ Zum anderen spielen die
Umgebungsfaktoren (z.B. Medium, Elektrolyte, pH, Temperatur, Bewegung) eine wichtige Rolle bei
der Adhision, so dass es sich um sehr komplexe Vorgénge handelt.> **"** Eine gute Ubersicht von
Methoden zur Untersuchung der Adhision von Bakterien zeigt An et. al."’.

Als zweite Strategie zur Generierung von antimikrobiellen Oberfléchen kann die Abtdtung von
Mikroorganismen genutzt werden. Dabei wird die Ausbreitung von Keimen aktiv verhindert. Die
Abtdtung kann durch Freisetzung von Bioziden oder durch Kontakt (Kontaktaktivitit) mit einer Biozid
wirkenden Oberfliche erfolgen.”

Mittlerweile gibt es unzihlige Beispiele fiir freisetzende, antimikrobielle Oberfldchen und Materialien

in der Literatur.”**” Bei den freigesetzten Bioziden handelt es sich unter anderem um quartire

- - 7 138 Qi lhars o127, 139-141 142 143-
Ammoniumverbindungen’’, Iod *°, Silberionen und -nanopartikel”” , Hypochlorit ™, Triclosan

146 147-149

14 Stickstoffmonoxid'”, antimikrobielle Peptide'*® oder Antibiotika . Die Freisetzung kann

kontrolliert, induziert oder katalysiert erfolgen.”’
Einen groflen Bereich stellen dabei Biomaterialien fiir den medizinischen Sektor dar. Zahlreiche
Biozide und Antibiotika werden aus Implantatmaterialien freigesetzt."”’ Zudem liegen biologisch

abbaubare antimikrobielle Implantatmaterialien derzeit im Schwerpunkt der Forschung.'>''™

AuBerdem werden sie fiir die Behandlung von Hautinfektionen'”” und als Wundverbinde™ in
Betracht gezogen. Dabei sind auch Freisetzungssysteme bekannt, die {iber einen ldngeren Zeitraum
aktiv sind, wobei es sich oft um Silber-haltige Materialien handelt."”*"*" Zumbuehl et. al. publizierte
ein antimykotisches Dextranhydrogel, beladen mit Amphotericin B, das Pilze (Candida albicans)

innerhalb eines 2 stiindigen Kontakts totet und mindestens 53 Tage lang biologisch aktiv bleibt.'*®
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Vor kurzem verdffentlichte Zhang et. al. ein antimikrobielles, kationisches Hydrogel, dies basierte auf
einem Methacrylsédureanhydrid funktionalisierten Poly(hexamethylenguanidin)hydrochlorid, welches
photochemisch mit Acrylamid, unter Verwendung von o-Ketoglutarsiure, polymerisiert wurde."’
Dieses Freisetzungssystem ist nach einem Monat waschen, mit téglichen Wasserwechseln, noch aktiv
gegen E. coli und S. aureus. Die Hydrogele zeigen dabei eine gute Biokompatibilitit, mit <10% Lyse
fiir hRBC und >75% Viabilitét fiir HeLa-Zellen.

Fiir die Entfaltung der antimikrobiellen Wirkung ist die Konzentration des Biozids an der Oberflache
und mit zunehmenden Abstand vom Material von entscheidender Bedeutung (siche Abbildung 7). Die
Konzentration héngt dabei von der Diffusionsrate des Biozids aus dem Material ab. Der Bereich, in
dem die Konzentration des Biozids oberhalb der minimalen, bioziden Konzentration (MBC, 99.9%
aller Bakterien werden abgetotet) liegt, wird als ,,Killzone* bezeichnet. Der Bereich in dem
mindestens die minimale inhibierende Konzentration (MIC, 99% aller Bakterien werden am

Wachstum gehindert) vorhanden ist, wird ,,Inhibierungszone* genannt.”” '**

S\ /N

Inhlblerungszone

Abbildung 7: Schema der Oberflichenfreisetzung eines mit Biozid beladenen Materials, nach Krumm et.

al.'®®,

Bei den meisten Freisetzungssystemen, handelt es um sich verarmende Systeme, welche frither oder
spiter ihre antimikrobielle Wirkung verlieren. Alternativen dazu stellen Systeme dar, welche
katalytisch erzeugte Biozide dauerhaft freisetzen. Dies kann z.B. durch photokatalytische Bildung von
Hydroxylradikalen aus TiO,-Beschichtungen'’, Bildung von Singulettsauerstoff aus Luftsauerstoff

160

unter Nutzen von Photosensibilisatoren und Licht Bildung von Superoxid aus mit

Organoselenverbindungen katalysierter Oxidation von Thiolen'®" oder enzymkatalysierte Bildung von

' erfolgen. Der Nachteil von antimikrobiellen

Wasserstoffperoxid durch Oxidation von Zuckern
Materialien mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist, dass der direkte Kontakt mit Gewebe kritisch

ist, da ROS nicht zellselektiv sind. All diese Systeme bendétigten zudem einen Energieeintrag, um ihre
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antimikrobielle Aktivitit zu entfalten. Ein weiterer groBer Nachteil von Freisetzungssystemen ist, dass
die freigesetzten Biozide die Bildung von Resistenzen fordern.

Kontaktaktive Oberflichen und Materialien haben den Vorteil, dass sie eine dauerhafte,
antimikrobielle Aktivitit besitzen, die Resistenzbildung’' nicht fordern und die Umwelt nicht mit

Bioziden kontaminieren.'®

Die Abtétung der Mikroorganismen erfolgt jedoch nicht so schnell wie bei
freisetzenden Materialien. Bei den meisten Materialien werden die antimikrobiellen, kontaktaktiven
Eigenschaften durch eine nachtrigliche Oberflichenmodifizierung erhalten. Dies kann durch

«c164-165

Aufpfropfen von zumeist kationischen Bioziden mittels ,,grafting-from oder antimikrobiellen

Polymeren mittels ,grafting to“', Beschichtung durch Plasmapolymerisation von z.B.

Diallyldimetyhlammoniumchlorid'®’, der Beschichtung von wasserunloslichen bioziden Polymeren

168-171 172

aus Losung oder Suspension’ oder Aufbringen von Polyelektrolyt-Multilayern von

Polyanionen und antimikrobiellen polykationischen Polymeren nach dem Layer by Layer Verfahren®”
' erfolgen. Eine groBe Ubersicht fiir antimikrobielle Oberflichenmodifizierungen bieten
beispielsweise die Veroffentlichen von Kaur et. al.'” Ferreira et. al.'”, Campoccia et. al.”” und
Tiller et. al.””™

Die Wirkungsweise von antimikrobiellen, kontaktaktiven Oberflachen und Materialien ist bis heute
nicht komplett geklért, sodass verschiedene Mechanismen diskutiert werden. Eine Theorie vermutet,
dass die asymmetrischen Zellmembranen der Bakterien durch elektrochemische Potentiale gestort
werden.'”® Dagegen geht der polymere Spacereffekt von einer Perforation der zytoplasmatischen
Membran bei der Adhision, durch lange Polymerketten mit bioziden Gruppen, aus.'** Zudem wird das
Herausziechen  von  negativ  geladenen  Phospholipiden, durch  hydrophobe  biozide
Ammoniumverbindungen, aus der Zellmembran diskutiert.'”” Als weitere Theorie wird fiir Gram-
positive Bakterienzellen der Austausch von essentiellen Calciumionen mit der kationischen
Oberflichen oder der Entfernung von Liposacchariden ausgegangen.” Fiir Gram-positive Zellwinde
wird die Diffusion von negativ geladenen Teichonséduren, ein damit verbundener Abbau der Zellwand,

zur Oberfliche vermutet.'”

Des Weiteren wird postuliert, dass eine starke Deformation von Gram-
positiven Bakterien, durch die Adhéision am hydrophoben Teil der antimikrobiellen Verbindungen,
ebenfalls zum Tod der Zellen fithren kann.'” Alle Mechanismen haben dabei die Wechselwirkung, der
positiven Ladungen der antimikrobiellen Oberflichen mit der Bakterienzellwand gemeinsam.

Die Ausstattung von Materialien mit kontaktaktiven antimikrobiellen Eigenschaften wird in den
meisten Féllen durch eine Modifikation der Oberfliche erreicht, nur wenige sind intrinsisch

antimikrobiell.” Besitzt die Oberfliche Defekte (>1 pum, der GroBe von S. aureus'’

) welche bei der
Modifikation oder durch Beschédigung erzeugt werden, so ist diese nicht mehr komplett vor einem
Bakterienbefall geschiitzt. Aus diesem Grund ist die Herstellung von langzeitaktiven, intrinsisch
antimikrobiellen Materialien von grof3er Bedeutung.

Ein Weg dies zu erreichen, ist das Mischen des Grundmaterials mit antimikrobiellen Polymeren.”

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Polymernetzwerken als kontaktaktive
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antimikrobielle Materialien fiir Dentalharze™ '*'"'® Verbundharze fiir die klinische Anwendungen'®,
Fasern'®, biokompatible Polymerbeschichtungen'®"*’, Katheter'”’, Membranen'® und zur

'8 Neben einfachen Polymernetzwerken, in denen alle Komponenten Teil eines

Wasserdesinfektion
Netzwerks sind, stellen interpenetrierende Netzwerke (IPN) eine weitere Alternative dar. Unter IPN
werden, sich gegenseitig durchdringende Netzwerke von Polymeren verstanden. Dabei kann es sich
um chemisch identische oder verschiedene Strukturen handeln, wobei jede kovalent oder nicht
kovalent verkniipft ist."”” IPN-Hydrogele bieten gegeniiber Einfachnetzwerken meist eine hohere
Steifigkeit und Zahigkeit, sowie besser kontrollierbare physikalische Eigenschaften.'”’"*® Durch ihre
einzigartigen Eigenschaften werden IPN vermehrt fiir den medizinischen Bereich hergestellt.'*' "> 1*

Die meisten kontaktaktiven Materialien sind jedoch in Wasser kaum quellbar. Allerdings erfordern
zahlreiche Anwendungen fiir Biomaterialien die Verwendung von Hydrogelen. Letztere haben
einzigartige Eigenschaften wie Schockabsorption, geringe Gleitreibung, Reizempfindlichkeit und

195

Quellung."” Dies macht sie fiir verschiedenste Gebiete der Medizin besonders interessant.'”*"*® Zum

186, 188 1199 188, 190

Beispiel fiir Gewebeziichtung! I kiinstlichen Knorpel'”, Knorpelregeneration! | Implantate

199

fir das Unterhautgewebe'”, Material zur Hornhautreparatur'®, Dichtstoffe fiir Wunden und

200202 Depots zur Arzneimittelabgabe®”, Wundbehandlung™” >, kiinstliche

chirurgische Zwecke
Muskeln® *** und Gewebereparatur™”. Die Bedeutung der antimikrobiellen aktiven Hydrogele wird
in Ubersichten von Cabral*”, Rodriguez-Hernandez™”’, Ng et. al. **® und Malmsten®” diskutiert.

Ein kontaktaktives Material sollte auch nach einer intensiven Waschung von mindestens 1-2 Tagen
noch eine antimikrobielle Aktivitdt aufweisen. Waschversuche oder systematische Untersuchungen
sind nur in wenigen Veroffentlichungen zu finden, sodass eine kontaktaktive Wirkung nur selten
wirklich bewiesen wird. Unter diesem Gesichtspunkt lassen sich nur wenige, im Folgenden genannte,
Beispiele fiir kontaktaktive Hydrogele in der Literatur finden, die einer strengeren Betrachtung
standhalten.

Liu et. al. veroffentlichte ein in sito gebildetes antimikrobielles, antifouling Hydrogel als Beschichtung
fir Implantate, wie zB. Katheter.”'® Abgeleitet von Polycarbonat ist das Polymergeriist mit
quaterndren Ammoniumgruppen und Poly(ethylenglykol) modifiziert und iiber 14 Tagen aktiv, ohne
das eine Hemmzone im Agar-Platten-Assay sichtbar ist. Das Hydrogel besitzt gute antimikrobielle
Aktivititen, mit einer Keimreduktion von mehr als 99.9% nach 8 h Kontaktzeit, fiir die
Bakterienstimme Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA), Vancomycin-resistenten enterococcus
(VRE), 4. baumannii sowie den Pilz C. neoformans. Nach 12 Tagen betrdgt die Bakterienreduktion
fiir S. aureus immer noch mehr als 99.4%. Die Lyse fiir rote Blutkorperchen von Raten, liegt fiir die
untersuchten Gele zwischen ~2-14%.

Ein B-Hairpin-Peptid-Hydrogel, basierend auf einem selbstorganisierenden Geriist aus dem Peptid
MAXI1, wurde von Salick et al. al. publiziert, um potentielle Infektionen auf sauberen Oberfldchen zu
hemmen oder infizierte Stellen zu versorgen, bei denen bakterielle Zellen durch Kontakt dann getotet
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werden konnen. Es wurde eine breite antimikrobielle Aktivitdt, gegen E. coli, K. pneumoniae,
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S. aureus, S. epidermidis und S. pyogenes, nachgewiesen. Die Lyse fiir menschliche Erythrozyten liegt
bei ~5% im live/dead Assay und es ist keine Toxizitdt fiir mesenchymale Stammzellen vorhanden.
Nach dem Auswaschen von nicht gebundenem Peptid ist keine Freisetzung mehr mittels HPLC
detektier bar.

Giano et. al. berichteten iiber ein mittels Spritze injizierbares inhdrentes, antibakterielles, bioadhisives
Hydrogel. Es wird durch Mischen von Polydextranaldehyd- und verzweigten Polyethylenimin-

Losungen hergestellt.>”

Dieses Klebstoffsystem fiir Wundfiill-Anwendungen, verhalt sich schonend
gegeniiber menschlichen Erythrozyten (hRBC Lyse <5%), und totet S. aureus sowie E coli. Die
antimikrobielle Aktivitdt sinkt mit steigendem PEI Gehalt (3.5-10.3 wt%) im Hydrogel. In den
genannten Féllen sind die antimikrobiellen Gruppen Teil der funktionellen Struktur der Gele und
definieren ihre Eigenschaften.

Nach der Idee und Herstellung solcher Materialien, besteht die groBte Herausforderung darin, die
wirkliche antimikrobielle Wirkungsweise (Freisetzung vs. Kontaktaktivitit) des Materials
nachzuweisen. So schlagen typische Versuche eine Kontaktaktivitit fiir Silber- oder
Silbernanopartikelbeschichtungen vor, obwohl sie auf der Freisetzung von Silberionen basieren.
Studien zeigen, dass eine Beschichtung, welche eine ausreichende Menge an Silberionen freisetzt, eine
antimikrobielle Aktivitit von bis zu 6 Wochen besitzt."* Zur Untersuchung der antimikrobiellen
Aktivitdt von Materialien gibt es in der Literatur mittlerweile eine Vielzahl von Tests, von denen sich
einige auch als Standardtests etablieren konnten.

Ein Beispiel als Industriestandard ist der DOW-Suspension-Test (,,shaking flask“-Test; ASTM
E2149-01%'%), in dem die zu untersuchende, beschichtete Probe in einer bewegten Bakteriensuspension
inkubiert wird und die Reduktion im Vergleich zu einer Kontrolle, ermittelt wird.”® Der Test liefert
dabei keine Informationen iiber die Freisetzung von Bioziden, das Adhérenzverhalten oder die
Toétungsgeschwindigkeit, welche insbesondere bei Oberfldchen oft sehr langsam verlauft.

Ein weiteres Beispiel ist der JIS (Japanese Industrial Standard) Test Z 2801°" (bzw. ISO 22196), bei
dem eine definierte Bakteriensuspension auf eine definierte Testfliche gegeben wird und mittels eines
Glas- oder Kunststoffpléattchens bedeckt wird. Nach dem Inkubieren fiir 1-48 h werden die Keime
abgeldst, ausplattiert, nach dem Inkubieren die CFU bestimmt und im Vergleich zur Referenz die
Keimreduktion ermittelt. Ein Nachteil ist, dass ausschlieBlich die abgelosten Keime untersucht und
keine Informationen tiber freigesetzte Biozide erhalten werden.

Des Weiteren wird mittels von Agar-Diffusion-Tests die Freisetzung von antimikrobiellen Substanzen
quantitativ aus der Grofle des Hemmbhofs, die bakterienfreien Zone um die Probe herum, ermittelt.
Dazu werden Keime auf Agarplatten appliziert (ausstreichen oder spriithen), die Probe aufgelegt und
alles zusammen inkubiert.*"°

Der Bakterien-Spriihtest, bei dem Bakterien direkt auf die Probe appliziert und dann unter Agar

kultiviert werden, bietet eine gute Mdglichkeit die antimikrobielle Aktivitit qualitativ zu beurteilen.'*>
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164 217218 Dabei konnen Informationen iiber das Wachstum der Keime direkt auf der Probe und eine
Freisetzung von Bioziden um die Proben, gewonnen werden.

Keiner der genannten und kein literaturbekannter antimikrobieller Test ermoglicht bislang die
eindeutige Identifizierung der Kontaktaktivitit eines Materials. Die Ursache liegt darin, dass die Zone
des MBC oder auch des MIC in einem nur sehr kleinen Bereich (um) liegen kann. Sobald die
Konzentration auBlerhalb der ,,Killzone* unterhalb des MIC liegt, weisen allgemein alle Tests auf eine
Kontaktaktivitit der Materialen hin. Der einzige Weg um Aufschluss iiber den Mechanismus zu
erhalten, sind daher langfristige und damit aufwendige Waschversuche. Dabei gilt es, die
Waschldsungen am besten aufzukonzentrieren und sie auf ihre antimikrobielle Aktivitdt, und damit
Biozidkonzentration, hin zu untersuchen.”’ Durch den hohen Aufwand, ist die Prozedur des Waschens
in der Literatur nur wenig verbreitet. Zudem sollten, wenn mdglich, verschiedene antimikrobielle
Untersuchungen erfolgen. Der Nachweis, ob es sich bei dem Mechanismus fiir ein antimikrobielles
Material wirklich um eine Kontaktaktivitit oder doch um ein Freisetzungssystem handelt, gestaltet
sich somit schwierig.

Die iibersichtliche Zahl an intrinsischen, antimikrobiellen Hydrogelen und das breite
Anwendungsspektrum entsprechender Biomaterialien, weist auf das enorme Potential dieses
Forschungsgebietes hin. Somit stellt die Entwicklung und biologische Charakterisierung neuer
intrinsischer, antimikrobieller Materialien eine zu fiillende Liicke zu den weit verbreiteten
Freisetzungssystemen dar. Aufgrund der Limitierung vieler antimikrobieller Test, ist es zudem
wichtig, moglichst sensitive Methoden fiir die Freisetzung von Bioziden aus antimikrobiellen

Materialien, zu etablieren.
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3 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung definierter lonene und die Untersuchung
ihrer Struktur-Eigenschafts-Beziehungen. Des Weiteren sollen auf Basis von lonenen intrinsisch,

antimikrobielle Polymernetzwerke hergestellt und charakterisiert werden.

Ausgehend von einem sequentiellen Aufbau sollen Bedingungen fiir die Synthese definierter Ionene
ermittelt werden. Es sollen damit Ionene mit definierten Molekulargewichten und verschiedenen
Endgruppen generiert werden. Auf Basis der hergestellten Ionene sollen gezielt die Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen fiir die antimikrobielle Aktivitdt gegen verschiedene Bakterienstimme und
fir die Hamokompatibilitit in Losung untersucht werden. Die Ergebnisse sollen ein besseres
Verstindnis fiir die Wirkweise, d.h. ob sie ein dhnliches Verhalten wie amphiphile, antimikrobielle
Polymere aufweisen, und gezieltere Einsatzgebiete fiir solch hydrophile, polykationische Polymere

liefern.

Um nicht nur Keime in Losungen bekdmpfen zu konnen, sollen zudem auf Basis von Ilonenen
antimikrobielle Materialien fiir den medizinischen Sektor hergestellt werden. Dazu sollen zunichst auf
moglichst einfache Weise auch groBBere Mengen von lonenen mit definierten Endgruppen hergestellt
werden. Diese Ionene sollen als antimikrobielle Komponente anschlieBend fest und homogen in
Modellnetzwerke eingebunden werden, um so intrinsisch, antimikrobielle Materialien zu erhalten. Die
Materialien sollen einen moglichst geringen wirksamen Gehalt der antimikrobiellen Komponente
besitzen. Besonderes Augenmerk soll auf die Aufkldrung des antimikrobiellen Wirkmechanismus des
Materials, durch intensive Waschungen und verschiedene antimikrobielle Tests, gelegt werden.
Zudem sollen die Biokompatibilitit, die Eigenschaften und die Struktur des Materials untersucht

werden, um dieses entsprechend zu charakterisieren und damit potentielle Einsatzgebiete zu erkennen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die vorliegende Arbeit unterteilt sich in die beiden grolen Abschnitte Synthese und Charakterisierung
von lonenen in Losung (siehe Abschnitt 4.1) und antimikrobielle Netzwerke (siehe Abschnitt 4.2).
Dabei steht das Poly[(((dimethylimino)-propan-1,3-)((dimethyliminio)-2-buten-1,4-))diyldibromid],
kurz als 3,4en-lonen (PBI) bezeichnet, im Fokus dieser Arbeit. Das Polymerriickgrat wurde jeweils in
einer Menschutkin-Reaktion aus den Monomeren trans-1,4-Dibrom-2-buten (DBB) und
N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,3-propandiamin (TMPDA) aufgebaut.

Der Abschnitt der Ionene in Losung betrachtet separat Ionene, welche durch sequentielle Synthese
(Abschnitt 4.1.1) oder durch Polyaddition (Abschnitt 4.1.2) hergestellt wurden. Dabei beschreibt
Abschnitt 4.1.1 anhand definierter lonene, mit einer engen Molekulargewichtsverteilung und
definierten Endgruppen, die Struktur-Eigenschafts-Beziechungen dieser Makromolekiile. Der Fokus
liegt dabei auf ihrer antimikrobiellen Aktivitdit und Hamokompatibilitit. Dagegen geht es in
Abschnitt 4.1.2 um die einfache Herstellung von lonenen als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung
von antimikrobiellen Netzwerken und die dazugehorige Charakterisierung der Polymere.

Der Abschnitt 4.2 zu antimikrobiellen Netzwerken setzt sich anschlieBend zum einen mit direkt
einpolymerisierten lonenen in Acrylat-Netzwerke und ihrer Charakterisierung (Abschnitt 4.2.1)
auseinander. Zum anderen wird die Herstellung und Charakterisierung von interpenetrierenden

Hydrogelen (IPH) mit antimikrobiellen Eigenschaften (4bschnitt 4.2.2) beschrieben.

4.1 Synthese und Charakterisierung von Ionenen in Losung

4.1.1 Herstellung von 3,4en-lonenen durch sequentielle Synthese und deren
Charakterisierung

Ziel der Untersuchung war die Betrachtung der antimikrobiellen Wirkung und der Himokompatibilitit
eines hydrophilen, antimikrobiellen Polykations (am Beispiel von PBI) in Abhingigkeit vom
Molekulargewicht und der Art der Endgruppen. Es galt herauszufinden, ob hydrophile Polykationen
ein dhnliches Verhalten wie amphiphile, antimikrobielle Polykationen aufweisen oder ob sie eine
einzigartige Klasse antimikrobieller Polymere darstellen. Dazu wurden zunéchst definierte PBI-
Spezies mit verschiedenen Molekulargewichten und Endgruppen (Brom, Amin, C4-C16-Alkyl) unter
Verwendung einer sequentiellen Monomerzugabe als Synthesestrategie hergestellt (4bschnitt 4.1.1.1).
Durch einen beidseitigen Aufbau wurden (PBI), mit beidseitigen Brom- (Br-(PBI),-Br) oder Amin-
(Am-(PBI),-Am) Endgruppen hergestellt. Zusétzlich wurden durch einen einseitigen Aufbau (PBI),
mit einer Dodecyl-Endgruppe auf der einen und auf der entgegengesetzten Seite mit einer Brom-
(C12-(PBI),Br) bzw. Amin- (C;»(PBI),Am) Endgruppe synthetisiert. Des Weiteren wurden durch
Endgruppen-Modifizierung (PBI)s mit verschiedenen, beidseitigen Alkyl-Endgruppen (C(PBI)sC,;
Butyl bis Hexadecyl) erzeugt. Die verschiedenen PBI-Spezies wurden anschlieBend auf ihre

antimikrobielle Aktivitdt mittels MIC-Test gegen E. coli, S. aureus und S. mutans sowie ihre
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Hamokompatibilitidt (HCs-Test) gegeniiber roten Schweineblutzellen untersucht (Abschnitt 4.1.1.2).
Dabei wurden Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes in Zusammenarbeit mit Anna Jemeljanova im

219

Rahmen ihrer Bachelorarbeit’® und Hanne Petersen’”” im Rahmen ihres Wahlpflichtpraktikums

erarbeitet.

4.1.1.1 Sequentielle Synthese von 3,4en-lonenen mit verschiedenen, definierten
Endgruppen

Das Ziel der sequentiellen Synthese war es, besonders definierte PBIs mit verschiedenen
Molekulargewichten und kontrollierten Endgruppen herzustellen. Als Vorbild diente die Arbeit von
J. Wenners.® Jedoch galt es, die Synthese der definierten PBIs, hinsichtlich einer Reduktion des
Anteils von Nebenprodukten (Dimere, Ringe) weiter zu optimieren. Die Synthesen erfolgten jeweils
durch abwechselnde, schrittweise Zugabe der Monomere DBB und TMPDA im Uberschuss, um
gezielt PBI mit beidseitiger Brom- (Br-(PBI),-Br) oder Amin- (Am-(PBI),-Am) Endgruppen-
Terminierung herzustellen (siche Abbildung 8). Der Index n gibt jeweils den Polymerisationsgrad an,
welcher aus den Integralen der CH; Gruppen der quartiren Ammoniumgruppe im 'H-NMR-Spektrum,

nach Normierung auf das Endgruppensignal, ermittelt wurde.

TMPDA | | -
Uberschuss +
B NGB /N\/\/TNI!I/:\/\N/
DBB Am—(PBI)l-Aml Br | DBB
Uberschuss
Br%TWTW\NMN%Br
+ - o
| Br | Br
Br-(PBI),-Br

Br-(PBI),-Br Am-(PBI),-Am

Abbildung 8: Schema der PBI-Synthese durch sequentielle, beidseitige Monomeraddition zur Herstellung
von Br-(PBI),-Br und Am-(PBI),-Am Spezies.

Es wurde festgestellt, dass der entscheidende Schritt dieser Synthese die erste Monomerzugabe ist, da
hierbei nicht nur das angestrebte Produkt Br-(PBI);-Br gebildet wird. Abbildung 9 zeigt, dass die fir
das angestrebte Produkt resultierenden 'H-NMR Signale 1 (5=4.04 ppm), 2 (§=6.03 ppm),
3(=642ppm), 4 (6= 4.11 ppm) und 5 (6 =3.13 ppm), welche bei einem 12-fachen molaren
Uberschuss an DBB zu erwarten waren, noch von weiteren Signalen begleitet werden. Die Signale
8 (6 =3.24 ppm), 9 (6 =4.22 ppm) und 10 (6 = 6.53 ppm), lassen sich den Nebenprodukten zuordnen.
Zudem sind dies charakteristische Signale der PBI,-Hauptkette. Die Signale 6 (6 =3.37 ppm) und
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7 (6 =2.34 ppm) stammen sowohl vom angestrebten Produkt, als auch vom Nebenprodukt. Aus dem
Integral der N'(CHs), (Signale 5+8) wurde der Anteil an Nebenprodukt, von 35 mol%, berechnet. Das
Integral des Signals 10 im "H-NMR-Spektrum der nicht optimierten Synthese, deutet sogar auf einen
Nebenproduktanteil von 53 mol% hin. Es kann sich bei den Nebenprodukten um Dimere oder auch
Ringe handeln, welche jedoch nicht ndher identifiziert werden konnten. Fiir die eine genaue
Untersuchung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen, mit einem Fokus der Abhédngigkeit der
antimikrobiellen ~Aktivitit vom Molekulargewicht, sind Makromolekiille mit einer engen
Molmassenverteilung entscheidend. Daher ist die Minimierung von Nebenprodukten bei der Synthese

ein wichtiger Faktor fiir die Herstellung engverteilter Makromolekiile.

angestrebtes Produkt

5 _ 5 _
1 3 Ler7 LBr3 1
A NSNS~
Br ~ | ™ ~ - Br
2 4 6 6 _4 2
5 5
Nebenprodukt 5 8 s .
1 3 r‘\rBr? rL+BrT__? 9,6 6 4 2 5
Br~ > | T \ "‘/A%/A‘N+/_\~”/\N:r_\“; ad
2 446 6,9 10 Is7 g3 1
g 8
= 5
5
a) nicht optimierte Synthese 8 ‘
Y
35% Nebenprodukt
41 )
|| f
|II
|6
3 9 '
2, b ] Mo 7
10 1 D20 : il
J“'MA_}M‘M % J LJ' U WA -
2.6 1.9 2.‘1 ﬁ(lll 4|5 6.6 | 18.5 | 3.1 |
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Chemical Shift (ppm)
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I
b) optimierte Synthese 4
8% Nebenprodukt ‘ ;I
II
6|
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Abbildung 9: 'H-NMR Spektren in D,O der Produkte bei verschiedenen Synthesebedingungen. a)
Synthese in Methanol bei 25 °C mit langsamer Zugabe von DBB; b) Synthese in Methanol bei 0 °C mit
schneller Zugabe von DBB."”
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Als erster Optimierungsschritt wurde das Reaktionsgemisch auf 0 °C abgekiihlt, um durch eine
Temperaturabsenkung die Reaktionsgeschwindigkeit und Bildung von Nebenprodukten bei der
Zusammengabe der Monomerldsungen zu senken. Die Emiedrigung der Temperatur verdndert die
Bildung der Nebenprodukte nicht signifikant. Eine Abkiihlung des Reaktionsgemisches, kombiniert
mit einer schnellen Zugabe von DBB unter kriftigem Riihren, senkt jedoch den Gehalt an
Nebenprodukten auf etwa 8 mol%. Ein Grund hierfiir wire, dass die Reaktion schneller als die
homogene Verteilung von DBB in dem Reaktionsgemisch ist. Die Bildung von Nebenprodukten,
durch lokale Konzentrationsmaxima einer der Monomere, ldsst sich insbesondere durch das starke
Riihren und die schnelle Zugabe unterbinden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die umgekehrte
Reaktion gefunden, wobei DBB mit einem hohen Uberschuss an Amin zur Reaktion gebracht wurde.
Eine Bildung kleiner Ringstrukturen als Nebenprodukte, aus dem Dihalogenid und Alkyldiamin,
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welche Rembaum 74, 102, 223

postulierte, konnten nicht festgestellt werden (siche Abbildung 10).
Dies bestitigt seine Aussage, dass die Zyklisierung zu Ringen, die groBer als Cg sind, in der lonen-
Synthese, aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit der Ringschlussreaktion, vernachlidssigbar sind.
Jedoch konnte Wang* eine Konzentration von 1.5 mol% von kleinen Ringstrukturen fiir 3,4-Ionene
(4,3-Ionene = 2.8 mol%) im NMR nachweisen.””’ Der Grund dafiir, dass bei der Synthese des
3,4en-lonene keine kleinen Ringstrukturen nachgewiesen wurden, liegt vermutlich an der enthaltenen
Doppelbindung, der damit erhdhten Ringspannung und der daraus resultierenden geringen

Wabhrscheinlichkeit zur Bildung dieser Strukturen.

Abbildung 10: Schema der Bildung kleiner Ringstrukturen nach Rembaum.?*'?

Fiir den weiteren beidseitigen Aufbau der PBI-Ketten wurde das Verfahren nun unter den gleichen
Bedingungen (0 °C und schnelle Zugabe) wiederholt, wobei das jeweilige Monomer immer im
12-fachen molaren Uberschuss zugegeben wurde. Die erhaltenen Produkte wurden jeweils mit
'H-NMR und GPC analysiert (siche Tabelle 22; Seite 139). Die '"H-NMR-Analysen zeigen, dass die
Endgruppen bei Umsetzung mit DBB und auch mit TMPDA quantitativ modifiziert wurden, da
jeweils die endgruppenspezifischen Signale von DBB (Signale 1 (6 =4.04 ppm), 2 (6 = 6.03 ppm),
3 (8 =6.42 ppm), 4 (6=4.11 ppm)) bzw. TMPDA (Signale 10 (6 = 2.64 ppm),
11 (0 =2.41-2.45 ppm), 12(6=1.95-2.15ppm), 13 (8=3.38 ppm)) von einer zur nichsten
Synthesestufe, komplett verschwinden bzw. neu gebildet werden (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Exemplarische Zuordnung der 'H-NMR-Signale Brom (a) und Amin (b) terminierte PBI
am Beispiel von Br-(PBI)¢-Br (a) und Am-(PBI)s¢-Am (b) in D,0.

Die Verwendung des Endgruppen/Hauptketten-Signalverhéltnisses zur Bestimmung der Anzahl an
Wiederholungseinheiten zeigt, dass der zweite Reaktionsschritt zu Oligomeren mit einem signifikant
hoheren Molekulargewicht fiihrte, als es bei einer vollstindigen Umsetzung geméil des
Reaktionsschemas zu erwarten war (siehe Tabelle 22; Seite 139). Anscheinend war eine Bildung von
Dimeren, durch Kombination, von zB. zwei Oligomeren iiber das im Uberschuss vorliegende
Monomer, und/oder grofler Ringstrukturen aus mehreren Monomereinheiten bei dem zweiten
Reaktionsschritt noch weiter bevorzugt.''” ** In Simulationen mittels des Monte-Carlo-Verfahrens
wurde in der Literatur eine betrdchtliche Wahrscheinlichkeit (bis zu 30%) zur Bildung von Ringen

wiahrend Stufenwachstums-Reaktionen berechnet, welche allgemein mit dem Fortschreiten der
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Polymerisation steigt.’> Eine geschitzte Menge von 5% an Ringen, wihrend der Synthese von
Tonenen durch Wang et. al.***, bestitigen die Simulationen mittels des Monte-Carlo-Verfahrens. Die
Bildung von Ringen in den durchgefiihrten Synthesen, kann somit nicht ausgeschlossen werden. Bei
der dritten Monomerzugabe kam es noch zu einem {iiberproportionalen Kettenwachswachstum um

n = 3.4, von Am(PBI), Am auf Br-(PBI)-Br, was ein weiterer Hinweis auf Nebenreaktionen ist.

beidseitige Monomeraddition einseitige
Monomeraddition

a) TMPDA gestartet b) DBB gestartet C) DDA gestartet
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Abbildung 12: a +b) Darstellung des erwarteten (M z;,) im Vergleich zum synthetisierten (M, xmgr)
Molekulargewicht iiber den Syntheseverlauf der beidseitigen Monomeraddition ausgehend von TMPA (a)
und von DBB (b) sowie der einseitigen Monomeraddition ausgehend von DDA (c). Erginzend sind die
PBI-Spezies mit Brom-Endgruppen (rot) und mit Amin-Endgruppen (blau) gekennzeichnet. d) Schema
zum Abbau von PBI bei der Zugabe des Amins (TMPDA) im Uberschuss.
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Neben der beidseitigen Monomeraddition, ausgehend von TMPDA, erfolgte unter identischen
Reaktionsbedingungen auch die beidseitige Monomeraddition ausgehend von DBB. Dabei zeigt sich
ein sehr &hnliches, iiberproportionales Wachstum des Molekulargewichts iiber die ersten
Synthesestufen hinweg (siche Abbildung 12a + b).

Der Aufbau von (PBI),-Spezies mittels sequentieller Synthese erfolgte bis zu einem maximal
erreichten Molekulargewicht von 3571 g/mol bis 4933 g/mol. Es zeigte sich, dass die Zugabe des
Amins zu bromterminierten Polymeren mit einem Molekulargewicht >3000 g/mol (siehe
Abbildung 12a + b in rot) zu einer Abnahme des Molekulargewichts fiihrte. Offensichtlich haben die
gebildeten Oligomere oberhalb dieses Molekiilgewichts, eine begrenzte Stabilitit gegen Amine.
Dagegen zeigt sich fiir Brom-terminierte PBI mit einem Molekulargewicht <3000 g/mol, ein Zuwachs
des Molekulargewichts, so dass diese anscheinend stabiler sind. Die Ursache der
Molekulargewichtsabnahme konnte die Kettenspaltung des PBI-Riickgrats durch das tertidre Amin
(TMPDA) in Form einer Transaminierung sein (siche Abbildung 12d). Dabei wird ein Alkylrest einer
quaterndren Ammoniumfunktion in der Hauptkette an das angreifende Amin iibertragen.”** *** Die
entstehenden Endgruppen sind dabei die Gleichen, wie bei der Terminierung der Endgruppen mit
TMPDA. Weitere bekannte Beispiele fiir Abbaureaktionen sind die Hofmann-Eliminierung und die
Chen-Reaktionen bei hoheren Temperaturen.* ***?** Die dabei entstehenden Abbauprodukte
enthalten unter anderem oft endstdndige Doppelbindungen. Hinweise auf solche Doppelbindungen
sind in den "H-NMR-Spektren jedoch nicht identifizierbar. Da keine signifikanten Signale in den
'H-NMR-Spektren identifizierbar sind, ist die Transaminierung als Abbaureaktion, die bei der
sequentiellen Monomerzugabe von TMPDA merklich ablduft, am wahrscheinlichsten. Gestiitzt wird
die These des Abbaus durch das Amin dadurch, dass die Zugabe von DBB, was sich besonders gut in
Abbildung 12b in den Synthesestufen 5 bis 8 =zeigt, immer wieder zu einer
Molekulargewichtszunahme fiihrte. Das maximal erreichte Molekulargewicht fiir aminterminierte PBI
(Am(PBI),Am) lag bei 2405 bis 3215 g/mol.

Insgesamt  fiihrte die sequentielle Monomeraddition zu definierten Oligomeren mit
Molekulargewichten bis zu 4933 g/mol. Eine weitere Erhohung war aufgrund der
Kettenspaltungsreaktionen durch das Amin nicht erfolgreich. Durch GPC-Analyse der gebildeten
Oligomere, wurden PDI-Werte von 1.02 bis 1.15 ermittelt, was die besonders enge Verteilung der
synthetisierten Br-(PBI),-Br und Am-(PBI),-Am zeigt. Diese Werte liegen sogar im Bereich einer

lebenden Polymerisation.
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Des Weiteren wurde unter denselben Bedingungen der beidseitigen Monomeraddition eine
schrittweise Monomeraddition  fir  das einseitige Wachstum, ausgehend  von
N,N-Dimethylaminododecan (DDA) mit einem 6-fachen Uberschuss an DBB, durchgefiihrt (siche
Abbildung 13). So konnten mit einer Dodecyl-Endgruppe auf der einen und auf der entgegengesetzten
Seite mit einer Brom- (Ci2-(PBI)n-Br)) bzw. Amin- (Ci2-(PBI)s-Am) Endgruppe terminierte PBI mit

unterschiedlichen Molekulargewichten erhalten werden.

DBB TMPDA - | |
i Uberschuss | Uberschuss ;
S ~ /\/\/BI.' 1~ /\\/\\/N \/\\/N
N
Br/\/\./ Br BI'
DDA Ci»-(PBI)y s-Br C12-(PBD;-Am
l+Br l+Br | ﬁr |+ |
/\\f\vl\lr N\/‘\\\\/\Br \H N/WN N
n 1t B:r n
T
Ci2-(PBI);-Br C1-(PBI),

Abbildung 13: Schema der PBI-Synthese durch sequentielle, einseitige Monomeraddition zur Herstellung
von Cy,-PBI,-Br/Am Spezies ausgehend von DDA.

1H—NMR—Messungen und die daraus ermittelten Molekulargewichte zeigen einen linearen Zuwachs
des Molekulargewichts (siche Abbildung 12c) fir die erhaltenen Produkte. Dabei liegen die
angestrebte und die erzielte Wiederholungseinheit sehr nahe beieinander. Die Makromolekiile besitzen
maximal eine Abweichung der Wiederholungseinheit von n= 0.3 (Details siehe Tabelle 23;
Seite 141). Es kann gezeigt werden, dass die Endgruppenkontrolle erfolgreich war und die PBI-Kette
kontrolliert auf die jeweiligen Amin- bzw. Brom-Endgruppen aufgepfropft wurde (siche
Abbildung 14).

Ein iiberproportionales Kettenwachstum, wie es bei der beidseitigen Monomeraddition der Fall war,
oder eine Abnahme des Molekulargewichts bei der Zugabe des Amins, konnte nicht festgestellt
werden, wie das gradlinige Wachstum des Molekulargewichts in Abbildung 12¢ zeigt. Es wurden
durch 11 sequentielle Synthesen Makromolekiile bis zu einem Molekulargewicht von 2148 g/mol
aufgebaut, welche mit Blick auf den hohen Aufwand nicht weitergefiihrt wurden. Dieses
Molekulargewicht liegt klar unterhalb dessen, wo im Falle der beidseitigen Monomeraddition

(M, = 3571-4933 /mol) ein Abbau durch die Aminzugabe festzustellen war.
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Abbildung 14: Exemplarische Zuordnung der 'H-NMR-Signale Brom (a) und Amin (b) terminierte
C,.PBI am Beispiel von Cy,-(PBI), 5-Br (a) und C,-(PBI), s-Am (b) in D,0.
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Zudem wurde ein ausgewihltes PBI an beiden Enden durch die Umsetzung von telechelen
Br-(PBI)s-Br mit einer Reihe von N,N-Dimethylaminoalkanen mit linearen Alkylketten, welche von

C, bis C¢ variierten, modifiziert (siche Abbildung 15).

Br + Brl+
Br'{\/\/ ITI \/\/'il ; Xgr
Br-(PBI)¢-Br

Uberschuss
~
ril’\H;

x=2,4,6,8,10,14

Br |+ o |+
| P BrN BrN N |
MNP S
Br
Cyx-(PBD6-Cy

Abbildung 15: Schema Modifizierung von Br-(PBI)s-Br mit einer Reihe von NV,N-Dimethylaminoalkanen
mit linearen Alkylketten.

Die Modifikation ist laut 'H-NMR quantitativ, da die Signale der zuvor bestandenen Brom-
terminierung komplett durch Signale der Alkyl-Terminierung ersetzt wird (siche Abbildung 16). Des
Weiteren werden keine signifikanten Spaltungen beobachtet (siche Tabelle 24; Seite 142).
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Abbildung 16: Exemplarische Zuordnung der 'H-NMR-Signale fiir C,-(PBI)¢-C, am Beispiel von
Cﬁ-(PBI)ﬁ.s-Cﬁ in Dzo.
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Wie die Umsetzung von definierten, bromterminierten PBI unterhalb der zuvor festgestellten
Stabilititsgrenze zeigt, stellt die beidseitige Modifizierung mit tertidren Aminverbindungen eine gute
Moglichkeit der gezielten, vollstindigen Endgruppenmodifizierung dar, ohne dass es zu signifikanten
Abbaureaktionen kommt. Die aus GPC Messungen erhaltenen PDI von < 1.1 liegen, wie auch das
Br-(PBI)s-Br, im Bereich der lebenden Polymerisation. Zusammenfassend konnen durch die
Modifizierung somit sehr definierte, beidseitig alkylmodifizierte PBI dargestellt werden.

Fiir die sequentielle Synthese von 3,4en-lonenen (PBI) lésst sich festhalten, dass diese sehr gut zur
Darstellung von PBI mit engverteilten Molekulargewichten (PDI < 1.2) und definierten Endgruppen
geeignet ist. Dabei konnten PBI, beidseitig mit Brom (Br-(PBI),-Br), Amin (Am-(PBI,)-Am), und
diversen Alkylketten (Cs-(PBI)¢-Cy, x = 4, 6, 8, 10, 12, 16) als Endgruppe modifiziert, synthetisiert
werden. Zudem wurden PBI mit einseitiger Dodecylkette und auf der entgegengesetzten Seite mit
Brom (Ci,-(PBI),-Br) oder Amin (C,,-(PBI),-Am) dargestellt. Die Limitierung der sequentiellen
Synthese liegt jedoch primér in der zu gréBeren Molekulargewichten hin, limitierten Synthese. Fiir die
Untersuchung der Struktur-Eigenschafts-Beziehungen von Ionenen, hinsichtlich ihrer antimikrobiellen

und hdmolytischen Eigenschaften, wurde somit eine breite Auswahl an Verbindungen synthetisiert.
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4.1.1.2 Antimikrobielle und himolytische Charakterisierung sequentiell synthetisierter
3,4en-Ionene mit verschiedenen Endgruppen

Zur Untersuchung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen wurden die sequentiell synthetisierten PBI-
Spezies Br-(PBI),-Br, Am-(PBI),-Am, C;,-(PBI),-Br/Am und C,-(PBI)s-C, mit definierten
Molekulargewichten und Endgruppen beziiglich ihres MIC-Wertes (Konzentration bei der 99% der
bakteriellen Zellen am Wachstum gehindert werden) gegen die Bakterienstimme Escherichia coli
(E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) und Streptococcus mutans (S. mutans), mit 5000 pg/mL
als hochste Konzentration, untersucht. Ergdnzend fand die Untersuchung der hdmolytischen Aktivitét

gegen rote Schweineblutzellen statt.

4.1.1.2.1 Biologische Charakterisierung beidseitig mit Brom- oder Amin-terminierter 3,4en-lonene
Fiir die in Abbildung 17 dargestellten MIC-Werte (siche Tabelle 22; Seite 139) der Br-(PBI),-Br und
Am-(PBI),-Am Spezies, zeigen alle untersuchten Oligomere und Polymere eine geringere
antimikrobielle Aktivitdt fiir alle Stimme, im Vergleich zu dem Polymer mit hohem
Molekulargewicht (PBI,) (sieche Tabelle 3; Seite 13). Der MIC-Wert des Letzteren ist in den
jeweiligen Diagrammen als gestrichelte Linie gekennzeichnet.

Die Betrachtung der Empfindlichkeit von E. coli gegeniiber PBI zeigt, dass die Bioaktivitit der
Polymere mit zunehmenden Molekulargewicht von MICg .,; =>5000 pg/mL bis auf 630 pg/mL
zunimmt (siehe Abbildung 17b). Dariiber hinaus zeigt sich ein Einfluss der Endgruppe. Wéhrend die
PBI mit Amin-Endgruppen (Am-(PBI),-Am) keine messbare antimikrobielle Aktivitit, mit der
Ausnahme des hochsten Molekulargewichts (MICg .,; = 5000 pg/mL, M, = 3215 g/mol) aufweisen,
sind die Makromolekiile mit Brom-Endgruppen (Br-(PBI),-Br) aktiver. Sie zeigen die erste messbare
Aktivitdt bei 598 g/mol (MICg .,;; = 5000 ug/mL), welche mit steigendem Molekulargewicht bis auf
MICg .0;;= 630 pug/mL zunimmt. Damit sind jedoch die besten antimikrobiellen Aktivitdten der
sequentiellen PBI-Spezies mehr als 15-mal weniger aktiv gegeniiber E. coli als PBI,
(MICg .o = 40 pg/mL), welches mittels Polyaddition synthetisiert wurde.

Die MIC der PBI gegeniiber S. aureus (siche Abbildung 17c) zeigen, dass die minimale Lénge fiir die
signifikante antimikrobielle Aktivitdt 598 g/mol fiir die Brom-terminierten Spezies betrigt. Eine
Erhéhung des Molekulargewichts auf 2279 g/mol fiihrt zu einer Erhéhung der antimikrobiellen
Aktivitat auf MICg 400 = 78 ng/mL; dies ist der doppelte Wert von PBI, (MICs 4yens = 35 ng/mL).
Fiir den Bereich von 2279 g/mol bis 4933 g/mol bleibt der MICg s der Brom-terminierten Spezies
konstant. Die Amin-terminierten PBI sind im Allgemeinen weniger aktiv als die jeweiligen Brom-
terminierten. Erstere zeigen erst bei der Zunahme des Molekulargewichts von 1877 g/mol auf
2405 g/mol, eine signifikante Steigerung der antimikrobiellen Aktivitit von einem
MICs gyrens = 2500 pg/mL auf 310 pg/mL.

Fiir die MIC-Werte gegen S. mutans (siche Abbildung 17d) der Brom-terminierten Spezies zeigt sich
bereits bei einem Molekulargewicht von 1234 g/mol ein MICg ,,uns= 78 pg/mL. Dieser bleibt bis
4933 g/mol konstant. Dieser MICyg, ,yns 1St das 4-fache von PBI, (MICg = 18 pg/mL). Im
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Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Bakterienstimmen, zeigen die Amin-terminierten PBI
bereits bei 1027 g/mol einen MICg, 0= 310 pg/mL, welcher bis auf 78 pg/mL bei 3215 g/mol
abfillt. Damit sind die Amin-terminierten Spezies gegeniiber S. mutans nahezu gleich aktiv, im

Vergleich zu den Brom-terminierten Spezies.
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Abbildung 17: Antimikrobielle Aktivititen (MIC) von Br-(PBI),-Br ( a) rot) und Am-(PBI),-Am ( a) blau)
gegen die Bakterienstimme E. coli (b)), S. aureus (c)) und S. mutans (d)) in Abhiingigkeit vom
Molekulargewicht M, der Verbindungen. Erginzend ist der MIC von PBI, (— =) aus der Synthese durch
Polyaddition und der maximal untersuchte MIC (--+, 5000 pg/mL) durch Linien gekennzeichnet."’

Der Vergleich der Ergebnisse der sequentiellen PBI mit beidseitigen Brom- oder Amin-Endgruppen
zeigt, dass ihre antimikrobielle Aktivitdt von ihrem Molekulargewicht und der Art ihrer Endgruppen
abhéngt. Im Allgemeinen nimmt die antimikrobielle Aktivitdt, von einem MIC =>5000 pg/mL auf bis
78 ng/mL, mit steigendem Molekulargewicht stark zu. Jedoch wurde in keinem Fall die
antimikrobielle Aktivitidt von PBI, erreicht. Dies deutet daraufthin, dass die maximale Aktivitdt von
PBI mit einem engverteilten Molekulargewicht erst bei einem Molekulargewicht iiber 5000 g/mol

erreicht wird. Fiir die untersuchten Mikroorganismen gibt es spezifische Struktur-Wirkungs-
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Beziehungen. Die grofite Aktivititszuname beziiglich des Molekulargewichts tritt bei ca. ~1000 g/mol
fir S. mutans, bei ~2000 g/mol fir S. aureus, und bei ~3000 g/mol fir E. coli auf. Diese
Abhéngigkeiten ermdglichen sogar die Bildung von Molekiilen mit einer spezifischen antimikrobiellen
Aktivitat. Beispiele dafiir sind Br-(PBI);-Br (M, = 1234 g/mol, MICg ..;= 5000 pg/mL,
MICs gueus = 680 pg/mL, MICyg, ,ans = 78 pg/mL) welches selektiv gegen S. mutans wirkt, wohingegen
Br-(PBI)s-Br (M, = 2279 g/mol, MICg o= 2500 pg/mL, MICs surens= 78 ng/mL,
MICs, puans= 78 ng/mL) selektiv gegen S. aureus und S. mutans wirkt.

Des Weiteren zeigt die Messung der Himokompatibilitit gegeniiber roten Schweineblutzellen (siche
Tabelle 22; Seite 139), dass keines der synthetisierten sequentiellen PBI mehr als 1% der Blutzellen,
selbst bei einer Konzentration von 40000 pg/mL, lysiert. Das bedeutet, die Makromolekiile sind nicht
himolytisch aktiv. Die besten HCs/MIC Selektivititen (S) fiir £. coli sind fiir die Br-(PBI),-Br
(Sgcoii =>63) 8-mal besser als fiir die Am-(PBI),-Am (Sg..; =>8) Spezies. Dariiber hinaus sind die
besten Selektivitdten fiir S. aureus fiir die Br-(PBI),-Br (Ss sureus = >513) viermal héher als fiir die
Am-(PBI),-Am (Sg, qurens = >129) Spezies. Fiir die Br-(PBI),-Br und Am-(PBI),-Am Spezies ergeben

sich gleich gute Selektivititen fiir S. mutans (Ss juans = >513).

4.1.1.2.2 Biologische Charakterisierung einseitig mit Dodecyl- und entgegengesetzt mit Brom-
/Amin-terminierter 3,4en-Ionene

Um den FEinfluss heterogener Endgruppen auf die antimikrobielle Aktivitdt und Himokompatibilitit
zu untersuchen, wurden durch einseitige Monomeraddition ausgehend von DDA, C,,-(PBI),-Am und
C1,-(PBI),-Br Spezies (siche Abbildung 18a) sequentiell synthetisiert und anschlieBend biologisch
analysiert. Die Abhédngigkeit der antimikrobiellen Aktivitit und H&mokompatibilitit vom
Molekulargewicht dieser PBI-Spezies (427-2148 g/mol) ist Abbildung 18b + ¢ dargestellt.

Gegeniiber den drei untersuchten Bakterienstimmen sind alle C,-PBI Spezies (siche Tabelle 23;
Seite 141), aktiver als die entsprechenden PBIs mit beidseitigen Brom- oder Amin-Endgruppen. Fiir
die Bakterienstimme S. aureus (bis zu 3.5-mal) und S. mutans (7-mal) sind diese sogar aktiver, als das
hochmolekulare PBI, (MICg, yeus =35 pg/mL, MICg = 18 ug/mL). Im Gegensatz zu dem, mit
steigendem Molekulargewicht aktiver werdenden beidseitig Brom- und Amin-terminierten PBI, zeigen
die Ci,-PBI keine signifikant zunehmende antimikrobielle Aktivitit mit steigendem
Molekulargewicht.

Die Schwankungen der MIC-Werte im Molekulargewichtsbereich von 563-2148 g/mol um eine
Verdiinnungsstufe (MICg, .,; = 39-78 pg/mL, MICy 40 = 10-20 pg/mL), deuten darauf hin, dass sich
der wahre MIC-Wert jeweils zwischen den beiden Werten befindet. Fiir S. mutans ist die
antimikrobielle Aktivitdt iiber den gesamten untersuchten Bereich konstant bei 2 pg/mL. Ferner
scheint die antimikrobielle Aktivitdt durch die DDA-Gruppe kontrolliert zu werden, ohne dass dabei
ein Effekt durch die Brom- oder Amin-Gruppe am distalen Ende zu verzeichnen ist. Somit lésst sich
im Gegensatz zu, mit heterogenen Endgruppen modifizierten Poly(2-oxazonlinen), kein

Satellitengruppen-Effekt™® ** > ¢ fiir hydrophile Polykationen feststellen. Interessanterweise nimmt
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die hdmolytische Aktivitit mit zunehmendem Molekulargewicht der C,,-PBI Kette, von anfangs
300 png/mL bei 427 g/mol bis auf 10000 pg/mL bei 2148 g/mol, ab (siche Abbildung 18b). Somit kann
das hydrophile PBI Riickgrat dazu verwendet werden, die DDA-Funktion zu entgiften, ohne dabei die
gute bis exzellente antimikrobielle Aktivitét zu beeinflussen. In den Féllen von E. coli und S. aureus
sind die MIC-Werte édhnlich denen des jeweiligen niedermolekularen Biozids, des
Dodecyltrimethylammoniumsalzes (siche Tabelle 23; Seite 141), und nahezu 10-mal niedriger
gegeniiber S. mutans. Beziiglich der Selektivitit (HCso/MIC) weisen die C,,-PBI bis zu Sg, ..;; = 197,
Ss. aurens = 1000 und Sg ,uans = 5000 auf. Die Selektivitidten sind im Vergleich zum niedermolekularen

Biozid (Sg coii = 23, Ss. aureus = 180, Ss. mutans = 90) mit dem 5- bis 55-fachen signifikant hoher.
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Abbildung 18: Himolytische Aktivitit (b) und antimikrobielle Aktivitit (c) gegen die Bakterienstimme
E. coli (rot), S. aureus (blau) und S. mutans (griin) von C;-(PBI),-Br/Am in Abhiingigkeit vom
Molekulargewicht M, der Verbindungen (a)."”
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4.1.1.2.3 Biologische Charakterisierung beidseitig Alkyl-terminierter 3,4en-lonene

Die mit DDA gestarteten PBIs weisen ein beachtliches Potential als antimikrobiell, hochaktive
Verbindungen mit einer fiir rote Schweineblutzellen geringen hdmolytischen Aktivitdt auf. Um den
Einfluss von beidseitigen, verschieden langen Alkylketten auf die antimikrobielle und hdmolytische
Aktivitdt zu untersuchen, wurden PBIs mit einem &hnlichen Molekulargewicht (~2000 g/mol), wie die
hohermolekularen C,-PBI, mit verschiedenen Alkylgruppen (Butyl bis Hexadecyl) an beiden Enden
synthetisiert und biologisch untersucht (siche Abbildung 19a und Tabelle 24; Seite 142). Die MIC-
Werte und die hdmolytische Aktivitit der jeweiligen C,-(PBI)¢-C,, sowie der Brom-terminierten

Ausgangverbindung zum Vergleich, sind Abbildung 19 gegen die jeweilige Endgruppe aufgetragen.
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Abbildung 19: Himolytische Aktivitit (b) und antimikrobielle Aktivitiit (¢) gegen die Bakterienstimme
E. coli (rot), S. aureus (blau) und S. mutans (griin) von C,-(PBI)¢-C, (a) in Abhingigkeit von der
Endgruppe der Verbindungen. Erginzend ist der maximal untersuchte MIC (-~ =, 5000 ng/mL) durch
eine Linie gekennzeichnet."”

Die antimikrobielle Aktivitiat nimmt dabei fiir alle drei untersuchten Bakterienstimme im Allgemeinen
mit zunehmender Lange der Alkylketten-Endgruppen zu, was laut Literatur fiir niedermolekulare
quartire Ammoniumverbindungen zu erwarten ist.”” Uberraschend ist jedoch, dass die PBI mit
Hexadecyl-Gruppen weniger wirksam sind als die mit Dodecyl-Gruppen. Diese Tendenz zeigt sich
jedoch auch fiir niedermolekulare beidseitig alkylierte, biquartdre Ammoniumverbindungen, welche
einheitlich eine hohere antimikrobielle Aktivitét fiir Dodecyl als fiir Hexadecyl- und Tetradecyl-

Endgruppen zeigen.''* 2°%* Erklart wird dies durch die bessere Loslichkeit und die geringere
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kritische Mizellkonzentration der Dodecyl-Spezies gegeniiber den hoher alkylierten Spezies.”' Zudem
wird die antimikrobielle Aktivitdt der beidseitig Brom-terminierten Ausgangsverbindung fiir
MICg ;= 1250 pg/mL  und MICg 4ens = 78 pg/mL  erst ab einer Alkylkettenlinge von Cg
unterschritten.  Dagegen  unterschreiten alle  beidseitig  Alkyl-terminierte  PBI, den
MICs pusans= 78 pg/mL der Brom-terminierten Ausgangsverbindung.

Des Weiteren ist die antimikrobielle Aktivitit spezifisch fiir die getesteten Mikroorganismen. Gegen
S. mutans liegen die Aktivitidten bei MICg mans = 5-20 pg/mL, wobei Cq-(PBI)s-Cs am aktivsten ist.
Beziiglich S. aureus sind die Aktivititen bei MICyg 0= 10-310 pg/mL, mit C,p-(PBI)s-C, als
aktivste Spezies. Die Aktivititen gegeniiber E. coli zeigen MIC, .,;;= 20 - >5000 png/mL, dabei ist die
aktivste Spezies C;,-(PBI)¢-Cy,. Offensichtlich nimmt die zur Wachstumsinhibierung von mikrobiellen
Zellen erforderliche Hydrophobie von C,-(PBI)s-C, in der Reihenfolge S. mutans < S. aureus < E. coli
zu.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit den jeweiligen niedermolekularen Verbindungen C,-N'(CH;);X
zeigt, dass die effektive Alkylkettenlinge am PBI signifikant kiirzer ist als die antimikrobielle
Aktivitdt der Ersten in der Literatur untersuchten Spezies.229 So betrigt der fiir Cg-N'(CH;);Br
MICy gyrens = 954 pg/mL und erreicht erst mit C,-N"(CH;);Br (MICs guens = 7.9 pg/mL) das Niveau
der vergleichbaren C,-(PBI)s-Ci; Spezies (MICg yurens= 9.8 ug/mL). Die Aktivititen mit
MICg .0;=0.7-1.2 pg/mL und MICg, ens = 0.6-1.3 pg/mL fiir niedermolekulare beidseitig Dodecyl-
terminierte, biquartdire Ammoniumverbindungen, mit 2 bzw. 5 CH, Gruppen zwischen den quartdren
Ammoniumfunktionen (12-2-12 und 12-5-12), werden jedoch nicht erreicht.''* % **

Ergéinzend ermoglicht die Variation der Alkyl-Endgruppen das Design hochaktiver Biozide mit
einstellbarer Selektivitit fiir die Abtdtung von Mikroorganismen. Die C1,-(PBI)s-C;, Spezies stellt mit
MIC-Werten von 10-20 pg/mL fiir E. coli, S. aureus und S. mutans ein niedermolekulares Breitband-
Biozid dar. Dagegen kann C,;-(PBI)s-C, (MICg ;= >5000 pg/mL, MICs uuens =310 pg/mL,
MICs juans = 20 pg/mL) selektiv gegen S. mutans in zahnérztlichen Anwendungen verwendet werden.
Zudem ist Cg-(PBI)¢-Cs (MICg, (s = 310 pg/mL, MICg 4pens = 20 pg/mL, MICyg, ans = 5 ng/mL) ein
nicht hidmolytisch aktives Biozid, welches selektiv gegen die Gram-positiven Bakterienstimme
S. mutans und S. aureus wirkt.

Die Betrachtung der hdmolytischen Aktivitit in Abbildung 19b zeigt, dass diese fiir C,-(PBI)s-Cy
Spezies bemerkenswert niedrig ist. Die mit Butyl-, Hexyl- und Octyl-Endgruppen terminierten Spezies
besitzen einen HCsp-Wert von tliber 40000 pg/mL und die Spezies mit Decyl- und Dodecyl-
Endgruppen, HCso-Werte von 16000 und 20500 pg/mL. Die geringfiigige hdmolytische Aktivitit, trotz
der beidseitigen Dodecyl-Endgruppen, bestitigt die These, welche bereits fiir die C;,-PBI Spezies
gemacht wurde, dass das PBI-Riickgrat zur Entgiftung der Dodecyl-Endgruppen genutzt werden kann
und dennoch eine sehr gute antimikrobielle Aktivitdt vorhanden ist. Nur das Ci4-(PBI)s-Ci¢ stellt mit
einem HCs-Wert von 1300 pg/mL ein hidmolytisch aktives Derivat dar. Literatur bekannte
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niedermolekulare beidseitig Dodecyl-terminierte, biquartire Ammoniumverbindungen (12-2-12 und
12-5-12) sind dagegen mit HC,o = 4,9-5,3 png/mL himolytisch besonders aktiv.'"

Die Selektivititen der C,-(PBI)¢-C, Spezies Tlibersteigen die der niedermolekularen quartéren
Ammoniumverbindungen, wie z.B. DTAC, mono- und bi-quartire Ammoniumsalze, bei weitem.'*
233-234

Besonders bemerkenswert ist die hohe Selektivitit von Ci,-(PBI)s-Cy, fiir E. coli von 1025,

welche 5-mal hoher als die Beste der C,-PBI Spezies ist.

4.1.1.2.4 Vergleich der verschiedenen 3,4en-lonene auf Basis der biologischen Charakterisierung
Durch die sequentiellen Synthesen wurden Oligomere und Polymere PBI-Spezies mit engen
Molekulargewichtsverteilungen, Molekulargewichten bis zu 5000 g/mol und verschiedenen
definierten Endgruppen (Brom, Amin, Alkylgruppen) dargestellt. Die synthetisierten PBI-Spezies
Br-(PBI),-Br, Am-(PBI),-Am, C;,-(PBI),-Br/Am und C,-(PBI)s-C, wurden hinsichtlich ihrer
antimikrobiellen Aktivitdt gegen die Bakterienstimme E. coli, S. aureus und S. mutans sowie
beziiglich der Haimokompatibilitdt gegeniiber roten Schweineblutzellen untersucht. Die Br-(PBI),-Br
und Am-(PBI),-Am Spezies besitzen eine steigende antimikrobielle Aktivitdt mit steigendem
Molekulargewicht, wobei die Aktivitdt fiir Brom-terminierte Verbindungen hoher ist als fiir Amin-
terminierte. Alle Verbindungen zeigen eine Lyse von <1% fiir Schweineblutzellen bei einer
Konzentration von 40000 pg/mL, d.h. sie sind nicht hdmolytisch aktiv. Die genannten
Einfliisse/Faktoren konnen genutzt werden um nicht-hdmolytisch aktive Biozide mit -einer
Mikroorganismus-spezifischen oder Breitband Aktivitdt zu generieren.

Der Blick in die Literatur, beziiglich der Abhéngigkeit der antimikrobiellen Aktivitit vom
Molekulargewicht kann am Beispiel anderer hydrophiler Polykationen gefestigt werden, wie die
folgenden Beispiele zeigen. Einen Anstieg der antimikrobiellen Aktivitit mit steigendem
Molekulargewicht konnte Ilkeda et. al. zwischen niedermolekularen (M <1000 g/mol;
MICg i =>1000 pg/mL, MICg 4ens = >1000 pg/mL) und polymeren (MICg .,; = 66-100 pg/mL,
MICs gypeus= 10-33  pg/mL) 6,6-lonenen nachweisen.'” Dementsprechend ist eine bessere
antimikrobielle Aktivitit gegen Gram-positive als gegen Gram-negative Bakterienstimme vorhanden.
Ebenso weist Timofeeva et. al. fiir hochmolekulare sekundidre Polydiallylammoniumsalze
My, =24-62 kDa; MICg = 125-15 pg/mL, MICs e = 31-1.5 pg/mL) einen Anstieg der
antimikrobiellen Aktivitit mit steigendem Molekulargewicht nach.**

Im Gegensatz dazu besitzen amphiphile Polykationen keinen solchen Trend, wie die hydrophilen
Polykationen. Keine Abhéngigkeit der antimikrobiellen und hadmolytischen Aktivitit vom
Molekulargewicht ist dagegen, bei von Engler et. al. untersuchten Polycarbonat-Copolymeren
(M, = 4000-18000 g/mol) mit quartiren Ammoniumfunktionen in den Seitengruppen, vorhanden.**°
Kuroda und GeGrado  présentieren fiir  amphiphile  Polymethylmethacrylat-Derivate
(M =1300-10100 g/mol) eine Steigerung der antimikrobiellen Aktivitdt, Himokompatibilitit sowie
Selektivitdt mit sinkendem Molekulargewicht.>” Lienkamp et. al. zeigt fiir amphiphile Polymere, dass

es keinen direkten Zusammenhang zwischen der antimikrobiellen/hdmolytischen Aktivitit und dem
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Molekulargewicht gibt, sondern dass sich je nach Polymerspezies und biologischer Spezies, Optima
ergeben.”® Diese erreichen eine Selektivitit von >533 (HCso = >2000 pg/mL, MICo = <3.75 pug/mL)
fiir S. aureus und RBC. Eren, welcher mit quartdren Pyridinium funktionalisierte Polynorbornene
untersuchte, zeigt keinen Einfluss des Molekulargewichts (3 kDa und 10 kDa) auf die antimikrobielle
Aktivitit von E. coli und B. subtilis.*' Dabei ist im Allgemeinen die himolytische Aktivitit fiir die
Polymere mit 3 kDa, gegeniiber 10 kDa, erhoht. Analoge Ergebnisse stellte auch Ilker et. al.
Polynorbornen-Derivate mit Molekulargewichten von ~1600-14000 g/mol fest.”” Einzig und allein
Kuroda et. al. ermittelte, fiir Polymethacrylat-Homopolymere mit Aminoethyl-Seitenketten, eine
Steigerung der antimikrobiellen Aktivitit gegen E. coli von ~500 pM (~1600 g/mol) bis auf 40 uM
(~6000 g/mol), wobei die hamolytische Aktivitit gegen RBC steigt (bester Wert des
HCso=~100 pg/mL, bzw. der Selektivitit = ~10).”’

Des Weiteren kann in dieser Arbeit an Hand der C;,-PBI Spezies gezeigt werden, dass das PBI-
Riickgrat zur Entgiftung antimikrobieller Monomere wie DTAC genutzt werden kann, ohne dabei an
antimikrobieller Aktivitit zu verlieren. Die Endgruppen-Modifizierung von PBI mit verschiedenen
Alkyl-Endgruppen bietet ebenfalls eine Art Baukasten, um antimikrobielle Makromolekiile mit einer
spezifischen oder breiten Aktivitit gegeniiber Mikroorganismen herzustellen, und dabei auch gezielt
Einfluss auf die Himokompatibilitdt nehmen zu kénnen.

Eine Ubersicht der besten Selektivititen der verschiedenen PBI-Spezies, im Vergleich mit hohen
Selektivitdten in der Literatur, zeigt Tabelle 6. Fiir E. coli besitzt die Ci,-(PBI)¢-Ciy (Sg 0 =1025)
Spezies eine mehr als 7-fach hohere Selektivitit als alle anderen sequentiellen PBI-Spezies, sowie eine
4-fach hohere als literaturbekannte Biozide Polymere. Diese iibertrifft sogar die des hochmolekularen
PBI,. Beziiglich S. aureus erzielte Cg-(PBI)¢-Cs (Ss. wurens = >2000) die hochste Selektivitdt, welche
etwa doppelt so hoch ist wie die von PBI, und der Literatur (S =>1250""). Zudem weisen auch die
C12-(PBI)sCys, Ci2-(PBI),-Br und das nicht-hdmolytisch aktive Br-(PBI),-Br exzellente Selektivititen
(Ss. awreus=>513 -1025) auf. AbschlieBend tbertrifft die Selektivitit fiir S. mutans von Cg-(PBI)-Cg
(Ss. mutans = >8000), um das 4-fache den Wert fiir PBI, und um das 60-fache den der Literatur
(Ss. mutans = 128240). Insgesamt weisen die sequentiell, synthetisierten PBI-Spezies, vor allem die
Alkylgruppen-terminierten Spezies, dhnlich exzellente oder bessere Selektivititen auf, wie das
hochmolekulare PBI,. Damit iibersteigen sie auch besonders hohe Literaturwerte biozider Polymere

(siche Tabelle 6).
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Tabelle 6: Auswahl der besten Selektivititen der verschiedenen PBI-Spezies im Vergleich zu besonders
hohen Selektivititen verschiedener Bakterienstimme.

Polymer-Spezies SY (E. coli) SY (S. aureus) S? (S. mutans)
Am-(PBI),-Am >8 >129 >513
Br-(PBI),-Br >63 >513 >513
C>-(PBI),-Am 197 385 3850
C,-(PBI),-Br 128 1000 1000
Cy-(PBI)s-Cs >129 >2000 >8000
C1»-(PBI)¢-Cy, 1025 1025 2050
PBIL,"” >1000 >1000 >2000
Literaturwerte >54%114%, 250% 283, 440%, >533%%, 30%, 128*%
Biozider Polymere >1250""

9 Die Selektivitit S wurde aus dem HC5/MIC Verhiltnis berechnet.
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Abbildung 20: Zellhiillstruktur und deren Einfluss auf die antimikrobielle Selektivitiit. a) Unterschied in
der Plasmamembranzusammensetzung zwischen Sdugetieren und mikrobiellen Zellen, die die Selektivitit
von membranaktiven antimikrobiellen Molekiilen gewihrleisten. b) Querschnittsdiagramm der
wesentlichen Unterschiede zwischen der Zellhiille von Siugetierzellen und verschiedenen mikrobiellen
Zelltypen. Schema des Aufbaus der Zellhiillen von Bakterien und Siugetierzellen. Reproduziert von
Engler et. al..*
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Die Ergebnisse der sequentiellen PBI-Spezies bestitigen in den meisten Féllen die extrem hohe
Selektivitdt gegeniiber Sdugetierzellen; im Gegensatz zu Bakterienzellen, wie sie auch das
hochmolekulare PBI, zeigt. Das Verhalten von hydrophilen Polykationen unterscheidet sich im
Vergleich zu amphiphilen Polymeren deutlich, wie auch die vorherige Gegeniiberstellung zur
Abhingigkeit der biologischen Aktivitit zum Molekulargewicht und die drastisch erhohten
Selektivititen zeigen. Damit wird weiterhin der von Ikeda et. al.'® vorgeschlagene Wirkmechanismus
zur Membranzerstérung dieser Makromolekiile in Frage gestellt. Eine mdgliche Variante fiir die
antimikrobielle Aktivitdt dieser hydrophilen Polykationen stellt deren Komplexierung mit polymeren
Anionen in den bakteriellen Zellwinden, wie den Teichonsduren bei Gram-positiven und den
Lipopolysacchariden bei Gram-negativen Zellen, dar. Dies wiirde zur Schwichung der Zellwinde
fiihren und diese zerstéren. Sdugetierzellen besitzen keine solch stabilisierenden Polyanionen (siehe

Abbildung 20) und werden daher nicht durch die Polymere beeinflusst.
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4.1.2 Synthese, Modifizierung und Charakterisierung von 3,4en-lonenen aus Polyaddition

Ziel der in diesem Abschnitt vorgestellten Versuche war die Synthese von lonenen, zur Verwendung
in Netzwerken, durch Polyaddition, deren Modifizierung und Charakterisierung. Im Fokus der
Forschung steht dabei das Poly[((dimethylimino)-propan-1,3-)((dimethyliminio)-2-buten-1,4-
)diyldibromid] (3,4en-lonen = PBI,)), welches durch die Reaktion von trans-1,4-Dibrombuten (DBB)
und N,N,N‘ N*‘Tetramethyl-1,3-propandiamin (TMPDA) aufgebaut wird. Als Vorbild dienten die
Arbeiten von F. Kracke'® und J. Kiipper'''. Zunichst erfolgten Untersuchungen beziiglich
verschiedener Reaktionsbedingungen (Temperatur, Reaktionszeit, Monomerverhéltnis, Ansatzgrof3e)
fiir die Synthese in Aceton, um gezielt PBI, mit verschiedenen Molekulargewichten und groBere
Mengen herzustellen. AnschlieBend wurden ausgewéhlte PBI, mit Brom- (Br-PBI,-Br) und
Methacrylamid- (MAA-PBI,-MAA) Endgruppen modifiziert, um diese spéter in Netzwerke einbinden
zu konnen. Fiir ausgewéhlte Br-PBI,-Br und MAA-PBI,-MAA Polymere, welche zur Herstellung von
Netzwerken verwendet wurden, erfolgte eine umfassende Charakterisierung mittels der gédngigen
chemischen Analysemethoden und beziiglich der antimikrobiellen Eigenschaften. Dabei wurden Teile
der Ergebnisse dieses Abschnittes in Zusammenarbeit mit Johanna Petranowitsch im Rahmen ihrer

Masterarbeit**' und mit Florian Pitzold im Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums** erarbeitet.

4.1.2.1 Synthese von 3,4en-lonene in Aceton

Auf Basis der Vorarbeiten zu lonenen am Lehrstuhl fiir Biomaterialien und Polymerwissenschaften
wurde Aceton fiir die Synthese der Polymere durch Polyaddition, in Form der Menschutkin®*>*
Reaktion, ausgewihlt. Aceton bietet dabei durch seinen niedrigen Siedepunkt und hohe Fliichtigkeit
die Moglichkeit zur schnellen, leichten und restlosen Entfernung des Losungsmittels nach der
Reaktion. Besonders in Hinblick auf medizinische Anwendungen ist die Entfernung des

Losungsmittels ein wichtiger Faktor.

. Br ar | -
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_N._~_N._ TMPDA PBI,
Abbildung 21: Allgemeines Reaktionsschema der Polyaddition von TMPDA und DBB zu PBI,.

Auf Basis der Polyaddition von TMPDA und DBB in Aceton (siche Abbildung 21) sollte eine
Methode zur einfachen Herstellung, auch groBerer Mengen, entwickelt werden, um diese spéter zur
Herstellung und Einarbeitung in Netzwerke zu verwenden. Das Molekulargewicht sollte zwischen
~1000 - 15000 g/mol  eingestellt werden konnen. Dafiir wurden im Folgenden die

Synthesebedingungen variiert und eine Reihe verschiedener PBI, (siche Tabelle 7) hergestellt.
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Tabelle 7. Durch Polyaddition synthetisierte PBI, unter Angabe der Synthesebedingungen und dem aus
1H-NMR-Spektrum ermittelten Molekulargewicht (M, nmr)-

Polymer  End- N Tvppa/NpBB m tvppa-+peB (€] Reaktions- Y
gruppe bedingungen ¥ [g/mol]
PBI,-1 Amin 1.00 4.83 24 h, 55 °C 6100
PBI,;-2 Amin 1.00 21.38 24 h, 20 °C 8900
PBI,-3 Amin 0.95 21.38 24 h, 20 °C 14000
PBI,-4 Amin 0.95 117.75 24 h, 20 °C 7400
PBI,-5 Amin 0.96 118.39 24 h, 20 °C 7000
PBI,-6 Amin 0.97 24.27 2h,20°C 3800
PBI,-7 Amin 1.01 24.60 2h,20°C 3300
PBI,-8 Amin 1.01 24.60 2h,20°C 3600
PBI,-9 Amin 1.62 6.04 2h,20°C 1300

a) Die Monomerlésungen wurden vor der Reaktion jeweils auf 0 °C abgekiihlt, schnellst moglich unter starken Riihren
zusammen gegeben und dann wurde die Synthese unter den genannten Reaktionsbedingungen weiter gefiihrt; b) Das mittlere
Molekulargewicht (M,nvr) Wurde aus den Integralen der CH; Gruppen der quartiren Ammoniumgruppe bei
& =3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im '"H NMR Spektrum (Abbildung 22 sowie Abbildung 95
bis Abbildung 102; Seite 195 ff.) mit einer Standardabweichung unter 5%, berechnet.

Am Beispiel von PBI-1 in Abbildung 22 soll an dieser Stelle reprasentativ gezeigt werden, dass in
allen Féllen Polymere mit Amin- (TMDPA) Endgruppen gebildet wurden (weitere Spektren siche
Abbildung 95 bis Abbildung 102 im Anhang; Seite 195 ff.).
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Abbildung 22: '"H-NMR-Spektrum von PBI-1 in D,0.

Mit TMPDA terminierte PBI, sind gut an den Signalen der Methyl-Gruppen
(Signal 13,5 =2.20 ppm), am tertidiren Stickstoff und der zentralen CH,-Gruppe im TMPDA-
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Terminus (Signal 11, 6 =2.09) in Abbildung 22, zu erkennen. Die Signale 10 (6 =3.50 ppm) und
12 (6 = 2.46 ppm) iiberlagern mit den Signalen 7 und 8 des PBI-Riickgrats. Dem PBI-Riickgrat lassen
sich die charakteristischen Signale 5 (6 =3.12-3.23 ppm), 6 (6=3.50ppm), 7 (d=2.46 ppm),
8 (0 =4.22 ppm) und 9 (6 = 6.44-6.49 ppm) zuordnen. Signifikante Hinweise auf Signale einer DBB-
Terminierung (Protonen 1-4), sind nicht zu identifizieren. Die in diesem Abschnitt angegebenen
Molekulargewichte wurden aus dem Endgruppen- zu Polymerriickgrat-Verhéltnis (Signal 13 zu
Signal 5) aus den "H-NMR-Spektren berechnet.

Um die von Kiipper erwéhnte Bildung von Nebenprodukten, welche als Signale bei 5.25-5.81 ppm im
"H-NMR erkennbar sind, zu unterbinden, wurde eine Reaktionszeit von >24 h und eine

Reaktionstemperatur von >55 °C vermieden.'"!

Nach dem Vorbild der Syntheseoptimierung der durch
sequentielle Synthese hergestellten PBI, wurden beide Monomere vor der Reaktion auf 0 °C abgekiihlt
und fiir eine homogene Durchmischung, ohne lokale Konzentrationsspitzen, schnellst moglich unter
starkem Riithren zusammen gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde dann jeweils 1h bei 0°C
nachgeriihrt. AnschlieBend erfolgte die Reaktion unter den in Tabelle 7 angegebenen
Reaktionsbedingungen und die Aufarbeitung unter analogen Bedingungen.

Auf dieser Grundlage erfolgte zundchst die PBI-Synthese fiir 24 h bei 55 °C mit einem molaren
Diamin (TMPDA) zu Dihalogenid (DBB) Verhéltnis von 1.00, wodurch ein PBI, mit einer Amin-
Endgruppe und einem Molekulargewicht von M, yyr = 6100 g/mol erhalten wurde. Im néchsten
Schritt sollte der Einfluss der Temperatur, unter gleichzeitiger Erhohung der AnsatzgroBe, auf das
Molekulargewicht untersucht werden. Mit 8900 g/mol besall PBI,-2 ein leicht erhohtes
Molekulargewicht, sodass die Erniedrigung der Temperatur statt zu einer Erniedrigung des
Molekulargewichts, bedingt durch eine langsamere Reaktionsgeschwindigkeit, sogar zu einer
Erhhung fiihrt. Der, aus der Literatur”® und den sequentiellen Synthesen, bekannte Abbau durch
freies Amin, ist vermutlich durch die geringe Temperatur entsprechend auch geringer ausgepragt, was
die Erklarung fiir das hhere Molekulargewicht darstellt.

Im néchsten Schritt wurde unter Beibehaltung der Reaktionsbedingungen und Ansatzgrofle, ein
leichter Uberschuss von DBB (TMPDA/DBB-Verhiltnis = 0.95) gewihlt, um den Einfluss auf die
Endgruppenbildung bei der Reaktion zu untersuchen. In dem Spektrum des PBI, -3, kann kein Hinweis
auf das Vorhandensein von Brom-Endgruppen entdeckt werden. Das Polymer besitzt Amin-
Endgruppen und ein Molekulargewicht von M, nyr = 14000 g/mol. Damit ist eine deutliche Erh6hung
von M, festzustellen, was durch den Uberschuss des sehr reaktiven DBB** und dem damit
verbundenen schnelleren Kettenaufbau, zu erkldaren wire.

In zwei weiteren Synthesen sollte der Einfluss eines Scale-up um das 5.5-fache der eingesetzten
Monomere, auf das Molekulargewicht untersucht werden. Die erhaltenen Polymere weisen ein
Molekulargewicht von 7400 g/mol (PBI,-4) und 7000 g/mol (PBI,-5) auf. So fiihrt der 5.5-fache

Scale-up zu etwa einer Halbierung des Molekulargewichts. Als Ursache werden bedingt durch das
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erhohte Volumen, eine im Vergleich zu PBI,;-3, schlechtere Durchmischung und dadurch ein
geringeres Kettenwachstum vermutet.

Des Weiteren wurde bei der Synthese von PBI,-6, im Vergleich zu PBI,-3, die Reaktionszeit um den
Faktor 12, auf 2 h, reduziert. Erhaltenen wurde ein Polymer mit einem Molekulargewicht von
3800 g/mol. Als Ursache, fiir das um den Faktor ~4 geringe Molekulargewicht, ist eindeutig die
geringere Reaktionszeit zu nennen. Die verkiirzte Reaktionszeit bewirkt einen geringen Umsatz der
Polymerisation und damit geringere Molekulargewichte. Die mittels der Carothers-Gleichung aus den
Wiederholungseinheiten der Polymere berechneten Umsétze bestitigen diese Vermutung. Das PBI,-6
besitzt mit 91% einen geringen Umsatz als das PBI,-3 mit 98%.

Die Synthesen von PBI,-7 und PBI,-8 mit einem leicht verdnderten Diamin-Dihalogenid-Verhéltnis
von 1.01, bei einer erneuten Reaktionszeit von 2 h bei 20 °C, lieferten Polymere mit
Molekulargewichten von 3300 g/mol (PBI,;-7) und 3600 g/mol (PBI,-8). So ist kein signifikanter
Einfluss bei der kurzen Reaktionszeit von 2 h, durch das Diamin-Dihalogenid-Verhéltnis festzustellen.
Um noch kiirzere Polymere zu synthetisieren, wurde bei der Herstellung von PBI,-9, das molare
Diamin-Dihalogenid-Verhédltnis auf 1.62 gedndert. Das synthetisierte Polymer weist ein
Molekulargewicht von 1300 g/mol auf. Das geringere Molekulargewicht wurde durch den erhéhten
Anteil an Diamin verursacht, welcher zu vermehrten Kettenabbaureaktionen fithrt. Der Uberschuss
eines Monomers bei Polyadditionsreaktionen, bewirkt bekanntermafBen eine Verringerung des
Molekulargewichts, im Vergleich zum idealen 1:1 Verhéltnis.

AbschlieBend lésst sich fiir die Synthese von PBI, in Aceton festhalten, dass durch die Variation der
Reaktionstemperatur (20 °C, 55 °C), der Reaktionszeit (2 h, 24 h), der Ansatzgro3e und des Monomer-
Verhiltnisses unterschiedliche Molekulargewichte (M, = 1300-14000 g/mol) erhalten werden kénnen.
Das Zusammenspiel der Reaktionsparameter in Hinblick auf das erhaltene Molekulargewicht des
synthetisierten PBI,, ist komplex. Ein Einfluss der gewihlten Reaktionsbedingungen auf die
Endgruppen der PBI, kann jedoch nicht festgestellt werden, da alle erhaltenen PBI,, Amin-Endgruppen

aufweisen.

4.1.2.2 Modifizierung der Endgruppen von 3,4en-lonenen

Ziel der in diesem Abschnitt prasentierten Synthesen war die gezielte Endgruppen-Modifizierung, der
durch Polyaddition in Aceton hergestellten Polymere (Abschnitt 4.1.2.1) fir die spétere, feste
Einbindung der antimikrobiellen PBI, in Polymernetzwerke. Es sollten jeweils modifizierte PBI, mit
unterschiedlichen Molekulargewichten hergestellt werden. Die Modifizierung sollte dazu mit DBB fiir
Brom-Endgruppen (Br-PBI,-Br) ausgehend von mit Amin-terminierten PBI, erfolgen. Basierend auf
Br-PBI,-Br sollten diese, durch die Reaktion mit DMAP-MAA
(N-[3-(Dimethylamino)propylJmethacrylamid, mit Methacrylamid-Endgruppen (MAA-PBI,-MAA)
modifiziert werden (siehe Abbildung 23). Der Index X am PBI, kennzeichnet im Folgenden, dass nach
der Modifizierung aus dem 'H-NMR ermittelte mittlere Molekulargewicht des Polymers. Als

Losungsmittel fiir die Endgruppen-Modifizierungen wurde Methanol ausgewéhlt, da es neben Wasser
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als einziges untersuchtes Losungsmittel, eine gute Loslichkeit fiir PBI, zeigte. Um zweiphasige

Reaktionsgemische zur vermeiden, wurde Wasser als Losungsmittel ausgeschlossen.

PBI,, aus der Polyaddition in Aceton

Modifizierung mit DBB DBB-Uberschuss in Methanol
pZ Bry Bry N
Br-PBI,-Br
Modifizierung mit N /\/\N)'kﬂ/
N-[3-(Dimethylamino)propyl]methacrylamid | H
(DMAP-MAA) DMAP-MAA-Uberschuss in Methanol
0]
. N/\/\N
" Bl

MAA-PBI,-MAA

Abbildung 23: Reaktionsschema der Endgruppen-Modifizierung von PBI, mit DBB sowie in einem
weiteren Schritt die Endgruppenmodifizierung mit N-[3-(Dimethylamino)propyllmethacrylamid
(DMAP-MAA)

Tabelle 8: Ubersicht von mit DBB Endgruppen-modifizierten PBI, und der aus dem 'H-NMR ermittelten
mittleren Molekulargewichte (M, nugr)-

Polymer M, xvr 2 Edukt-Polymer M,-Anderung bei
[g/mol] (M, nir [g/mol]) Modifizierung ” [%]

Br-PBl3;¢0-Br 3100 PBI,-9 (1300) +138
Br-PBlg0-Br 7000 PBI,-6 (3800) +84%
Br-PBI700-Br 5700 PBI,-7 + PBI,-8 (~3400) +68
Br-PBIg;00-Br 8100 PBI,-1 (6100) +33
Br-PBlgg0-Br 8600 PBI,-5 (7000) +26
Br-PBlyy-Br 9200 PBI,-4 (7400) 124
Br-PBI, 3500-Br 13800 PBI,-3 (14000) 1
Br-PBlss00-Br 5500 (PBI,-10) ;
Br-PBIgg00-Br 8000 (PBI,-11) ]

a) Das mittlere Molekulargewicht (M, ynvr) Wurden aus den Integralen der CH; Gruppen der quartiren Ammoniumgruppe bei
8 = 3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im '"H NMR Spektrum (Abbildung 24 sowie Abbildung 103
bis Abbildung 110; Seite 199 ff.) mit einer Standardabweichung unter 5%, berechnet. b) Die M,-Anderung wurde aus
,,Br-PBI-Br / PBlgu) 100 berechnet.
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Fiir die Endgruppen-Modifizierung mit DBB, wurden ausgewihlte aus der Polyaddition in Aceton
erhaltene PBI, verwendet (siche Tabelle 8). Dazu wurden diese direkt mit einem mindestens
6-molaren Uberschuss an DBB umgesetzt. Des Weiteren wurden mit DBB-modifizierte PBI,, direkt

ohne komplette Aufarbeitung des Amin-terminierten PBI,, hergestellt (PBI-10 und PBI-11).
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Abbildung 24: Typisches '"H-NMR-Spektrun der beidseitig mit DBB modifizierten PBI,-Polymere in D,0O
gemessen, am Beispiel von Br-PBls;-Br.

Die erfolgreiche Modifizierung wird iiber das komplette Verschwinden der typischen TMPDA-
Endgruppen-Signale  und  Neubildung der fiir eine  DBB-Endgruppen  typischen
Signale 1 (8 =4.13 ppm), 2 (8§=6.12ppm), 3 (§=6.49 ppm) und 4 (5=4.20 ppm) im 'H-NMR-
Spektrum (siehe Abbildung 24) nachgewiesen. Die angegebenen Molekulargewichte wurden aus dem
Endgruppen (Signal 4) zu Polymerriickgrat (Signal 5) Verhiltnis aus den 'H-NMR-Spektren ermittelt.
Keines der Spektren besal Hinweise auf Signale von Amin-terminierten PBI,, sodass von einer
vollstindigen Modifizierung der PBI, mit Brom-Endgruppen ausgegangen wird.

Die Betrachtung der Molekulargewichte der PBI,, vor und nach der Modifizierung mit DBB, zeigt in
fast allen Fillen einen Zuwachs des Molekulargewichts. Die Ausnahme bildet das PBI,-3
(Br-PBli3500-Br). Je kleiner das PBI, vor der Modifizierung war, desto groer war der Zuwachs des
Molekulargewichts im Laufe der PBI-Modifizierung. So weist das PBI,-9 (Br-PBls;4-Br) einen
Zuwachs von 138% und das PBI,-4 (Br-PBlg,-Br) einen Zuwachs von nur noch 24% auf. Der
minimale Abbau von 1% bei PBI,;-3 (Br-PBl3300-Br) weist auf eine Grenze fir den Zuwachs des

Molekulargewichts durch die DBB-Modifizierung hin. Die Ursache fiir die Steigerung des
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Molekulargewichts sind Verkniipfungen der Amin-terminierten PBI,, durch das DBB. Mit steigendem
Molekulargewicht, sinkt die Beweglichkeit und damit die Wahrscheinlichkeit zur Verkniipfung der
Ketten. Des Weiteren ist aus den sequentiellen Synthesen, beim Uberschuss von TMPDA, eine
Stabilitdtsgrenze der PBI bekannt. Ein Abbau durch DBB ist jedoch eher unwahrscheinlich, da keine
entsprechenden Abbaureaktionen bekannt sind.

Als zweite Modifizierung, sollten PBI, mit Methacrylamid-Endgruppen hergestellt werden. Fiir eine
Modifizierung von PBI, mit Methacrylamid-Endgruppen (MAA-PBIx-MAA) wurden ausgewdéhlte
Br-PBIx-Br (siche Tabelle 9) mit DMAP-MAA im Uberschuss in Methanol (siche Abbildung 23),
nach dem Vorbild von F. Kracke'® und J. Kiipper'"', umgesetzt.

Tabelle 9: Ubersicht von mit DMAP-MAA Endgruppen-modifizierten PBI (MAA-PBIx-MAA) und der
aus dem 'H-NMR ermittelten mittleren Molekulargewichte.

Polymer Muxvr®  Edukt-Polymer M,-Anderung bei Modifizierungsgrad ©
[g/mol] (M,, xmr [g/mol]) Modifizierung b) [%]
MAA-PBIs;0-MAA 5700 Br-PBls500-Br +4% 88%
MAA-PBloy-MAA 9200 Br-PBlg00-Br +15% 82%

a) Das mittlere Molekulargewicht (M, nvr) Wurden aus den Integralen der CH; Gruppen der quartdren Ammoniumgruppe bei
& =3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im "H NMR Spektrum (Abbildung 25 sowie Abbildung 111;
Seite 203) mit einer Standardabweichung unter 5%, berechnet. b) Die M,-Anderung wurde aus
»(MAA-PBI-MAA / Br-PBI,-Br )- 100 berechnet; ¢) Der Modifizierungsgrad wurde aus dem Integral der endstindigen
Methylgruppen (C-CHj;, Signal 19) im Verhéltnis zum Integral der &uBeren Methylgruppen am quartiren Ammonium
(N"-CHj;, Signal 5a) als Referenz berechnet.
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Abbildung 25: Typisches 'H-NMR-Spektrum eines beidseitig mit DMAP-MAA modifizierten PBI-
Polymers in D,0O gemessen, am Beispiel von MAA-PBly,p-MAA.
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Das komplette Verschwinden der typischen DBB-Endgruppen-Signale und Neuausbildung der fiir eine
DMAP-MAA-Endgruppen typischen Signale 18 (5 = 5.50-5.74 ppm) und 19 (6 = 1.95 ppm), weist auf
eine erfolgreiche Endgruppen-Modifizierung hin (siche Abbildung 25). Die Bestimmung des
Modifizierungsgrades iiber das Integral der endstindigen Methylgruppen (Signal 19), deutet auf
Modifizierungsgrade von 82-88% hin. Eindeutige Signale der DBB-Endgruppen konnten in den
Spektren nicht identifiziert werden. Neben den Signalen fiir das PBI,-Riickgrat und der DMAP-MAA
Endgruppen, ist ein auffilliges Signal bei 3.35 ppm (s) sichtbar. Dies wurde Methanol zugeordnet und
ist auf Losungsmittelreste zuriickzufiithren. Die angegebenen Molekulargewichte wurden aus dem
Endgruppen-Polymerriickgrat-Verhiltnis aus den 'H-NMR-Spektren ermittelt. Die Betrachtung der
Molekulargewichte der PBI,, vor und nach der Modifizierung mit DMAP-MAA, zeigt einen
minimalen Zuwachs des Molekulargewichts (4% bei MAA-PBIs;0-MAA, 15%  bei
MAA-PBIg00-MAA), welcher im Fehlerbereich der Bestimmungsmethode (~10%) liegt. Dies wiirde
dem vom F. Kracke publizierten Abbau um 18%, von PBI durch DMAP-MAA widersprechen.'®
Schlussendlich konnten erfolgreich unterschiedliche PBI;, mit DBB und DMAP-Endgruppen
modifiziert werden. Es wurden 9 verschieden, grole Br-PBIx-Br und 2 verschieden grof3e

MAA-PBIx-MAA Polymere hergestellt.

4.1.2.3 Charakterisierung Endgruppen-modifizierter 3,4en-lonene fiir die Verwendung
in Netzwerken

Fir die Herstellung von antimikrobiellen Netzwerken wurden insgesamt 8 Endgruppen-
funktionalisierte PBI, ausgewihlt. Drei verschieden grofle PBI, mit beidseitiger DBB-Modifizierung
(Br-PBIss00-Br, Br-PBlggg-Br, Br-PBl;3300-Br) und zwei verschieden grofie PBI, mit DMAP-MAA
Modifizierung (MAA-PBIls;00-MAA, MAA-PBIg,-MAA), fir die direkte Einarbeitung der PBI, als
antimikrobielle Komponente in Acrylat-Netzwerke. Zudem wurden drei weitere verschieden grof3e
PBI, mit beidseitiger DBB-Modifizierung (Br-PBl;;0-Br, Br-PBls;¢0-Br, Br-PBl;y-Br) fiir die
Herstellung von antimikrobiellen interpenetrierenden Hydrogelen (IPH) ausgewihlt. Im Folgenden
wurden diese Polymere, zusitzlich zu den 'H-NMR-Analysen, mittels Lichtstreuung (LS) und
Gelpermeationschromatographie (GPC) hinsichtlich ihres Molekulargewichts und ihrer Polydispersitét
(PDI) untersucht (siche 7abelle 10). AnschlieBend erfolgte zudem die antimikrobielle sowie

hadmolytische Charakterisierung der Verbindungen.
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Tabelle 10: Analytisch Daten der synthetisierten der synthetisierten PBI mit beidseitigen Brom
(Br-PBI,-Br) oder Methacrylamid (MAA-PBI,-MAA) Endgruppen.

Polymer Muavr ¥ [g/mol] M, 5™ [g/mol] M, gpc @ [g/mol] PDI gpc
Br-(PBlsse)-Br 5500 4600 10900 1.49
Br-(PBlgq0)-Br 8000 6600 14400 1.58
Br-(PBI, 350)-Br 13800 8400 18800 1.63

MAA-(PBls;00)-MAA 5700 2700 5400 1.30
MAA-(PBloyy0)-MAA 9200 5100 10300 1.44
Br-(PBl0)-Br** 3100 2400 5500 1.67
Br-(PBls;00)-Br** 5700 3500 8800 1.87
Br-(PBlygg0)-Br** 7000 4400 8900 1.85

a) Das Molekulargewicht (M, nyur) wurde aus dem Integral der CH; Gruppen der quartiren Ammoniumgruppe bei
8=13.13-3.32 ppm, nach dem Referenzieren auf das Endgruppensignal, aus den 'H-NMR-Spektren berechnet. b) Das
Molekulargewicht (M,,) wurde aus einem CONTIN fit ermittelt. Der Fehler der Messungen lag bei maximal 6%. c) Das
Molekulargewicht (M,)) und der Polydispersititsindex (PDI) wurden aus der jeweiligen GPC-Messung bestimmt.

Alle  untersuchten  Polymere  weisen die  fiir  Polyadditionsreaktionen  typischen
Molekulargewichtsverteilungen nahe 2 auf. Die niedrigsten PDI zeigen die DMAP-MAA
modifizierten PBI,. Die Ursache dafiir liegt vermutlich in der zusétzlichen Aufarbeitung, welche zur
Verkleinerung des PDI fiihrte, da beim Féllen bevorzugt kleine, gut 16sliche Molekiile nicht ausfallen
und daher abgetrennt werden. Der Vergleich der M,-Werte aus "H-NMR und GPC zeigt, dass letztere
Werte zu hoch sind. Die abweichenden M, aus der GPC konnen auf die verwendeten Pullulan-
Standards, welche fiir die PC-Kalibrierung verwendet wurden, zuriickzufiihrt werden. Die mittels LS
ermittelten Massenmittel des Molekulargewichts (M,,) weisen fiir alle untersuchten PBI, ein
geringeres Molekulargewicht auf, als das M, aus dem 'H-NMR-Spektrum. Die mit 'H-NMR-
Spektroskopie ermittelten Molekulargewichte, gehen bei der Berechnung von einer vollstdndigen
Terminierung der Endgruppen mit DBB aus, da keine weiteren Endgruppensignale identifizierbar
sind. Das die mit 'H-NMR-Spektroskopie und Lichtstreuung ermittelten Molekulargewichte nahe
beieinander liegen, deutet darauf hin, dass die PBI,-Endgruppen tatsdchlich mit Brom-Endgruppen
modifiziert sind. Somit sollten alle ausgewéhlten PBI, spéter in den Polymernetzwerken, auch
kovalent eingebunden werden kdnnen.

Die antimikrobiellen Eigenschaften der PBI, wurden mit Hilfe von MIC-Tests analysiert. Alle
Polymere wurden gegen die Standard-Bakterienstimme E. coli als Gram-negativer Vertreter und
S. aureus sowie S. mutans als Gram-positive Vertreter untersucht. Im Hinblick auf die Nutzung der
Polymere Br-PBl;40-Br, Br-PBls;00-Br und Br-PBl;g0-Br fiir IPH im medizinischen Bereich, wurden
diese zusitzlich gegen S. epidermidis (Gram-positiv) und P. aeruginosa (Gram-negative) getestet. Die
Ergebnisse der MIC-Tests sind in Abbildung 26 in Bezug auf das jeweilige Molekulargewicht und
Endgruppe der PBI, dargestellt (Details siche Tabelle 29 im Anhang; Seite 167).
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Abbildung 26: Antimikrobielle Aktivitit in Form des MIC gegeniiber den Bakterienstimmen E. coli (a),
S. aureus (b), P. aeruginosa (c), S.mutans (d) und S. epidermidis (e) der synthetisierten PBI, mit
beidseitigen Brom (Br-PBI-Br) oder Methacrylamid (MAA-PBI-MAA) Endgruppen. Mit einer griinen
Linie sind ist der von F. Kracke'® ermittelte MIC-Wert fiir PBI gekennzeichnet. Die Werte wurden
mindestens doppelt bestimmt und der Fehler wird in Form der Standardabweichung angegeben.
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Die ermittelten MIC-Werte (Konzentration bei der 99 % der bakteriellen Zellen am Wachstum
gehindert werden), zeigen im Gegensatz zu den sequentiell synthetisierten PBI, keine Abhéngigkeit
vom Molekulargewicht des Polymers, was auf die teilweise deutlich hoheren Molekulargewichte,
sowie die breitere Molekulargewichtsverteilung zuriickgefiihrt wird. Des Weiteren zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den MIC-Werten der Brom- und MAA-terminierten PBI. Der
Grund dafiir liegt vermutlich im steigenden Einfluss des Polymerriickgrats gegeniiber der Endgruppe
des Polymers, sodass die Endgruppen bei hoheren Molekulargewichten keinen merklichen Einfluss
mehr auf die antimikrobielle Aktivitit besitzen.

Die PBI, weisen Aktivititen mit MICg .,; = 39.1- 156.3 pg/mL, MICg 4ens = 19.5 - 78.1 pg/mL,
MICs yutans = 9.8 - 19.1 pg/mL, MICp seruginosa = 29.5 - 39.53 pg/mL und MICs opigermiais = 5.3 pg/mL
auf. Die Werte liegen nach Fortuniak et. al.''? im gutem bis exzellenten Bereich fiir die antimikrobielle
Aktivitét. Insgesamt liegen die MIC-Werte in fast allen Fillen sehr nahe den von F. Kracke detailliert
ermittelten MIC-Werten und sogar darunter.'®

Im HC;s-Test wurde die Himokompatibilitit der PBI, gegeniiber roten Schweineblutzellen bestimmt
(siehe Tabelle 30 im Anhang; Seite 167). Der HCso-Wert aller PBI,, lag bei >40000 pg/mL, bei der die
Lyse der roten Blutkorperchen zudem bei <1% lag. So konnten alle PBI, als nicht himolytisch aktiv
gegeniiber roten Schweineblutzellen eingestuft werden, was auf ein groes Potential der PBI, fiir
medizinische Anwendungen hindeutet.

Die berechneten Selektivititen (S = HCso/MIC, siehe Tabelle 30 im Anhang; Seite 167) liegen mit
SE coli = >256 - >1403), Sg sureus = >512 - >2056, S utans = >2051 - >4092, Sp. seruginosa = >1318 - >1857
und S epidermiais = >9091 ->11186 im Allgemeinen oberhalb der hochsten Selektivitidten fiir
literaturbekannte biozide Polymere® """ **" (siehe Tabelle 1 und Tabelle 6; Seite 9 und 46). Gegeniiber
den Selektivitdten von F. Kracke (siche Tabelle 3; Seite 13) konnten bei den Selektivititen fiir . coli,
S. aureus , S. mutans und P. aeruginosa sogar noch Steigerungen erzielt werden, welche auf die
héheren HCsp-Werte zuriickzufiihren sind.

Die antimikrobielle und hémolytische Charakterisierung der PBI, fiir die Einarbeitung in
Polymernetzwerke, zeigt fiir alle Polymere mindestens gute antimikrobielle Aktivititen und exzellente
Héamokompatibilititen. Diese Polymere sind daher besonders zur Herstellung von antimikrobiellen

Netzwerken geeignet.
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4.2 Antimikrobielle Netzwerke

Nach dem sich Abschnitt 4.1 mit 3,4en-Ionenen (PBI) in Losung auseinandersetzte, behandelt dieser
Abschnitt die Synthese und Charakterisierung antimikrobieller Netzwerke. Das Ziel war es, PBI, als
antimikrobielle Komponente in Netzwerken kovalent zu binden, um so inhérent, antimikrobielle
Netzwerke mit langfristig, antimikrobiellen Eigenschaften zu erzeugen. Fiir die Herstellung der PBIs
wurde anstatt der sehr aufwindigen sequentiellen Synthese, die Polyaddition (Abschnitt 4.1.2)
verwendet, da diese deutlich kostengiinstiger ist, wenig zeitintensiver ist und die Produktion groBerer
Mengen an Polymer ermoglicht. Dies ist im Hinblick auf kommerzielle Anwendungen von
entscheidendem Wert, und es wurde gezielt ein moglichst geringer PBI-Gehalt in den Netzwerken
angestrebt.

Fiir die Herstellung der antimikrobiellen Netzwerke wurden zwei Strategien verfolgt: die direkte
Vernetzung von PBI mit einem Acrylatnetzwerk und die Herstellung eines interpenetrierenden
Netzwerkes. Zunichst wird auf die direkte Einbindung von PBI mit Brom- oder Methacrylamid-
Endgruppen in ein photovernetzbares Acrylatnetzwerk, bestehend aus 2-Hydroxyethylacrylat (HEA)
und Glyceroldimethacrylat (GDMA) als Vernetzer, sowie deren Charakterisierung eingegangen.
AnschlieBend folgt die Vorstellung von durch Vernetzung mit dem trifunktionellen
Tris(2-aminoethyl)amin (TREN) erzeugten PBI-Netzwerken, woraus in einem weiteren Schritt
antimikrobielle, interpenetrierende Hydrogele (IPH) mit HEA und GDMA generiert und analysiert
wurden.

Dabei wurden Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes in Zusammenarbeit mit Florian Pétzold im
Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums®*?, mit Johanna Petranowitsch im Rahmen ihrer
Masterarbeit*', Norman Herrmann im Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums®’ und Tim Giele im

Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums®*®.

59



Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Acrylat-Netzwerke mit 3,4en-Ionenen

Ziel der Versuche dieses Abschnittes war es PBI, als antimikrobielle Komponente in ein Acrylat-
Modell-Netzwerk einzubinden und kontaktaktive antimikrobielle Netzwerke zu erzeugen. Sie sollten
photovernetzbar sein, um diese z.B. als Dentaladhésiv einzusetzen. Das PBI, sollte idealerweise keine
zwischenmolekularen Wechselwirkungen mit dem Acrylat-Netzwerk eingehen, um so Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen identifizieren zu koénnen. Dazu wurde zunichst ein geeignetes Acrylat-
System, basierend auf 2-Hydroxyethylacrylat (HEA) und Glyceroldimethacrylat (GDMA),
identifiziert. Anschliefend erfolgten Untersuchungen zur Einbindung verschiedener PBI, mit
beidseitigen Brom- (Br-PBI-Br) und Methacrylamid- (MAA-PBI,-MAA) Endgruppen in das
Acrylatnetzwerk. Die PBI-Spezies besitzen jeweils Doppelbindungen in den Endgruppen zur
radikalischen Reaktion mit den Acrylat-Monomeren. Das Brom-terminierte PBI, erwies sich in
vorhergehenden, nicht verdffentlichten Arbeiten am Lehrstuhl fiir Biomaterialien und
Polymerwissenschaften von Prof. Tiller, als besser geeignet als die offensichtliche PBI-Spezies mit
Methacrylamid-Terminus, was hier erneut iberpriift werden sollte. Die hergestellten Netzwerke
wurden anschlieBend hinsichtlich der Verteilung von PBI, im Netzwerk und beziiglich der
langfristigen antimikrobiellen Aktivitit untersucht. Dabei wurden Teile der Ergebnisse dieses
Abschnittes in Zusammenarbeit mit Johanna Petranowitsch im Rahmen ihrer Masterarbeit™"'

erarbeitet.

4.2.1.1 Herstellung und Charakterisierung von Acrylat-Netzwerken mit 3,4en-lonenen

Zunichst galt es, ein geeignetes Acrylat-System fiir die Herstellung homogener Netzwerke, mit
kovalent angebundenen PBI,, zu identifizieren. Eine Voraussetzung dafiir ist die Loslichkeit der PBI,
im Acrylat, um Phasenseparationen zu vermeiden. Dazu wurden Loslichkeitsversuche in einer
Auswahl verschiedener Monomere, mit drei beidseitig mit Brom-Endgruppen-terminierte PBI,
(Br-PBI-Br) mit verschiedenen Molekulargewichten (x=M,= 15500, 8000, 13800 g/mol),
durchgefiihrt. Als Monomere wurden Acrylate verwendet, wie sie beispielweise fiir
Dentalanwendungen iiblich sind (siehe Tabelle 11). Da es sich bei den PBI, um polare, polyionische
Verbindungen handelt, war es nicht verwunderlich, dass die Loslichkeit in Glycerol und
2-Hydroxyethylacrylat (HEA) mit 10 mg/mL am besten ist. In den restlichen eingesetzten eher
hydrophoben Monomeren ist die Loslichkeit schlechter (< 3 mg/mL). Die einzige Ausnahme bildet
dabei das kleinste PBI, mit M,=5500 g/mol, welches mit 3 mg/mL noch in
2-Hydroxyethylmethacrylat 16slich ist. Das hydrophile HEA stellt somit das am besten geeignete,

untersuchte Monomer, fiir Netzwerke mit PBI, als antimikrobieller Komponente, dar.
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Tabelle 11: Loslichkeiten fiir jeweils 10 mg Br-PBlsso-Br, Br-PBlgyy-Br und Br-PBI;z3-Br in
verschiedenen Losungsmitteln, nach Petranowitsch®'.

Losungsmittel V Losungsmittet [ML] Loslichkeit [mg/mL]
2-Hydroxyethylacrylat 1 10
Glycerol 1 10
Glyceroldimethacrylat >3 <33
Butylacrylat >3 <33
Ethylendimethacrylat >3 <33

2-Hydroxyethylmethacrylat >3 [3Y] <3.3[3.3Y]

Methylmethacrylat >3 <33
Tetraethylenglykoldimethacrylat >3 <33
Triethylenglycoldimethacrylat >3 <33
Triethylenglycolmethylethermethacrylat >3 <33

a) Loslichkeit von Br-PBlsso0-Br.

Nach dem Vorbild von Waschinski et. al.**’ wurde als Vernetzer 1,3-Glyceroldimethacrylat
(HEA/GDMA, 3.5/1) sowie als Photoinitiatoren Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat (0.5 wt%) und
Campherchinon (0.4 wt%) verwendet. Dieses radikalisch, photovernetzbare Acrylat-System (siche
Abbildung 27) hat den Vorteil, dass es auch ohne Sauerstoffausschluss polymerisiert werden kann und

daher eine leichte Handhabung erméglicht.

o)

\)J\o/\/OH f

O o)
HO OCH
Photovernetzung ~"o OH o
HEA -+ > 0\/1\/0
+nitiatoren
OH o 0]
)\’ro \)\/o \H/K Acrylat-Netzwerk
0 0]

GDMA

Abbildung 27: Schema fiir die Darstellung von Acrylat-Netzwerken auf Basis von HEA mit GDMA-
Vernetzer durch photochemische Vernetzung (A =320 - 540 nm) mit Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat und
Campherchinon als Initiatoren.

Um den Einfluss des Molekulargewichts, der Endgruppen (Br, MAA) fiir die Anbindung und des
Anteils an PBI, im Netzwerk zu untersuchen, wurden Netzwerke verschiedener PBI, (Br-PBl;sso-Br,
Br-PBlggpo-Br, Br-PBl;3g00-Br, MAA-PBIs70-MAA, MAA-PBlgy0o-MAA) mit geringen Gehalten von
2.5 wt% und 5 wt% PBI, im Netzwerk hergestellt. Durch den hohen Acrylat-Vernetzer-Anteil
(GMDA) war es zudem notwendig, die Ausgangsmischungen mit Wasser (Monomer/Wasser, 2/1 und
1/1) zu versetzen, um homogene Mischungen mit PBI, in Losung zu erzeugen. Insgesamt ergaben sich

so 22 verschiedene Netzwerke (sieche Tabelle 12).
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Tabelle 12: Ubersicht hergestellter Acrylat-Netzwerke mit verschiedenen PBI, sowie reine
Acrylatnetzwerke als Referenz, nach Petranowitsch’*'.

Br- Br- Br- MAA- MAA-
PBI® Mono/ | Referenz- PBls500- PBIgyg0- PBI3300- PBls79- PBlyyg-
[Wwt%] H,O” | netzwerk ® Br? Br? Br? MAA? MAA?
0 2:1 X
0 1:1 X
2.5 2:1 X X X X X
2.5 1:1 X X X X X
5 2:1 X X X X X
5 1:1 X X X X X

a) Anteil an PBI im polymerisierten Netzwerksystem. b) Verhiltnis der PBI-Monomerlésung (Mono) zur eingesetzten
Wassermenge. ¢) Referenznetzwerk bestehend aus 2-Hydroxyethylacrylat mit dem Vernetzer 1,3-Glyceroldimethacrylat
(HEA/GDMA, 3.5/1 Verhéltnis), als Photoinitiatoren Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat (0.5 wt%) und Campherchinon
(0.4 wt%). d) Die untersuchten Netzwerke enthalten ein 2-Hydroxyethylacrylat mit dem Vernetzer 1,3-Glyceroldimethacrylat
(HEA/GDMA, 3.5/1 Verhiltnis), als Photoinitiatoren Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat (0.5 wt%) und Campherchinon
(0.4 wt%) und den angegebenen Anteil an PBI,,.

Die Photovernetzung der Netzwerke fand in einer Heraflash-Polymerisationskammer auf mit
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat modifizierten Glasobjekttrigern statt. Die Silanisierung der
Glasobjekttrager mit einem Methacrylat war wichtig, um eine kovalente Anbindung der Acrylat-
Netzwerke an die Oberfldche und eine damit verbundene Fixierung fiir spitere Waschtests garantieren
zu konnen. Die Mischungen mit einem Monomer/Wasser-Verhéltnis von 1/1 bildeten jedoch
2-Phasensysteme aus, welche nach intensiver Durchmischung/Homogenisierung innerhalb von 180 s
Photobestrahlung vernetzt werden konnten. Fiir die 1-phasigen Mischungen mit einem
Monomer/Wasser-Verhiltnis von 2/1, war eine Photobestrahlung fiir die Vernetzung von 4-mal 180 s
notwendig. Die Ursache dafiir lag vermutlich in der unterschiedlichen Verteilung des Vernetzers
(GDMA) in Wasser-, bzw. zwischen der Wasser- und Acrylat-Phase.

Die Charakterisierung der erzeugten Acrylat-Netzwerk-Filme mit PBI, erfolgte anschlieBend mit
IR-Spektroskopie und REM-EDX, um die Verteilung von PBI, im Netzwerk und eine mogliche
Anreichung an den Grenzflachen (Oberflache bzw. Unterseite) zu untersuchen.

Bevor die Netzwerke selbst mit IR-Spektroskopie untersucht wurden, fand zunéchst die Untersuchung
der Edukte statt. Die IR-Spektren der eingesetzten Ausgangssubstanzen (PBI,, HEA, GDMA, siche
Abbildung 28) sollen insbesondere der Identifikation der charakteristischen Banden von PBI, in den
spéiteren Netzwerken dienen. Dabei zeigen sich Unterschiede zwischen den MAA-PBI,-MAA und
Br-PBI-Br Spezies, aber nicht innerhalb der Brom- bzw. Methacryl-terminierten Spezies.
MAA-PBI,-MAA und Br-PBI-Br Spezies konnen gut anhand der Banden der Methacryl-Spezies
(siehe rote Pfeile) bei 967 em”, 1291 ecm™, 1623 cm™ und 1656 cm™ unterschieden werden. Beide
Spezies weisen fiir PBI, charakteristische Banden (blaue Kiésten) bei 900 cm™ und 1418 — 1473 cm
auf, welche auf Geriist-Schwingungen der N+ -CH; Gruppen zuriickzufiihren sind.”’ Die eingesetzten
Monomere HEA und GDMA besitzen charakteristische Banden (griine Kasten) bei 1155/1188 cm’
und 1720 cm’.
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Abbildung 28: IR-Spektren der eingesetzten reinen PBI, und der Acrylat-Monomere, nach
Petranowitsch*!'. Farblich gekennzeichnet sind jeweils die charakteristischen Banden fiir PBI allgemein
(blau), des MAA-PBI-MAA (rot) und der Acrylat-Monomere (griin).

Mittels IR-Spektroskopie wurden nun die einphasigen Netzwerke mit 0 wt%, 2.5 wt% und 5 wt%
Br-PBlgyyo-Br sowie MAA-PBIgy,0-MAA, mit einem Monomer/Wasser-Verhéltnis von 2/1, auf deren
Ober- und Unterseite untersucht. Zwischen den Netzwerken mit 2.5 wt% und 5 wt% kann kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden, weshalb an dieser Stelle exemplarisch die Netzwerke
mit 2.5 wt% und als Referenz 0 wt% préasentiert werden (siche Abbildung 29). Die Analyse der IR-
Spektren der Ober- und Unterseite der Netzwerke mit 2.5 wt% Br-PBlgy-Br, MAA-PBlgyp-MAA und
einem Referenznetzwerk ohne PBI,, sollte der Identifizierung einer moglichen Anreicherung des PBI,

den Grenzflachen dienen.
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Abbildung 29: IR-Spektren der Ober- und Unterseite der Netzwerke mit 2.5 wt% Br-PBlgy-Br,
MAA-PBIly;p-MAA und einem Referenznetzwerk ohne PBI, nach Petranowitsch?!. Die Netzwerke
wurden mit einem Monomerlosung/Wasser-Verhiltnis von 2/1 angesetzt.

Zwischen den Spektren der drei Netzwerktypen gibt es keine Unterschiede beziiglich der untersuchten
Ober- oder Unterseite. Die Spektren weisen bei ~1160 cm™ und 1720 cm™, die aus den Acrylat-
Monomeren bekannten, typischen Banden fiir das Acrylatsystem auf. Jedoch sind charakteristische
Banden des PBI, (900 cm’l, 1418-1473 cm’l) nicht identifizierbar. Ein Riickschluss auf PBI, in den
Netzwerken oder eine mogliche Anreicherung an den Grenzflichen, wie es bei Waschinski et. al.**
der Fall war, war somit nicht moglich. Als Ursache wird vermutet, dass die entsprechenden Banden
durch das Acrylatnetzwerk iiberlagert werden, da der Anteil an PBI im Netzwerk nur maximal 5 wt%
betrug. Auffillig ist jedoch, dass sich die Spektren der Oberseite (Luft zugewandt) und Unterseite
(Glas zugewandt) der Netzwerke, durch Banden bei 1100cm™, 1250 cm™ und 1650 cm’,
unterscheiden. Durch Messung von Netzwerken auf Objekttrigern, ohne Silanisierung mit
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat, konnte die Glasoberflichen-Modifizierung als Ursache dafiir
ausgeschlossen werden, da keine entsprechenden Banden in den Spektren sichtbar waren. Die
Unterschiede in den Spektren, sind somit auf das Netzwerk an sich zuriickzufiihren. So konnte die
Bande bei 1100 cm™ auf C-O Streckschwingungen aus Estern oder sekundiren Alkoholen stammen.
Die Bande bei 1250 cm™ konnte aus Estern, unreagierten Doppelbindungen oder sekundiren
Alkoholen resultieren. Zudem konnte die Bande bei 1650 cm™ sich aus C=C Streckschwingungen von
unreagierten Doppelbindungen ergeben. Jedoch kann iiber die genaue Ursache nur spekuliert werden.
AbschlieBend kann durch die IR-Messungen weder eine Anreicherung von PBI an den Grenzfldchen
oder der gegenteilige Effekt, aufgrund iiberlagerter Banden, nachgewiesen werden. So ldsst sich {iber

die Verteilung von PBI, im Netzwerk nur spekulieren.
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Abbildung 30: REM-EDX Aufnahmen der in fliissigem Stickstoff erzeugten Bruchfliichen der Netzwerke
mit 2.5 wt% MAA-PBIly,-MAA (a) und Br-PBl,;53,-Br (b), nach Petranowitsch®*'. In den Aufnahmen
sind erginzen die Bereiche des Glasobjekttrigers (A), des Netzwerkes (B) und Luft (C) gekennzeichnet.
Die Netzwerke wurden mit einem Monomerlosung/Wasser-Verhiltnis von 2/1 angesetzt. Die EDX-
Messung zeigt die Intensitiit des jeweiligen Brom-Signals in Counts.

Zusétzlich wurden die Netzwerke mittels REM-EDX beziiglich der PBI,-Verteilung im Netzwerk
untersucht. Die Untersuchungen (siche Abbildung 30) fanden exemplarisch an den in fliissigem
Stickstoff  erzeugten Bruchflichen der Netzwerke mit 2.5 wt%  Br-PBljsge-Br und
MAA-PBIg00-MAA, welche aus einem Monomer/Wasser-Verhéltnis von 2/1 hergestellt wurden, statt.
Aufschluss iiber die Verteilung des PBI, im Netzwerk, sollte iiber die Messung des EDX-Brom-
Signals tiber den Probenquerschnitt erhalten werden. Die Betrachtung des Brom-EDX-Signals fiir die
analysierten Netzwerke, deutet grundsitzlich auf eine homogene Verteilung des Broms und damit
auch des PBI, in den Netzwerken hin. Ausnahmen bilden jedoch erhohte Intensititen des Brom-
Signals, welche auf vereinzelte leichte Inhomogenititen zuriickgefiihrt werden. Eine eindeutige
Anreicherung von PBI, an den Probengrenzflichen ist, wie bei den IR-Messungen, nicht zu erkennen.
Es kann an dieser Stelle von einer weitgehend homogenen Verteilung von PBI, in den Netzwerken
ausgegangen werden, welche fiir die antimikrobielle Aktivitat an jeder Stelle der Netzwerke, essentiell

ist.

4.2.1.2 Charakterisierung der antimikrobiellen Eigenschaften der Acrylat-Netzwerke
mit 3,4en-lonenen

Im Folgenden wird auf die Untersuchung der antimikrobiellen Eigenschaften der hergestellten
Acrylat-Netzwerke mit PBI, eingegangen werden. Die Analyse erfolgte durch den Bakterien-Spriihtest
mit S. aureus. Der Grad des Bewuchses der Probenfliche mit Kolonie bildenden Einheiten (CFU,
engl. colony forming units), ermoglicht eine qualitative Aussage liber die antimikrobielle Aktivitdt der
Netzwerke. Die Einteilung erfolgte in aktive (aktiv, komplett/iiberwiegend unbewachsene
Probenoberflichen) und nicht aktive (x, {iiberwiegend bis durchgehend bewachsene
Probenoberflichen) Netzwerke (siche Abbildung 31). Zudem deutet ein Hemmhof (siche

Abbildung 31a), eine bakterienfreie Zone neben dem Netzwerk, auf die Freisetzung von bioziden
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Komponenten aus dem Netzwerk hin, was auch als ,,leaching® bezeichnet wird. Damit die CFU nach
der Inkubation auf den Proben besser identifiziert werden konnten, wurden diese mittels

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) rot angefarbt.

Abbildung 31: Bewertungs-Beispiele der antimikrobiellen Aktivitiit von Netzwerken auf Objekttrigern
nach dem Spriihtest mit S. aureus, der Inkubation iiber Nacht bei 37 °C und Fiarbung mit TTC, nach
Petranowitsch®". a) + b) werden als antimikrobiell “aktiv” und c) + d) als antimikrobiell inaktiv “x”
bewertet. a) weist zudem einen Hemmbhof auf, welcher auf ,,leaching® hinweist.

Es wurden zwei verschiedene Referenz-Netzwerksysteme (2/1 und 1/1 als Monomer/Wasser-
Verhiltnis) und je PBI,-Spezies (Br-PBlssoo-Br, Br-PBlggoo-Br, Br-PBI;3500-Br, MAA-PBIs700-MAA,
MAA-PBIgy0-MAA) vier verschiedene Netzwerke mit PBI, (2/1 und 1/1 als Monomer/Wasser-
Verhiltnis sowie 2.5 wt% und 5 wt% PBI) fiir verschieden lange Waschzeitrdume (keine Waschung,
1 Tag, 3 Tage, 5 Tage) in Wasser untersucht (siche Tabelle 13). Die Waschung von Netzwerken ist
eine entscheidende Prozedur fiir antimikrobielle Materialien, um nicht nur die initiale sondern auch
langfristige antimikrobielle Aktivitit zu untersuchen. Die Waschungen ermoéglichen auch
Riickschliisse auf einen freisetzenden oder kontaktaktiven, antimikrobiellen Mechanismus und damit
auf eine erfolgreiche kovalente Anbindung des PBI, in die Acrylatnetzwerke.

Die Ergebnisse zeigen fiir alle Netzwerke, mit Ausnahme eines Referenznetzwerkes, eine
antimikrobielle Aktivitdt gegen S. aureus ohne Waschung. Nach 1 Tag Waschen der Netzwerke in
jeweils 15 mL Wasser wiesen nur noch 7, der 20 zuvor, ohne Waschung aktiven Netzwerke mit PBI,,
eine antimikrobielle Aktivitdt auf. Die Zahl fillt nach 3 Tagen waschen auf 3 ab und nach 5 Tagen
waschen war keines der Netzwerke mehr aktiv. Dabei sind nur die Netzwerke mit 2.5 wt%
Br-PBli3g00-Br (2/1, Monomer/Wasser-Verhiltnis) und mit 5 wt% MAA-PBly-MAA (1/1,
Monomer/Wasser-Verhiltnis) durchgéngig bis zu 3 Tage Waschen aktiv. Die antimikrobielle Aktivitét
der Netzwerke nimmt somit mit steigender Waschung, innerhalb kurzer Zeit (3 Tage), deutlich bis zu
einem kompletten Aktivitdtsverlust hin, ab. Ein klarer Zusammenhang zwischen dem Netzwerksystem
(2/1 + 1/1, Monomer/Wasser-Verhiltnis), dem PBI,-Gehalt, dem Molekulargewicht des PBI, oder den
PBI,-Endgruppen kann nicht identifiziert werden. Somit konnen auch keine Struktur-Eigenschafts-

Beziehungen nachgewiesen werden.
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Tabelle 13: Ergebnisse des Spriihtests mit S. aureus zur Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit
verschiedener Netzwerksysteme auf Glas Objekttrigern fiir unterschiedliche Waschzeittriume in Wasser,
nach Petranowitsch®*'. Die Bewertung der antimikrobiellen Aktivitit erfolgt mit ,,aktiv* fiir komplett bis
iiberwiegend unbewachsene Probenoberflichen und ,x*“ steht fiir iiberwiegend bis durchgehend
bewachsene Probenoberflichen.

Mono Br- Br- Br- MAA- MAA-
PBI " / PBlsso»-  PBlggo- PBlysge- | PBlsyge-  PBlgygg- reines
Waschung” [wt%] H,0° Br? Br? Br? MAA? MAA? | Netzwerk?
keine 2.5 2:1 aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv
Waschung 2.5 1:1 aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv X
5 2:1 aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv
5 1:1 aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv
1 Tag 2.5 2:1 X X aktiv X X X
2.5 1:1 X X X aktiv aktiv X
5 2:1 X X X X X
5 1:1 aktiv aktiv aktiv X aktiv
3 Tage 2.5 2:1 X aktiv aktiv X X X
2.5 1:1 X X X X aktiv X
5 2:1 X X X X X
5 1:1 X X X X X
5 Tage 2.5 2:1 X X X X X X
2.5 1:1 X X X X X X
5 2:1 X X X X X
5 1:1 X X X X X

a) Die auf einem Glasobjekttrager befindlichen Netzwerke wurden jeweils einzeln in Petrischalen mit 15 mL bei
Raumtemperatur und 40 rpm gewaschen, wobei taglich ein Wasserwechsel erfolgte. b) Anteil an PBI im polymerisierten
Netzwerksystem. ¢) Verhéltnis der PBI-Monomerlosung (Mono) zur eingesetzten Wassermenge. d) Die untersuchten
Netzwerke enthalten ein 2-Hydroxyethylacrylat mit dem Vernetzer 1,3-Glyceroldimethacrylat (HEA/GDMA, 3.5/1
Verhiltnis), als Photoinitiatoren Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat (0.5 wt%) und Campherchinon (0.4 wt%) und den
angegebenen Anteil an PBI,. e) Referenznetzwerk bestehend aus 2-Hydroxyethylacrylat mit dem Vernetzer 1,3-
Glyceroldimethacrylat (HEA/GDMA, 3.5/1 Verhéltnis), als Photoinitiatoren Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat (0.5 wt%) und
Campherchinon (0.4 wt%).

Als Ursache fiir die schnelle Abnahme der antimikrobiellen Aktivitdt, wird die nicht-kovalente
Anbindung der PBI, an das Acrylat-Netzwerk vermutet. Die Waschung fiihrt so zu einer schnellen
Herauslosung des gut wasserldslichen PBI, aus den mit Wasser in Kontakt kommenden Schichten. Die
bei einigen Proben nachgewiesenen Hemmhofe sowie die Abnahme der antimikrobiellen Aktivitdt mit
steigender Waschdauer, untermauern die Vermutung der Freisetzung der antimikrobiellen
Komponente (PBI,) und den damit verbundenen Aktivitdtsverlust der Proben.

AbschlieBend lésst sich festhalten, dass kurzzeitig antimikrobielle Netzwerke erzeugt werden konnten,
welche jedoch schnell ihre antimikrobielle Aktivitit verloren und daher als Freisetzungssystem, somit
nicht kontakt-aktiv, eingestuft werden. Um langfristig, antimikrobielle Netzwerke mit PBI, zu
synthetisieren, wurde daher in weiteren Versuchen eine alternative Synthesestrategie gewéhlt (siche

Abschnitt 4.2.2).
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4.2.2 Interpenetrierende Hydrogele

Ziel der Versuche dieses Abschnittes war die Entwicklung einer alternativen Strategie (im Vergleich
zu Abschnitt 4.2.1) fir die Herstellung von antimikrobiell, langzeit-aktiven, hdmokompatiblen
Netzwerken mit einem moglichst geringen Anteil der antimikrobiellen Komponente (PBI,) sowie
einstellbaren Eigenschaften. Als antimikrobielle Komponente wurde dafiir das h&mokompatible,
hydrophile antimikrobielle Polykation PBI,, welches auf trans-1,4-Dibrom-2-buten und
N,N,N’,N’-Tetramethylpropandiamin basiert, ausgewéhlt. Nachdem die direkte kovalente Einbindung
von PBI, in ein Acrylat-Netzwerk nur zu kurzeitig antimikrobiellen Systemen fiihrte, wurde nun eine
alternative Route nach dem Vorbild von interpenetrierenden Netzwerken gewéhlt. Unter
interpenetrierenden polymeren Netzwerken (IPN), werden sich gegenseitig durchdringende Netzwerke

190, 251 . . . . . .
’ Dabei kann es sich um chemisch identische oder verschiedene

von Polymeren verstanden.
Strukturen handeln, wobei jedes Netzwerk kovalent oder nicht kovalent verkniipft ist. Fiir die
Herstellung von IPNs werden grundsitzlich die sequentielle und simultane Polymerisation als
Herstellungsmethoden unterschieden. Bei der simultanen Polymerisation erfolgt die Reaktion, nach
unterschiedlichen, nicht interferierenden Mechanismen reagierenden Monomeren, in einphasigen
Gemischen. Dagegen erfolgt die sequentielle Herstellung durch Durchtrinken eines bereits
bestehenden Netzwerkes mit Monomeren und anschlieender Polymerisation. Dabei konnen Erst- und
Zweitpolymer identisch sein. In dieser Arbeit wurde der Weg der sequentiellen Herstellung gewéhlt.
Dazu wurde zunichst ein hochquellbares Polymernetzwerk durch die Vernetzung von PBI, erzeugt,

dieses dann mit einem Polymernetzwerk des hydrogelbildenden 2-Hydroxyehylacrylat (HEA) gefiillt,
und so interpenetrierende Hydrogele (IPH) hergestellt (siche Abbildung 32).

o
a A o~OH
-/_ HEA
[ el al| n
o [ N~ ANy _7;¢L T,o.v,x_\,o\“,l%
Br-(PBI),-Br . 0 GOMA
+ NH
NN
TREN »
“N Hy ] )
PBI PBI-Netzwerk interpenetrierendes Hydrogel
(PBIN) (IPH)

Abbildung 32: Schema der Herstellung von antimikrobiellen, interpenetrierenden Hydrogelen mit
typischen Bildern der Proben, basierend auf PBI, als antimikrobieller Komponente und mit
Glyceroldimethacrylat (GDMA) vernetzten 2-Hydroxyethylacrylat (HEA).>*
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Die folgenden Abschnitte beschreiben jeweils die Synthese und Charakterisierung der PBI-Netzwerke
(PBIN, Abschnitt 4.2.2.1), sowie anschlieBend die Synthese und Charakterisierung von IPHs
(Abschnitt 4.2.2.2 und 4.2.2.5) auf Basis der PBIN. Dabei wurden Teile der Ergebnisse dieses

241

Abschnittes in Zusammenarbeit mit Johanna Petranowitsch im Rahmen ihrer Masterarbeit™ , mit

242

Florian Pitzold im Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums™, Norman Herrmann im Rahmen seines

Wahlpflichtpraktikums®*, Tim Giele im Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums*® erarbeitet.

4.2.2.1 3,4en-lonen-Netzwerke (PBIN)

4.2.2.1.1 Synthese und Charakterisierung von PBIN

Ziel der Versuche dieses Abschnittes ist die Synthese und Charakterisierung von quellbaren
Polymernetzwerken, auf der Basis von PBI, als Ausgangspolymer, fiir die spitere Herstellung von
IPHs. Fiir die Herstellung von Netzwerken, auf Basis von Ionenen, lassen sich in der Literatur
verschiedene Varianten finden. Im Folgenden sollen einige Beispiele genannt werden. Rembaum et.
al. stellten bereits 1969 mit der Polymerisation mit Redoxinitiatoren, Polymerisation durch Cobalt-y-
Bestrahlung, Photopolymerisation und Copolymerisation verschiedene Moglichkeiten zur Vernetzung
von Ionenen mit entsprechenden Endgruppen dar.”** Arbeiten von Long et. al. nutzt die Vernetzung
mittels UV-Licht zur Herstellung von Polymerfilmen, z.B. fiir Membranen, basierend auf 12,12-
Tonenen.”**> Ruckenstein et. al. stellen durch Reaktion von Poly(4-vinylbenzylchlorid) mit tertisren
Diaminen und Poly(2-Dimethylaminoethylacrylat) mit Dihalogeniden Netzwerke mit Ionen-

Strukturen her.??’

Des Weiteren beschreiben Lakouraj et. al. Hydrogele, basierend auf mit Acrylamid
vernetzten Ionenen.”* Zudem sind auch Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) basierte Hydrogele
bekannt.”>**® Die genannten vernetzten Ionene, mit ihrem hohen antimikrobiellen Potential, wurden
jedoch nicht beziiglich ihrer antimikrobiellen Aktivitdt untersucht. Krumm et. al. stellten nahezu
perfekte amphiphile Polymernetzwerke iiber mit #rans-1,4-Dibrombut-2-en (DBB) vernetzte mit
Tris(2-minoethyl)amin (TREN) terminierte Poly(2-oxazoline) her.”’ Diese Wahl der vernetzenden
Gruppen ldsst sich optimal auf das beidseitig mit Brom-Endgruppen funktionalisierte PBI,
(Br-PBIs-Br) und deren Vernetzung mit TREN iibertragen.

Fiir die Vernetzung mit dem trifunktionellen Vernetzer TREN wurden drei Br-PBI,-Br Polymere mit
verschiedenen Molekulargewichten (x = M,, = 3100, 5700, 7000 g/mol) auswihlt, um den Einfluss des
Molekulargewichts auf die Eigenschaften des PBIN zu untersuchen. Die aus den ausgewéhlten
Br-PBI;,99-Br, Br-PBls;40-Br und Br-PBl;o-Br resultierenden Netzwerke werden im Folgenden als
PBIN; 09, PBINs790 und PBIN7gy bezeichnet. Die Charakterisierung der Polymere (Abschnitt 4.1.2.3)
zeigt, dass die drei Polymere, fiir Polyadditionsreaktionen typische Molekulargewichtsverteilungen
aufweisen. Das die mit 'H-NMR-Spektroskopie und Lichtstreuung ermittelten Molekulargewichte
nahe beieinander liegen, wies, wie bereits in Abschnitt 4.1.2.3 erwihnt, darauf hin, dass die PBI,-
Endgruppen tatsdchlich mit Brom-Endgruppen modifiziert sind. Somit sollten alle synthetisierten

Br-PBI,—Br vernetzbar sein. Die bromterminierten Polymere wurden mit TREN unter Variation des
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molaren Amin/Brom (NH,/Br)-Endgruppen-Verhiltnisses vernetzt. Die Untersuchungen fiir den Grad
der Vernetzung fanden anschlieBend iiber die Messung des massebezogenen Quellgrades

(Qm = 1’ngequollen / mAusgangsgewicht trocken) in Wasser statt.

a) b)

100

o0 76.0
°E 70 Eﬁ - % + § %7
£ 60 S 68.0
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0 120 240 360 480 600 720 840 0 2 4
Zeit [min] Zeit [d]

A 100 pL, 30 wt% Br-PBl;gg0-Br-Losung
¢ PBIN;ggo- mit 1.46 NH,/Br-

B 500 pL, 30 wt% Br-PBl;gq-Br-Losung Endgruppenverhiltnis

Abbildung 33: Trocknungsverlauf verschiedener Volumina (100 pL, 500 pL) einer jeweils wiissrigen
30 wt% Br-PBIl;-Br —-Losung bei Raumtemperatur auf einer Feinwaage zu einem Polymerfilm; b)
Quellgrade eines PBIN7yy mit einem molaren NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.51 nach verschieden
Tagen als Vernetzungsdauer. Die Messungen wurden als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar (Werte, siehe Tabelle 31 im Anhang; Seite 168).

Die Priparation der Netzwerke fand zunédchst in Form von Filmen auf abgeklebten Glasobjekttrigern
statt, welche bei Raumtemperatur vernetzt wurden. Um das Vernetzungsende abschétzen zu konnen,
wurde fiir verschiedene Volumina (100 pL, 500 pL) die Trocknungsgeschwindigkeit (siche
Abbildung 33a) der Filme und der Quellgrad nach verschiedenen Zeiten (1-4 Tage, siche
Abbildung 33b) untersucht. Die Abtrocknung der Filme mit 30 wt% Br-PBl;o—Br in wissriger
Losung wurde durch Wéagung auf einer Feinwaage mit automatisierter Datenaufzeichnung bei
Raumtemperatur untersucht. Das Aufgabevolumen von 100 uL war bereits nach 1.5 h komplett
abgetrocknet, was sich in der Massenkonstanz bei 30 wt%, was der eingesetzten Br-PBl;y-Br-Masse
entsprach, zeigt. Die Abtrocknung des Aufgabevolumens von 500 uL beansprucht dagegen eine Zeit
von ~8 h, bis zur Massenkonstanz bei 30 wt%. Die 8 h (500 puL) Trocknungsdauer im Vergleich zu
1.5 h (100 uL) entsprechen etwa einem Faktor von 5, so dass die Trocknungszeit proportional zum
Aufgabevolumen ist.

Des Weiteren wurde der Quellgrad in Wasser eines PBIN;y mit einem molaren Verhiltnis der
NH,/Br-Endgruppen von 1.51, beziiglich verschiedener Vernetzungszeiten (1, 2, 3 und 4 Tagen)
analysiert (siche Abbildung 33b). Die Untersuchung sollte Auskunft dariiber geben, ob nach der
Abtrocknung der Netzwerke auch die Vernetzung der Netzwerke beendet ist oder eine ldngere

Lagerung (Vernetzungszeit) erforderlich wire. Die gemessenen Quellgrade zeigen keine signifikanten
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Unterschiede zwischen den Vernetzungszeiten und bewegen sich auf einem konstanten Niveau von
Qn=70.6 = 1.7, was bedeutet, dass eine Vernetzungsdauer von 1 Tag ausreichend ist. Auf Basis der
Abtrocknung der Filme mit 500 pL nach 8 h und das nach 1 Tag keine signifikanten Unterschiede bei
der Messung des Quellgrades festzustellen sind, wurde eine Vernetzungsdauer von mindestens 1 Tag

fiir die Priparation aller weiteren Proben festgelegt.

a) PBIN als Film PBIN
(trocken) (gequollen, Q, ~70)

Sessmszane

b PBIN als Bulk PBIN
)
(trocken)

<)

Abbildung 34: a) Aufnahmen eines typischen PBIN;y, in Filmform (molares NH,/Br-
Endgruppenverhiltnis von 1.51) im trockenen und gequollenen Zustand (Q,, = 70); b) Aufnahmen eines
PBINs;9 in Bulkform (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50) im trockenen und gequollenen
Zustand (Q,, = 40); ¢) Aufnahmen typischer PBINs;, im trockenen Zustand in Bulkform (molares
NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.51) fiir verschiedene ,,Schilchen-Gréfien® ((klein: 200 pL auf
50 mm? (Durchmesser = 4 mm); mittel: 300 pL auf 114 mm? (Durchmesser = 6 mm), grof3: 900 pL auf
254 mm? (Durchmesser = 8§ mm)).

Neben den Proben in Filmform, wurden auch Netzwerke als Bulkform, hergestellt (siche
Abbildung 34). Die Bulkform ist dabei besser zur Herstellung von IPHs geeignet, da wesentlich
dickere und variablere Probengeometrien pripariert werden konnen. Alle erhaltenen PBIN sind im
getrockneten Zustand opak und im gequollenen Zustand fragil, farblos und transparent. Das opake

Erscheinungsbild deutete auf kristalline Strukturen hin, welche mittels Polarisationsmikroskop und

SAXS-Analyse ndher untersucht wurden (siche Abbildung 35).
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Abbildung 35: a) Polarisationsmikroskop-Aufnahme eine Schnittes (Dicke ~ 5 pm) aus einem PBINs;go-
Bulk-Netzwerk (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50, Bulkform); b) SAXS-Messung eines
PBINs79 (molares NH,/Br-Endgruppenverhiiltnis von 1.50, Bulkform); ¢) REM-Aufnahme einer in

fliissigen Stickstoff erzeugten Bruchfliche eines PBINssq-Filmes (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis

von 1.52, Filmform), nach Petranowitsch’®'; d) TEM-Aufnahme eines Mikrotomschnittes (Dicke

~100-120 nm) aus einem PBINs;, (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50, Bulkform).

Die Untersuchung eines diinnen Schnittes von einem repréisentativen PBINs; mittels eines
Polarisationsmikroskops, zeigt sphirolith-dhnliche Strukturen (siehe Abbildung 35a), welche die
bereits literaturbekannte Kristallinitdt von lonenen mit einer hohen Ladungsdichte (x,y = 2,2 bis 6,8)
bestitigen.””’**’ Die Analyse des identischen Netzwerkes mittels SAXS (siche Abbildung 35b), zeigt
Reflexe mit den dazugehdrigen berechneten Abstinden paralleler Gitterebenen bei 20 12.0°
(n=0.7364 nm), 13.5° (n=0.6551nm), 15.2° (n=0.5822 nm) und 16.4° (n=0.5399 nm). Die
Ebenen besitzen keine gleichméfigen Abstinde, so dass eine Kristallstruktur ausgeschlossen ist.
Jedoch sind die Reflexe sehr diskret, was auf einen teilkristallinen oder fliissigkristallinen Zustand des

PBIN schlieBen lasst.
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Ergénzend wurden PBIN mittels REM und TEM betrachtet, um Informationen iiber die Homogenitét
der Netzwerke zu erhalten. Die REM-Aufnahme einer in fliissigen Stickstoff erzeugten Bruchfliche
eines PBIN (siche Abbildung 35c), zeigt eine glatte Bruchfliche ohne erkennbare signifikante
Strukturierungen, was ein Hinweis auf ein homogenes Netzwerk ist. Ebenso zeigt die TEM-Aufnahme
(Abbildung 35d) des Netzwerkes keine besonderes auffilligen Strukturen, welche auf ein
inhomogenes Netzwerk hindeuten. Die Aufnahme zeigt jedoch leichte Massenkontraste, als helle und
dunklere Bereiche, wobei die dunkleren Bereiche mittels EDX als Brom-haltig identifiziert wurden
(siehe Abbildung 61b im Anhang; Seite 170). Die hergestellten PBIN konnten somit mittels REM und
TEM als homogene Netzwerke charakterisiert werden, wobei durch die Analyse mittels

Polarisationsmikroskop und SAXS, Kristallinitit nachgewiesen wird.
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Abbildung 36: IR-Spektren Vergleich von Br-PBls;y-Br (a) mit PBINs; mit einem molaren NH,/Br-
Endgruppenverhiltnis von 1.73 (b) und 1.50 (c¢).

Ergéinzend zeigt der Vergleich der IR-Spektren (siehe Abbildung 36) des Ausgangspolymers
Br-PBls;90-Br mit denen der daraus hergestellten PBINs;oy mit unterschiedlichen molaren NH,/Br
Endgruppenverhéltnissen, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Banden sowie deren
Intensititen. So besitzen alle drei Spektren charakteristische Banden bei 445 cm™ (C-N), 761 (C-Br),
892 ecm” (N'-C), 993 cm” (C=CH, N-CH;), 1010 cm” (N'-CH;), 1423-1469 cm’ (N'-CHj),
1590-1633 cm™ (C=C), 2063 cm™ (-N'H;), 2850-2893 cm™ (CH,, CHs), 2921-2965 cm™ (C-C-H),
3013-3025 cm™ (C=C-H) und 3418-3463 cm™ (N'H, OH).>" >

Die geringfiigigen Unterschiede weisen darauf hin, dass es bei der Vernetzung des Br-PBls;o0-Br zu
keiner chemischen Verdnderungen des PBI-Riickgrats kommt. Die Stabilitdt der Netzwerke in den
Quellversuchen zeigt eine erfolgreiche Netzwerkbildung, wobei der Quellgrad abhidngig vom molaren

Verhiltnis der NH,/Br-Endgruppen ist. Die IR-Spektroskopie ermoglicht jedoch keine Unterscheidung
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zwischen dem reinen Polymer, den PBIN oder beziiglich des Vernetzungsgrades (molares Verhéltnis
der NH,/Br-Endgruppen).

Im Hinblick auf die Herstellung von interpenetrierenden Netzwerken mit einer einstellbaren
Zusammensetzung zwischen den beiden Hauptnetzwerken, ist die Kontrolle des Quellgrades des
ersten Netzwerkes (PBIN) von entscheidender Bedeutung. Der Quellgrad eines Netzwerkes hidngt von
einer Vielzahl an Parametern ab, wie z.B. der Netzwerkstruktur (Molekulargewicht und Struktur der
Netzwerkbildner, hydrophil/hydrophob, geladen/ungeladen, Vernetzungsgrad) und dem Quellmedium
(Losungsmittel, Temperatur, pH).?' =%

Die Wahl der richtigen Parameter ermoglicht die Steuerung der Quelleigenschaften. Fiir die
hergestellten PBIN sollte der Einfluss des Molekulargewichts des PBI, und Vernetzergehaltes
(molaren NH,/Br-Endgruppenverhéltnisses) identifiziert werden. Dazu wurden die massenbezogenen
Quellgrade (Q,,) in bidestillierten Wasser fiir verschiedene molare NH,/Br-Endgruppenverhiltnisse
und drei verschiedene PBI, (Br-PBl;;¢o-Br, Br-PBls;00-Br, Br-PBl;40-Br) untersucht.

Die Ergebnisse bestitigen, wie erwartet, dass alle drei Ausgangspolymere tatséchlich vernetzbar sind
(siche Abbildung 37a). ldealerweise sollte der hochste Vernetzgrad, jeweils bei einem molaren
NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1:1 liegen, da dann alle Endgruppen reagiert haben sollten. Dies
sollte dann zu der geringsten Quellung in Wasser fiihren. Wie Abbildung 37a zu sehen ist, steigt der
minimale Quellgrad, d.h. dort wo die hochste Vernetzung vorliegt, erwartungsgemall mit steigenden
Molekulargewicht des Ausgangs-PBI von Q,, =20.4 (Br-PBl;;00-Br), tiber Q,, = 40.3 (Br-PBls00-Br)
auf Qu,=58.2 (Br-PBl;y-Br) an. Jedoch wird die minimale Quellung nicht bei einem molaren
NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1:1 erreicht, sondern bei einem NH,-Gruppen-Uberschuss. Dies
kann durch Nebenreaktionen der primiaren Aminogruppen des TREN mit dem PBI-Riickgrat erklart
werden. Dabei konnte als Nebenreaktion eine Kettenspaltung durch Transaminierung auftreten, wie
sie bereits bei den sequentiellen Synthesen beobachtet wurde. Wie in Abbildung 37b dargestellt,
wiirde diese Nebenreaktion zur Bildung von unvernetzten Fragmenten und freien, unvernetzten
Endgruppen im PBIN-Volumen fiihren.

Des Weiteren zeigen die Vernetzungsexperimente, dass die Variation des molaren NH,/Br-
Endgruppenverhéltnisses und des Molekulargewichts der Br-PBI,-Br, die Steuerung des Quellgrades
iiber einen breiten Bereich von Q,,= 20 - 170 ermdglicht. Diese Steuerung stellt einen entscheidenden
Faktor fiir die Einstellung verschiedener Gehalte der antimikrobiellen Komponente bei der Herstellung
von interpenetrierenden Netzwerken dar. Der Unterschied zwischen Br-PBls;o-Br und Br-PBI;y0—Br
ist jedoch nicht signifikant. Zudem konnte kein signifikanter Einfluss der Temperatur (4 °C - 37 °C),
des Aufgabevolumens (100 - 1000 pL) oder der Grofie der Kristalle im PBIN auf den Quellgrad der

Netzwerke festgestellt werden.
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Abbildung 37: a) Abhéngigkeit des Quellgrades (Q,,) in bidestillierten Wasser fiir PBIN mit
verschiedenen molaren NH,/Br-Endgruppenverhiltnissen fiir Br-PBls;o-Br, Br-PBls;—Br und
Br-PBI;4y-Br. Der Quellgrad wurde nach 2 h bei Raumtemperatur ermittelt. Alle Messungen wurden als
dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. (Werte
siche Tabelle 32 im Anhang; Seite 168); b) Schema der Nebenreaktion (Kettenspaltung durch
Transaminierung) fiir die Reaktion von PBI, mit TREN zu PBIN.?*

Des Weiteren wurde der Gelgehalt der PBIN, nach mehrfacher Quellung in Wasser und Ermittlung
des Massenverlusts der trockenen Probe, ermittelt. Nach 5 Waschzyklen konnte kein Masseverlust

mehr festgestellt werden. Der Gelgehalt der untersuchten PBINs; lag zwischen ~60-75 wt%. Diese

vergleichsweise geringen Gelgehalte lassen sich auf die Kettenspaltungsreaktionen zuriickfithren. Der
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hohe Quellgrad dieser antimikrobiellen Netzwerke, macht sie zu besonders spannenden Materialien

auf dem Gebiet der Superabsorber.

3) PBIN als Film 60 s Quellung PBIN
(trocken, 1.9 mg) in H,O (gequollen, 58.6 mg, Q,, ~30)
ibaas FREEE EEE FR *1-;=.-U-r'

ettt

e 5
(LT,

+400 pL H,O
60 s warten

+400 pL H,O
120 s warten

(8.2 mg

. ~48 Q,, ~96

Abbildung 38: a) Aufnahmen des schnellen Quellprozesses in Wasser eines PBINs, als Film (molares
NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50); b) Aufnahmen des schnellen Quellprozess in Wasser fiir eines
granulierten PBINs;o, (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.74).24

Ergénzend veranschaulichen die Experimente in Abbildung 38 mit einem Stiickchen PBIN-Film und
PBIN-Granulat, welches durch zerkleinern eines Bulk-PBIN erhalten wurde, die Geschwindigkeit der
Wasseraufnahme. Der PBINs;o —Film (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.50) nimmt
innerhalb von nur 60 s, das 30-fache seines Eigengewichts an Wasser bei Raumtemperatur auf. Das
PBINs700-Granulat (molares NH,/Br-Endgruppenverhaltnis von 1.74) nimmt sogar das 48-fache seines
Eigenwichts an Wasser in der gleichen Zeit und das 96-fache nach nur 2 Minuten, unter Bildung eines
Hydrogels, auf. Die schnelle Quellung der superabsorbierenden PBIN erklért sich durch die starke
Hydrophilie des hochgeladenen PBI,, die zu idealen Polymer-Wasser-Wechselwirkungen fiihrt.**’

Die PBIN sind im trockenen Zustand eher sprode und im gequollenen Zustand sehr fragil und wenig
belastbar. Fiir das am hochsten vernetzte PBINs;o, (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.50)
wurde im gequollenen Zustand ein Kompression-Modul von gerademal ~17 kPa ermittelt, bis es
anschliefend riss und zerbrach. In der Literatur sind nur wenige Kompressions-Module fiir gequollene
Hydrogele bekannt, welche sehr vom Wassergehalt abhidngen und so von kPa bis hin zu MPa
reichen.>**2

Durch die Vernetzung von beidseitig bromfunktionalisiertes PBI, (Br-PBI,-Br) mittels TREN konnten
erfolgreich sehr schnell quellbare Superabsorber hergestellt werden. Der Quellgrad der Materialien
lasst sich abhéngig vom Molekulargewicht des PBI, und dem molaren Polymer/Vernetzer-Verhéltnis
einstellen. Durch die Umsetzung der PBIN zu interpenetrierenden Hydrogelen (IPH) sollten im

Folgenden, unter anderem, die mechanischen Eigenschaften und damit die Handhabung verbessert und

der Anwendungsbereich des antimikrobiellen, fragilen Materials vergrofert werden.
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4.2.2.1.2 Antimikrobielle und hamolytische Untersuchung von PBIN

Neben der in Abschnitt 4.2.1.1 erfolgten chemischen und strukturellen Charakterisierung, behandelt
dieser Abschnitt nun die antimikrobiellen und hédmolytischen Eigenschaften der PBIN, anhand von
hochvernetzten PBIN. Dabei ist besonders die antimikrobielle Aktivitit der PBIN nach mehreren

Tagen waschen mit jeweils tiglichen Wasserwechseln von Interesse.

b) 1) positiv ii) negativ iii) PBIN ! iv) PBIN-Lsg.

L

- ¢) 1) positiv il) negativ iii) PBIN

Abbildung 39: a) Aufnahme von mit PBlssy-Filmen (molares NH,/Br-Endgruppenverhiiltnis von 1.44) auf
einem Glasobjekttriger nach 5 Tagen Waschung in Wasser, welcher nach dem Bespriithen mit E. coli, in
Nihragar eingebettet, 16 h bei 37 °C inkubiert und mit TTC angefirbt wurde, nach Petranowitsch®'; b)
Aufnahmen von 15 mL Zentrifugationsrohrchen gefiillt mit jeweils 4 mL Nihrmedium: i) angeimpft mit
2.5:10* S. aureus Zellen/mL und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, ii) ohne Zellen iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert, iii) 6 mg PBINs;, (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis 1.50, nach 5-Waschzyklen in
Wasser) mit 10 pL S. aureus Suspension in Nihrmedium (10’ Zellen/mL) fiir 10 min beladen, in
Nihrmedium gegeben und iiber Nach bei 37 °C inkubiert, iv) Nihrmedium worin zuvor 6 mg PBINs;yo
(~50 mm?, molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis 1.50, nach 5-Waschzyklen in Wasser) fiir 24 h bei 37 °C
inkubiert wurde, das PBIN entnommen, mit 10 pL S. aureus Suspension in Nihrmedium (10’ Zellen/mL)
angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. Die Aufnahmen erfolgten nach 16 h Inkubation
bei 37 °C und anfirben mit TTC***; ¢) Aufnahmen von Eppendorfcups gefiillt mit 800 pL. CPD-Puffer
und 200 pL Erythrozytenkonzentrat: i) mit 2 pL Triton-X , ii) ohne Zusétze und iii) mit 13 mg PBINs;
(molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50) jeweils nach 3 h Inkubation bei 37 °C und 10 min
zentrifugieren bei 13500 U/min.

Zunéchst erfolgte die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit mittels des Bakterienspriihtests,
wobei die Proben mit einer Bakteriensuspension (10° Zellen/mL in bidest. Wasser) bespriiht, 60 s
getrocknet, mit Nahragar iiberschichtet, iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und abschlieBend mit TTC
angefiarbt wurden. Getestet wurden PBINsso-Filme (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis 1.50),
nach 5 Tagen Waschung in Wasser bei Raumtemperatur, gegen E. coli und S. aureus. Dabei zeigten
alle untersuchten PBIN gegen E. coli und S. aureus eine antimikrobielle Aktivitdt (siche
Abbildung 39a), was auf eine ldngerfristige antimikrobielle Aktivitdt der gewaschenen PBIN hinwies.

Jedoch fiihrt die Waschung und die gefolgte Trocknung, vor den eigentlichen Spriihtests, zu einem
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Zerbrechen der fragilen Netzwerke auf den Glasobjekttragern. Die unbewachsenen Bereiche zwischen
den zerfallenen Stiicken der Proben, deuten auf eine Freisetzung biozider Bestandteile hin. Darunter
gibt es aber auch Stiicke, an denen direkt Kolonien wuchsen, was jedoch gegen eine Freisetzung
spricht. Es gilt jedoch zu beachten, dass die Netzwerke im ungequollenen Zustand bespriiht, mit Agar
iiberschichtet und inkubiert wurden, d.h. es fand ein Quellvorgang wihrend der Inkubation statt. Diese
Fliissigkeitsaufnahme der Netzwerke, wihrend der Inkubation, kann einer Freisetzung entgegenwirken
und damit die Ausbildung eines moglichen Hemmhofs unterdriicken. Durch die Verteilung der
gewaschenen Proben auf dem Objekttriger und der Quellung wéhrend der Inkubation, kann keine
klare Aussage iiber eine mogliche Freisetzung erfolgen.

Alternativ zu den Bakterien Spriihtests, wurden zwei Abwandlungen des ,,shaking flask“-Test mit
S. aureus durchgefiihrt. Zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit der PBIN selbst, wurden
jeweils 6 mg PBIN direkt mit 10 uL einer Bakteriensuspension (107 Zellen/mL) betropft, die Keime
10 min adhérieren lassen und dann in jeweils 4 mL Ndhrmedium iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Zusitzlich wurden die PBIN auf eine mogliche Freisetzung biozider Bestandteile untersucht. Dazu
wurden jeweils 6 mg PBIN fiir 24 h bei 37 °C in 4 mL Nahrmedium inkubiert, das PBIN abgetrennt,
die Losung mit 10 pL einer Bakteriensuspension (10’ Zellen/mL) angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Alle Proben beider Reihen wurden abschlieBend mit TTC angefarbt.

Alle untersuchten Proben zeigen eine antimikrobielle Aktivitdt gegeniiber S. aureus, (siche
Abbildung 39b) was analog zum Spriihtest die antimikrobielle Aktivitit der PBIN bestitigt. Trotz der
Waschung der PBIN fiir 5 Tage, zeigt die Untersuchung der Losung, nach 24 h Inkubation mit PBIN,
eine antimikrobielle Aktivitdt. Das bedeutet, dass die freigesetzte PBI-Konzentration oberhalb des
MIC-Wertes (MICg suens = 35 ng/mL) liegt. Die geringe Impfkonzentration von 2.5-10* Zellen/mL,
gegeniiber 10° Zellen/mL im MIC-Test, sollte keinen essentiellen Einfluss haben, da Untersuchungen
fir PBI keinen signifikanten Inokulum-Effekt zeigen.” Somit miissen die PBIN als
Freisetzungssystem eingestuft werden, obwohl die PBIN nach 5 maliger Waschung keinen
erkennbaren Massenverlust mehr aufwiesen. Eine zusétzliche kontakt-aktive Wirkung konnte jedoch
ebenfalls erfolgen.

Neben den antimikrobiellen Eigenschaften wurde auch die Hdmokompatibilitit gegeniiber roten
Schweineblutzellen (RBC) untersucht. Dazu wurde die Hamokompatibilitit in CPD-Puffer von
ungewaschenen, gequollenen PBINs;,, (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.50) fiir den
direkten Kontakt (3 h bei 37 °C) mit RBC untersucht. Zusdtzlich wurde das Medium, worin die
Netzwerke zuvor 64 h gequollen wurden, in analoger Weise untersucht. Sowohl fiir den direkten
Kontakt der PBIN, als auch fiir das Quellmedium, wurden bei allen Proben RBC Lysen von <1%
ermittelt. (siche Abbildung 39c;, Werte siche Tabelle 42 im Anhang, Seite 178). Damit weisen die
PBIN, wie das reine PBI, (HCsy (Br-PBls;00—Br) =>51800 pug/mL, mit einer Lyse <1%) auch, eine
gute Himokompatibilitét fiir RBC auf.
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Mit Hilfe des Bakterien-Spriihtest und den ,,shaking flask* Tests kann die antimikrobielle Aktivitét der
in Wasser gewaschenen PBIN gegen Gram-positive (S. aureus) und Gram-—negative (E. coli)
Bakterienstimme nachgewiesen werden. Trotz der Waschungen weisen die antimikrobiellen Tests auf
eine Freisetzung biozider Bestandteile hin, sodass fiir die fragilen PBIN ein Freisetzungsmechanismus
angenommen wird. Des Weiteren zeigen die Netzwerke, mit einer Lyse von <1% fiir RBC, eine gute
Hamokompatibilitit. Die antimikrobiellen und hémokompatiblen Eigenschaften der PBIN mit
Superabsorber-Eigenschaften, machen diese zu einen interessanten Material, z.B. als Additiv fiir

Wundauflagen, fiir den medizinischen Bereich.

4.2.2.1.3 Antimikrobielle Ausriistung von Wundauflagen mit PBIN

Wundauflagen stellen im medizinischen Bereich ein wichtiges, tiglich verwendetes Medizinprodukt
zur Wundversorgung dar, welches auch im privaten Bereich zum Finsatz kommt. Dabei stehen eine
gute Aufnahme von freigesetztem Wundsekret und der Schutz der Wunde im Vordergrund.
Wundauflagen wie Mull oder Schaumstoffe, halten die aufgenommene Fliissigkeit bei Druck, z.B.
durch ein Kleidungstiick, nicht zuriick. Zudem wird die Ausbreitung von Keimen, welche zu
Infektionen fithren kénnen, auch nicht bekdmpft. Damit stellen die antimikrobielle Ausriistung und ein
verbessertes Riickhaltevermdgen, wichtige Aspekte fiir moderne Wundauflagen dar. Als mogliches
Anwendungsbeispiel ~ sollte ~ daher  PBIN  zur  Ausriistung von  handelsiiblichen
Schaumstoffwundauflagen  (DracoFoam) der Firma Draco mit antimikrobiellen und
superabsorbierenden Eigenschaften erprobt werden.

Aufgrund der feinporigen Struktur der Wundauflage, war es wichtig das PBIN fiir die Applikation
moglichst fein zu zerkleinern, damit es nicht nur auf, sondern auch in die Poren des Materials
eingebracht wird. Dazu wurde ein PBINs;oy (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.74) in
Wasser gequollen, mechanisch zerkleinert, gefriergetrocknet um ein feines Pulver erhalten. Fiir eine
moglichst einfache Applikation wurde das zerkleinerte PBIN in Isopropanol (Q,= 1.1)
aufgeschldmmt, dann durch Auftropfen gleichmédBig auf der Wundauflage verteilt und bei
Raumtemperatur unter Schwenken getrocknet. Aus dem Trockengewicht der Wundauflage, vor und
nach der Applikation, wurde eine Beladung von ~0.9 mg PBIN pro cm? berechnet. Als Referenz-
Probe, wurde eine Wundauflage analog mit puren Isopropanol behandelt. Fiir die Untersuchung der
antimikrobiellen Eigenschaften, wurden je Probe (1 cm?) 10 pL verschiedenen konzentrierter
S. aureus Bakteriensuspensionen (10%, 10°, 10°, 10" Zellen/mL) aufgetropft, 10 min adhériert und dann
24 h in 4 mL Néghrboullion bei 37 °C inkubiert.

Alle Referenzproben zeigen ein Bakterienwachstum, wohingegen keine der mit PBIN beladenen
Wundauflagen einen Bewuchs aufweist (siche Abbildung 40a +b). Selbst gegeniiber hohen
Bakterienbeladungen mit 10° Zellen/cm? weisen die Wundauflagen eine antimikrobielle Wirkung

gegen S. aureus auf.
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=

Abbildung 40: a+b) Aufnahmen von 15 mL Zentrifugationsrohrchen mit jeweils 4 mL Nihrboullion und
darin fiir 24 h bei 37 °C inkubierten unbeladenen (a) und mit 0.9 mg/cm?> PBINj,y (molares NH,/Br-
Endgruppenverhiltnis von 1.74) beladenen (b) Wundauflagen (1 cm?), welche vor der Inkubation mit
jeweils 10 pL S. aureus Bakteriensuspension unterschiedlicher Zellkonzentrationen (10*, 10°, 10°, 10’
Zellen/mL) angeimpft wurden; c+d) Aufnahmen des qualitativen Vergleichs fiir das
Wasserriickhaltevermégen einer unbehandelten (¢) mit einer mit 0.9 mg/cm?> PBINs;y, (molares NH,/Br-
Endgruppenverhiltnis von 1.74) beladenen (d), mit Wasser getrinkten Wundauflage (1-1 cm) unter
Belastung (9.3 g).

Wichtige Faktoren fiir Wundauflagen, sind die Aufrechterhaltung eines feuchten Milieus im
Wundbereich, aber auch die Entfernung von iiberschiissigen Exsudat und toxischen Bestandteilen von
der Wunde> *7 Diese Faktoren héngen direkt mit dem Aufnahme- und
Flissigkeitsriickhaltevermogen der Wundauflage zusammen. Zur Untersuchung dessen, wurden
Probekorper (1-1 cm) durch Auftropfen, maximal mit Wasser beladen. Anschlieend wurde die Probe
mit einem definierten Gewicht (9.3 g), zur Untersuchung des Wasserriickhaltevermogens, belastet. Die
Fliissigkeitsaufnahmekapazitét fiir Wasser lag bei der Referenz bei 14.6 £ 0.4 wt% und bei der mit
PBIN beladenen Wundauflage bei 13.4+0.7 wt%, sodass kein signifikanter Unterschied festzustellen
ist. Das Flussigkeitsriickhaltevermdgen ist qualitativ betrachtet, fiir die mit PBIN beladene
Wundauflage besser, als fiir die unbeladene Wundauflage, was durch austretendes Wasser beurteilt
wurde (siche Abbildung 40c + d).

Durch die sehr einfache Beladung von Wundauflagen mit dem Superabsorber PBIN, konnen diese
einerseits mit antimikrobiellen Eigenschaften zur Vermeidung von Wundinfektionen ausgestattet
werden und andererseits das Fliissigkeitsriickhaltevermogen, bei einer nahezu gleichbleibenden
Flissigkeitsaufnahmekapazitit, verbessert —werden. Anhand der mit antimikrobiellen,

hdmokompatiblen PBIN beladenen Wundauflagen, kann ein erstes konkretes Anwendungsbeispiel fiir
PBIN erfolgreich présentiert werden
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4.2.2.2 Herstellung und Charakterisierung von interpenetrierenden Hydrogelen

Ziel der Versuche dieses Abschnittes war die Herstellung und Charakterisierung von
interpenetrierenden, Hydrogelen (IPH). Die IPH sollten im Hinblick auf medizinische Anwendungen,
antimikrobiell und méglichst zellkompatibel sein. Durch die Untersuchung verschiedener Mengen an
PBIN (Abschnitt 4.2.2.1) in den IPH, sollte der fiir eine antimikrobielle Wirkung minimal notwendige
PBIN-Gehalt ermittelt werden. Zudem sollten die Eigenschaften der [PH einstellbar sein.

Die Herstellung der IPH erfolgte auf sequentiellem Wege. Als Basis-Monomer in den verwendeten
Acrylatlosungen, wurde das wasserlosliche 2-Hydroxyethylacrylat (HEA) ausgewahlt.
Poly(2-Hydroxyethylacrylat) (PHEA) zeichnet sich durch seine hohe Kapazitit zur

271 . .
aus und ist damit ein

Wasseraufnahme®®*2% hohe Biokompatibilitit’’® und geringe Zytotoxizitit
idealer Kandidat fiir pharmazeutische und biomedizinische Anwendungen’”?”. Um IPH mit
unterschiedlichen Figenschaften zu generieren und verschiedene PBIN Gehalte im IPH zu erzeugen,
wurden fiir die Herstellung Acrylatlosungen mit HEA als Monomer, mit verschiedenen Gehalten des
Vernetzers Glyceroldimethacrylat (GDMA) sowie unterschiedlich vernetzte PBINs;o, eingesetzt. Als
Initiatoren wurden Campherchinon und Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat ausgewéhlt, um eine
schnelle, photochemische Vernetzung ohne Verwendung von Schutzgas (Luftausschluss) zu
gewihrleisten.”’® Die hergestellten IPH sind im Folgenden als IPHy (v) benannt, wobei der Index X das
molare NH,/Br-Endgruppenverhéltnis des eingesetzten PBIN und (Y) den GDMA-Gehalt in wt%,
bezogen auf HEA in der Acrylatlosung, angibt.

Um einen mdglichst geringen Anteil des hydrophilen, antimikrobiellen PBIN im finalen IPH bei der
sequentiellen Herstellung zu erzielen, ist es wichtig das PBIN moglichst hoch in der Acrylatlosung fiir
das zweite Netzwerk zu quellen. Da die PBIN in Mischungen aus Acrylat-Monomeren und Initiatoren
keine Quellung zeigen®', werden diese mit Wasser gemischt. Wasser als Losungsmittel wurde
gewdhlt, da die PBIN bereits darin Superabsorber-Eigenschaften zeigen und weil Wasser in Hinblick
auf medizinische Anwendungen unbedenklich ist.

Aufgrund der limitierten Mischbarkeit von Wasser mit GDMA und dem Ziel nur einphasige
Acrylatlésungen zu verwenden, wurden unterschiedliche Wasser-Acrylat-Mischungsverhéltnisse in
eingesetzt. Die Acrylatlosungen mit 0.5 -5 wt% GDMA enthalten 50 wt% Wasser und die
Acrylatldsungen mit 7.5 — 10 wt% GDMA enthalten 43 wt% Wasser.

Zunichst galt es, durch die Untersuchung verschiedener GDMA-Vernetzergehalte in PHEA -
Netzwerken, ein fiir die IPH-Herstellung geeignetes System auszuwéhlen. Der Index Y gibt dabei den
GDMA-Gehalt in wt% bezogen auf HEA in der Acrylatldsung an. Dabei sollte liberpriift werden, ob
trotz des relativ hohen Wasseranteils in den Acrylatlosungen, tiberhaupt Netzwerke erhalten werden.
Dazu wurden wissrige HEA-Acrylatlosungen (Details sieche Tabelle 28; Seite 145) mit verschiedenen
GDMA-Gehalten (1, 3, 5, 10, 15, 20 wt% bezogen auf HEA) sowie Initiatoren photochemisch

polymerisiert. Die Vernetzung fand in einer Heraflash Polymerisationskammer fiir 3-180 s statt.
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Aus den gewdhlten Acrylatlosungen, konnten in allen Fillen in Wasser unldsliche Netzwerke
hergestellt werden, sodass der gewéhlte Wassergehalt keinen limitierenden Faktor fiir die
Netzwerkbildung darstellt. Die erhaltenen PHEA-Netzwerke waren bis zu einem GDMA-Gehalt von
10 wt% transparent, bei 15 wt% leicht triib und bei 20 wt% sogar opak (Details siche Tabelle 33 im
Anhang; Seite 169).

Quellgrad (Qp)

‘

1 T T T T
0 5 10 15 20

GDMA [wt%]

4 PHEA-Netzwerke

Abbildung 41: Quellgrad (Q,,) nach 72 h in Wasser fiir PHEA-Netzwerke in Abhéingigkeit vom GDMA-
Gehalt. Die Messungen wurden als vierfach-Bestimmung durchgefiihrt und die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar (Werte siehe Tabelle 33 im Anhang; Seite 169).

Als wichtiger Faktor fiir IPH, wurde anschlieBend der massebezogene Quellgrad (Q,,) der PHEA-
Netzwerke in Wasser untersucht. Die Auftragung des Quellgrades in Wasser gegen den GDMA-
Gehalt (siche Abbildung 41), zeigt deutlich eine Abnahme des Quellgrades, mit steigendem
Vernetzergehalt von Q,= 5.6 = 0.1 der PHEA-Netzwerke auf Q,= 2.0 = 0.1 fiir PHEA ;-
Netzwerke. Damit ist die Einstellung der Quelleigenschaften in Wasser iiber die Variation des
GDMA-Gehaltes im Bereich von Q,, = 2.0 - 5.6 moglich.

Mit dem Ziel, die Wasseraufnahmekapazitit des Superabsorbers (PBIN) im hochst moglichen Malie
auf die resultierenden IPH zu iibertragen, wurde fiir die folgenden Untersuchungen als zweites
Netzwerk PHEA(;) gewdhlt, da es mit dem geringsten GDMA-Gehalt von 1 wt% die hochsten
Quellgrade aufwies. In den Quellexperimenten mit PBIN in Wasser, zeigten sich nach 2 h und 24 h
Quellung identische Quellgrade, sodass die Netzwerke bereits nach 2 h die Gleichgewichtsquellung
erreichen. Um den Zustand der Gleichgewichtsquellung fiir die PBIN in den komplexen
Acrylatldsungen ebenso zu erreichen, wurden diese jeweils 24 h gequollen, bevor sie photochemisch
vernetzt wurden.

Ausgehend von verschieden hoch vernetzten PBINs;0, welche unterschiedliche Quellgrade besitzen,

sollten unterschiedliche PBIN-Gehalte in den IPH eingestellt werden. Eine Reihe ausgewihlter
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PBIN;s709 mit molaren NH,/Br-Endgruppenverhéltnissen von 1.50 - 1.74 wurde dazu jeweils 24 h unter
Lichtausschluss in einer Acrylatlosung mit 1 wt% GDMA gequollen, dann entnommen, iiberschiissige
Loésung wurde entfernt, die Netzwerke wurden gewogen (Bestimmung von Q,), 3-180 s in einer
Polymerisationskammer vernetzt und bis zur Massenkonstanz getrocknet.

Ein Wégungsexperiment, wobei das Gewicht einer Probe konstant verfolgt wurde, zeigt die
Massenkonstanz des Netzwerkes nach ~72 h bei Raumtemperatur. Wihrend der Vernetzung und der
Trocknung (siehe Abbildung 42a) verlieren die Netzwerke jeweils 49.6 wt% des Gewichts gegeniiber
des gequollenen Zustands, sodass nahezu die komplette Menge (>99 wt%) des in der Monomerldsung

befindlichen Wassers aus dem IPH entweicht und damit die Trocknung erfolgreich ist.
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Abbildung 42: a) Gewichtsabnahme eines PBIN;5), vom in einer wissrigen Acrylatlosung mit 1 wt%
GDMA gequollenen Zustand (3444.8 mg), iiber die Vernetzung in der Heraeus-Polymerisationskammer
(3:180s) und der Trocknung bei Raumtemperatur bis zur Massenkonstanz (1742 mg) des finalen
IPH, 5041); b) Quellgrad (Qp, rot) von PBINs; in einer wissrigen Acrylatlosung mit 1% von GDMA und
dem daraus berechneten PBIN-Gehalt (blau) im resultierenden IPH. Die Messungen wurden als vierfach-
Bestimmung durchgefiihrt und die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar (Werte siehe
Tabelle 32 im Anhang; Seite 168).

Die Bestimmungen der massebezogenen Quellgrade der PBINs;qy in wissrigen Acrylatldsungen mit
1 wt% GDMA, ergeben Werte von Q,,=25.6 + 0.9 (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis = 1.50)
bis zu Q,,=80.6 +2.5 (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis = 1.74) (siche Abbildung 42b, rof).
Der Verlauf ist dhnlich zu dem Quellverhalten der Netzwerke in Wasser, wobei der Quellgrad, bedingt
durch héheren unpolaren Monomeranteil im Quellmedium, jedoch um 36 - 40% geringer ausfillt.
Ausgehend vom Gewicht des eingesetzten PBIN vor der Quellung, dem Gewicht im gequollenen

Zustand und dass das wihrend der Quellung aufgenommene Wasser, nach der Trocknung komplett

entweicht, wurde der Gehalt an PBIN in den erhaltenen IPH berechnet.
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Die berechneten PBI-Gehalte sind in Abbildung 42a in blau dargestellt und zeigen ein dem Quellgrad
komplementdres Verhalten. Den hochsten PBIN-Gehalt besitzt das IPH, 5o, mit 7.8 + 0.3, welcher mit
sinkenden Vernetzungsgrad des PBIN auf 2.5 + 0.1 fiir das IPH, 74, fdllt. Somit kann der PBIN-Gehalt
im IPH, ausgehend von verschiedenen molaren NH,/Br-Endgruppenverhiltnissen in den PBIN,
zwischen ~2 - 8 wt% eingestellt werden.

Fiir alle weiteren Untersuchungen wurden die Netzwerke mit dem kleinsten und hochsten PBIN-
Gehalt (IPH, 74 und IPH, 50) ausgewahlt, da diese im Vergleich die groBten Unterschiede und damit
den Einfluss des PBI-Gehaltes auf Eigenschaftsverdnderungen der IPH am besten zeigen sollten. Um
einerseits Hydrogele mit einer hohen Fliissigkeitsaufnahmekapazitit herzustellen, aber zudem den
Einfluss des Acylatvernetzers (GDMA) auf die Figenschaften von IPHs zu untersuchen, wurden auf
Basis der ausgewihlten PBINs;g, (molares NH,/Br-Endgruppenverhiltnis von 1.50 und 1.74)
Hydrogele aus Acrylatlosungen mit 1, 3, und 5 wt% Vernetzer (GDMA) hergestellt. Sowohl die
PHEA-Netzwerke (Referenz), als auch alle IPHx(;-Netzwerke waren farblos und transparent (siche

Abbildung 43).

Abbildung 43: Aufnahme typischer PHEA y-, IPH; 744y~ und IPH, 504y Netzwerke im trockenen Zustand.

Fiir jedes hergestellte Netzwerk wurde dabei der Quellgrad in der Acrylatlosung und PBIN-Gehalt im
IPH berechnet. Dabei zeigte sich, dass die Quellgrade in den komplexen Acrylatlosungen (HEA,
GDMA, Wasser, Campherchinon, Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat) und damit die PBIN-Gehalte
mehr schwankten, als es sich in der zuvor durchgefiihrten Modellreihe (Abbildung 42b) andeutete. Die
Quellgrade der IPH; 7, liegen dabei im Bereich von Q,, =57 - 100 und fir IPH; 5 im Bereich von
Qm =25 - 36. Dabei ist keine Abhingigkeit des Quellgrades der PBIN vom GDMA-Gehalt (1 5 wt%)
in den Acrylatlosungen erkennbar. Die PBIN-Gehalte der getrockneten IPH bewegten sich somit fiir
alle IPH, 74 zwischen 2.0 3.5 wt% und fiir alle IPH, 5o zwischen 5.5 7.8 wt%.

4.2.2.3 Bestimmung der Quellgrade und der mechanischen Eigenschaften der Hydrogele

Ziel der Experimente dieses Abschnittes ist die Charakterisierung der Quelleigenschaften und
mechanischen Eigenschaften von PHEA, IPH; 5o und IPH; 74 Netzwerken mit 1, 3 oder 5 wt% GDMA.
Dabei wurde der Einfluss des PBIN-Gehaltes und des Acrylatvernetzers auf die Eigenschaften der
Hydrogele untersucht.

Fiir die Untersuchung der Fliissigkeitsaufnahmekapazitit, welche in Hinblick auf medizinische
Anwendungen einen wichtigen Faktor darstellt, wurden Quellexperimente in bidestilliertem Wasser

(bidest. Wasser) durchgefiihrt. Dabei wurde der Einfluss des PBI-Gehaltes auf den massebezogenen

85



Ergebnisse und Diskussion

Quellgrad (Q,,), anhand der Netzwerke PHEA;35)- (Referenznetzwerke), IPH; 74¢1/3/5) und IPH, so¢1/3/5)
untersucht (siche Abbildung 44).

Quellgrad (Qy,)
L = |

[\

—_

PHEA IPH, 44 IPH, 5

m1 wt% GDMA 3 wt% GDMA ®5 wit% GDMA

Abbildung 44: Abhiingigkeit des Quellgrades (Q,,) nach 72 h in bidest. Wasser fiir die Netzwerke PHEA,
IPH, ;4 und IPH, 5 mit 1 wt% (blau), 3 wt% (rot) und 5 wt% (griin) GDMA als Vernetzer. Die Messungen
wurden als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar
(Werte siehe Tabelle 34 im Anhang; Seite 169).2¢

Fiir die PHEA- und IPH, 74-Netzwerke zeigen sich bei gleichem GDMA-Gehalt nahezu identische
Quellgrade (Qum1 wioo spMa= 5.6, Qum3 wivs 5MA= 3.9, Qm s wio soma~ 3.3). Im Gegensatz dazu weisen die
jeweils dazugehorigen IPH;s, einen um ~18 —35 wt% hdheren Quellgrad (Qum1 wes soma~ 7.3,
Qm 3 wivo 6oMa= 5.3, Qums wiw soma= 4.0) auf. Somit ist fiir den geringen PBIN-Gehalt in den IPH; 74 kein
Einfluss des PBIN auf den Quellgrad feststellbar. Erst fiir den hoheren PBIN-Gehalt in den IPH; s,
kann ein Einfluss durch einen erhéhten Quellgrad nachgewiesen werden. Des Weiteren sinkt der
Quellgrad jeweils fiir die PHEA, IPH; 74, und IPH; 5o-Netzwerke mit steigendem GDMA-Gehalt, von
maximal Qy, = 7.3 £ 0.2 fiir IPH, 5oy auf minimal Q,,= 3.2 £ 0.1 fiir PHEAs,.

Der Gleichgewichtsquellgrad der PHEA-Netzwerke ist das Ergebnis der Quellung durch die
Solvatisierung des Netzwerks (Energiegewinn durch Entropie) und elastische Krifte der nicht
komplett getreckten Netzwerkketten, welche der Quellung entgegenwirken.”” Bei den IPH, welche
geladene Gruppen enthalten, wirken sich die AbstoBung gleichartiger Gruppen und der osmotische
Druck ihrer Gegenionen zusitzlich positiv auf die Expansion des Netzwerkes bei der Quellung aus.
Zudem gilt es zu berticksichtigen, dass die Netzwerkstruktur des Acrylates durch die Anwesenheit des
PBIN-Netzwerkes gestort werden kann. Je hoher der PBIN-Netzwerk-Anteil ist, desto hoher sollte
dessen Finfluss sein. Das die IPH,;-Netzwerke nahezu identische Quellgrade wie die PHEA-
Netzwerke aufweisen, ldsst sich einerseits auf eine geringe Storung, der im Vergleich deutlich
geringer gequollenen reinen PHEA-Netzwerke, zuriickfithren. Zum anderen scheinen durch den

geringen PBIN-Netzwerkanteil und den damit verbundenen Abstand der PBI-Polymernetzwerkketten,
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die abstoBenden Krifte der quartiren Ammoniumgruppen und zudem der osmotische Druck der
Bromionen geringer zu sein. Diese Krifte miissen so gering sein, dass der Gleichgewichtsquellzustand
gegeniiber dem somit dominierenden PHEA-Netzwerk nicht signifikant beeinflusst wird. Bei den
IPH, 5o-Netzwerken ist der Gehalt des PBIN-Netzwerkes mehr als doppelt so hoch, sodass es zu einer
hoheren Stérung des PHEA-Netzwerkes kommen kann. Zudem liegen die quartdren
Ammoniumgruppen ndher zusammen, was die abstolenden Krifte erhoht. Die erhohte Anzahl an
Bromionen, gegeniiber dem IPH, 74, erh6ht zudem den osmotischen Druck. Die Kombination der
genannten Finfliisse ist vermutlich die Ursache fiir den um ~25 - 35% hoéheren Quellgrad der I[PH; 50-
Netzwerke gegeniiber den PHEA- und IPH, ;,4-Netzwerken. Es kann gezeigt werden, dass es durch die
Kontrolle der PBIN- oder/und GDMA-Gehalte moglich ist, den Quellgrad in Wasser der IPH im
Bereich von Q,,= 3.2 bis 7.3 einzustellen. Der Gelgehalt, welcher nach mehrfacher Quellung in
Wasser und Trocknung ermittelt wurde, liegt zwischen 86 - 93 wt%, was fiir eine erfolgreiche
Vernetzung spricht.

Des Weiteren sollte der Einfluss des PBIN im IPH auf die mechanischen Eigenschaften der Netzwerke
untersucht werden. Dazu wurden Messungen des E-Moduls mittels dynamisch-mechanischer Analyse
(DMA), der maximalen Zugspannung mittels Zugpriifung und der Zugdehnung bei maximaler
Zugspannung mittels Zugpriifung an trockenen PHEA 13-, IPH, 7401/3/5- und IPH, 501/3/5)-Netzwerken
durchgefiihrt (siche Abbildung 45).
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Abbildung 45: Mechanische Messungen a) des E-Moduls (1 Hz) mittels DMA, b) der maximalen
Zugspannung (6y,,,) mittels Zugpriifung und c) der Zugdehnung bei 6,,, mittels Zugpriifung fiir die
Netzwerke PHEA, IPH, 7, und IPH, 5, mit 1 wt%, 3 wt% und 5 wt% GDMA als Vernetzer ermittelt. Die
Messungen wurden als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar. (Werte siehe Tabelle 34 im Anhang; Seite 169)

Die Auftragung der mit DMA gemessenen E-Module der untersuchten Netzwerke in Abbildung 45a,
zeigt E-Module im Bereich von ~0.6 bis ~ 1.3 MPa. Dabei lassen die reinen PHEA-Netzwerke eine
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leichte Erhohung der E-Moduls mit einem von 1 wt% GDMA auf 3-5 wt% GDMA als Vernetzer
erkennen. Ein signifikanter Einfluss des PBIN auf das E-Modul der IPH ldsst sich jedoch nicht
eindeutig identifizieren. Die hohen E-Module von IPH, 743y (E=1.28+0.16 MPa) und IPH, 5
(E=1.34 £ 0.16 MPa) wurden als Ausrei3er eingestuft.

Insgesamt erstrecken sich die E-Module fiir feucht gemessenen Hydrogele in der Literatur {iber einen
sehr breiten Bereich, wie die Ubersicht (siche Abbildung 46) von Li et. al.”’” sehr gut zeigt.'”" 2"
% Beispielsweise zeigen 2%ige Agarosegele E-Module von 1-300 kPa**, 3%ige Acrylamidgele
10-100 kPa®™, IPN Komposithydrogele zeigen E-Module von ~1 MPa’”’, PEG/PAA

*” bis zu calcifizierten Hydrogelen mit bis zu 440 MPa**’. Die

Doppelnetzwerkhydrogele 1 - 19 MPa
hier gemessenen E-Module liegen in einem fiir Hydrogele typischen Bereich und stimmen mit Werten
fiir dhnliche, reine, trockene PHEA-Netzwerke 2*! (E-Modul = 0.13 bis 1.15 MPa bei 0 bis 1%

1,4-Butandioldimethacrylat als Vernetzer) {iberein.
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Abbildung 46””7: Ubersicht von Li. et. al.””’ von Bruchenergien und Zug-E-Modulen fiir verschiedene
Materialien.

Die Messungen mittels Zugpriifung lieferten die Werte fir die maximale Zugspannung
(Abbildung 45b) und die Zugdehnung bei maximaler Zugspannung (4bbildung 45¢). Die untersuchten
Netzwerke weisen maximale Zugspannungen im Bereich von 6., =0.28 - ~0.42 MPa auf. Die
Betrachtung der reinen PHEA-Netzwerke zeigt dafiir einen leichten Anstieg der max. Zugspannung
mit steigendem GDMA-Vernetzergehalt auf. Fiir die IPH; 7, lasst sich kein signifikanter Einfluss des
PBIN-Netzwerkes, gegeniiber den PHEA-Netzwerken, mit jeweils gleichem GDMA-Gehalt,
identifizieren. Jedoch zeigt sich fiir die IPH;s, mit einem hoéheren PBIN-Netzwerkanteil, eine
Erhéhung der max. Zugspannung von omax(PHEA) = 0.29- 0.35 MPa auf
Omax(IPH; 50) = 0.38- 0.42 MPa.

Die Zugdehnungen bei max. Zugspannungen liegen im Bereich von ~180% fiir die Netzwerke mit
5 wt% GDMA, bei ~230 % fiir die Netzwerke mit 3 wt% GDMA-Vernetzer und bis ~450% fiir
Netzwerke mit 1 wt% GMDA-Vernetzer. Damit zeigt sich eine deutlich Erniedrigung der Zugdehnung
mit steigendem GDMA-Gehalt. Ein Einfluss des PBIN-Netzwerkes in den IPH-Netzwerken, im
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Vergleich zu PHEA-Netzwerken mit identischem GDMA-Gehalt, war nicht feststellbar. Damit
beeinflusst der PBIN-Gehalt keine der mechanischen Eigenschaften signifikant.

Als vergleichende Untersuchung wurde zudem das Kompressions-Modul an gequollenen IPH; 74, von
1 cm?, durch steigende Belastung mit Gewichten, ermittelt. Die ermittelten Kompressions-Module
lagen in einem Bereich von 96-120 kPA, was eine Erh6hung um mehr als das 5-fache gegeniiber dem
Ausgangs-PBIN (~17 kPa) darstellt.

In den Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften der Netzwerke konnten somit fiir das
E-Modul eine Erhohung und eine Erniedrigung der Zugdehnung bei max. Zugspannung, mit
steigenden GDMA-Gehalt feststellt werden. Beide Effekte lassen sich durch den erhohten
Vernetzungsgrad mit steigendem Vernetzergehalt des Acrylatnetzwerks erkléren, was zu einer
Steigerung der Steifigkeit (*E-Modul, < Dehnung) der Netzwerke fiihrt. Durch den geringen Anteil
des PBIN und deren groBe Maschenweite, kommt es jedoch zu keinen signifikanten Auswirkungen, da
sich das PBIN vermutlich flexibel mitverformt.

Mittels Quelltests und mechanischen Untersuchungen wurden die Hydrogele PHEA(;35-
(Referenznetzwerke), IPH 741/3/5- und IPH, 501735, erfolgreich charakterisiert. Die Gelgehalte von
>86 wt% belegen die erfolgreiche Vernetzung der Polymere. Der Quellgrad der Gele liegt in einem
Bereich von Q,, = 3.2 bis 7.3 in Wasser und wird maB3geblich durch den GDMA -Gehalt beeinflusst. Je
hoher dieser ist, desto kleiner ist der Quellgrad. Zudem weisen die IPH; 59 (Qy, = 4.0 — 7.3) mit einem
hohen PBI-Gehalt, einen um mehr als 25% erhdhten Quellgrad im Vergleich zu den PHEA und IPH; 74
(Qum = 3.2 —5.6) auf. Die mechanischen Tests zeigen signifikante Einfliisse des GDMA - aber nicht des
PBIN-Gehalts auf die Eigenschaften der IPH. Mit steigendem GDMA-Gehalt ist eine Erniedrigung
des E-Moduls, Erniedrigung der Zugdehnung bei nahezu gleichbleibender Zugspannung festzustellen.

4.2.2.4 Strukturelle Charakterisierung der interpenetrierenden Hydrogele

Nach der Untersuchung der Quelleigenschaften und der mechanischen Eigenschaften der IPH, sollten
anschlieend Informationen beziiglich ihrer Struktur mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM +
EDX), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), Rasterkraftmikroskopie (AFM) und der
Verteilung von PBIN im IPH erhalten werden. Um Unterschiede bestmoglich identifizieren zu
konnen, wurden die Untersuchungen an einem IPH, so.), mit einem hohen berechneten Ausgangs-PBI-
Gehalt von 7.8 wt% (IPH, so1)a), durchgefiihrt. Ergédnzend fanden auch Untersuchungen an einem
IPH, 741y (berechneter Ausgangsgehalt 2.5 wt% PBIN, IPH, 741)s) statt. Um vor der weiteren Analyse
alle Nebenprodukte zu entfernen, wurden diese 7 Tage lang in bidestilliertem Wasser mit tdglichen
Wasserwechseln gewaschen. Die untersuchten Netzwerke sind klar-transparent, elastisch und in
Wasser quellbar. Auf Grund der Transparenz der untersuchten Netzwerke (siche Abbildung 43;
Seite 85) konnten Kristalle und Phasen, welche grofer als 300 nm (Tageslicht A ~400-800 nm) sind,

ausgeschlossen werden, da keine Wechselwirkungen/Streuungen mit Licht erkennbar sind. Das deutet
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darauf hin, dass sowohl die PHEA- als auch die IPH-Netzwerke im Mikrometerbereich nicht
phasensepariert sind.

Aufnahmen der REM, TEM und AFM Untersuchungen im Mikro- und Nanometerbereich an einem
typischen IPH,so1), mit einem berechneten Ausgangs-PBI-Gehalt von 7.8 wt%, nach 7 Tagen
Waschung in Wasser, sind in Abbildung 47 dargestellt.

50 nm 50 nm

Abbildung 47: Aufnahmen eines typischen, getrockneten IPH,sq) (IPH; 5014, mit einem berechneten
Ausgangs-PBI-Gehalt von 7.8 wt%, nach 7 Tagen Waschung in Wasser mittels a-b) REM-Aufnahmen
(10kV) einer in fliissigem Stickstoff erzeugten Bruchfliche, c¢-d**®) TEM-Aufnahmen eines
Mikrotomschnittes und e-f246) AFM-Aufnahmen einer in fliissigem Stickstoff erzeugten Bruchfliiche.
Zunichst sollen die Aufnahmen (siche Abbildung 47a, ¢, ¢) im Mikrometerbereich betrachtet werden.
Die REM-Aufnahme (siche Abbildung 47a) zeigt eine sehr homogene Bruchfliche, ohne Poren und
ohne erkennbare Massenkontraste, welche auf Phasenseparationen hinweisen wiirden.

In der TEM-Aufnahme (siche Abbildung 47b) sind Massendickekontraste sichtbar, welche auf leichte
Inhomogenitéiten hindeuten. Dabei weisen helle Bereiche eine geringe und dunkle Bereiche eine
hohere Elektronenstreuung sowie Dicke auf. Schwere Elemente besitzen dabei im Allgemeinen eine
stirkere Streuung als leichte Elemente. Die Aufnahme weist sehr helle Bereiche (~20-100 nm) auf,
welche auf feine Poren in den Proben hindeuten. Dunklere Bereiche deuten auf bromhaltige Bereiche
hin, da das Brom das schwerste Element im Netzwerk darstellt. Diese These konnte durch EDX-
Messungen bestitigt werden (siche Abbildung 61b im Anhang; Seite 170). Die relativ breiten
dunkleren und helleren Bereiche, welche als diagonale Streifen besonders gut in Abbildung 47b
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erkennbar sind, lassen sich auf die relativ hohe Probendicke und Wellungen, welche den
Massendickekontrast beeinflussen, zuriickfithren. Ein negativer Einfluss der Waschung auf das IPH,
konnte nicht festgestellt werden. Das IPH, sy, besitzt eine homogene Struktur im Mikrometer-
Bereich.

Die AFM-Aufnahme (siche Abbildung 47c), im Tapping-Modus, an einer in fliissigen Stickstoff
erzeugten Bruchfliche des IPH, 5o, bestétigt die Ergebnisse der REM- und TEM-Analysen. Die
Aufnahme zeigt keine signifikanten Unterschiede in der Topographie und im Phasenkontrast. Generell
erscheinen weiche Bereiche eher dunkel und hértere Bereiche eher hell, was generell im ,,non-contact
Mode* durch repulsive und adhésive Kréfte zustande kommt. Im durchgefiihrten ,,tapping-Mode* sind
die weichen Bereiche ebenfalls dunkel und die hirteren Bereiche heller. Dunkel steht fiir keine bzw.
negative Phasenverschiebung und hell fiir eine hdohere, positive Phasenverschiebung. Je weicher ein
Material ist, desto eher kann die Spitze in die Oberfldche eindringen und wird geddmpft (negative
Phasenverschiebung). Ist das Material hirter, prallt die Spitze quasi ab und es kommt zu einer hohen
positiven Phasenverschiebung. Die unterschiedlichen Steifigkeiten kdnnen so unterschieden werden
und kommen durch die verschiedenen E-Module verschiedener Strukturen im Material zustande. Die
geringen Kontrastunterschiede weisen somit auf homogene Netzwerke ohne Phasenseparationen im
Mikrometer-Bereich hin.

Um die Homogenitét der Netzwerke auf der nanophasigen Ebene ebenfalls zu betrachten, wurden die
Aufnahmen in Abbildung 47b, d, f erstellt. Diese Querschnittsaufnahmen zeigen nanoskalierte,
interpenetrierende Netzwerkstrukturen, welche typisch fiir solche Netzwerkarten sind.***** Die
dunkle Phase in der AFM-Aufnahme (siche Abbildung 47f) wird dem PBIN zugeschrieben. Diese
Phase scheint isoliert und in die perkolierte PHEA-Phase eingebettet zu sein, mit der, fiir diese
typischen Zusammensetzung (8 wt% PBIN / 92 wt% PHEA).

Analog dazu verhélt sich die REM-Aufnahme (siche Abbildung 47b) mit einer identischen
Zusammensetzung und Phasenseparierung. Die hellen Bereiche konnen dabei dem PBIN
zugeschrieben werden, da das schwere Brom fiir eine stirkere Riickstreuung der Elektronen sorgt.
Uberpriift wurde die These durch die Untersuchung einer mit phasenseparierten IPH und PHEA
Netzwerken préparierten Probe (siche Abbildung 61a im Anhang, Seite 170). Die hellen Bereiche
kennzeichnen die IPH/PBI-Phase, welche durch die Riickstreuelektronen des schwereren Broms
zustande kommen, und die dunkleren Bereiche den Teil der PHEA-Phase. Die Messungen bestétigen,
dass das synthetisierte Material tatsichlich ein durch Nanophasen getrenntes IPH ist.

Die TEM-Aufnahme (siche Abbildung 47d) zeigt dagegen deutlich kleinere Strukturen. Diese
kleineren Strukturen sind jedoch typisch fiir diese Dimensionen von Nanostrukturen, da das
Ubertragungsbild der 50 — 100 nm dicken Probe, eine Uberlappung mehrerer Schichten der Struktur

zeigt, die in der AFM-Aufnahme zu sehen sind.***>*’
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Um Informationen iiber die Verteilung des PBIN im gesamten IPH zu erhalten, wurden ergidnzend
Analysen mittels REM-EDX (siche Abbildung 48) an der bereits beschriebenen Probe durchgefiihrt.
Die beiden Analysen der Probe mittels eines REM-EDX , linescan® und eines ,,mappings® zeigen in

den Aufnahmen eine homogene Verteilung des Broms iiber den Probenquerschnitt.
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c
) Netzwerk EDX-Br [at%] PBI im IPH [wt%]
IPH, 74134 0.12 1.4
IPH, 558 0.50 5.6

Abbildung 48: Aufnahmen eines a) REM-EDX Linescan und b)**¢ Mapping fiir die Bromverteilung in
einem IPH, 5o4)» nach 7 Tagen Waschung in Wasser; c)246 Die Tabelle zeigt die mit REM-EDX ermittelten
Bromgehalte eines IPH; 7441)4 und IPH; 501y nach 7 Tagen waschen in Wasser (Details siehe Tabelle 35 im
Anhang; Seite 170)

Die homogene Verteilung wird im REM-EDX Linescan (siche Abbildung 48a) durch die konstante
Intensitdt des Bromsignals, in dem dazugehdrigen Diagramm, iiber den Probenquerschnitt sichtbar. Im
REM-EDX-Mapping (siehe Abbildung 48b) erscheint das Bromsignal und damit die Bromverteilung
in der Probe als griine Punkte. Die Helligkeit der Punkte ldsst Riickschliisse auf die
Intensitdt/Anhdufung von PBI zu. Die gleichmiBige Intensitit des Bromsignals und deren
gleichméfige Verteilung lassen darauf schlieBen, dass das PBI-Netzwerk homogen im gesamten
Probenquerschnitt verteilt ist. Selbst in den Randbereichen ist keine Abschwichung des Signals
erkennbar, sodass keine sichtbare, ortliche Auswaschung im Randbereich der Probe erkennbar ist.
Erginzend wurden Elementaranalysen mit EDX im REM an einem IPH, 74, und IPH, 50, nach
7 Tagen Waschung in Wasser durchgefiihrt. Ausgehend von der elementaren Zusammensetzung der
Probe, wurde das molare Verhéltnis von HEA und PBI und daraus der PBIN-Gehalt im IPH berechnet.
Das IPH; s0(1ya, Welches ausgehend von PBIN; 5o hergestellt wurde, besall 5.6 wt% PBI. Dies weist

auf eine Auswaschung von etwa 25% (berechneter Startgehalt 7.8 wt%) hin. Dagegen wies das aus
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PBIN, 74 hergestellte IPH, 741)s einen Gehalt von 1.4 wt% PBI auf, was einer Auswaschung von etwa
40% (berechneter Startgehalt 2.5 wt%) entspricht. Die Ursache kann auf den geringeren
Vernetzungsgrad des PBIN, 74 und damit auf weniger vernetzte Ketten zuriickgefiihrt werden.

Mittels der REM, TEM und AFM Analysen konnen die transparenten Netzwerke im Mikrometer- und
Nanometer-Bereich als homogen und mit einer gleichméaBigen Verteilung des PBIN im IPH eingestuft
werden. Die Auswaschung von PBI erfolgt gleichméiBig tiber das gesamte Netzwerk hinweg und liegt
abhéingig vom Vernetzungsgrad des PBIN zwischen 25 40%. Fiir den nanophasigen Bereich kénnen

zudem interpenetrierende Netzwerkstrukturen nachgewiesen werden.

4.2.2.5 Biologische Untersuchung der interpenetrierenden Hydrogele

Fir antimikrobielle Materialien ist die Einordnung beziiglich ihres Wirkungsmechanismus ein
wichtiger Aspekt. Wie in Abschnitt 2.2 gezeigt, lassen sich grundsitzlich antimikrobielle Materialien
als freisetzende oder kontaktaktive Systeme einordnen. Die Herausforderung fiir die richtige
Einstufung der Materialien besteht im Beweis des Mechanismus. In der Literatur ist jedoch bislang
kein Test bekannt, welcher spezifisch die Kontaktaktivitit eines Materials beweist. Der beste,
unterstiitzende Beweis ist das intensive Waschen der Probe in Kombination mit dem Vergleich
verschiedener Tests.”’

Neben dem Wirkmechanismus der IPH soll auch der Einfluss des PBIN-Gehaltes, als antimikrobielle
Komponente, auf die antimikrobielle Aktivitdt untersucht werden. Aus diesem Grund wurden die
IPH, 74(1) mit niedrigem PBI-Gehalt und IPH, 5o, mit hohem PBI-Gehalt sowie PHEA ;) als Referenz
untersucht. Die PHEA(, wurde in der Regel im ungewaschenen Zustand und die IPH nach
verschiedenen Waschzyklen im getrockneten Zustand eingesetzt.

Die antimikrobiellen Untersuchungen erfolgten ausgehend von unterschiedlichen Fragestellungen
mittels verschiedener Tests: eines Bakterien-Spriihtests, durch direkte Applikation von verschiedenen
Bakterienbeladungen auf Netzwerke, durch die Untersuchung des Desorptionsverhaltens von
Bakterien auf Netzwerken mit einer hohen Bakterienbeladung und mit einem Bakterien-Adhérenz-
Test. Je nach Test wurden im Hinblick auf medizinische Anwendungen die Gram-negativen
Bakterienstimme Escherichia coli (E. coli) und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa.) sowie der
Gram-positive Bakterienstamm Staphylococcus aureus (S. aureus) untersucht.

Als Alternative zu den antimikrobiellen Versuchen, wurde ein Test zum quantitativen Nachweis von
PBI, welches mdoglicherweise aus den IPH freigesetzt wird, basierend auf der Komplexierung des
Polymers mit Fluoreszein entwickelt. Ziel war es, besonders Konzentrationen weit unterhalb des MIC-
Wertes nachzuweisen.

Des Weiteren wurden die Netzwerke im Hinblick auf ihre Biokompatibilitéit analysiert. Dazu fanden
Untersuchungen fiir die H&mokompatibilitdit mit roten Schweineblutzellen statt. Durch den
Arbeitskreis von Prof. Dr. M. Koller am Berufsgenossenschaftlichen Universitdtsklinikum
Bergmannsheil in Bochum erfolgten auBlerdem Analysen beziiglich der Kompatibilitdt mit

mesenchymalen Stammzellen.
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4.2.2.5.1 Quantifizierung von 3,4en-lonene im Waschwasser

Mit dem Ziel, moglicherweise aus den IPH freigesetztes PBI nachzuweisen, wurde ein quantitativer
Test, basierend auf der Komplexierung von PBI mit Fluoreszein, entwickelt. Die Entwicklung basierte
auf Arbeiten von Tiller et. al., welche Fluoreszein zum Nachweis der Dichte von quartiren
Ammoniumgruppen auf kontaktaktiven, antimikrobiellen Oberflichen nutzten.'®* Durch die groBe
Anzahl quartdrer Ammonium-Funktionen in Ionenen, damit im PBI, stellte die Komplexierung der
Polymere mit Fluoreszein eine aussichtsreiche Basis dar. Wichtig bei der Entwicklung der Methode
war der Nachweis freigesetzter Biozide deutlich unterhalb ihrer biologischen Bedeutung, d.h. diese
unterhalb der MIC zu detektieren. Dies sollte dazu genutzt werden, die entsprechende PBI-

Konzentration im téglich gewechselten Wasser bei der Waschung von Netzwerken zu ermitteln.

2) ‘ ‘ \2, waschen

4*5mL \ it
& ~50 mL \
Waschldsun
e / Natriumfluorescein 1 min Wasser
WA R
lasobjekttrager
. UV A JENR Vi 4
Heizplatte (200 °C)
Oblekttrager PBI - b Losen des PBI-
2t0rgib::nenflije| Fluorescein- 1mL Fluocescein- Zugabe von 100 UV/Vis Messung
au’ cer Komplex CTAC-Lésung Komplexin uL PBS Puffer Eso1nm

Heizplatte CTAC-Losung (pH=8.0)

— ey —> V—)i’

c) b)
=) v
E & 1 *
g 100 E .
1 A —
2 T @ *
= A1C = / Il 0.1
E ey MIC 5, =35 ng/mL <
Z 10 4 s ¢
z A =

¢  AAMAAAAAAAAAAAAAAAAA ? 0.01
E = S
e S DY Detektionsgrenze
E Detekt:onsgrjenze (49 pg/mL)
3 — — (2Sugml) 0.001 . . . .

0 5 10 15 20 25 0 200 400 600 800
Tag PBI [ng/mL]

& IPHI_}'4(1) A IPHI_SU(I)

Abbildung 49: a) Schema der Prozedur zur Quantifizierung von PBI im Waschwasser; b)
Kalibrationskurve von Br-PBls;o—Br (griin) in Wasser nach der Prozedur in a); ¢) Konzentration an PBI
im jeweils tiglich gewechselten Waschwasser der Netzwerke IPH, 74q)p (rot) und IPH, soq)p (blau). Die
Waschung wurde mit einem 24-fachen Uberschuss an Wasser gegeniiber dem Netzwerk, bei 37 °C
durchgefiihrt.**®
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Als Methode konnte die in Abbildung 49a dargestellte Prozedur fiir eine PBI,-Kalibrationslosung und
die Waschwasserproben etabliert werden. Die zu untersuchende PBI,-Ldsung wurde dabei zunéchst
auf einem Glasobjekttrager getrocknet, mit Natriumfluoreszein-Losung behandelt, mit Wasser gespiilt
und erneut getrocknet. Durch das Fluoreszein wird das in der Probe enthaltene PBI, zu einem roten
Riickstand komplexiert und ausgefillt.

Die Intensitét des Riickstandes gibt dabei erste Hinweise auf die enthaltene PBI-Menge (Details siche
Tabelle 36 im Anhang; Seite 171) in der Probe. Im néchsten Schritt wird der Komplex durch die
Zugabe einer CTAC-Losung (Cetyltrimethylammoniumchlorid) wieder geldst, sodass die Extinktion
am Absorptionsmaximum (A= 501 nm) mittels UV/Vis-Spektroskopie ermittelt werden kann. Mit
Hilfe einer definierten Br-PBls;40-Br Losung, wurde eine Eichkurve (siehe Abbildung 49b) erstellt und
49 mg/mL als Nachweisgrenze der Methode ermittelt. Die entwickelte Methode zeigt fiir den
untersuchten Konzentrationsbereich einen linearen Zusammenhang zwischen der PBI-Konzentration
und der bei 501 nm gemessen Extinktion.

Als Proben wurden IPH, 745 und IPH, 501y untersucht. Die Netzwerke wurden in einem 24-fachen
Uberschuss an Wasser (1650 mg Netz in 40 mL Wasser) bei 37 °C mit tiglichen Wasserwechseln
gewaschen. Durch Aufkonzentrieren der Waschlosungen um den Faktor 20, konnte die
Nachweisgrenze flir PBI auf 2.5 pg/mL gesenkt werden. Dieser Wert liegt deutlich unter dem MIC
von 35 pg/mL gegen S. aureus.'”'” Der PBI-Gehalt der Waschlosungen wurde von IPH, 7401)s flir
12 Tage Waschung und von IPH, soq)s flir 27 Tage Waschung ermittelt und ist in Abbildung 49c
dargestellt.

Besonders in den ersten 5-7 Tagen sinkt die Konzentration an PBI im Waschwasser fiir beide
Netzwerke drastisch. Dabei wird die Konzentration des MIC-Wertes fiir S. aureus (35 ug/mL) bereits
am 3. Waschtag von beiden Netzwerken unterschritten. Nach dem 6. Waschtag fillt die PBI-
Konzentration fiir das IPH,; 74 sogar unterhalb der Nachweisgrenze von 2.5 pg/mL. Fiir das
IPH, s0(1)s betrdgt die PBI-Konzentration ab dem 8. Waschtag auch nur noch 5 pg/mL und bleibt bis
zum letzten Waschtag (Tag 27) auf diesem Niveau, was eine konstante Freisetzung bedeutet. Damit
liegt die PBI-Konzentration beim IPH, 5oz (5 pg/mL) 7-mal niedriger und fiir das IPH, )
(<2.5 pg/mL) um mehr als 14-mal niedriger, als der MICg 4.s von 35 pg/mL.

Zusitzlich wurden IPH, 74)s nach den 12 Tagen Waschen, jeweils 25 min von der Ober- und der
Unterseite mittels UV-Licht bestrahlt. Diese Prozedur dient bei den antimikrobiellen Untersuchungen
der Sterilisation der Probenkdrper vor den Tests, um Kontaminationen zu vermeiden. Nach der
Bestrahlung wurden die Proben weitere 3 Tage gewaschen, wobei keine nachweisbare PBI-
Konzentration ermittelt werden konnte. So kann eine durch UV-Licht induzierte Freisetzung von PBI,

bei antimikrobiellen Untersuchungen, ausgeschlossen werden.
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Abbildung 50: Abhiingigkeit des berechneten Gehaltes an PBIN im IPH,s)4g (berechneter
Ausgangsgehalt: 5.5 wt% PBIN) mit fortschreitender Waschung des Netzwerkes bei 37 °C in Wasser.

Um die Dauer der antimikrobiellen Aktivitit der Hydrogele abzuschitzen, wurde aus den PBI-
Konzentrationen im Waschwasser des IPH, 5o, (berechneter PBIN-Ausgangsgehalt: 5.5 wt%), die
Masse an PBI im Wasser und daraus der Restgehalt an PBI im IPH berechnet und entsprechend
aufgetragen (siche Abbildung 50). Resultierend aus der konstanten Freisetzung an PBI ab dem
8. Waschtag, ergibt sich eine konstante Abnahme des PBIN-Gehaltes im IPH von ~0.012 wt% PBI pro
Tag. Wird von einer weiterhin konstanten, sehr langsamen Freisetzung von PBI bis zu dessen
kompletten Verlust von PBIN ausgegangen, betragt die Dauer dafiir 401 Tage. Bis zu einem Gehalt
von 2.5 wt% (IPH,741)) ergeben sich bereits 194 Tage. Ein antimikrobiell aktiver Zeitraum von
27 - 57 Wochen wire fiir ein antimikrobielles Hydrogel ein exzellenter Wert, um dieses beispielsweise
als Material fiir Implantate mit langfristig antimikrobiellen Eigenschaften einzusetzen.

So lésst sich festhalten, dass auf Basis der Komplexierung von PBI mit Fluoreszein, eine Prozedur zur
quantitativen Bestimmung von PBI im Waschwasser der IPH entwickelt wurde. Die ermittelte
Detektionsgrenze liegt dabei 14-mal tiefer als der MIC-Wert von PBI gegen S. aureus. So ist es
moglich auch Biozidkonzentrationen weit unterhalb der biologischen Bedeutung von PBI
nachzuweisen. Mit Hilfe des Tests konnen die IPH, als Netzwerke mit einem sehr langsamen

Freisetzung-Mechanismus identifiziert werden.

4.2.2.5.2  Untersuchung der antimikrobiellen Eigenschaften von interpenetrierenden Hydrogelen

4.2.2.5.2.1 Bakterienspriihtest mit S. aureus

Zunichst wurden PHEA(), IPH, 74, und IPH, 504y mittels des Bakterienspriihtests flir S. aureus
untersucht. S. aureus wurde hier als empfindlichster Keim, d.h. mit dem niedrigsten MIC, der fiir die
Netzwerke untersuchten Bakterien, ausgewéhlt. Beim Bakterienspriihtest wird fiir gew6hnlich die zu
untersuchende, feste Probe mit einer Bakteriensuspension bespriiht, mit N&hragar {iberschichtet, unter

Wachstumsbedingungen tiber Nacht inkubiert und mit TTC angeférbt. Der Test ermdglicht zum einen
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eine Aussage liber die antimikrobielle Aktivitdt beim Kontakt mit Keimen, d.h. wenn die Probe selbst
nach der Inkubation nicht bewachsen ist. Zudem kann durch eine sichtbare Inhibitionszone
(Hemmbhof) um die eingebettete Probe, eine Aussage iiber die Freisetzung von Bioziden getroffen
werden. Um die Quellung nach der Einbettung in Néhragar nach dem Besprilhen und damit den
Einfluss auf das Spriihbild sowie Bakterienwachstum (Inhibitionszonen) moglichst gering zu halten,
wurden die Netzwerke einen Tag zuvor bereits in Ndhragar zur Equilibrierung eingebettet. Die Proben
wurden am Folgetag mit einer Bakteriensuspension (10° Zellen/mL in Wasser) bespriiht, eine Nacht

unter Wachstumsbedingungen inkubiert und mittels TTC angefarbt.

® .00 8,

» .
-
al

L]
4
L]
Qe

i

Abbildung 51: Aufnahmen der Untersuchung des Wachstums der in Nihragar eingebetteten und mit
S. aureus bespriihten Proben nach der Inkubation bei 37 °C iiber Nacht und dem Anfirben mit TTC-
Losung. Es sind folgende Netzwerke mit abgebildet: a) PHEA ;) ungewaschen, b) IPH, 74, ungewaschen,
¢) IPH; 744, nach 1 Tag waschen, d) IPH, 5);) ungewaschen, e¢) IPH, 5o, nach 3 Tagen waschen und f)246
IPH, 501y nach 7 Tagen waschen. Die Waschung erfolgte in Wasser bei RT mit téiglichen Wasserwechseln.

Die Ergebnisse zeigen fiir die IPH mit PBIN im Spriihtest in allen Fillen eine antimikrobielle Aktivitit
(sieche Abbildung 51). PHEA ) wies, wie zu erwarten, weder eine antimikrobielle Aktivitdt noch eine

Inhibitionszone durch Biozidfreisetzung auf. Jegliche antimikrobielle Aktivitdt der IPH, lédsst sich

somit auf das enthaltene PBIN zurtickfiihren.
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Die ungewaschenen IPHs zeigen im Vergleich zum PHEA(;, jeweils einen deutlichen Hemmhof,
welcher auf eine Freisetzung hindeutet. Bereits nach einem Waschzyklus ist beim IPH, 7, kein
Hemmhof mehr erkennbar. Das IPH, 5o, besitzt dagegen nach drei Waschzyklen noch einen klar
erkennbaren Hemmhof. Nach 7 Tagen waschen kann auch beim IPH, s5o;, kein Hemmhof mehr
identifiziert werden. Alle untersuchten IPH weisen unabhingig vom Auftreten eines Hemmhofs
keinen Bakterienbewuchs auf den Probenkorpern auf, was auf eine antimikrobielle Wirkung bei
direktem Kontakt schlieSen l4sst.

Der Bakterienspriihtest bestétigt fiir den ungewaschenen Zustand der IPH, sowie nach 3 Tagen
Waschung des IPH, 5o, die Freisetzung biozider Bestandteile im Vergleich zur PBI-Waschwasser-
Analyse. Jedoch zeigt das IPH, 74,y nach 1 Waschtag und das IPH, s,y nach 7 Waschtagen eine
antimikrobielle Aktivitéit, ohne dabei auf ein Freisetzungssystem hinzuweisen, d.h. eine kontaktaktive,
antimikrobielle Wirkung. Somit weist der Spriihtest bei den ungewaschenen Proben auf ein
Freisetzungssystem hin, suggeriert aber nach 1 Tag bzw. 7 Tagen Waschen antimikrobiell,

kontaktaktive Eigenschaften der Netzwerke, da keine Freisetzungszone mehr erkennbar ist.

4.2.2.5.2.2 Direkte Applikation von verschiedenen Bakterienbeladungen auf Netzwerke

In einem weiteren Test sollte das Uberleben von Bakterien im direkten Kontakt mit den Hydrogelen
untersucht werden. Dabei sollte der Einfluss verschieden hoher Bakterienbeladungen auf die
antimikrobielle Aktivitdt des Materials nach einer kurzen Adhirenzzeit von 25 min und gefolgter
Inkubation unter idealen Wachstumsbedingungen untersucht werden. Durch die Wahl einer kurzen
Adhérenzzeit sollte eine mdglichst schnelle Abtotung der Keime flberpriift und reale
Einsatzbedingungen, wie z.B. der Kontakt einer Wundauflage mit der Haut, nachgestellt werden. Die
Untersuchungen erfolgten mittels der klinisch relevanten Bakterienstimme E. coli, S. aureus und
P. aeruginosa.

Die Untersuchungen erfolgten an flir 7 Tage bei Raumtemperatur in Wasser gewaschenen IPH, 74 und
IPH, 50 sowie PHEA (ungewaschen) als Referenz. Die sterilen Proben (~0.5 cm?) wurden zunéchst mit
10 pL einer definierten Bakteriensuspension (10° bis 107 Zellen/'mL > 2-10 bis 2:10° Zellen/cm?)
betropft, 25 min lang zur Anhaftung der Bakterien an Luft belassen, in Nahrmedium {iberfiihrt, iiber
5 Tage unter Wachstumsbedingungen inkubiert, beobachtet und abschlieBend mit TTC angeférbt
(Schema siehe Abbildung 52). Triibe, rotgefarbte Proben wurden als antimikrobiell inaktiv eingestuft
und klare, farblose Proben als antimikrobiell aktiv. In jeder Reihe wurde jeweils ein PHEA als

Referenz unter gleicher Behandlung mitgefiihrt.
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Abbildung 52: Schema zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit von Polymernetzwerken fiir
verschiedene Bakterienbeladungen (2:10 — 2:10° Zellen/cm? aus PBS) und —stimme (S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa). (Daten siehe Tabelle 14)

Fiir Bakterienbeladungen ab 2-10* Zellen/cm? weist keines der untersuchten Netzwerke eine
antimikrobielle Aktivitdt auf, weshalb hierauf nicht ndher eingegangen wird. Fiir Bakterienbeladungen
von 2-10*> Zellen/cm? und 2-10° Zellen/cm? konnte eine antimikrobielle Aktivitit der IPH
nachgewiesen werden. Ein Wachstum der Bakterien auf den PHEA-Referenznetzwerken war bei einer
Beladung von 2-10 Zellen/cm? nicht mehr gegeben, sodass an dieser Stelle nur die Ergebnisse fiir
Bakterienbeladungen von 2-10% und 2-10* Zellen/cm? vorgestellt werden (sieche Tabelle 14). In allen

Féllen konnte dabei fiir das PHEA-Kontrollnetzwerk ein Bakterienwachstum nachgewiesen werden.

Tabelle 14: Ermittelte antimikrobielle Aktivitit von PHEA ;),(ungewaschen), IPH, 744y (7 Tage bei RT
gewaschen) und IPH, 54, (7 Tage bei RT gewaschen) fiir verschiedene Bakterienbeladungen 10% 10°
Zellen/cm’) und Bakterienstimme (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa) aus PBS appliziert, 25 min
Adhiirenzzeit und 5 Tagen Inkubation unter idealen Wachstumsbedingungen. Klare, unbewachsene
Proben wurden als aktiv und triib mit TTC fiirbbare Proben wurden als inaktiv klassifiziert.

antimikrobielle Aktivitit
Netzwerk S. aureus ¥ E. coli? P. aeruginosa »
[Zellen/cm?] [Zellen/cm?] [Zellen/cm?]
2-10° 2-10° 2-10° 2-10° 2-10° 2-10°
PHEA ;" inaktiv inaktiv inaktiv inaktiv inaktiv inaktiv
IPH, 741 © aktiv aktiv aktiv inaktiv aktiv inaktiv
IPH, 5001y © aktiv aktiv aktiv inaktiv aktiv inaktiv

a) Die Proben besalen eine Fliche von ~0.5 cm? bei einer Dicke von 1-2 mm; b) Fiir die Untersuchungen wurden
ungewaschene Netzwerke verwendet; c) Die untersuchten Netzwerke wurden zuvor 7 Tage bei Raumtemperatur, mit
taglichem Wasserwechsel, gewaschen und dann getrocknet; d) Inkubation der Proben erfolgte in Néhrboullion (pH = 7.3) bei
37 °C; e) Inkubation der Proben erfolgte in Nahrboullion (pH = 6.8) bei 37 °C; f) Inkubation der Proben erfolgte in
Nahrboullion (pH = 7.0) bei 30 °C.

Die Netzwerke IPH, 744y und IPH, 5o, weisen in den Untersuchungen identische antimikrobielle

Aktivitdten auf, sodass keine Abhdngigkeiten der antimikrobiellen Aktivitit vom PBIN-Gehalt im
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Netzwerk gegeben waren. Die IPH, 74, und IPH, sy, besitzen bei einer Beladung von
2:10” Zellen/cm? gegen S. aureus, E. coli und P. aeruginosa eine antimikrobielle Wirkung. Fiir eine
Beladung mit 2-10° Zellen/cm?® ist dagegen nur noch eine antimikrobielle Aktivitit gegen S. aureus
(Gram-positiv) und nicht gegen Gram-negative Keime vorhanden. Da S. aureus mit dem kleinsten
MIC (35 pg/mL), den empfindlichsten der drei untersuchten Keime darstellt, wére auch eine
antimikrobielle Aktivitit gegen die anderen Beiden zu erwarten.

Da bei diesem Test die antimikrobielle Aktivitit der Netzwerke nicht direkt, sondern abhingig von
dem Bewuchs des Inkubationsmediums eingestuft wird, kann eine ,,inaktive” Einstufung auf zwei
Arten zustande kommen. Einerseits kann die Probe antimikrobiell inaktiv sein, aber anderseits konnen
sich noch auf dem Netzwerk befindliche lebende Keim, wihrend der Inkubation abldsen und sich dann
im Néhrmedium vermehren, da sie dort durch ein kontaktaktives Netzwerk weder getdtet noch
inhibiert werden. Die Desorption von lebenden Keimen kann unterschiedliche Griinde haben. Zum
einen konnte die Bakterienbeladung der Probenoberfliache so hoch sein, dass die Oberfliche komplett
mit Bakterien bedeckt ist und die Bakterien sich in mehreren Lagen auf der Oberfliche befinden.
Dabei wiirden durch Kontakt nur die unterste Schicht abgetdtet oder inhibiert. Sich 16sende Keime der
hoheren Schichten wiirden entsprechend zu einem Bewuchs des Nahrmediums fithren. Ausgehend fiir
S. aureus als kugelformiges Bakterium mit 1 pm Durchmesser'® und 74% Packungsdichte fiir die
dichteste Kugelpackung betrigt die maximale Oberflichenbeladung mit Bakterien 1.5-10° Zellen/cm?.
Eine zu hohe Beladung der Oberfliche mit Bakterien, iiber eine ideale Monolage hinaus, ist somit eher
unwahrscheinlich, da die verwendeten Beladungen 4-Zehnerpotenzen unterhalb des berechneten
Wertes liegen. Das unterschiedliche Adhérenzverhalten” 2***° der Keime konnte zudem einen
entscheidenden Einfluss auf die Testergebnisse gehabt haben. Daher kann an dieser Stelle nicht geklart
werden, ob die ermittelten Inaktivitidten der IPH fiir verschiedene Keime und Bakterienbeladungen
>2-10% Zellen/cm? durch die Probe oder durch desorbierte Keime zustande kamen.

Des Weiteren wurden IPH mit 3 und 5 wt% GDMA-Vernetzgehalt sowie die Netzwerke auf der
AuBenseite und Innenseite (nach durchschneiden) der Probe untersucht, bei denen sich identische
Ergebnisse ergaben. Somit kann ein Einfluss des GDMA-Gehaltes auf die antimikrobielle Aktivitét
ausgeschlossen werden. Zudem bestitigt die Untersuchung der Innen- und AuBenseiten eine
intrinsische antimikrobielle Aktivitdt der Netzwerke, worauf die in den REM-Aufnahmen
(Abschnitt 4.2.2.4) gezeigte gleichméBige PBI-Verteilung im Netzwerk, bereits hindeutete.

In der Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt der Netzwerke bei der direkten Beladung mit
definierten Keimzahlen, sind die 7 Tage lang gewaschenen IPH, 7,y und IPH,s;) nur bei
2-10% Zellen/em? gegen E. coli, S. aureus und P. aeruginosa aktiv. Bei einer Beladung von
2-10% Zellen/cm? ist eine Aktivitdt nur gegen S. aureus gegeben. Somit waren die nachgewiesenen
antimikrobiellen Aktivititen bei der durchgefiihrten Prozedur auf vergleichsweise geringe

Bakterienbeladungen, welche vermutlich auf eine Desorption noch lebender Keime zuriickzufithren

100



Ergebnisse und Diskussion

ist, beschrinkt. Aus diesem Grund wird der Test in einer abgewandelten Variante flir hdhere

Keimbeladungen und zur Untersuchung des Desorptionsverhaltens im Folgenden vorgestellt.

4.2.2.5.2.3 Untersuchung des Desorptionsverhaltens von Bakterien auf Netzwerken mit einer hohen
Bakterienbeladung

Mit dem Ziel das Desorptionsverhalten der Keime (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa) und die
antimikrobielle Aktivitidt der IPH bei direkter Bakterienapplikation weiter zu untersuchen, erfolgten
weitere Experimente des Tests aus Abschnitt 4.2.2.5.2.2 in abgewandelter Form.

Um eine vermutete Desorption nicht abgetdteter Keime besonders zu Beginn der Inkubation im
Néahrmedium unter Wachstumsbedingungen und damit eine Verfialschung des antimikrobiellen Tests
zu untersuchen, wurden Waschzyklen der Netzwerke im Anschluss an die Applikation der Bakterien
durchgefiihrt. Ein Waschzyklus umfasste jeweils das zehnmalige Schwenken des jeweiligen
angeimpften Netzwerkes in jeweils 15 mL Né&hrboullion in einem 50 mL Zentrifugationsréhrchen.
Jede Waschlosung sowie das Netzwerk selbst wurden anschlieBend unter Wachstumsbedingungen
inkubiert und auf ein Bakterienwachstum iiberpriift. Dabei sollten Informationen iiber die Zahl
notwendiger Waschzyklen, welche nétig sind um keine Desorption von aktiven Keimen mehr zu
haben, erhalten werden. Damit sollte geklart werden, wie fest die verschiedenen Bakterien an den
Netzwerken haften. Abweichend erfolgte in diesem Test eine Bakterienbeladung mit 2-10° Zellen/cm?,
um direkt das Desorptionsverhalten der Keime fiir eine hohe Bakterienbeladung der Netzwerke zu
untersuchen. Des Weiteren galt es, die Hohe der Keimzahl auf den Netzwerken nach den Waschzyklen
zu analysieren, um eine Aussage iiber die Bakterienbeladung zu treffen.

Als Prozedur zur Untersuchung des Desorptionsverhaltens von Bakterien auf Netzwerken mit einer
hohen Bakterienbeladung wurde die im Folgenden beschriebene und in Abbildung 53 schematisch
dargestellte Prozedur etabliert. In der Prozedur wurden sterile Proben (~0.5 cm?) jeweils mit 10 uL
Bakteriensuspension (10° Zellen/mL) betropft, 25 min lang zur Anhaftung der Bakterien an Luft
belassen, in 15 mL. Ndhrmedium in einem 50 mL Zentrifugationsrohrchen tiberfiihrt und mehrere
Waschzyklen durchgefiihrt. Die Probe in 15 mL Nihrboullion und die separat gesammelten
Waschlosungen wurden jeweils liber 5 Tage unter Wachstumsbedingungen inkubiert, beobachtet und
abschlieBend mit TTC angefarbt. Triibe, rotgefarbte Proben wurden als antimikrobiell inaktiv
eingestuft und klare, farblose Proben als antimikrobiell aktiv. In jeder Reihe wurde jeweils mindestens
ein PHEA;, als Referenz-Netzwerk unter gleicher Behandlung wie die IPH mitgefiihrt. Zusétzlich
wurden exemplarisch Proben nach dem Waschen und einer analogen Probenpréparation mittels REM
oder Laser-Scanning-Mikroskop (LSM), beziiglich der Bakterienbeladung nach der Prozedur,

untersucht.
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Netzwerk/- 25 min
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Inkubation fiir 5 Tage
kein
IPH Bakterienwachstum : Bakterienwachstum

Abbildung 53: Schema der Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit von Polymernetzwerken fiir eine
hohe Bakterienbeladung (2:10° Zellen/cm? aus PBS) und —stimme (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa) am
Beispiel der Untersuchung von IPH, ;4 gegen S. aureus mit 6 Bakterienwaschzyklen. (Daten siche Tabelle
15 sowie Tabelle 40 im Anhang; Seite 176)

Tabelle 15: Antimikrobielle Untersuchung der Netzwerke PHEA ;) (ungewaschen), IPH, 744, (12 Tage bei
37 °C gewaschen) und IPH, 50q) (7 Tage bei Raumtemperatur gewaschen) durch die Beladung dieser mit
jeweils 10 pL Bakteriensuspension (10° Zellen/mL in PBS, 2:10° Zellen/cm?; S. aureus, E. coli oder
P. aeruginosa), 25 min Adhérenzzeit, 6 Waschzyklen in Nihrboullion und gefolgter S5-tiitiger
Inkubationszeit.

Wasch- antimikrobielle Aktivitit *
)
zyklus * PHEA;, (ungewaschen) IPH, 744y (12 Tage bei IPH, 501) (7 Tage bei RT)
37°0C)
S.a 9 Ec? P.a.? S.a. 9 Ec? Sa? Ec? P.a.?
6 inaktiv  inaktiv  inaktiv aktiv aktiv aktiv aktiv inaktiv

a) Nach der Applikation der Bakteriensuspension auf den Netzwerken sowie der Adhérierung der Bakterien, wurden die
Proben analog zu Prozedur in Abbildung 53 (Abschnitt 6.4.2.6) prépariert, durch 10-maliges wippen mit gefolgtem
Néhrboullionwechsel (15 mL) je Waschzyklus behandelt; b) Die Bewertung der Proben erfolgte nach 5 Tage Inkubation in
15 mL unter Wachstumsbedingungen und Anfarbung mit jeweils 1 mL TTC-Losung (1 mg/mL). Klare, ungeférbte Proben
wurden als antimikrobiell ,,aktiv und triibe, rot gefarbte Proben wurden als antimikrobiell ,,inaktiv* eingestuft; c) Inkubation
der Proben erfolgte in Néhrboullion (pH = 7.3) bei 37 °C; d) Inkubation der Proben erfolgte in Nahrboullion (pH = 6.8) bei
37 °C; e) Inkubation der Proben erfolgte in Néhrboullion (pH = 7.0) bei 30 °C.

Im Folgenden werden zundchst die Ergebnisse der antimikrobiellen Untersuchungen, nach der in

Abbildung 53 beschriebenen Prozedur, der hochbeladenen Netzwerke vorgestellt. Die Analysen
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fanden an ungewaschenen PHEA ;) sowie gewaschenen IPH, 74, und IPH, 5 statt (siche Tabelle 15).
In allen Fillen war fiir das mitgefiihrte PHEA-Referenznetzwerk sowie dessen Waschlosungen ein
Bakterienwachstum nach der Inkubation unter Wachstumsbedingungen zu verzeichnen. Der Bewuchs
der Waschlosungen zeigte eine konstante Ablosung lebender Keime vom PHEA(;, wihrend der
Waschzyklen.

Die untersuchten, gewaschenen IPH, 74, und IPH, 5o, wiesen trotz ihrer unterschiedlichen PBI-
Gehalte, fiir E. coli und S. aureus antimikrobielle Eigenschaften fiir die hohe Bakterienbeladung auf.
Die Untersuchung der dazugehdrigen Waschlosungen lieferten E. coli und S. aureus ebenfalls analoge
Ergebnisse. Wie am Beispiel mit S. aureus und IPH, 74y in Abbildung 53 zu sehen ist, blieben die
Waschlosungen spétestens nach dem dritten Waschzyklus klar. Dies zeigt an, dass ab diesem
Waschzyklus keine lebenden Bakterien mehr vom Netzwerk abgelost wurden. Zudem zeigt die klare
Losung des IPH an, dass anhaftende Bakterien sich selbst nach 5 Tagen Inkubationszeit nicht auf dem
IPH proliferieren konnten und die antimikrobielle Aktivitit der intensiv gewaschen Netzwerke
bestdtigt wurde.

Fir die Beladung des IPH, 5oy mit P. aeruginosa nach 6 Waschzyklen und Inkubation, war das
Netzwerk selbst und alle Waschlosungen bewachsen. Damit war eine konstante Ablosung lebender
Zellen wihrend der Waschzyklen vorhanden, weshalb vermutlich auch die Probe des Netzwerks einen
Bakterienbewuchs aufwies. Erginzend wurde weitere Versuche fiir P. aeruginosa mit bis zu
20 Waschzyklen durchgefiihrt. Darin zeigte das inkubierte IPH, 5oy (7 Tage bei RT gewaschen) erst
nach 20 Waschzyklen keinen Bakterienbewuchs damit eine antimikrobielle Aktivitdit an. Die
Waschlosungen waren bei allen Versuchen sehr ungleichmiBig, aber konstant, mit Bakterien
bewachsen. Dies macht eine klare Beurteilung der antimikrobiellen Eigenschaften fiir P. aeruginosa
mit dem durchgefiihrten Test nicht moglich.

Die Ergebnisse deuten auf ein fir P. aeruginosa, deutlich von S aureus und E. coli, abweichendes
Adhirenz- und damit Desorptionsverhalten der Bakterien auf den Netzwerken hin. Die Ursache fiir die
lockere Haftung der Keimen auf den Netzwerken konnte darin liegen, dass es sich bei P. aeruginosa

! handelt und die Schleimschicht eine starke Adhédrenz der Keime,

um schleimbildende Bakterien
sowie Inhibierung an der Probenoberfliche verhindert.

Nachdem die antimikrobielle Aktivitit der untersuchten IPH nach hohen Bakterienbeladung mit
gefolgten Waschzyklen nachgewiesen wurde, erfolgte anschlieBend die Quantifizierung der
Bakterienzahl auf den Proben. Die Untersuchungen zur Quantifizierung der Keimzahl auf den PHEA
sowie IPH nach einer hohen Beladung mit Bakterien (2.0-10° Zellen/cm?) und gefolgter Waschzyklen,
wurden mittels REM und Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) durchgefiihrt (Details siche Tabelle 39
im Anhang; Seite 174). Die nach den Waschzyklen auf den Netzwerken ermittelten
Bakterienbeladungen liegen im Bereich von 1.6-10* bis 2.0-10° Zellen/cm?. Dies zeigt, dass die

Bakterien nur teilweise von den Netzwerken abgewaschen werden, der Grofteil der Keime aber auf

der Probe verbleibt. Die ermittelten Beladungen liegen deutlich oberhalb der erfolgten definierten
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Beladungen mit 2-10% bis 103 Zellen/cm? (ohne Waschzyklen), weshalb auf eine erfolgreiche hohe
Beladung der Netzwerke mit Bakterien, trotz Waschzyklen, geschlossen werden kann.

AbschlieBend konnten durch die erfolgten Tests zur Untersuchung des Desorptionsverhaltens von
Bakterien auf Netzwerken mit einer hohen Bakterienbeladung von bis zu 10° Zellen/cm?, die
antimikrobielle Wirkung der gewaschenen IPH gegeniiber E. coli und S. aureus nachgewiesen werden.
Fir E. coli und S. aureus zeigten die Untersuchungen der Waschlosungen eine feste Haftung der
Keime auf den Netzwerken, nach maximal 3 Waschzyklen. Dagegen waren fiir P. aeruginosa zwar
nach 20 Waschzyklen eine antimikrobielle Aktivitit des Netzwerkes nachzuweisen, jedoch waren alle
Waschldsungen stets uneinheitlich bewachsen. Die Ergebnisse weisen fiir P. aeruginosa somit auf
eine sehr schwache Anhaftung auf den IPH hin. Der Bakterienbewuchs der ersten Waschldsungen
einer Reihe bestitigt zudem die Vermutung einer Desorption von Keimen im Test der direkten
Applikation von verschiedenen Bakterienbeladungen auf Netzwerke (4bschnitt 4.2.2.5.2.2), d.h. dass
die entsprechenden Ergebnisse durch Desortpion vermutlich verfalscht wurden. Der Test selbst
bestitigt die antimikrobielle Aktivitdt der IPH, ldsst jedoch keine Aussage iiber den Wirkmechanismus
(Freisetzung vs. Kontaktaktivitit) der IPH zu.

4.2.2.5.2.4 Adhdrenz von Bakterien auf Netzwerken

Als weitere antimikrobielle Untersuchung der IPH, 741y (12 Tage bei 37 °C gewaschen) und IPH; 5o,
(27 Tage bei 37 °C gewaschen) wurden Adhérenztests durchgefiihrt. Der Test wurde gewéhlt, um die
antimikrobielle Wirkung der IPH nach den intensiven Waschversuchen zu bestitigen. Zudem
ermoglicht die Prozedur dieses antimikrobiellen Tests eine Aussage dariiber, ob die Netzwerke die
Keime lediglich inhibieren oder in welchem Grad (log-Reduktion) sie diese toten.

Die Netzwerke wurden dazu zunichst in PBS equilibriert, mit einer Konzentration von 107 Zellen/mL
fiir 3 h bei 37 °C inkubiert, die adhirierten Keime mittels Ultraschall von der Probe abgelost, die
Uberstinde inkl. Verdiinnungen ausplattiert, iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und abschlieBend die
koloniebildenden Einheiten (CFU) ausgezihlt (Schema siche Abbildung 54). Die Prozedur erfolgte fiir
die drei klinisch relevanten Bakterienstimme E. coli, S. aureus und P. aeruginosa.

In jeder Probenreihe wurde jeweils mindestens ein PHEA ;) Netzwerk als Referenz mitgefiihrt. Auf
Basis der jeweils ausgezdhlten CFU wurden fiir IPH, 74, und IPH, 50, die log;o-Reduktionen,
bezugnehmend zu PHEA,, ermittelt (siche Abbildung 55).
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Abbildung 54: Schematische Darstellung des Adhirenztests zur Untersuchung der antimikrobiellen

Aktivitit von Netzwerken.
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Abbildung 55: Bakterienreduktion auf in Wasser gewaschenen gewaschen IPH, 44y (12 Tage Waschung
bei 37 °C) und IPH, 5, (27 Tage Waschung bei 37 °C) nach 3 h Inkubation bei 37 °C in PBS. Die
Bakterienanzahl auf PHEA;, als Referenz waren Folgende: E. coli in PBS (3.3 % 2.0)-10° Zellen/cm?,
S. aureus in PBS (5.3 = 0.9)-10° Zellen/cm?, P. aueruginosa in PBS (7.5 + 9.0):10° Zellen/cm?. Alle
Messungen erfolgten mindestens als Doppelbestimmung und die Fehlerbalken kennzeichnen die

Standardabweichung.246 (Daten siehe Tabelle 41 im Anhang; Seite 176)

105



Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse zeigen jeweils fiir £. coli eine log-Reduktion von 5.3 = 0.1 und fiir S. aureus eine log-
Reduktion von 4.7+ 0.1 fiir beide IPH (siche Abbildung 55). Dabei bietet bereits das IPH, 74, mit
seinem geringen PBI-Gehalt eine komplette Abtdtung aller adhérierten Bakterien. Im Fall von
P. aeruginosa weist das IPH, 744, (log 4.1 +0.3) eine etwas geringere Reduktion als das IPH; 5o,
(log 6.6 = 0.6) auf. Dies weist auf eine gewisse Abhdngigkeit der Totungseffizienz vom PBI-Gehalt
fiir die anscheinend weniger empfindlichen P. aeruginosa hin.

Die unterschiedlichen hochsten log-Reduktionen fiir E. coli, S. aureus und P. aeruginosa kommen
durch die unterschiedlichen, ermittelten Bakterienzahlen, auf den PHEA-Referenznetzwerken,
zustande. Das bedeutet, dass kein Riickschluss auf eine unterschiedliche, bakterienspezifische
Abtotungseffizienz moglich ist.

Dennoch sind alle IPHs trotz ihrer intensiven Waschung bei 37 °C iiber mehrere Wochen hinweg,
immer noch antimikrobiell hoch aktiv. Ahnlich lang und hochaktive Hydrogele sind in der Literatur

1.7 oder

nur vereinzelt zu finden, wie z.B. ein langsam PHMB-freisetzendes Hydrogel von Zhang et. a
ein Amphodextrin B-freisetzendes Dextranhydrogel von Zumbuehl et. al.'.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Proteinen auf die Tdtungseffizienz untersucht, indem das
Experiment in einem Albumin haltigen Inkubationsmedium fiir S. aureus wiederholt wurde. Die
Bakterienreduktion betrédgt fiir das IPH, 74;) mit dem niedrigeren PBI-Gehalt log 3.5 = 0.3 und fiir das
IPH, 5001y log 5.2 + 0.2. Die unterschiedlichen Bakterienreduktionen, im Vergleich zum Adhérenztest in
PBS zeigen, dass die antimikrobielle Aktivitdt der IPH von der Zusammensetzung des umgebenden
Mediums abhéngt.

Nach der Bestitigung der hohen, antimikrobiellen Aktivitdt der IPH, sollten weitere Informationen
iiber die Hohe der Biozidfreisetzung gewonnen werden. Damit sollte geklart werden, ob wie im
Bakterienspriihtest die Bakterien nur an der Probenoberfliche oder auch im Umfeld der Probe
abgetotet werden. Dazu wurde zusétzlich das IPH,soy (50 mg Hydrogel/mL) analog zum
Adhiérenztest fiir 3 h bei 37 °C in Nahrboullion inkubiert und das Netzwerk dann entnommen. Das
entsprechende Medium wurde mit S. aureus Bakterien angeimpft (10° Zellen/mL) und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Alle Proben waren komplett mit Bakterien bewachsen, sodass keine aktive
Biozidkonzentration im Medium vorlag. Damit liegt die PBI-Konzentration eindeutig unterhalb des
MIC-Wertes. Das Experiment zeigt, dass die geringe, freigesetzte PBI-Menge nicht ausreicht, um
Bakterien in der Umgebung des IPH abzutdten, was eine Konzentration unterhalb des MIC von
35 pg/mL fiir S. aureus bedeutet. Somit findet die Abtétung der Bakterien direkt auf der Oberfliache
des Gels statt.

4.2.2.5.3 Biokompatibilitiit der interpenetrierenden Netzwerke

Fir den Einsatz der IPH im Bereich medizinischer Anwendungen ist neben der bewiesenen
antimikrobiellen Wirkung gegen schédliche Keime, auch die Kompatibilitit z.B. gegeniiber
Blutkorperchen und Stammzellen ein wichtiger Faktor. Dafiir wurden die Netzwerke beziiglich ihrer

Hamokompatibilitdt gegeniiber roten Schweineblutzellen untersucht. Erginzend fiihrte der
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Arbeitskreis von Prof. Dr. M. Koller am Berufsgenossenschaftlichen Universititsklinikum
Bergmannsheil in Bochum Untersuchungen des Ausgangspolymers Br-PBls;0,—Br und der Netzwerke
mit menschlichen, mesenchymalen Stammzellen (hMSC) durch.

Die Untersuchungen der Hémokompatibilitdit des Ausgangspolymers Br-PBls;—Br in
Abschnitt 4.1.2.3, zeigte bereits mit einem HCso-Wert von >51800 pg/mL bei einer Lyse <1% eine
exzellente Himokompatibilitit gegeniiben roten Schweineblutzellen (RBC). Nach dem Vorbild des
HCso-Tests und in der Literatur®'® **2°* beschriebener Tests zur Hamokompatibilitidt von Netzwerken,
wurden die ungewaschenen Netzwerke PHEA ), IPH, 741, und IPH, 50() auf ihre Himokompatibilitét
mit RBC untersucht. Dazu wurden vor der eigentlichen Inkubation der Netzwerke mit RBC, diese
zundchst 64 h in CPD gequollen. AnschlieBend wurden die Quelllosungen fiir 1 h sowie die
Netzwerke in CPD fiir 1 h und 3 h jeweils bei 37 °C mit RBC inkubiert. Anschliefend wurden diese
zentrifugiert und der Lysegrad des Hémoglobins iiber die Extinktion bei 541 nm (25 °C) mittels
UV/Vis-Spektroskopie ermittelt (Werte siche Tabelle 42 im Anhang; Seite 178).

Probe neg. pos. PHEA, IPH; 7401 IPH 5004

[

Abbildung 56: Aufnahmen der Netzwerke (~50 mg) PHEA ), IPH 744, und IPH, 50y nach 3 h Inkubation
bei 37 °C in 800 pL. CPD mit 200 pL. RBC-Konzentrat sowie einer negativ (800 pL. CPD + 200 pL. RBC-
Konzentrat) und positiv Probe (800 pL. CPD + 200 pL. RBC-Konzentrat + 2 pLL Triton-X). Werte siche
Tabelle 42 im Anhang; Seite 178.

Der ermittelte Lysegrad des Hdmoglobins liegt fiir alle Proben zwischen 0.37 - 1.43%, was im Bereich
des Fehlers der Bestimmungsmethode liegt. Die geringen Lysegrade von <1.5% zeigen trotz des
ungewaschenen Zustandes der Netzwerke eine sehr gute Himokompatibilitit flir alle untersuchten
Proben. Unterschiede zwischen den PHEA ), IPH, 741, und IPH, 50y sind nicht erkennbar. Ein Einfluss
des PBIN-Gehaltes der IPH auf die Erythrozytenlyse ist nicht festzustellen. Die antimikrobiellen IPH
sind somit von Anfang an fiir den Kontakt mit RBC geeignet, wie es flir eine Wundauflage Bedingung
wire.

AnschlieBend erfolgten Untersuchungen mit hMSC fiir das Ausgangspolymer Br-PBls;4—Br und fiir
die Netzwerke PHEA(;, (ungewaschen), IPH, 741, (12 Tage bei 37 °C gewaschen) und IPH, sy
(27 Tage bei 37 °C gewaschen) durch den Arbeitskreis von Prof. Dr. M. Kéller. Fiir die Untersuchung
des Br-PBls;—Br wurde ein AlamarBlau-Assay mit hMSC und fiir die Netzwerke Adhdrenzversuche
mit hMSC durchgefiihrt.
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Der AlamarBlau-Assay zeigte, im Gegensatz zur exzellenten Himokompatibilitét fiir RBC, bereits ab
20 pg/mL eine toxische Wirkung gegeniiber den hMSC. Diese Konzentration liegt in einem dhnlichen

Bereich wie die MIC-Werte von PBI,,.

a) b) c)

Besiedelung der Netzwerke | Viabilitdt von hMSCs in Viabilitdt von hMSCs in
(3 Tage Inkubation mit Anwesenheit von Netz- nach 24 h Inkubation mit
1.5¥10* hMSC/mL) werken nach 24 h Quelliiberstinden

Kontrolle

PHEA,
(ohne Waschung)

IPHLM(U
(12 Tage bei 37°C)

IPH1.5(J(1')
(277 Tage bei 37°C)

Abbildung 57: Aufnahmen der Untersuchungen durch Kéller et. al. *° der Viabilitit von hMSCs
gegeniiber den Netzwerken PHEA ;) (ungewaschen), IPH, 44, (12 Tage bei 37 °C gewaschen) und IPH, 5o,
(27 Tage bei 37 °C gewaschen) im Vergleich zur Kontrolle (ochne Probenkoérper) fiir verschiedene
Experimente (a-c) nach Anfirbung mit Calcein-AM und PI; a) zeigt die Inkubation von in RPMI/FCS
gequollenen Netzwerken mit jeweils 1 mL mit 1.5-10° hMSCs/mL; b) zeigt die Viabilitiit jeweils einer
1 mL mit 1.5-10* hMSC/mL besiedelten Kontroll-Platte (Zellrasen) nach 24 h Inkubation mit gequollen
Netzwerken; c) zeigt die Viabilitit jeweils einer 1 mL mit 1.5-10* hMSC/mL besiedelten Kontroll-Platte
(Zellrasen) nach 24 h Inkubation dem Quelliiberstand der Netzwerke nach einer 24 h Quellung in

RPMI/FCS.
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AnschlieBend sollten die Untersuchungen der Adhirenztests zeigen, ob die Netzwerke ebenso toxische
Eigenschaften aufweisen wie das Ausgangspolymer. Dazu wurden drei unterschiedliche Experimente
durchgefiihrt. Es wurde die Besiedelung der Netzwerke als Adhidrenztest (3 h Inkubation der
Netzwerke mit 1.5-10* hMSC/mL unter Wachstumsbedingungen, siche Abbildung 57a), die Viabilitit
von hMSC in Anwesenheit von Netzwerken (Positionierung von Netzwerken auf einem Zellrasen fiir
24 h unter Wachstumsbedingungen, siche Abbildung 57b) und die Viabilitit von hMSC im
Quelliiberstand (24 h Inkubation unter Wachstumsbedingungen, siche Abbildung 57c) untersucht.
Neben den Netzwerken wurde als Kontrolle die Viabilitit der Zellen in Losung ohne Netzwerke
untersucht (Kontrolle). Die Untersuchung der Viabilitdt der Stammzellen fand nach der Anfarbung mit
Calcein-AM und Propidiumiodid (PI) mittels Fluoreszenzmikroskopie statt.

Die Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (siche Abbildung 57) zeigen in allen drei Experimenten fiir
PHEA;) als Referenz eine hohe Viabilitit der Zellen (griin), ohne das tote Zellen (rot) erkennbar sind.
Somit lésst sich fiir das PHEA ;) folgern, dass dieses keine hMSC toxischen Substanzen freisetzt und
somit prinzipiell fiir medizinische Anwendungen in Frage kommt.

Fir die untersuchten IPH, 74, und IPH, 501, zeigen dagegen verringerte Zellviabilitdten, durch die
geringe Anzahl an lebenden, griinen Zellen, in allen drei Experimenten. Die roten Zellen deuten
zudem auf Toxizitéit der Netzwerke fiir hMSC hin. Da sowohl die Viabilitdt beim direkten Kontakt der
hMSC, als auch in den Quelliiberstinden geringer ausfillt, ist dies auf die Freisetzung biozider
Bestandteile zuriickzufiihren. Die in den Waschexperimenten ermittelten Konzentrationen fiir
freigesetztes PBI, lagen fiir IPH, 74y nach 12 Tagen unterhalb von 2.5 pg/mL und fiir IPH, 50y nach
27 Tagen bei 5 ug/mL. Diese Konzentrationen entsprechen damit maximal 1/4 der toxischen
Br-PBIs;0—Br Konzentration fiir hMSC.

Auffillig ist, dass die Zellviabilitit in allen Experimenten von IPH, 74, scheinbar etwas geringer
ausfillt, als bei der Anwesenheit von IPH, 5;). Wére die verringerte Zellviabialitit auf den PBIN-
Gehalt zuriickfiihren, wiirde dies der im Waschwasser ermittelten PBI-Freisetzung wiedersprechen, da
IPH, 501y in den Waschexperimenten mit Fluoreszein mehr PBI freisetzte, was zu einer erhohten
Toxizitédt filhren wiirde. Grundsétzlich ist auch die Freisetzung von bioziden Bestandteilen denkbar,
welche eine andere Struktur und somit vielleicht eine erhohte Toxizitit fiir MSC aufweisen als
Br-PBIs;—Br. Aufgrund dessen, dass alle Aufnahmen noch lebende Zellen aufweisen, ist neben einer
totenden auch eine wachstumshemmende Wirkung der IPH auf hMSC nicht auszuschlieBen. So wiirde
die Entfernung der IPH aus der hMSC-Mischung anschlieSend wieder zu einer Vermehrung der Zellen
fiihren. Die Verringerung der Zellviabilitdt von hMSC in Gegenwart von IPHs, konnte auf das
enthaltene PBI-Netzwerk zurlickzufiihrt werden, da PHEA (ohne PBI-Netzwerk) eine sehr gute
Viabilitdt der Zellen zeigt. Diese Feststellung kann durch die ermittelte Toxizitdt von Br-PBls;o—Br

fiir hMSC bestitigt werden.
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4.2.2.5.4 Zusammenfassende Betrachtung der biologischen Untersuchungen der Netzwerke

An dieser Stelle werden die erhaltenen Ergebnisse zu den antimikrobiellen sowie biokompatiblen
Eigenschaften der untersuchten Hydrogele kurz zusammenfassend betrachtet.

Ein wichtiger Ausgangspunkt fiir die Untersuchung war die intensive Waschung der Hydrogele
(IPH, 74y und IPH, 501)) tUber Wochen, mit jeweils tiglichem Wasserwechsel. Die Analyse des
Waschwassers, durch die Bestimmung der darin enthaltenen PBI-Konzentration, wies fiir beide
Hydrogele eine Freisetzung auf, welche in den ersten 5 Tagen stetig abnahm. Fiir das IPH, 5o mit
dem hoheren berechneten PBI-Gehalt von 5.5 wt%, stellte sich ab dem 7 Waschtag bis zum Ende der
Waschung (Tag 27) konstant eine Konzentration von 5 pg/mL im Waschwasser ein. Dagegen sank fiir
das PH, 74)s die PBI-Konzentration im Waschwasser ab dem 7 Tag unterhalb der Detektionsgrenze
von 2.5 pg/mL, sodass keine PBI-Freisetzung mehr detektiert werden konnte.

Im folgenden Bakterienspriihtest, bei der direkten Applikation von Bakterien auf die Netzwerke und
im Adhirenztest, kann jeweils die antimikrobielle Aktivitdt von intensiv gewaschenen IPH gegeniiber
den klinisch relevanten Keimen E. coli, S. aureus und P. aeruginosa bestétigt werden. Dabei zeigt der
Bakterienspriihtest spitestens nach 7 Tagen Waschung keine erkennbare Freisetzung biozider
Komponenten mehr an. Der Adhédrenztest kann durch die log-Reduktionen (log 3.5 — 6.6) nachweisen,
dass die Bakterien auf der Netzwerkoberflache nicht inhibiert sondern besonders effizient abgetotet
werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die im Adhérenztest freigesetzte PBI-Menge nicht
ausreicht, um Bakterien in der Umgebung der IPH abzutoten. Die antimikrobielle Aktivitdt der IPH
gegen verschiedene hohe Bakterienbeladungen (~10°-10° Zellen/cm?®) wird in Tests der direkten
Applikation von Bakterien auf die Hydrogele bewiesen. Zudem zeigen die Untersuchungen ein
unterschiedliches Adhédrenzverhalten, in Form von Desorption, der verschiedenen Bakterienstimme.
Alle Ergebnisse der antimikrobiellen Analysen deuten ab dem 7 Waschtag auf keine Freisetzung und
damit auf kontaktaktive Eigenschaften der antimikrobiellen IPH hin.

Beziiglich der Biokompatibilitit, wurde in den Untersuchungen mit roten Blutzellen (RBC) eine gute
Hamokompatibilitdt der IPH nachgewiesen. Jedoch wurde eine Toxizitdt des PBI und damit der IPH
fiir die mesenchymalen Stammzellen festgestellt.

Die antimikrobielle Aktivitdit der IPH iiber Wochen gegen Gram-positive und Gram-negative
Bakterien macht diese hdmokompatiblen, wasserspeichernden Hydrogele zu  einem
vielversprechenden Material im medizinischen Bereich fiir Hautverbrennungen oder infizierte

Wunden.
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5 Zusammenfassung

5.1 Antimikrobielle Polymere in Losung

Im ersten Teil dieser Arbeit konnten erfolgreich mittels einer sequentiellen Synthesestrategie, als
neues Verfahren, 3,4en-lonene (PBI) mit engverteilten Molekulargewichten sowie definierten
Endgruppen hergestellt und hinsichtlich ihrer antimikrobiellen und hamolytischen Eigenschaften
charakterisiert werden. Des Weiteren wurde die Synthese, durch Polyaddition, und Charakterisierung
von Endgruppen-modifizierten PBI, fiir die Einarbeitung in antimikrobielle Polymernetzwerke
durchgefiihrt. Die Basis fiir das Polymerriickgrat aller hergestellten PBI waren die Monomere
trans-1,4-Dibrom-2-buten (DBB) und N,N,N’,N -Tetramethyl-1,3-propandiamin (TMPDA).

Die sequentiellen Synthesen ausgehend von verschiedenen Startmolekiilen (DBB, TMPDA,
N,N-Dimethylaminododecan), ermoglichten die Herstellung verschiedener PBI-Spezies mit
unterschiedlichen Molekulargewichten und definierten Endgruppen (siche Abbildung 58). Es wurden
zum einen PBI mit beidseitigen Brom- (Br-(PBI),-Br) oder Amin- (Am-(PBI),-Am) Endgruppen
hergestellt. Zum anderen wurden PBI mit einer Dodecyl-Endgruppe (DDA) auf der einen und mit
einer Brom- (Cy,-(PBI),-Br) bzw. Amin- (C,,-(PBI),-Am) Endgruppe auf der entgegengesetzten Seite
synthetisiert. Des Weiteren wurden (PBI), mit verschiedenen, beidseitigen Alkyl-Endgruppen
(Cx-(PBI)s-Cy; x=Butyl bis Hexadecyl) erzeugt. Der Index n gibt jeweils die Anzahl der
Wiederholungseinheit an. Durch die Wahl kontrollierter Synthesebedingungen, Kiihlen und schnelle
Zugabe, konnte die Bildung von Nebenprodukten in den Synthesen maBgeblich gesenkt werden. Dies
ermoglichte die Herstellung eng verteilter Oligomere (PDI < 1.2), welche sogar im Rahmen einer

lebenden Polymerisation liegen.

| Bl"_l + Br_| + Br_|+
/N‘|}/\/T\/\\/\++]’\/\T/ Br Z 'TI\/\\/']'I - R Br
Brl |n

Am-(PBI),-Am Br-(PBI),-Br
| Br Br |+ | Br Br |+ |+Br
NJ'/'“\///\/'TI N J'/\/\/Pi'l TW\Br
10L | n 10L | n
Clz-(PBI)n-Am ClZ'(PBDn'Br
Br |+ T+
o A N
Cyr(PBD),-C,
x=2,4,6,8, 10,14
n==6

Abbildung 58: Ubersicht der durch sequentielle Synthese hergestellten PBI-Spezies.
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Zur lIdentifizierung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen, wurden die sequentiell synthetisierten
PBI-Spezies mit ihren definierten Molekulargewichten (bis zu ~5000 g/mol) und Endgruppen
beziiglich ihrer minimal inhibierenden Konzentration (MIC) gegen die Bakterienstimme Escherichia
coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) und Streptococcus mutans (S. mutans) untersucht.
Ergédnzend fand die Untersuchung der Himokompatibilitiat (HCs) fiir rote Schweineblutzellen (RBC)
statt.

Die Br-(PBI),-Br und Am-(PBI),-Am Spezies besitzen eine steigende antimikrobielle Aktivitit von
MIC =>5000 pg/mL  auf 78 pg/mL mit steigendem Molekulargewicht im Bereich von
M, =500 - 4900 g/mol. Dabei sind die Amin-terminierten Spezies im Allgemeinen weniger aktiv als
die jeweiligen Brom-terminierten. Jedoch wird in keinem Fall die antimikrobielle Aktivitdt von PBI,
(MIC =18 -40 pg/mL) aus Polyaddition erreicht. Fiir die untersuchten Mikroorganismen gibt es
spezifische  Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Die grofite Aktivititszunahme beziiglich des
Molekulargewichts tritt bei ca. ~1000 g/mol fiir S. mutans, bei ~2000 g/mol fiir S. aureus, und bei
~3000 g/mol fiir E. coli auf. Ferner zeigen alle beidseitig Brom- und Amin-terminierten Verbindungen
bei einer Konzentration von 40000 ug/mL eine RBC-Lyse von < 1% und damit keine hdamolytische
Aktivitit.

Die C;,«(PBI),-Br und C,,-(PBI),-Am Spezies zeigen keine Abhingigkeit der antimikrobiellen
Aktivitdt vom Molekulargewicht im Bereich von 400 — 2100 g/mol. Die antimikrobielle Aktivitdt wird
primir durch die DDA-Gruppe kontrolliert und macht sie um bis so 7-mal aktiver als die
entsprechenden beidseitig Brom- und Amin-terminierten PBI. Erstaunlicherweise nimmt die
Hamokompatibilitit von HCsy =300 pg/mL auf 10000 ug/mL fiir die C;,-(PBI), mit steigendem
Molekulargewicht zu. Damit kann die DDA-Funktion mit Hilfe des hydrophilen PBI-Riickgrats
entgiftet werden, ohne dabei die gute antimikrobielle Aktivitiat (MIC =2 - 78 pg/mL) zu beeinflussen.
Die beidseitig mit verschiedenen Alkylketten funktionalisierten C,-(PBI)s-C, (x =4, 6, 8, 10, 12, 16),
zeigen im Allgemeinen eine zunehmende antimikrobielle Aktivitdt (MIC =>5000 -5 ng/mL) sowie
eine Abnahme der Hadmokompatibilitdit (HCs, =>40000 - 130 pg/mL) mit zunehmender Lénge der
Alkylketten-Endgruppen. Des Weiteren ist eine spezifische, antimikrobielle Aktivitdt flir die
getesteten Mikroorganismen zu verzeichnen. Die hochsten erreichten antimikrobiellen Aktivitdten
liegen bei MICs s =5 ng/mL  (Co-(PBD6-Cs), MICs gurens= 10 pg/mL  (Cyo-(PBI)-Cyp) und
MICg ;=20 pg/mL (Cy,-(PBI)s-C;,). Dabei nimmt offensichtlich die zur Abtétung von Keimen
erforderliche Hydrophobie von C,~(PBI)¢-C in der Reihenfolge S. mutans < S. aureus < E. coli zu.
Die Untersuchungen der verschiedenen sequentiell hergestellten PBI-Spezies zeigen, dass die
antimikrobiellen und hdmolytischen Eigenschaften stark vom Molekulargewicht, aber auch von den
Endgruppen der Verbindung abhingig sind. Daneben ist die antimikrobielle Aktivitdt spezifisch fiir
die untersuchten Bakterienstimme. Dies ermdglicht nach einer Art Baukastenprinzip, die Herstellung
von antimikrobiellen Makromolekiilen mit einer spezifischen oder breiten Aktivitdt gegeniiber

Mikroorganismen, wobei zusétzlich gezielt Einfluss auf die Himokompatibilitit genommen werden
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kann. Die extrem hohen Selektivititen gegeniiber Sdugetierzellen der sequentiellen (PBI),, im
Gegensatz zu Bakterienzellen, bestitigen den Trend, wie es bereits das PBI, aus Polyaddition zeigte.
Damit unterscheidet sich das Verhalten der hydrophilen Polykationen deutlich von den amphiphilen
Polymeren. Dies stellt den von Ikeda et. al.'® vorgeschlagenen Wirkmechanismus der

Membranzerstorung in Frage.

5.2 Antimikrobielle Netzwerke

Der zweite Teil dieser Arbeit setzt sich mit der Herstellung und Charakterisierung von
antimikrobiellen Netzwerken, mit Endgruppen-modifizierten 3,4en-lonenen (PBI,) aus Polyaddition
als antimikrobielle Komponente, auseinander. Zur Herstellung mdglichst langzeitaktiver Netzwerke
auf Acrylat-Basis wurden zwei Strategien verfolgt. Die direkte kovalente Einbindung von
Endgruppen-modifizierten PBI, und der Aufbau von interpenetrierenden Netzwerken auf Basis von
PBI,. Fiir beide Strategien wurde als Acrylatsystem das hydrophile 2-Hydroxyethylacrylat (HEA) als
Monomer, Glyceroldimethacrylat (GDMA) als Vernetzer sowie Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat und
Campherchinon als Initiatoren gewahlt.

Bei der direkten Einbindung wurden Netzwerke mit PBI,-Gehalten von 2.5 wt% und 5 wt% durch
radikalische Photovernetzung hergestellt. Dabei wurden verschiedene PBI, mit Brom- (Br) oder
Methacrylamid- (MAA) Endgruppen sowie  unterschiedlichen = Molekulargewichten
(M, =5500 - 13800 g/mol)  eingesetzt.  Mittels  Rasterelektronenmikroskopie =~ (REM) und
energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX) konnte eine homogene Verteilung des PBI,, anhand
eines kontanten Bromsignals iiber den probenquerschnitt der Netzwerke nachgewiesen werden. Die
antimikrobiellen Untersuchungen mit Hilfe des Bakterienspriihtests gegen S. aureus an verschieden
lang in Wasser gewaschenen Netzwerken, zeigen einen Verlust der antimikrobiellen Aktivitidt nach
spatestens 5 Tagen. Dieser schnelle Aktivititsverlust und ein teilweise erkennbarer Hemmhof, weisen
auf die Auswaschung von PBI, hin. Das bedeutet, dass keine kovalente Anbindung des PBI, an das
Netzwerk gegeben war. Ein klarer Zusammenhang zwischen dem PBI, Gehalt, dem Molekulargewicht
des PBI, oder den PBI,-Endgruppen kann nicht identifiziert werden. Um langfristig, antimikrobiell
aktive Netzwerke mit PBI, zu synthetisieren, wurde in weiteren Versuchen mit der Herstellung von
interpenetrierenden Netzwerken eine alternative Synthesestrategie gewéhlt.

Die Herstellung der interpenetrierenden Netzwerke erfolgte sequentiell. Dazu wurden hochquellbare
PBI-Netzwerke (PBIN) erzeugt, welche mit HEA sowie GDMA gefiillt und photovernetzt wurden, um
so interpenetrierende Hydrogele (IPH) herzustellen. Es wurden zundchst PBIN auf Basis drei
verschiedenen langer Br-PBI,-Br (x = M, = 3100, 5700, 7000 g/mol), durch die Vernetzung mit
unterschiedlichen Mengen Tris(2-aminoethyl)amin (TREN) erzeugt. Der Vernetzungsgrad der
Netzwerke wurde iiber die Messung des massebezogenen Quellgrades (Q,,) in Wasser analysiert. Der
jeweils hochste Vernetzungsgrad der Polymere weist einen, mit zunehmenden Molekulargewicht des
Ausgangspolymers, steigenden Quellgrad von Q,, =20 (3100 g/mol) auf Q, =58 (7000 g/mol) auf.

Des Weiteren zeigen die Vernetzungsexperimente, dass die Variation des molaren NH,/Br-
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Endgruppenverhéltnisses und des Molekulargewichts der Br-PBI,-Br, die Steuerung des Quellgrades
iiber einen breiten Bereich von Q,, = 20 - 170 ermdglicht. Bemerkenswert ist besonders die extrem
schnelle Wasseraufnahme von PBIN-Granulat, von mehr als der 40-fachen Masse an Wasser innerhalb
von 60 s oder sogar mehr als der 90-fachen Menge innerhalb von 180 s. Die PBIN sind im trockenen
Zustand eher sprode und im gequollenen Zustand sehr fragil und wenig belastbar. Die antimikrobiellen
Eigenschaften der PBIN gegen E. coli und S. aureus wurden mittels des Bakterienspriihtest sowie
einer Abwandlung des ,,shaking flask* Test, auch nach 5 Tagen waschen in Wasser (inkl. téglicher
Wasserwechsel), nachgewiesen. Erginzend konnte PBIN in Pulverform auf handelsiibliche
Schaumstoffwundauflagen aufgebracht werden, welche sich so mit antimikrobiellen Eigenschaften
ausstatten lassen und ein verbessertes Wasserriickhaltevermdgen aufweisen. Im Hamokompatibilitéts-
Test mit roten Schweineblutzellen, zeigen ungewaschene PBIN Lysen von <1% und damit keine
messbare, hidmolytische Aktivitit. Auf Basis verschiedener Br-PBI;-Br lassen sich mittels der
Vernetzung mit TREN, antimikrobielle und hdmokompatible Netzwerke mit Superabsorber-
Eigenschaften herstellen. Die Netzwerke stellen ein sehr interessantes Material fiir den medizinischen
Bereich dar und bilden mit ihren kontrollierbaren Quellgraden eine gute Ausgangsbasis fiir die

Herstellung antimikrobieller, interpenetrierender Netzwerke.

N N.
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Superabsorber interpenetrierendes
Hydrogel

Abbildung 59: Schematische Darstellung des Aufbaus von interpenetrierenden Hydrogelen (IPH) auf
Basis von PBI,,.246

Die IPH-Herstellung erfolgt jeweils dadurch, dass ein PBINs;y in einer wéssrigen Acrylatlésung
(Monomer, Vernetzer, Initiatoren) gequollen, photochemisch polymerisiert und getrocknet wird (siche
Abbildung 59). Um IPH mit unterschiedlichen Figenschaften zu generieren und verschiedene PBIN-
Gehalte im IPH zu erzeugen, wurden Acrylatldsungen mit verschiedenen Gehalten des Vernetzers
GDMA sowie unterschiedlich vernetzte PBINsqo (molares NH,/Br-Endgruppenverhéltnis von 1.50 bis
1.74) eingesetzt. Die interpenetrierenden Hydrogele sind als IPHx (v, benannt, wobei der Index X das
molare NH,/Br-Endgruppenverhéltnis des eingesetzten PBIN und (Y) den GDMA-Gehalt in wt%
bezogen auf HEA in der Acrylatlosung angibt. Als Referenz werden analog hergestellte
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Acrylatnetzwerke (PHEA)) ohne PBIN verwendet. Der aus dem Quellgrad der PBIN in den
wassrigen Acrylatlosungen ermittelte PBIN-Gehalt in den IPH, liegt fir alle [IPH, 74 im Bereich von
2.0 - 3.5 wt% und fir alle IPH, 5o im Bereich von 5.5 - 7.8 wt%. Die erhalten Netzwerke sind klar,
elastisch und in Wasser quellbar.

Mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie- (TEM) und Rasterkraftmikroskopie- (AFM)
Aufnahmen der Netzwerkquerschnitte, wurden die IPH als nanophasige Materialien charakterisiert.
Ergidnzend wurde mittels einer Reihe unterschiedlicher Vernetzergehalte in der PHEA-Phase, deren
Einfluss auf die Quelleigenschaften und mechanischen Eigenschaften der IPH untersucht. Der
Quellgrad der Hydrogele wird dabei maBgeblich durch den Vernetzergehalt (1 —5 wt% GDMA) der
PHEA-Phase dominiert. Lediglich die IPH;sy (Qn,=4.0—-7.3) mit einem hoheren PBIN-Gehalt,
zeigen durch leicht erhdhte Quellgrade gegeniiber PHEA und IPH, 74 (Q,, = 3.2 — 5.6) einen Einfluss
des PBIN auf die Quelleigenschaften der IPH. Im Gegensatz dazu, zeigen die Analysen der
mechanischen Eigenschaften mittels Dynamisch-mechanischer Analyse (DMA) und Zugversuchen,
zur Bestimmung des E-Moduls, der Zugfestigkeit und der maximalen Dehnung, keinen signifikanten
Einfluss des PBIN-Gehaltes in den IPH, in Bezug auf die PHEA Netzwerke.

Abschliefend wurden die biologischen Eigenschaften der IPH, 741, und IPH, 5o gegen die drei
klinisch relevanten Bakterienstimme E. coli, S. aureus und P. aeruginosa untersucht. Fir die
Identifizierung des Wirkmechanismus wurden intensive Waschungen der Hydrogele mit tdglichem
Wasserwechsel durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung des Waschwassers, wurde ein fir PBI
quantitativer Test, auf Basis der Komplexierung mit Fluoreszein, entwickelt. Dieser Test ermdglicht
die Bestimmung von PBI deutlich unterhalb der biologisch aktiven Konzentration
(MICs. surens = 35 pg/mL) bis zu einer Detektionsgrenze von 2.5 ug/mL PBI im Waschwasser. Die
Analyse des Waschwassers weist flir IPH, 74, und IPH, 501y eine in den ersten 5 Tagen abnehmende
Freisetzung nach. Fiir das IPH, 5o stellt sich ab dem 7. Waschtag, bis zum Ende der Waschung
(Tag 27), konstant eine PBI-Konzentration von 5 pg/mL im Waschwasser ein. Dagegen sinkt fiir das
IPH, 7401, die PBI-Konzentration im Waschwasser ab dem 7 Tag unterhalb der Detektionsgrenze von
2.5 pg/mL.

Im Bakterienspriihtest mit S. aureus konnte eine antimikrobielle Aktivitit der IPH in allen Féllen
bestitigt werden. Dabei weisen das IPH, 74 nach 1 Tag Waschung und das IPH, 5o, nach 7 Tagen,
keinen erkennbaren Hemmhof und damit keine Freisetzung im toxischen Bereich mehr auf, ohne dass
ein Bewuchs der Probe selbst zu verzeichnen ist. Die antimikrobielle Aktivitit der IPH gegen
verschiedene hohe Bakterienbeladungen (~10° - 10° Zellen/cm?) von E. coli und S. aureus, wird in
Tests durch direkte Applikation von Bakteriensuspension auf IPH, 74, und IPH, s50), bewiesen.
AbschlieBend wurden in Adhédrenz-Tests mit E. coli, S.aureus und P. aeruginosa in PBS,
log-Reduktionen im Bereich von log 4.1 —6.6 fiir IPH, 74, (12 Tage bei 37 °C gewaschen) und
IPH, 5001y (27 Tage bei 37 °C gewaschen), im Vergleich zu PHEA, nachgewiesen. Die Adhdrenz-Tests

zeigen, dass die Bakterien auf der Netzwerkoberflache nicht inhibiert, sondern besonders effizient
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abgetotet werden. Es konnte dabei zudem gezeigt werden, dass die im Adhdrenz-Test freigesetzte PBI-
Menge nicht ausreicht, um Bakterien in der Umgebung des IPH abzutéten. Die Ergebnisse der
antimikrobiellen Analysen deuten somit ab dem 7. Waschtag, abweichend zur Waschwasseranalyse,
auf keine Freisetzung und damit auf kontaktaktive Eigenschaften der antimikrobiellen IPH hin. Die
Untersuchungen der ungewaschenen IPH fiir rote Schweineblutzellen (RBC) zeigen Lysen von <1.5%,
d.h. eine exzellente Hiamokompatibilitdt. Fiir menschliche, mesenchymale Stammzellen wies der
Arbeitskreis von Prof. Manfred Koller in Bochum jedoch in Adhérenz-Tests toxische Figenschaften
der IPH nach.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnten erfolgreich quellbare, langzeitaktive, antimikrobielle Netzwerke
hergestellt und charakterisiert werden. Die Endgruppenvernetzung von PBI, mittels TREN fiihrte zur
Bildung von schnell quellbaren Superabsorbern (PBIN) mit antimikrobiellen und hdmokompatiblen
Eigenschaften. PBIN konnte als Additiv fiir Wundauflagen genutzt werden, um deren
Wasserriickhaltevermdgen unter Druck zu verbessern und das Bakterienwachstum in der Umgebung
zu minimieren. Die IPH besitzen langfristige, antimikrobielle Eigenschaften gegen verschiedene
klinisch relevante Bakterienstimme. Die geringfligige Freisetzung von PBI ergibt dabei
nachgewiesene antimikrobielle Aktivitdten von bis zu 4 Wochen. Die IPH stellen ein potentielles

Material als Wundauflage fiir Brandwunden oder infizierte Wunden dar.
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6 Experimentelles

6.1 Chemikalien

Tabelle 16: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Lieferant CAS Abkiirzung
1,6-Dibromhexan Sigma Aldrich 629-03-8
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid AppliChem 298-96-4 TTC
2-Hydroxyethylacrylat TCI 818-61-1 HEA
2-Propanol VWR 67-63-0
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat Sigma Aldrich 2530-85-0
Aceton VWR 67-64-1
Acetonitril Sigma Aldrich 75-05-8
Agar Applichem 9002-18-0
Butylhydroxytoluol Sigma Aldrich 128-37-0 BHT
Campherquinon Sigma Aldrich 10373-78-1
Cetyltrimethylammoniumchlorid Sigma Aldrich 112-02-7 CTAC
Chloroform VWR 67-66-3
D(+)-Glucose-Monohydrat Merck 14431-43-7
Deuteriumoxid Armar 7789-20-0 D,0
Diethylether VWR 60-29-7 Et,O
Dodecyltrimethylammoniumchlorid Alfa Aesar 112-00-5 DTAC
Eisessig Merck 64-19-7
Ethanol, absolut VWR 64-17-5 EtOH
Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat Sigma Aldrich 10287-53-3
Fetales Kélberserum GIBCO FCS
Glycerol Merck 56-81-5
Glyceroldimethacrylat Sigma Aldrich 1830-78-0 GDMA
Glycin AppliChem 56-40-6
I-Néhrboulion (ISO, APHA) VWR
Methanol VWR 67-56-41 MeOH
Methanol-d, Armar 811-98-3
N,N,N',N’-Tetramethyl-1,3-propandiamin Sigma Aldrich 110-95-2 TMPDA
N,N,N',N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin ABCR 111-18-2
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin Merck 110-18-9 TEMED
N,N-Dimethylbutylamin Alfa Aesar 927-62-8
N,N-Dimethyldecylamin Sigma Aldrich 1120-24-7
N,N-Dimethyldodecylamin TCI 112-18-5
N,N-Dimethylhexadecylamin VWR 112-69-6
N,N-Dimethylhexylamin Alfa Aesar 4385-04-0
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N,N-Dimethyloctylamin Sigma Aldrich 7378-99-6
N-[3-(Dimethylamino)propyl|methacrylamid Sigma Aldrich 5205-93-6 DMAP-
MAA
Natriumacetat VWR 127-09-3
Natriumchlorid VWR 7647-14-5 NaCl
Natriumcirtrat monobasisch Sigma Aldrich 18996-35-5
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck 10028-24-7
Natriumfluoreszein Carl Roth 518-47-8
Natriumhydroxid VWR 1310-73-2 NaOH
Natriumnitrat VWR 7631-99-4 NaNO;
Propidiumiodid Invitrogen GmbH  25535-16-4 PI
RPMI 1640 Medium GIBCO RPMI
Salzséure VWR 7647-01-0 HCI
SYTO 9 Invitrogen GmbH SYTO
trans-1,4-Dibromo-2-buten Sigma Aldrich 821-06-7 DBB
trans-N,N,N' N'-Tetramethyl-2-buten-1,4-diamin Sigma Aldrich 111-52-4
Trifluoressigsdure AppliChem 76-05-1 TFA
Tris(2-aminoethyl)amin Acros 9002-93-1 TREN
Triton X-100 Sigma Aldrich 9002-93-1 Triton-X
Zitronensdure-Monohydrat Roth 5949-29-1

6.2 Gerite

6.2.1 Dynamische Differenzkaloriemetrie (DSC)

Die Untersuchungen mittels Dynamischer Differenzkaloriemetrie zur Bestimmung der Glastemperatur

der IPH wurde mittels einer DSC 2910, der Firma TA Instruments durchgefiihrt.

6.2.2 Dynamisch-mechanische-Analyse (DMA)

Die E-Module der Netzwerke wurden mittels Dynamisch-mechanischer-Analyse an einer DMA 2980
von TA Instruments Inc. bei 20 °C im Multi-Frequency-Mode durchgefiihrt. Dazu wurde die jeweilige
Probe (7.3 mm, 2.7 mm, 1.2 mm; Linge, Breite, Tiefe) mittels einer Folienspannungsklemme
eingespannt und bei einer Frequenz von 1 Hz, einer Vorspannkraft von 0.01 N und einer Amplitude

von 10 vermessen.

6.2.3 Fluoreszenz-Mikroskop

Die Aufnahmen mittels Fluoreszenz-Mikrokopie erfolgten an einem BX61 Mikroskop der Firma
Olympus mit einer DP80 Kamera und der cellSens Software von Olympus im Arbeitskreis von

Prof. Manfred Koller in Bochum.
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6.2.4 Gefriertrocknung

Die Trocknung von wéssrigen Polymerproben erfolgte in Rundkolben an einer Alpha 1-4
Gefriertrocknungsanlage von Christ bei 1-10° mbar und -56 °C durch Sublimieren. Vor der

Trocknung wurden die Rundkolben in fliissigem Stickstoff eingefroren.

6.2.5 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Gelpermeationselugramme wurden einem GPC-System der Firma PSS aufgenommen. Das
System war aus einem 1260 Infinity HPLC-System der Firma Agilent Technologies, zwei Sdulen der
Firma Tosoh Bioscience (TSKGelG3000PWXL 6 pm, TSKGel4000PWXL 10 um) und einen
Brechungsindex-Detektor aufgebaut. Als Eluent wurde eine wissrige Natriumsulfatlosung (0.1 M) mit
1 wt.% Essigsdure verwendet. Alternativ wurden Analysen mit Wasser (0.1 M NaNOs;, 0.01% TFA)
mittels einer Agilent Technologies 1260 Infinity GPC mit PSS GRAM Analytik 1000 A und 30 A
Saulen, einem Knauer RI Detektor Smartline 2300 durchgefiihrt. Die Kalibrierung wurde jeweils mit
Pullulanstandards (M, = 1000 — 10000 g/mol) und Probenkonzentrationen von ca. 2 mg/mL
durchgefiihrt. Aus dem erhaltenen Elugramm koénnen das zahlenmittlere Molekulargewicht (M,), das
gewichtsmittlere Molekulargewicht (M,,) und der Polydispersititsindex (PDI = M,/M,) bestimmt

werden.

6.2.6 Infrarot Spektroskopie

Fiir Untersuchungen mittels Infrarot-Spektroskopie wurden die Polymere oder Netzwerke mittels eines
Bruker Alpha FTIR-Spektrometer mit ATR-Einheit analysiert. Dazu wurde die jeweilige Probe stets

mit einem Stempel fixiert.

6.2.7 Laser-Scanning-Mikroskop (LSM)

Die Aufnahmen erfolgten mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops LSM 700 von Zeiss
mit einer 40-fachen VergroBerung und Nutzung der Zeiss 2010 Software im Arbeitskreis von

Prof. Manfred Koller in Bochum.

6.2.8 Lichtstreuung (LS)

Die Messungen zur dynamischen Lichtstreuung wurden an einem Malvern Zetasizer Nana S
(ZEN 1600) bei 25°C  durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurde ein Gemisch aus
Wasser/Methanol/Eisessig ~ (54/23/23 mL) mit  0.54  Natriumacetat  eingesetzt.  Die

Polymerkonzentrationen betrugen 0.5 - 5 wt%.

6.2.9 Mikroskop

Mikroskopie-Aufnahmen wurden mit Hilfe eines Polarisationsmikroskop Zeiss Axioplan 2 mit

Digitalkamera aufgenommen.
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6.2.10 Polarisationskammer

Die Photovernetzungen der Acrylat-basierten IPN fanden unter Verwendung einer
Polymerisationskammer Heraflash von Heraeus Kulzer bei Raumtemperatur statt. Der verwendete

Wellenldngenbereich lag bei 320 540 nm.

6.2.11 Rasterelektronenmikroskopie (REM) und energiedispersive Rontgenspektroskopie
(EDX)

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Hitachi S4500 mit einer
Anregungsspannung von 1 kV durchgefiihrt. Die energiedispersive Rontgenspektroskopie wurde
mittels eines an das REM gekoppelten Oxford Link Isis-Systems gemessen. Die Eindringtiefe hierbei
betrug bei 5 kV circa 1.5 um, bei 10 kV ca. 2.5 pm und bei 20 kV circa 8 pm.

Untersucht wurden die Bruchflichen von auf Glasobjekttrigern polymerisierten Polymerfilmen
untersucht. Gebrochen wurden die Proben nach dem Abkiihlen in fliissigem Stickstoff (-196 °C). Des
Weiteren wurden Querschnitte der Hydrogele analysiert, welche durch Schneiden oder in Stickstoff
gebrochen, erzeugt wurden.

Es wurden sowohl Linienscans (engl. Linescans) als auch Flachenscans (engl. Mapping) mit REM-
EDX-Messungen aufgenommen, um die Bromverteilung in der Probe darzustellen.

Die Bromgehaltsbestimmung erfolgte mittels Standard Elementaranalyse Prozedur unter Verwendung
einer 300-fachen VergroBerung, welche jeweils einer untersuchten Oberfliche von 222-169 um
entspricht. Der jeweilige PBI-Gehalt im IPH basierte auf der Standard Elementaranalyse. Berechnet
wurde dieser aus dem molaren Verhiltnis der HEA und PBI Einheiten in der jeweiligen Probe.
AbschlieBend wurde auf dem molaren Verhiltnis, unter Verwendung des Molekulargewichts der

Einheiten, die Gewichtsverteilung berechnet.

6.2.12 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die AFM-Aufnahmen wurden mittels eines Veeco Dimension Icon Scanning Probe Mikroscope von
Veeco Instruments unter Verwendung eines Nanoscope V Controllers und einer AVH-1000
Workstation durchgefiihrt. Alle Querschnittsuntersuchungen wurden im ,,Tapping Mode‘ mit geétzten
Silikonspitzen (Cantilever) (RTESP, TESPA) der Firma Bruker im Bereich von 300-400 kHz
durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten mit einer Anregungsfrequenz, welche 5% unterhalb der
eigentlichen Resonanzfrequenz des Cantilevers lag, einer bei 1 Hz liegenden typischen Scanrate und

einer Auflosung von 512 Pixeln pro aufgenommener 1000 nm Linie.

6.2.13 Rontgen

Rontgenografische Untersuchungen der von PBI, PBIN oder IPH wurden mittels SAXS/WAXS
durchgefiihrt (Bruker Nano Star, mit einem Vantec 2000 Flichendetektor). Es wurden eine
Rohrenspannung von 60 kV und ein Kathodenstrom 0.6 mA verwendet. Die Cu-Anode (Incoatec

Microfocus Source, Incoatec GmbH) erzeugt eine Strahlung mit einer Wellenldnge von 0.154nm.
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Die Auswertung der SAXS Messung erfolgte nach einem radialen Scan mit einer Chi-Integration {iber
360°. Basierend auf der Bragg-Gleichung (n-A = 2d-sinf) der Abstand n der parallelen Gitterebenen
fiir die gemessenen 20 Winkel mit A = 0.154 nm berechnet.

6.2.14 Protonen-Kernresonanzspektroskopie (‘H-NMR)

Fiir die Durchfiihrung der "H-NMR-Experimente wurde ein DRX-400 Advance (v: 'H = 400 MHz)
NMR-Spektrometer der Firma Bruker-Daltonic verwendet. Die Experimente erfolgten bei
Raumtemperatur mit einem 5 mm Probenkopf in deuterierten Losungsmitteln (D,O-d,, M ethanol-d,,
Chloroform-d). Durch undeuterierte Losungsmittelreste wurde die chemische Verschiebung (in ppm)

ermittelt.

6.2.15 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde an einem FEI CM 200 Mikroskop

durchgefiihrt und es wurde dabei mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV gearbeitet.

6.2.16 Thermogravimetrische Analyse (TGA)

Thermogravimetrische Analysen zur Bestimmung des Zersetzungspunktes oder des Wassergehaltes
von Proben wurden mit Hilfe des Thermo-Gravimetrischen-Analysators Netzsch STA 409 C oder TA
Instruments TGA 2950 durchgefiihrt. Dazu wurden Proben der Hybridmaterialien von ca. 10 bis
30 mg in Aluminiumoxid- oder Platintiegeln unter konstantem Luftstrom mit einer Heizrampe

10 K/min auf 600 °C erhitzt und dabei die Gewichtsverdnderung der Probe aufgezeichnet.

6.2.17 UV/Vis Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie-Messungen in Losung wurden an einem Zweistrahl Photometer Specord

210 der Firma Analytik Jena bei 25 °C durchgefiihrt.

6.2.18 Zugpriifung

Die Zugpriifungen wurden zur Analyse der maximalen Zug-Dehnung an verschiedenen IPH wurden
an einer Zugpriifmaschine von Instron (Darmstadt, Deutschland) mit einer Kapazitit von 1 kN fiir den
Kraftaufnehmer durchgefiihrt. Die Zuggeschwindigkeit betrug dabei 5 mm/min und die

Probendimensionen 15 mm, 2.8 mm, 1.2 mm (Lange, Hohe, Tiefe).

6.3 Methoden
6.3.1 Analyse des Waschwassers verschiedener IPH

Analysiert wurden jeweils die separat gesammelten Waschwasserproben der IPH1.50;, und IPH1.74,,
jeden Tages. AnschlieBend wurde jede Probe an einer Gefriertrocknungsanalage getrocknet, der

Riickstand gewogen und in 2 mL bidest. Wasser gelost. So wurde jeweils eine 20-fach
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aufkonzentrierte Losung des Waschwassers erzeugt. Die Konzentration von PBI im Waschwasser
wurde nun unter Verwendung von Fluoreszein ermittelt, dhnlich zu der Arbeit von Tiller et. al.'**. Fiir
jede Probe wurde mindestens eine dreifach-Bestimmung durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils ein
Glasobjekttrager auf einer Heizplatte (IKA CRT CL mit digitaler Temperaturkontrolle) auf bis zu
200°C erhitzt und 4-5uL der aufkonzentrierten Waschlosung in der Mitte des unteren Drittels der
Glasobjekttrager aufgetropft. Die mit der eingetrockneten Probe versehenen Objekttrager wurden auf
der Laborarbeitsplatte auf 20 °C abgekiihlt. Der Probenriickstand wurde nun mit ~90 pL wissriger
Natriumfluoreszeinlosung (11 mg/mL) iiberschichtet. Nach 1 min wurde das iiberschiissige
Fluoreszein durch vorsichtiges Spiilen der Oberseite (4 mL) und Unterseite (2 mL) des
Glasobjekttriagers mit bidest. Wasser entfernt. Der Glasobjekttriger wurde nun auf einer Heizplatte bei
200 °C getrocknet und wieder auf der Laborbank auf 20 °C abgekiihlt. Die Proben wurden auf einem
weillen Blatt Papier zur ersten Einstufung visuell bewertet (Intensitdt des roten Riickstands) und
fotografisch dokumentiert. Der rote Riickstand, des mit Fluoreszein gefillten PBI, wurde
portionsweise in insgesamt 1 mL wissriger Cethyltrimethylammoniumchlorid-Losung (CTAC,
1 mg/mL) gelost, in einen 1.5 mL Eppendorfcup iiberfiihrt und mit 0.1 mL PBS (pH = 8.0) gemischt.
Die Absorption der erhaltenen Losungen wurde nun mittels UV/Vis bei 400-600 nm (25 °C), gegen
eine CTAC-Losung (1 mg/mL) mit 9.1 Vol% PBS (pH = 8.0) als Referenz, vermessen. Die Prozedur
wurde an Hand verdiinnter Proben (je Verdiinnungsschritt: 200 pL aufkonzentrierter Waschlosung in
200 uL. bidest. Wasser) so lange wiederholt, bis das Detektionslimit erreicht wurde. Das
Detektionslimit wurde ausgehend von einer wissrigen PBls;00-Losung (200 mg/mL) und einer daraus
hergestellten Verdiinnungsreihe, durch jeweiliges halbieren der Konzentration, erstellt. Die
Kalibrierlosungen wurden analog zu der zuvor beschriebenen Prozedur gehandhabt. Die letzte
Verdiinnungsstufe, welche detektiert werden konnte, besa3 eine Konzentration von 0.05 mg/mL. Auf

dieser Basis wurden die Konzentrationen an PBI in den untersuchten Waschwasserproben bestimmit.

6.3.2 Bestimmung des Quellgrades und des Gelgehaltes von Netzwerken

Das jeweilige Netzwerk wurde in Stiicke von 5 20 mg geschnitten, gewogen (Mausgangsgewicht trocken) Und
jeweils in ein Schnappdeckelglas mit 8 mL des entsprechenden Quellmediums (bidest. Wasser,
Monomerlosung) gegeben. Die Quellung erfolgte bei 20 °C fiir verschiedene, jeweils angegebene
Zeitrdume. Anschliefend wurde das Netzwerk aus dem Quellmedium entnommen, {iberschiissige
Flissigkeit am Netzwerk, mittels eines fusselfreien Tuches (KIMTEC Science von Kimberly-Clark)
entfernt und das Netzwerk wurde erneut gewogen (Mgequolen)- Der massebezogene Quellgrad Q,, wurde
aus dem Verhiltnis des Gewichts der Probe im gequollenen Zustand (Mgequoen) Zum Gewicht der
trockenen Probe am Anfang der Quellprozedur (mausgangsgewicht trocken) berechnet.

mgequollen

massebezogener Quellgrad = Q,, =
mAusgangsgewicht trocken

Der Gelgehalt wurde jeweils nach 5 Wasch- und Trockenzyklen aus dem Anfang der Quellprozedur

(MAusgangsgewicht trocken) UNd der getrockneten Probe nach der Prozedur (Myrocken nach Queling) berechnet.
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Mtrocken nach Quellung

Gelgehalt =

mAusgangsgewicht trocken

6.3.3 Loslichkeitsversuche mit 3,4en-Ionene

Fiir die Loslichkeitsversuche mit PBI, wurden jeweils 10 mg Polymer in ein Schnappdeckelglas
eingewogen, 1 mL des jeweiligen LoOsungsmittels hinzugegeben und iiber Nacht auf dem
Magnetriihrer geriihrt. Bei Nichtlésen des Polymers, wurde die Prozedur nach Zugabe von 1 mL
wiederholt und gegebenenfalls am nichsten Tag analog verfahren. Bei einer Hochstmenge von 3 mL

Losungsmittel und rithren iiber Nacht, wurde der Versuch beendet.

6.3.4 Oberflichenmodifizierung von Glasobjekttrigern

Fir die kovalente Anbindung von Acrylatnetzwerken auf Glasobjekttrigern, wurden diese durch
Silanisierung mit  3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat) modifiziert. Dazu wurden die
Glasobjekttriager (76:26-2 mm, Linge-Breite-Hohe) zunidchst mit Aceton gereinigt, 5 min in 5 mM
Kaliumhydroxid-Losung getaucht, mit bidest. Wasser abgespiilt und mit fusselfreien Tiichern
abgetrocknet. Die Objekttriger wurden dann fiir 3 min in eine Losung aus Isopropanol / Ethanol/
bidest. Wasser (60/30/10 vol%) mit 1 wt.% 3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat) getaucht, mit
Ethanol abgespiilt und mittels o6lfreier Druckluft getrocknet. Die Objekttriger wurden dann jeweils
hochkant in Farbtrogen aus Glas (mit Parafilm verschlossen) unter Argon iiber Nacht im Kiihlschrank

bis zur Polymerisation mit den Acrylatnetzwerken gelagert.

6.3.5 Waschprozedur fiir Acrylatnetzwerke auf Glasobjekttrigern

Eine Auswahl der auf Objekttragern befindlichen Acrylatnetzwerke wurde zur Untersuchung der
langfristigen antimikrobiellen Aktivitit vor dem biologischen Test zusétzlich Waschprozeduren
unterzogen. Dazu wurde der Glasobjekttrager mit dem jeweiligen polymerisierte Netzwerk in einer
Petrischale (@ = 85 mm) platziert und 15 mL bidest. Wasser hinzugegeben. Die Waschung erfolgte bei
Raumtemperatur auf einer Schiittelplatte bei 40 rpm. Bis zum Ende der jeweiligen Waschung erfolgte
taglich der Austausch der Waschlosung gegen frisches bidest. Wasser. Nach Beendigung der
Waschprozedur wurden die Proben jeweils vorsichtig mit 6lfreier Druckluft grob und anschliefend

weiter im Abzug {iber Nacht getrocknet.

6.3.6 Waschprozedur von PBIN und IPH Netzwerken

Das jeweilige IPH wurde zunéchst direkt fiir spdtere Untersuchungen in Stiicke (Oberfléche: ~50 mm?,
Dicke: 1 2 mm, Gewicht: 41 99 mg) geschnitten. Die PBIN-Filme wurden ebenfalls in Stiicke
geschnitten (Oberfliche: ~50 mm?, Gewicht: ~6 mg). Insgesamt wurden jeweils 1.6 1.7 g IPH, 5o
oder IPH, 74, in eine Petrischale (@ = 90 mm) gegeben und ein 24-facher Uberschuss (40 mL) von
bidest. Wasser hinzugegeben. Fiir die PBIN wurden abweichend, aufgrund des Quellgrades, circa 100
mg in 400 —fachen Uberschuss (40 mL) von bidest. Wasser gegeben. Die Netzwerke wurden bei
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Raumtemperatur oder bei 37 °C in einem Inkubator unter leichtem Schiitteln auf einem Schiittler

(50 rpm) gewaschen. Jeden Tag wurde das Wasser ausgetauscht.

6.4 Biologische Untersuchungen

6.4.1 Herstellung von Medien und Puffern
6.4.1.1 Herstellung von Nahrbouillon

Die Nahrbouillon fiir Untersuchungen mit Bakterien wurde durch Losen von 25 g [-Nahrbouillon in
1 L bidest. Wasser hergestellt und anschlieBend 20 min bei 120 °C autoklaviert. Der fiir den
Bakterienstamm benétigte pH-Wert wurde durch Zugabe von sterilfiltrierter | M NaOH- oder 1 M
HCI-Losung eingestellt. Die Lagerung erfolgte im Kiihlschrank bei4  °C.

6.4.1.2 Isotonische Natriumchlorid-Lésung

Die isotonische Natriumchloridlésung (0.15 M) wurde durch Losen von 8.77 g NaCl in 1 L bidest.
Wasser hergestellt. Die Losung wurde anschlieBend 20 min bei 121 °C autoklaviert und im

Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

6.4.1.3 Herstellung von Niahragar

Der Néhragar (1.5 w% Agar) fiir die Kultivierung in Petrischalen wurde durch Mischen von 3 g Agar,
7 g I-Néhrbouillon und 200 mL bidest. Wasser hergestellt. AnschlieBend wurde der Nahragar 20 min
bei 121 °C autoklaviert und im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Vor der Verwendung wurde der
Néhragar in der Mikrowelle (ca. 3-3 min, 800 Watt) solange erhitzt und zwischendurch geschiittelt, bis
eine klare Fliissigkeit vorlag. AnschlieBend wurde der Agar unter kalten flieBend Wasser unter
Schiitteln auf 45 °C abgekiihlt und im Wasserbad (45°C) bis zum GieBen der Proben

zwischengelagert.

6.4.1.4 Herstellung von PBS-Puffer

Hergestellt wurde der PBS-Puffer (engl. phosphate buffered saline) durch Losen von Natriumchlorid
(8.77 g, 150 mmol) und Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (1.56 g, 10 mmol) in 1 L bidest.
Wasser. Der PBS-Puffer wurde anschlieBend 20 min bei 121 °C autoklaviert, mit steriler 1 M NaOH-
Losung auf pH = 7 eingestellt und im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

6.4.1.5 CPD-Puffer

Der fiir Himokompatibilitdts-Tests eingesetzte CPD-Puffer (engl. citrate phosphate dextrose) wurde
durch Losen von Natriumcitrat (26. g, 102 mmol), Glucose-Monohydrat (25.5 g, 142 mmol),
Citronensdure-Monohydrat (3.27 g, 163 mmol) und Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (2.51 g,
16 mmol) in 1 L bidest. Wasser hergestellt. Mit 1 M NaOH-Ldsung wurde ein pH = 7.38 eingestellt.
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Mit einem 0.2 pm PP-Spritzenvorsatzfilter wurde die Losung steril filtriert und anschlieSend bei 4 °C

im Kiihlschrank gelagert.

6.4.2 Antimikrobielle Untersuchungen
6.4.2.1 Herstellung von Bakterienstammkulturen

Die Stammkultur des jeweiligen Bakterienstammes wurde aus einem Stammpellet von DSMZ
hergestellt. Das Stammpellet des jeweiligen Bakterienstamms wurde in 50 ml der jeweiligen
Néhrboullion suspendiert und 24 h lang, unter den in Tabelle 17 genannten Bedingungen, inkubiert.
Das konfluente Medium wurde zentrifugiert (3000 U / min, 10 min) und der Uberstand wurde
abdekantiert. Der Bakterienriickstand wurde in 50 ml sterilem PBS-Puffer suspendiert und dann erneut
zentrifugiert (3000 U/min, 10 min). Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Im letzten Schritt wurde
der bakterielle Riickstand in 10 mL sterilem PBS-Puffer suspendiert und mit 10 mL einer steril

filtrierten 50%igen wéssrigen Glycerollosung versetzt. Die Stammkulturen wurden bei -20°C gelagert.

Tabelle 17: Verwendete Bakterienstimme und ihre Inkubationsbedingungen.

Bakterienstamm DSM ATCC  Gram Féarbung Inkubationsbedingungen
Escherichia coli 1103 25922 negative Néhrboullion, pH = 6.8-7.2, 37 °C
Pseudomonas aeruginosa 50078 17423 negative Néhrboullion, pH = 7.0, 30 °C
Staphylococcus aureus 1104 25923 positive Néhrboullion, pH = 6.8-7.2, 37 °C
Staphylococcus epidermidis 1798 12228 positive Néhrboullion, pH = 7.0-7.2, 37 °C
Streptococcus mutans 20523 24178 positive Néhrboullion, pH = 6.8-7.2, 37 °C

6.4.2.2 Untersuchung der bakteriellen Suszeptibilitit durch Bestimmung der minimalen
inhibierenden Konzentration (MIC)

100 pL der entsprechenden Bakterienstammkultur wurden in 50 mL Nihrboullion gegeben und fiir
24 h inkubiert (Inkubationsbedingungen siehe Tabelle 17). Die Bakterienkonzentration der
Bakteriensuspension wurde mittels UV/Vis Spektroskopie bei 541 nm (25 °C) kontrolliert
(Extinktion = 1 entspricht 10° Zellen/mL) und in PBS-Puffer bis auf 10’ Zellen/mL verdiinnt. Fiir die
bakteriellen Suszeptibilitits-Tests (MIC-Test) wurden dann ca. 20 mg des entsprechenden Polymers in
4.0 mL Néhrbouillon in einem sterilen Zentrifugationsrohrchen (15 mL) angesetzt. Durch Abnehmen
von 2.0 mL und mischen mit 2.0 mL Nahrbouillon, wurden so durch Halbieren der Konzentration, je
nach Aktivitdt der Probe, 10-15 Verdiinnungsstufen hergestellt. Separat wurden jeweils 2.0 mL
Néhrbouillon in ein Zentrifugationsrohrchen fiir eine Positiv- und eine Negativprobe gegeben. Die
2.0 mL jeder Verdinnungsstufe und der Positivprobe wurden mit 20 pL der Bakteriensuspension
(~10" Zellen/mL) versetzt. Die Proben wurden fiir 24 h bei der entsprechenden, in Tabelle 17
angebenden, Temperatur und 200 rpm inkubiert. Im Vergleich zur Negativprobe liefert die letzte nicht
bewachsene (klare) Verdiinnungsstufe die minimale inhibierende Konzentration (MIC, engl minimal

inhibitory concentration) an Polymer, bei der 99 % der bakteriellen Zellen am Wachstum gehindert
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werden. Bewertet wurden die MIC-Werte nach der von Fortuniak et al.''> bekannten Einteilung (siche
Tabelle 18).

Tabelle 18: Einteilung zur Bewertung der MIC-Konzentrationen nach Fortuniak et. al.'"%,

MIC [pg/mL] antibakterielle Aktivitit
<10 exzellent
10 -50 sehr gut
50-160 gut
160 — 600 moderat
600 —2000 schwach
>2000 sehr schwach

6.4.2.3 Bakterienspriihtest

Die Spriihversuche wurden mittels einer Revell Airbrush Pistole (standard class, Diisenausfiihrung:
medium, Spitzbreite: 6.5 30 mm) durchgefithrt. Vor Beginn der Sprithversuche wurde der
Airbrushbehilter im Ofen bei 120 °C, die Airbrush Pistole sowie der Schraubdeckelverschluss mit
Ethanol-Wasser-Losung (70:30 Vol.%) sterilisiert und getrocknet. Der benétigte Nahragar wurde
durch Erhitzen in der Mikrowelle in Losung gebracht, die Schott-Flasche unter flieBendem Wasser auf
45 °C abgekiihlt und im Wasserbad auf 45 °C temperiert.

100 pL der entsprechenden Bakterienstammkultur wurden in 50 mL Nahrboullion gegeben und fiir
24 h inkubiert (Bedingungen siehe Tabelle 17; Seite 125). Aus einer, je nach Testreihe (S. aureus,
E. coli), frisch kultivierten Bakterienstammkultur, wurden 20 mL gewachsene Bakteriensuspension
entnommen, im Zentrifugationsrohrchen abzentrifugiert (2750 rpm, slow, 10 min), die iiberstehende
Néhrbouillon abgetrennt und in 10 mL PBS-Puffer aufgeschlémmt. Die Bakterienkonzentration der
Bakteriensuspension wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm (25 °C) kontrolliert
(Extinktion = 1, entspricht 10° Zellen/mL) und erst direkt vor dem Sprithprozess durch mehrmaliges
Abnehmen von 1.0 mL und mischen mit 9.0 mL sterilem bidest. Wasser bis hin zu 10° Zellen/mL
verdiinnt. Je nach Probenform erfolgte eine unterschiedliche Prozedur bis zur Inkubation.
IPH-Proben: Fiir die Untersuchung der IPH, wurden zunachst die Ober- und Unterseite der jeweiligen
Netzwerke in der Sterilwerkbank, fiir jeweils 25 min mit UV-Licht sterilisiert. Anschlieend wurde
jede Probe jeweils in eine sterile Petrischale (@ = 90 mm) iberfiihrt und in Ndhragar eingebettet,
wobei die IPH Oberflache, oberhalb der Agaroberfliche war, und iiber Nacht bei 8 °C gelagert.
AnschlieBend wurde der Deckel der Petrischale entfernt und die Schale im 70° Winkel auf einem
Halter platziert. Als Positivprobe wurde eine analog behandelte pure Agarplatte (ohne IPH)
verwendet.

Die Proben wurden nun mit der frisch hergestellten Sprithsuspension mittels der Airbrush Pistole
(p =2 bar, Abstand = 30 cm, gefiacherter Strahl) mit einem Aerosol, welches innerhalb 30-60 s
abtrocknet, horizontal bespriiht. AnschlieBend wurde jede Probe mit einem sterilem Petrischalendeckel

verschlossen und ca. 16 h bei 37 °C sowie 60 % rel. Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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Glasobjekttriger-Proben: Fiir die Untersuchung von Glasobjekttrdger mit den Polymerfilmen der
Acrylatnetzwerke (HEA/GDMA, 3.5/1), wurden diese und ein mit Aceton gereinigter Glasobjekttriger
(Positivprobe), jeweils im 70° Winkel auf einem Halter platziert. Die Proben wurden nun mit einer
frisch hergestellten Spriihsuspension mittels der Airbrush Pistole (p~2 bar, Abstand =30 cm,
gefidcherter Strahl) mit einem Aerosol, welches innerhalb 30-60 s abtrocknet, horizontal bespriiht.
AnschlieBend wurde jede Probe in eine sterile Petrischale iiberfiihrt, mit Nahragar (45 °C, 15 30 mL)
blasenfrei iiberschichtet, verschlossen, ca. 10 min abgekiihlt und ca. 16 h bei 37 °C sowie 60 % rel.
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Proben fotografisch im Durchlichtverfahren dokumentiert. Es folgte
das Uberschichten des Nihragars mit 4 mL 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung (TTC,
1 mg/mL) und nachinkubieren fiir ca. 1 h bei 37 °C. Durch das TTC kommt es zum Abtéten und rot
Anfirben der Bakterien. Die Proben wurden dann erneut fotografisch im Durchlichtverfahren
dokumentiert. Zur Auswertung wurde das Wachstum der Bakterien auf den Polymerfilmen
(Glasobjekttrager mit Acrylatnetzwerk) durch die Einteilung in aktive (aktiv, komplett/iiberwiegend
unbewachsene Probenoberflichen) und nicht aktive (x, iiberwiegend bis durchgehend bewachsene

Probenoberflachen) Netzwerke bewertet.

6.4.2.4 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat von PBIN

100 pL der S. aureus Bakterienstammkultur wurden zu 50 mL der Néhrboullion gegeben und fiir 24 h
inkubiert (Bedingungen siehe Tabelle 17; Seite 125). Die Bakterienkonzentration der Suspension
wurde durch UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm bei 25°C kontrolliert und mit Ndhrboullion auf ~
107 Zellen/mL verdiinnt. 10 uL, der Bakteriensuspension wurden auf das jeweilige Netzwerk (~6 mg,
~ 0.5 cm? 2> 10° Zellen/cm?) appliziert und adhrierten in den néchsten 10 min. Das Netzwerk wurde
in ein steriles 15 mL Falcon-R6hrchen transferiert, in 4 mL Néhrboullion getaucht und bei 37 °C fiir
24 h inkubiert. Zusétzlich wurden eine Negativkontrolle (nur 4 ml Néhrboullion) und eine
Positivkontrolle (10 pL Bakteriensuspension, die direkt in 4 mL Nahrbrithe geimpft wurde) unter den
gleichen Bedingungen inkubiert. Zur Untersuchung der Freisetzung biozider Bestandteile wurde ein
analoges Netzwerk fiir 24 h in Ndhrmedium inkubiert, dann entnommen, das Medium mit 10 uL.
Bakteriensuspension (~10" Zellen/'mL) angeimpft und 24 h bei 37°C inkubiert. Das
Bakterienwachstum wurde visuell beobachtet und dann wurden 100 pL TTC-Losung (1 mg/mL)
zugegeben. Nach weiteren 3 h Inkubation, zeigten die Proben mit einer Bakterienzellkonzentration

> 1% eine rote Farbung.

6.4.2.5 Direkte Applikation von verschieden hohen Bakterienbeladungen auf Netzwerke

100 pL der jeweiligen Bakterienstammkultur wurden zu 50 ml der Néhrbrithe gegeben und fiir 24 h
inkubiert (Bedingungen siehe Tabelle 17; Seite 125). Die Bakterienkonzentration der Suspension
wurde durch UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm und 25°C kontrolliert und mit PBS auf

~10®Zellen/mL  verdiinnt. Davon ausgehend wurde durch entsprechendes einmaliges oder
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mehrmaliges Abnehmen von 1.0 mL und Mischen mit 9.0 mL sterilem PBS, die Bakteriensuspension
bis auf 107, 10°, 10°, 10* oder 10° Zellen/mL verdiinnt. Die entsprechenden IPHs wurden in einer
Sterilwerkbank mittels UV-Licht fiir 25 min von der Oberseite und 25 min von der Unterseite
sterilisiert. Nun wurden 10 pL der entsprechenden Bakteriensuspension auf das jeweilige IPH
(~0.5 cm?) appliziert und in den nichsten 25 min adhiriert. AnschlieBend wurden die inokulierten
IPHs jeweils separat in ein 50-mL-Falcon-Réhrchen mit 15 mL Néhrboullion tiberfiihrt und fiir 5 Tage
inkubiert (Bedingungen siehe Tabelle 17; Seite 125). Zusitzlich wurden fiir die Tests der
antimikrobiellen Aktivitét, eine Negativkontrolle (ohne Bakteriensuspension), eine Negativkontrolle
mit Referenznetzwerk (reines Acrylatnetzwerk und ohne Bakteriensuspension), eine Positivkontrolle
(10 uL Bakteriensuspension direkt in 15 mL Néhrbouillon) und eine Positivkontrolle mit einem
Netzwerk (reines Acrylatnetzwerk in 15 mL Nahrboullion mit 10 pL Bakteriensuspension) unter
gleichen Bedingungen wie die Probenserie getestet. Das Bakterienwachstum wurde visuell beobachtet
und es wurde 1 mL TTC-Losung zugegeben. Nach weiteren 3 h Inkubation zeigten die Proben mit

einer Bakterienzellkonzentration >1% eine rote Farbung.

6.4.2.6 Untersuchung des Desorptionsverhaltens von Bakterien auf Netzwerken mit
einer hohen Bakterienbeladung

100 pL der jeweiligen Bakterienstammkultur wurden zu 50 ml der Nahrbrithe gegeben und fiir 24 h
inkubiert (Bedingungen siche Tabelle 17; Seite 125). Die Bakterienkonzentration der Suspension
wurde durch UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm bei 25°C kontrolliert und mit PBS auf ~10°* Zellen/mL
verdiinnt.

Die entsprechenden IPHs wurden in einer Sterilwerkbank mittels UV-Licht fiir 25 min von der
Oberseite und 25 min von der Unterseite sterilisiert. Nun wurden 10 pL der Bakteriensuspension auf
das jeweilige IPH (~ 0,5 cm? = 2-10° Zellen/cm?) appliziert und in den néchsten 25 min adhiriert.
AnschlieBend wurden die inokulierten IPHs jeweils separat in einem 50-mL-Falcon-Rohrchen mit
15 mL Nahrboullion gewaschen, indem die Mischung 10-mal von einer Seite zur anderen Seite (wie
ein schwankendes Schiff) bewegt wurde. Nach jedem Waschschritt wurde die Néhrboullion in ein
steriles Rohrchen dekantiert und fiir 5 Tage inkubiert (Bedingungen siche Tabelle 17; Seite 125).
Zusitzlich wurden fiir die Tests der antimikrobiellen Aktivitit eine Negativkontrolle (ohne
Bakteriensuspension), eine Negativkontrolle mit Referenznetzwerk (reines Acrylatnetzwerk und ohne
Bakteriensuspension), eine Positivkontrolle (10 pL. Bakteriensuspension direkt in 15 mL
Néhrbouillon) und eine Positivkontrolle mit einem Netzwerk (reines Acrylatnetzwerk in 15 mL
Néhrboullion mit 10 pL Bakteriensuspension) unter gleichen Bedingungen wie die Probenserie
getestet. Das Bakterienwachstum wurde visuell beobachtet und es wurde 1 mL TTC-Losung
zugegeben. Nach weiteren 3 h Inkubation zeigten die Proben mit einer Bakterienzellkonzentration
>1% eine rote Farbung. Erginzend ist in Abschnitt 6.4.2.8 (Seite 129) und Abschnitt 6.4.2.9
(Seite 129) die Quantifizierung der Bakterienzahl auf den Netzwerken mittels REM und LSM

beschrieben.
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6.4.2.7 Evaluierung einer hohen Bakterien Beladung auf den Netzwerken mittels REM

Die Bakterienbeladung auf den Netzwerkoberflichen wurde mittels REM analysiert. Zuvor wurden
die Proben nach der Beladung mit Bakterien und den Waschzyklen, bis zur Massenkonstanz
getrocknet. Die Anregungsspannung betrug dabei 1 kV, mit einem Arbeitsabstand von 8 mm und die
Probe wurde um 20° verkippt. Fiir jede Probe wurden mindestens 6 Aufnahmen gemacht. Die
Bakterien wurden auf allen Bildern jeder Probe ausgezihlt. Die Gesamtzahl der Bakterien und die

ausgezihlte Fliche, wurden fiir jede Probe addiert und in Zellen pro cm” umgerechnet

6.4.2.8 Evaluierung einer hohen Bakterienbeladung auf Netzwerken mittels LSM

Die Bakterienbeladung wurde mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie im Arbeitskreis von
Prof. Manfred Koller in Bochum {iiberpriift. Die mit hoher Bakterienbeladung und in Néhrbouillon
gewaschenen IPHs wurden jeweils in die Kammer einer 24-Zellkulturplatte transferiert. Jede Probe in
der Platte wurde mit 1 mL. PBS gewaschen (aufgeben und danach direkt wieder mittels Eppendorf
abziehen), 15 min lang in 1 mL BacLight (1,5 pL PI und 1,5 pL SYTO 9 in 1 mL DPBS,
LIVE/DEAD-Kit) unter Lichtausschluss gefiarbt, mit 1 mL DPBS gewaschen und unter
Lichtausschluss in 1 mL PBS aufbewahrt. Jede Probe wurde direkt auf einen Objekttriger libertragen
und durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Bilder wurden im PI- und SYTO-Modus
aufgenommen. Fiir jede Probe wurden die Zellen auf den Bildern gezihlt, die Grofle der gezdhlten

Bereiche bestimmt, Flachen und Zellen wurden addiert und als Zellen pro cm? angegeben.

6.4.2.9 Adharenz von Bakterien auf Netzwerken

Die Adhirenz auf Netzwerken, wurde fiir die Bakterienstimme von E. coli, S. aureus und
P. aeruginosa untersucht. Die Untersuchungen zur Adhédrenz der Bakterien erfolgten fiir die drei
Bakterienstimme in PBS. Ergidnzend fiihrte der Arbeitskreis von Prof. Manfred Koéller in Bochum
unter analogen Bedingungen, Untersuchungen fiir S. aureus in RPMI 1640 (+10% FCS) als Medium
durch. Die entsprechenden IPHs (m=~ 50 mg, =5-5:2 mm, Lénge-Breite-Dicke) wurden in einer
Sterilwerkbank mittels UV-Licht fiir 25 min von der Oberseite und 25 min von der Unterseite
sterilisiert. AnschlieBend wurde jedes Netzwerk in ein steriles Schnappdeckelglas (@ = 15 mm)
transferiert, tiber Nacht in 2 mL PBS gequollen und dann wurde das PBS aus der Kammer entfernt.
100 pL der Bakterienstammkultur wurden zu 50 mL der Ndhrboullion gegeben und fiir 24 h inkubiert
(Bedingungen siehe Tabelle 17; Seite 125). Die Bakterienkonzentration der Suspension, wurde durch
UV/Vis-Spektroskopie bei 541 nm bei 25 °C kontrolliert und in PBS auf ~10’ Zellen/mL in verdiinnt.
1 mL der Bakteriensuspension in PBS wurden zu dem jeweiligen Netzwerk (~ 1 cm?) gegeben und 3 h
bei 37 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde aus der Kammer entfernt, das Netzwerk 3-mal mit
1 mL PBS gewaschen (jeweils 5-mal auf und abziehen mittel Eppendorfpipette) und in ein steriles
15 mL Falcon-Rohrchen mit 1 mL PBS iiberfithrt. Das eingetauchte Netzwerk wurde 5-mal fiir
10 Sekunden in ein Ultraschallbad gegeben. 100 pL des Uberstandes wurden mit 900 pL PBS
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gemischt und so eine Verdiinnungsreihe des Uberstands bis zu einer Verdiinnung von 1: 10000
hergestellt. 50 puL des reinen Uberstands, die Verdiinnung 1:10, 1: 100, 1: 1000 und 1: 10000 wurden
jeweils auf eine Néhragarplatte ausplattiert und bei 37 ° C iiber Nacht inkubiert. Die Anzahl der
iiberlebenden Zellen wurde durch Auszdhlung von koloniebildenden Einheiten (cfu) bestimmt. Die
Bakterien-LOG-Reduktion der untersuchten IPH, 5 und IPH, 74 wurde als
,,LOG-Reduktion = log;, (cfu auf PHEA) -log;o (cfu auf IPH)“ mit PHEA als Referenznetzwerk
berechnet.

Um eine Freisetzung biozider Bestandteile zu untersuchen, wurden analog behandelte Proben statt in
1 mL PBS, abweichend in Néhrboullion, 3 h inkubiert. Das jeweilige Netzwerk wurde anschlieend
aus dem Nihrmedium entfernt und mit 10 pL S. awreus Bakteriensuspension (107 Zellen/mL)
angeimpft und 24 h bei 37 °C inkubiert. Alle Proben wiesen einen Bakterienbewuchs auf, sodass die

freigesetzte Konzentration unterhalb des MIC (MICg e0s = 35 pg/mL) lag.

6.4.3 Untersuchungen der Biokompatibilitit
6.4.3.1 Herstellung von Erythrozytenkonzentrat

Das Erythrozytenkonzentrat wurde aus frischem Schweineblut gewonnen. Dazu wurden jeweils 10 mL
frisches Schweineblut in 15 mL Zentrifugalrohrchen 15 min bei 4000 rpm (slow) zentrifugiert und das
Blutplasma abdekantiert. Der Erythrozytenriickstand wurde vorsichtig bei 8 rpm im waagegerecht im
Zentrifugalrohrchen auf einem taumelnden Plattenschiittler (Heidolph Polymax 1040), mit 10 mL
steriler, isotonischer Natriumchloridlosung (NaCl, 0.15 M) gewaschen, 15 min bei 4000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Der Schritt des Waschens wurde sechsmal in Folge
durchgefiihrt, bis der Uberstand nur noch eine sehr geringe rétliche Firbung aufwies. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die sedimentierten Erythrozyten auf 10 mL mit CPD-Puffer aufgefiillt.
Das Erythrozytenkonzentrat wurde im Kiihlschrank (4 °C), fiir maximal 3 Tage, gelagert.

6.4.3.2 Bestimmung der Himokompatibilitit von loslichen Proben

Der HCso-Wert beschreibt diejenige Konzentration, bei der 50 % der Erythrozyten zerstdrt werden und
stellt somit ein MalB fiir die Bluttoxizitdt von Substanzen dar. 80 mg der zu untersuchenden Probe
wurden in einem 2 mL Eppendorfgefdl in 1.6 mL sterilem CPD-Puffer gelost und jeweils durch
halbieren der Konzentration, eine Verdinnungsreihe mit acht Verdiinnungsstufen
(50000 - 390 ug/mL) mit je 800 uL hergestellt. Ergdnzend wurden eine Negativprobe mit 800 uL
sterilem CPD-Puffer sowie eine Positivprobe mit 800 pL sterilem CPD-Puffer und 2 pL Triton X
angesetzt. Zu den Verdiinnungsstufen, Positivprobe und Negativprobe wurden 200 pL
Erythrozytenkonzentrat gegeben und vorsichtig gemischt. Die finale Mischung enthielt jeweils eine
Konzentration von etwa 5-10° roter Blutzellen pro mL, was mittels einer ,,Neubauer-improved*
Zahlkammer durch Zahlung iiberpriift wurde. Die Proben wurden dann 1h bei 37 °C und 50 rpm

inkubiert und bei 13500 rpm fiir 5 min (slow) zentrifugiert. Die Uberstinde der Proben wurden zeitnah
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mittels eines UV/VIS-Spektrometers bei 541 nm bei 25 °C vermessen und falls n6tig verdiinnt, sodass
die Extinktion stets kleiner als 1 war. Die gemessene Extinktion ist direkt proportional zur
Hamoglobinkonzentration und damit zum H&molysegrad. Die Konzentration bei der 50% der
Erythrozyten zerstort wurden, ergibt den HCso-Wert. Die Referenz fiir die vollstindige Hamolyse
diente die Extinktion der Positivprobe mit Triton X.

6.4.3.3 Bestimmung der Himokompatibilitit von Netzwerken

Der Lysegrad, der durch den Kontakt mit dem Netzwerk oder von dem Netzwerk freigesetzten
Substanzen zerstorten Erythrozyten, stellt ein MaB fiir die Bluttoxizitdt des Netzwerkes selbst oder von
ihm freigesetzten Substanzen dar. Zur Differenzierung zwischen der Toxizitdt des Netzwerke und
moglicher freigesetzter Substanzen, erfolgte die Bestimmung sowohl beziiglich des direkten Kontaktes
von Blutzellen mit dem Netzwerk aber auch mit einer Waschlosung.

~50 mg der Acrylat-basierten Netzwerke (PHEA, IPH) und 14 mg der PBIN wurden jeweils getrennt
fiir 64 h in 1.6 ml CPD-Puffer eingetaucht und dabei gequollen. Danach wurden die Netzwerke und
deren Quellldsung voneinander durch Abpipettieren der Losung getrennt. 200 uL.  des
Erythrozytenkonzentrats wurden zu 800 pL der jeweiligen Quellldsung gegeben, vorsichtig gemischt,
fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und dann zentrifugiert (13500 U/min, 5 min). Die iiberstehende Fliissigkeit
wurde weiter mit CPD-Puffer (1:20) verdiinnt, und die Absorption des freigesetzten Hdmoglobins
wurde in einem UV/Vis-Spektrometer bei 541 nm und 25°C gemessen. Das jeweilige gequollene
Netzwerk wurde in 800 pL. CPD-Puffer eingetaucht und 200 pL des Erythrozytenkonzentrats wurden
zugegeben. Die Proben wurden vorsichtig gemischt und 3 h bei 37 °C inkubiert und dann zentrifugiert
(13500 U/min, 5 min). Die iiberstehende Fliissigkeit wurde weiter mit CPD-Puffer (1:20) verdiinnt
und die Absorption des freigesetzten Himoglobins wurde mit einem UV/Vis-Spektrometer bei 541 nm
und 25 ° C gemessen. Ergéinzend wurden eine Negativprobe mit 800 pL sterilem CPD-Puffer sowie
eine Positivprobe mit 800 pL sterilem CPD-Puffer und 2 pL Triton X angesetzt. Zu der Positivprobe
und Negativprobe wurden 200 pL. Erythrozytenkonzentrat gegeben, vorsichtig gemischt und identisch
im gleichen Verfahren zu den Quelllésungen und Netzwerken hin untersucht.

Der Prozentsatz der Himolyse wurde durch die Bestimmung der Menge an freigesetztem Himoglobin,
als Ergebnis eines Membranrisses, bestimmt und als Grad der Lyse angegeben. Die Werte wurden in
mindestens zweifacher Ausfertigung mit voller Reproduzierbarkeit in allen Féllen bestimmt. Die
gemessene Extinktion ist direkt proportional zur Hidmoglobinkonzentration und damit zum
Hamolysegrad. Die Konzentration der Erythrozyten, die zerstért wurden, ergibt den angegebenen
Lysegrad. Als Referenz fiir die vollstandige Himolyse (100%) diente die Extinktion der Positivprobe
mit Triton X.

6.4.3.4 Untersuchung der Kompatibilitit von der hMSC gegeniiber IPHs

Die Untersuchungen der Kompatibilitdt von hMSC (engl. human mesenchymal stem cells; humane,

mesenchymale Stammzellen) fiir PHEA(;, (ungewaschen), IPH, 74, (12 Tage bei 37 °C in Wasser
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gewaschen) und IPH, 5oy (27 Tage bei 37 °C in Wasser gewaschen) wurden durch den Arbeitskreis
von Prof. Manfred Koller am Berufsgenossenschaftlichen Universitdtsklinikum Bergmannsheil in
Bochum durchgefiihrt. Vor der Untersuchung wurden die Probekdrper jeweils 24 h in RPMI-FCS
equilibriert. Die Untersuchungen erfolgten in RPMI/FCS und die Proben wurden jeweils mit
1.5-10* Zellen/mL besiedelt. Zur Auswertung wurden die Proben mit Calcein-AM und PI angeféirbt

und mittels Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.

6.4.3.5 Untersuchung der Kompatibilitit von MSC gegeniiber PBI

Die Untersuchungen der Toxizitdt von MSC (engl. mesenchymal stem cells; mesenchymale
Stammzellen) gegeniiber PBls;o0 wurden durch den Arbeitskreis von Prof. Manfred Koller am
Berufsgenossenschaftlichen Universititsklinikkum Bergmannsheil in Bochum durchgefiihrt. Die
Untersuchung erfolgte mittels eines AlamarBlau-Assays mit 1-10° Zellen/mL fiir einen
Endkonzentrationsbereich von PBls;o0 von 200-1 pg/mL in RPMI-FCS. Die Auswertung erfolgte
mittels Farbumschlag und Analyse in einem Fluoreszenz-Plattenlesegerit. Konzentrationen ab

20 pg/mL wurden dabei als toxisch identifiziert.

6.5 Synthesen

6.5.1 Synthesen von Ionenen durch Polyaddition
6.5.1.1 4en,4en-lonene

Trans-1,4-Dibromo-2-buten (DBB, 2.14 g, 10 mmol) wurde in 25 mL Aceton gelost und unter
Argonatmosphére (Septum und Luftballon) im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Im nichsten Schritt wurde
trans-N,N,N’,N -Tetramethyl-2-buten-1,4-diamin (1.42 g, 1 mmol) schnell (5s) unter starken
magnetischen Riihren mittels einer Spritze zu der DBB-Ldsung gegeben. Bereits innerhalb von 5 min
kam es zur Bildung eines Niederschlags. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei 0 °C und weitere 23 h
bei 25 °C geriihrt. Der Niederschlag wurde mittels einer Nutsche abfiltriert 5-mal mit 40 mL Aceton

gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute des leicht gelblichen Produktes betrug 95 %.

'"H NMR (D0, 8): 2.29 (s, 12H, N'(CH;),CH,CH=CHCH,N(CHs),), 3.08-3.28 (bs, n-6H, N*(CH,),),
4.07-4.30 (bs, n-4H, N*(CH;),CH,CH=), 6.40-6.65 (bs, n-2H, N'*(CH;),CH,CH=) ppm.

6.5.1.2 6,6-Ionene

1,6-Dibromhexan (4.39 g, 18 mmol) wurde in 50 mL Aceton geldst und unter Argonatmosphére im
Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Im néchsten Schritt wurde N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamine
(3.10 g, 18 mmol) unter starkem Riihren schnell (5 s) mittels einer Spritze zu der Dihalogenid-Losung

gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei 0 °C und weitere 23 h bei 25 °C geriihrt. Anschlieend
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wurde der gebildete Niederschlag mittels einer Nutsche abfiltriert, 5-mal mit 50 mL Aceton

gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute des weiBlen Produktes betrug 96%.

'H NMR (D0, 8): 1.43-1.60 (bs, n-4H, N*(CH;),CH,CH,CH,-), 1.78-1.92 (bs, n-4H, N*(CH;),CH,-
CH,CH,-), 2.32 (s, 12H, N(CH3),(CH,)¢N(CHs),), 3.08-3.18 (bs, n6H, N'(CHs),), 3.33-3.44 (bs,
n4H, N'(CH;),CH,CH,CH,-) ppm.

6.5.1.3 Synthese von 3,4en-Ionenen

Alle Synthesen erfolgten in frisch destilliertem Aceton als Losungsmittel. Die im Folgenden
beschriebene Syntheseprozedur zur Herstellung von 3,4en-lonen (PBI) bezieht sich jeweils auf die in
Tabelle 19 angegebenen Massen, Volumina und Reaktionsbedingungen.

Fiir die Synthese der PBI wurden zunéchst N,N,N’,N'-Tetramethyl-1,3-propandiamine (TMPDA) und
trans-1,4-Dibromo-2-butene (DBB) jeweils separat in Kolben eingewogen und dann mit der
angegebenen Menge an Aceton versetzt. Die Kolben wurden in einem Eisbad auf 0 °C abgekiihlt.
Unter starken magnetischen Riihren wurde die TMPDA-LGsung schnellst moglich, mittels einer
Spritze oder bei groBeren Volumina, durch Kippen, hinzugeben. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieend 1 h bei 0 °C unter Argonatmosphire geriihrt. Innerhalb der ersten 5 min kam es zur
Ausfillung eines weillen Feststoffes. Es folgte das weitere Rilhren unter den aufgefiihrten
Reaktionsbedingungen (siche Tabelle 19). Das ausgefallene, weille Polymer wurde nun abgenutscht
und mehrmals, unter Aufschlimmen mit Aceton (siche Tabelle 19) gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die 'H-NMR-Spektren der hergestellten Polymere sind in Abbildung 22 (Seite 49) und im
Anhang (Abbildung 95 bis Abbildung 102; Seite 195 bis 198) abgebildet.

"H NMRpg, ist im Folgenden exemplarisch angegeben (D,O, d): 2.09, N+(CH3)2CH2CH2CH2—
N(CH3),), 2.20 ppm, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CHs),),), 2.46 ppm, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CH;),),
3.12-3.23 ppm, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CHj),), 3.50 ppm, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CHjs),), 4.22
ppm, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CH3),), 6.44-6.49 ppm, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CH3),)
ppm.
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Tabelle 19: Massen, Volumina und Reaktionsbedingungen der jeweiligen PBI-Synthesen durch

Polyaddition.
TMPDA DBB
Polymer (M =130.23 g/mol) M =213.91 g/mol) Reaktionsbedingungen
m n V rceton m n V aceton Zeit, Temperatur
[g]  [mmol] [mL] | [g] [mmol] [mL] (Viceton flir Waschung)
PBI-1 1.83 14 3 3.00 14 28 24h,55°C?
(4-10 mL)
PBI-2 8.08 62 20 13.30 62 130 24 h, 20 °C
(4-50 mL)
PBI-3 7.83 60 20 13.55 63 130 24 h, 20 °C
(4-:50 mL)
PBI-4 43.01 330 100 74.74 349 900 24 h, 20 °C
(4-100 mL)
PBI-5 43.65 335 100 74.74 349 900 24 h, 20 °C
(4-100 mL)
PBI-6 9.04 69 0 15.23 71 350 2h,20°C
(4-50 mL)
PBI-7 9.35 72 0 15.25 71 350 2h,20°C
(4-50 mL)
PBI-8 9.35 72 0 15.25 71 350 2h,20°C
(4-50 mL)
PBI-9 " 3.00 23 40 3.04 14 15 2h,20°C
(4-50 mL)
(PBI-10)? | 3.91 30 5 6.74 32 63 1.0.5h,20°C?
2. direkte DBB-Zugabe (4.49 g),
0.5 h bei 20 °C
3. abrotieren von Aceton (25 °C,
~125 mbar)
(PBI-11)¢ | 9.04 69 0 15.23 71 350 1.24h,20°C9
2. direkte DBB-Zugabe (13.20
g), 0.5 h bei 20 °C
3. abrotieren von Aceton (25 °C,
~125 mbar)

a) Zugabe der TMPDA-L6sung zur DBB-Losung erfolgten hier abweichend durch zutropfen mittels Tropftrichter; b) Der
Ansatz wurde in 6facher Ausfertigung, parallel und identischen Bedingungen durchgefiihrt und zur Aufarbeitung
zusammengefiihrt; ¢) Die Polymere entstanden im Rahmen der Masterarbeit von J. Petranowitsch?*'; d) Das Riihren, nach der
Monomerzusammengabe, fiir 1 h bei 0°C entfiel. Das Reaktionsgemisch wurde direkt unter den angegebenen

Reaktionsbedingungen hergestellt, ohne die oben beschriebene Aufarbeitung.

134



Experimentelles

6.5.1.4 Modifizierung der Endgruppen synthetisierter PBI mit DBB

An dieser Stelle erfolgt die allgemeine Versuchsbeschreibung zur Modifizierung ausgewéhlter PBI aus
Abschnitt 6.5.1.3, mit Amin-Endgruppen, durch die Umsetzung mit DBB. Bei der Synthese und
Aufarbeitung wurden jeweils die in Tabelle 20 angegebenen Substanzen, Mengen und Bedingungen
verwendet.

Zunéchst wurden aus dem jeweils angegebenen Polymer (PBI), DBB und Methanol, eine Polymer-
und DBB-Losung hergestellt. Die beiden Losungen wurden dann im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt.
AnschlieBend wurde die DBB-Ldsung schnellst moglich, mittels einer Spritze oder durch Kippen (bei
grofleren Volumina), unter starkem Riithren zu der Polymer-Losung gegeben. Es folgte das Riihren
(Rii.) des Reaktionsgemischs unter den fiir die Zeit angegebenen Bedingungen, unter
Argonatmosphére. AnschlieBend wurde das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt, der
Riickstand in bidest. Wasser geldst (L6.), mehrmals gegen Dietyhlether extrahiert (Ext.) und die
wassrige Phase an einer Lyophylle getrocknet. Das Molekulargewicht M, der beidseitig Brom-
terminierten PBI (Br-(PBI),-Br) wurde aus den '"H-NMR-Spektren ermittelt und ist als Index x jeweils
angegeben. Die 'H-NMR-Spektren der einzelnen Polymere sind Abbildung 24 (Seite 53) und im
Anhang dargestellt (siche Abbildung 103 bis Abbildung 110; Seite 199 bis 202)

'"H NMR Br-PBIs700)-Br 1St Im Folgenden exemplarisch angegeben (D,0, 6): 2.51 (bs, n-2H, N'(CHs),-
CH,CH,CH,N"(CH3),), 3.13-3.31 (bs n:12H, N'(CH;),), 3.57 (bs, n-4H, N'(CH;),CH,CH,CH,-
N(CHs),), 4.13 (d, 4H, N"(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 4.20 (d, 4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br),
4.30 (bs, n-4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N(CH3),), 6.12 (m, 2H, N"(CH;),CH,CH=CH-CH,Br),
6.49 (m, 2H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br) and 6.56 (bs, n-:2H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CH;),)
ppm.
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Tabelle 20: Verwendete Substanzen, Mengen und Bedingungen der bei der Endgruppen-Modifizierung
von PBI mit DBB erfolgten Reaktionen sowie Aufarbeitungen.

Polymer

Polymer

Polymer-Losung

PBI als Edukt mit Amin-
Endgruppen

m

[gl]

n

[mmol]

VMeOH
[mL]

DBB-Losung

DBB zur Endgruppen-
Modifizierung

(M =213.91 g/mol)

n VMeOH

m[g] [mmol|

[mL]

Reaktionsbedingungen

+
Aufarbeitung

Br-PBIgloo-Br

Br-PBIl3800-Br

BI‘-PBIgzoo-BI'

BI‘-PBIgéoo-Br

BI'-PBI7000-BI'

BI'-PB15700-BI'

Br-PBI3100-Br

Br-PBlssoo-Br @

Br-PBlggop-Br ¥

PBI-1

PBI-3

PBI-4

PBI-5

PBI-6

PBI-7 +
PBI-8

PBI-9

PBI-10

PBI-11

0.25

21.41

56.08

59.70

21.00

49.00

32.78

10.65

24.27

0.04

1.53

7.58

8.78

5.53

14.41

25.22

5.33

12.14

20

750

1500

1500

120

900

300

0

0.52 241

4.82 22.53

13.25  61.92

13.59  63.51

1320 61.71

31.02 145.01

41.20 192.60

4.49 20.99

1320  61.71

30

100

200

250

300

400

460

150

300

Rii.: 1 hbei 0 °C,
24 h bei 20 °C,
Fa.: 175 mL Et,O
L6.: 6 mL H,O
Ext.: 3-20 mL
Rii.: 1 hbei 0 °C,
24 h bei 50 °C,
L6.: 350 mL H,O
Ext.: 5400 mL Et,O
Ri.: 1 hbei 0 °C,
24 h bei 50 °C,
L6.: 300 mL
Ext.: 5-:300 mL Et,O
Ri.: 1 hbei 0 °C,
24 h bei 50 °C,
L6.: 300 mL H,O
Ext.: 5-:300 mL Et,O
Rii.: 1 hbei 0 °C,
16 h bei 20 °C,
L6.: 300 mL H,O
Ext.: 5-:300 mL Et,0O
Rii.: 2 hbei 0 °C,
20 h bei 20 °C, Lo.:
300mL H,O
Ext.: 5-:300 mL Et,0O
Ri.: 1 hbei 0 °C,
16 h bei 20 °C,
Lo6.: 330 mL H,O
Ext.: 5-:350 mL Et,O

Rii.: 24 h bei 20 °C
L6.: 150 mL H,O
Ext.: 6-:300 mL Et,O

Rii.: 24 h bei 60 °C

L6.: 150 mL H,O
Ext.: 6-:300 mL Et,O

In der Tabelle verwendete Abkiirzungen und deren Aufschliisselung: MeOH = Methanol, H,O = bidestilliertes Wasser, Et,0
= Diethylether, Fa. = Féllung, Rii. = Riihren, L6. = l6sen, Ext. = Extraktion. a) Die gekennzeichneten Polymere sind im

Rahmen der Masterarbeit von Johanna Petranowitsch entstanden.
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6.5.1.5 Modifizierung der Endgruppen von Br-PBI-Br mit DMAP-MAA

Vor der eigentlichen Reaktion wurden N-[3-(Dimethylamino)propyl]methacrylamid (DMAP-MAA)
unter Lichtausschluss im Vakuum (130 °C, ~200 mbar) frisch destilliert. Alle Arbeiten mit DMAP-

MAA wurden, so weit moglich, unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die verwendeten

Reaktionsbedingungen und Mengen sind in Tabelle 21 angegeben.

Tabelle 21: Verwendete Substanzen, Mengen und Bedingungen der bei der Endgruppen-Modifizierung
von PBI mit DMAP-MAA erfolgten Reaktionen sowie Aufarbeitungen.

Polymer Polymer-Losung DBB-Ldésung Aufarbeitung
PBI als Edukt mit Brom- DMAP-MAA zur
Endgruppen Endgruppen-
Modifizierung
(M =170.25 g/mol)
Polymer m n Vmeon | m[g] n VMeon
lg]  [mmol] [mL] [mmol] [y |
MAA- Br- 7.82 1.4 150 7.82 459 50 Fa.: in 300 mL Et,O
PBlsyp- | PBlssoo- L6.: 50 mL MeOH
MAA ¥ Br
MAA- Br- 6.58 0.8 250 6.58 38.6 50 F4.: in 400 mL Et,O
PBIo;00- PBIgogo- L6.: 75 mL MeOH
MAA ¥ Br?

In der Tabelle verwendete Abkiirzungen und deren Aufschliisselung: MeOH = Methanol, Et,0 = Diethylether, F&. = Fallung,
L6. = losen. a) Die gekennzeichneten Polymer sind im Rahmen im Rahmen der Masterarbeit von Johanna Petranowitsch
entstanden.

Zunichst wurde jeweils eine Polymer-Losung des Br-(PBI)-Br, inklusive einer Spatelspitze BHT, und
DMAP-MAA-Losung mit Methanol hergestellt und fiir jeweils 30 min im Eisbad unter
Argonatmosphire auf 0 °C abgekiihlt. Nun wurde die Polymer-Losung schnellst mdglich unter
starkem Riihren zu der DMAP-MAA-L6sung gegeben, 30 min bei 0 °C nachgeriihrt und anschlieSend
weitere 120 h bei 45°C unter Argonatmosphédre geriihrt. Die Losungen wurden am
Rotationsverdampfer bei 40 °C (~300 mbar) bis zur leichten Triilbung des Reaktionsgemischs
eingeengt und dann im 5-fachen des eingeengten Volumens in Diethylether iiber Nacht bei 4 °C gefallt
(F4.). Der Uberstand wurde vom ausgefillten Produkt mittels einer Pipette abgetrennt und wieder in
Methanol gelost (L6.). Die Féllung wurde weitere 3-mal unter analogen Bedingungen wiederholt.
AbschlieBend wurde das Produkt im Vakuum getrocknet.

Das Molekulargewicht M,, der beidseitig DMAP-MAA-terminierten PBI (MAA-(PBI),-MAA) wurde
aus den 'H-NMR-Spektren ermittelt und ist als Index x jeweils angegeben. Die 'H-NMR-Spektren der
einzelnen Polymere sind in Abbildung 25 (Seite 54) und im Anhang (sieche Abbildung 111; Seite 203)

dargestellt.

"H NMR MaA-(PBI9200}-MaA 1St im Folgenden exemplarisch angegeben (D,0O, §): 1.98 (s, 6H, -NH-CO-
C(=CH,)(-CH3)), 2.15 (m, 4 H, N'(CH;), CH,-CH,CH,-NH-CO-C(=CH,)(-CH3)), 2.50 (bs, n-2H,
N'(CH;),CH,CH,CH,N"(CH3),), 3.16-3.38 (bs n-12H, N'(CHs),), 3.55 (bs, n-4H, N"(CH;),CH,CH,-
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CH,N(CHs),), 4.28 (bs, n-4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CHj;),), 6.54 (bs, n-2H, N'(CH;),CH,-
CH=CH-CH,N"(CHs),) und 5.54-5.77 (m, 4 H, -NH-CO-C(=CH,)(-CH3)) ppm.

6.5.2 Sequentielle Synthesen verschiedener PBI-Spezies

6.5.2.1 Sequentielle Synthese von beidseitig mit Brom- oder Amin-terminierten 3,4en-
Ionenen

DBB (1.82 g, 8.5 mmol, 1 aq.) wurde in 20 mL Methanol und TMPDA (13.29 g, 102 mmol, 12 aq.) in
240 mL Methanol geldst. Die Losungen wurden im Eisbad unter Riihren auf 0 °C abgekiihlt. Unter
Argonatmosphére und starken Riihren, wurde die methanolische DBB-Losung mit einer Spritze
schnell (5 s) zu der methanolischen TMPDA-Ldsung gegeben. Nach dem Riihren fiir 1 h bei 0 °C und
23 h bei 25 °C, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (25 °C, 125 mbar) entfernt. Der
Riickstand wurde in 15 mL bidest. Wasser geldst und 5-mal mit 60 mL Diethylether extrahiert. Die
wassrige Phase wurde abschlieBend gefriergetrocknet. Die Ausbeute des hochviskosen Produktes
(Am-(PBI);-Am) betrug 60%.

Im zweiten Schritt wurde Am-(PBI);-Am (1.96 g, 4.1 mmol, 1 aq.) in 20 mL Methanol und DBB
(10.52 g, 49.2 mmol, 12 aq.) in 260 ml Methanol geldst. Die Losungen wurden im Eisbad unter
Riihren auf 0 °C abgekiihlt. Die erste Losung wurde nun unter Argonatmosphére und starkem Riihren
mit einer Spritze schnell (5 s) zu der DBB-Losung gegeben. Nach dem Riihren fiir 1 h bei 0 °C und
23 h bei 25 °C, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (25 °C, 125 mbar) entfernt. Der
Riickstand wurde in 15 mL bidest. Wasser gelost und 5-mal mit 60 mL Diethylether extrahiert. Die
wissrige Phase wurde abschliefend gefriergetrocknet. Die Ausbeute des viskosen Produktes betrug
83%. Die darauf folgenden Synthesestufen wurden mit einem analogen Protokoll durchgefiihrt, wobei
jeweils ein 12 molarer Uberschuss an DBB bzw. TMPDA verwendet wurde.

Erginzend wurde eine Syntheseroute, ausgehend von TMPDA, mit einem 12 molaren Uberschuss an
DBB, unter Anwendung des gleichen Protokolls durchgefiihrt. Die folgenden Schritte wurden analog
durchgefiihrt. Die Ausbeute der Produkte lag zwischen 70% und 90%.

Eine Ubersicht der synthetisierten Spezies und ihrer Eigenschaften ist in Tabelle 22 dargestellt.
Abbildung 64 bis Abbildung 77 im Anhang (Seite 179 bis 185) zeigen zudem die 'H-NMR-Spektren

der jeweiligen Verbindungen.

'H NMRs sind im Folgenden exemplarisch angegeben: '"H NMR von Am-(PBI)s¢-Am (DO, §): 1.95-
2.15 (bs, 4H, N'(CH3),CH,CH,CH,N(CHjs),), 2.21 (s, 12H, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CH3),), 2.41-2.45
(bs, 8.6:2H, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CH3),) and 4H, N"(CH;),CH,CH,CH,N(CH3),), 3.08-3.25 (bs,
8.6:12H, N'(CHs),), 3.32 (bs, 4H, N"(CH3),CH,CH,CH,N(CH3),, 3.46 (bs, 8.6:4H, N'(CH;),CH,CH,-
CH,N(CH3),), 4.10-4.25 (bs, n4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N'(CH3),), 6.40-6.50 (bs, n-2H,
N*(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CH;),) ppm. 'H NMR von Br-(PBI)¢-Br (D,0, §): 2.44 (bs, 6-2H,
N'(CH3),CH,CH,CH,N"(CH3),), 3.11-3.27 (bs, 6:12H, N'(CH),), 3.38-3.53 (bs, 6:4H, N'(CH;),CH,-
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CH,CH,N(CHs),), 4.06 (d, J = 7.3 Hz, 4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 4.13 (d, J = 7.3 Hz, 4H,
N'(CH3),CH,CH=CH-CH,Br), 4.23 (bs, 6-4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CHs),), 6.05 (bs, 2H,
N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 6.43 (bs, 2H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 6.50 (bs, 6:2H, N'(CHs),-
CH,CH=CH-CH,N"(CHj3),) ppm.

Tabelle 22: Analytische Daten, antimikrobielle Aktivitit (gegen Escherichia coli (E.c.), Staphylococcus

aureus (S.a.), Streptoccus mutans (S.m.)), Selektivitit (S = HC5¢/MIC) und himolytische Aktivitit fiir rote
Schweineblutzellen der sequentiell synthetisierten Br-(PBI),-Br und Am-(PBI),-Am Spezies.l7

Ziel End- n® M,” D" MIC® [ug/mL] s9 HC5,°
n gruppe [g/mol] E.c. S. a. S. m. E.c. S.a. S.m [ng/mL]
1 Br 1.1 598  1.05 5000 5000 5000 >8 >8 >8 >40000
2 Am 26 1027 1.04 >5000 2500 310 - >16  >129  >40000
3 Br 6.0 2279 1.07 2500 78 78 >16  >513  >513  >40000
4 Am 8.6 3083 1.11 >5000 310 160 - >129  >250  >40000
5 Br 137 4933  1.10 630 78 78 >63  >513  >513  >40000
6 Am 9.0 3215 1.15 5000 310 78 >8  >129  >513  >40000
1 Am 1.0 480 1.02 >5000 5000  >5000 - >8 - >40000
2 Br 3.0 1234 1.09 5000 630 78 >8 >63  >513  >40000
3 Am 51 1877 - >5000 2500 160 - >16  >250  >40000
4 Br 98 3571 1.07 630 78 78 >63  >513  >513  >40000
5 Am 7.6 2732 111 >5000 310 160 - >129  >250  >40000
6 Br 10.0 3666 1.10 630 78 78 >63  >513  >513  >40000
7 Am 6.6 2405 1.13 >5000 310 78 - >129  >513  >40000
8 Br 8.0 2959 1.12 630 78 78 >63  >513  >513  >40000

a) Polymerisationsgrad (n) und mittleres Molekulargewicht (M,,) wurden aus den Integralen der CH; Gruppen der quartiren
Ammoniumgruppe bei & = 3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im '"H NMR Spektrum mit einer
Standardabweichung unter 5%, berechnet. b) Der Polydispersititsindex (D) wurde aus GPC Messungen mit einer
Standardabweichung von unter 20%, berechnet. c¢) MIC steht fiir die minimal inhibierende Konzentration.
Wiederholungsmessungen des MIC resultierten immer im gleichen Wert. Jedoch liegt der wahre MIC zwischen dem
angegebenen Wert und dessen Halbierung. d) Die Selektivitdt S wurde aus dem HCso/MIC Verhéltnis berechnet. ¢) HCs,
steht fiir die hdmolytische Aktivitédt (50% der eingesetzten roten Schweineblutzellen wurden bei dieser Konzentration lysiert).
Die gemessene Standardabweichung des HCs, war nie iiber 15%.

6.5.2.2 Sequentielle Synthese von einseitig mit Dodecyl- und entgegengesetzt mit Brom-
/Amin-terminierten 3,4en-lonenen

N,N-Dimethyldodecylamin (DDA; 10 g, 47 mmol, 1 aq.) wurde in 200 mL und DBB (40.01 g,
187 mmol, 6 aq.) in 400 mL Methanol geldst. Die Losungen wurden im Eisbad unter Riihren auf 0 °C
abgekiihlt. Die DDA-Lsung wurde unter starkem Rithren mittels einer Spritze schnell (20 s) zu der
DBB-Losung gegeben. Nach dem Rithren fiir 1 h bei 0 °C und 23 h bei 25°C wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer (25 °C, 125 mbar) entfernt. Der Riickstand wurde in 120 mL
bidest. Wasser geldst und 5-mal mit 180 mL Diethylether extrahiert. Die wéssrige Phase wurde
gefriergetrocknet. Die Ausbeute des hochviskosen Produktes betrug 90 %.
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Im néchsten Schritt wurden 17.38 g des Produktes in 500 mL Methanol und 21.19 g TMPDA in
40 mL Methanol geldst. Die Losungen wurden im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt und schnell unter
starkem Riihren zusammengegeben. Die Reaktionsbedingungen und Aufarbeitungen verliefen analog
zum ersten Schritt. Jeder der folgenden Schritte wurde in gleicher Weise durchgefiihrt, wobei jeweils
ein sechsfacher molarer Uberschuss an DBB bzw. TMPDA eingesetzt wurde.

Eine Ubersicht der synthetisierten Spezies und ihrer Eigenschaften ist in Tabelle 23 dargestellt.
Abbildung 78 bis Abbildung 88 im Anhang (Seite 186 bis 191)zeigen zudem die 'H-NMR-Spektren

der jeweiligen Verbindungen.

'H NMR von Cj,-(PBI);s-Br (D,0, 8): 0.84 (bs, 3 H, N"(CH;),CH,CH,(CH,)sCHs), 1.26 (bs, 18H,
N'(CHj3),CH,CH,(CH,)oCHj3), 1.79 (bs, 2H, N'(CH3),CH,CH,(CH,),CH3), 2.43 (m, 3.5-2H, N'(CH3),-
CH,CH,CH,N"(CHj),), 3.04-3.25 (m, 3.5-12H, N'(CHs),), 3.263.50 (bs, 2H, N*(CH;),CH,CH,(CH,),-
CH; and 3.5-4H, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CHjs),), 4.03 (m, 4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 4.10
(m, 4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,Br), 4.21 (bs, 3.5-4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CHjs),), 6.03
(m, 2H, N'(CH,),CH,CH=CH-CH,Br), 6.40-6.50 (bs, 2H, N*(CH;),CH,CH=CH-CH,Br and 3.5-2H,
N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CH;),) ppm. 'H NMR of C,-(PBI);s-Am (D,O, §): 0.85 (bs, 3 H,
N'(CH3),CH,CH,(CH,)oCH;), 1.27 (bs, 18H, N'(CH;),CH,CH,(CH,),CHj3), 1.80 (bs, 2H, N'(CHjs),-
CH,CH,(CH,),CHj3), 2.01 (bs, 4H, N*(CH;),CH,CH,CH,N(CHjs),), 2.26 (s, 12H, N"(CH;),CH,CH,-
CH,N(CHs),), 2.47 (bs, 1.8-2H, N'(CH;),CH,CH,CH,N'(CH;), and 4H, N'(CH;),CH,CH,CH,-
N(CHj3),), 3.07-3.25 (bs, n:12H, N'(CHs),), 3.30-3.55 (bs, 1.8-4H, N'(CH;),CH,CH,CH,N"(CH3), and
4H, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CHs),), 4.10-4.27 (bs, 1.8-4H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N'(CHj3),),
6.39-6.5 (bs, 1.8-:2H, N'(CH;),CH,CH=CH-CH,N"(CHj3),) ppm.
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Tabelle 23: Analytische Daten, antimikrobielle Aktivitit (gegen E. coli (E.c.), S. aureus (S.a.), S. mutans
(S.m.)), Selektivitit (S = HCs5/MIC) und hiamolytische Aktivitit fiir rote Schweineblutzellen fiir
sequentiell synthetisierte C;,-(PBI),-Br/Am Spezies und Dodecyltrimethylammoniumchlorid DTAC."

Ziel End- n® M,” Dimere® MIC" [pg/mL] sY HCs, ©

n - gruppe [g/mol] [%o] E.c S. a. S. m. E.c S. a. S. m. [ng/mL]
0.5 Br 05 427 5 20 2 2 15 150 150 300
1.0 Am 1.0 563 9 78 10 2 9 70 350 700
15 Br 1.5 760 16 78 10 2 22 170 850 1700
20 Am 18 836 18 78 10 2 18 140 700 1400
25 Br 23 1047 8 39 10 2 41 160 800 1600
3.0 Am 27 1128 16 39 20 2 26 50 500 1000
35 Br 35 1463 3 78 20 2 69 270 2700 5400
40 Am 40 1601 2 39 10 2 77 300 1500 3000
45 Br 45 1787 27 78 10 2 44 340 1700 3400
50 Am 4.7 1845 4 39 20 2 197 385 3850 7700

55 Br 55 2148 20 78 10 2 128 1000 5000 10000
DTAC? 80 10 20 23 180 90 1800

a )Polymerisationsgrad (n) und mittleres Molekulargewicht (M,,) wurden aus den Integralen der CH; Gruppen der quartdren
Ammoniumgruppe bei & = 3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im '"H NMR Spektrum mit einer
Standardabweichung unter 5%, berechnet. b) MIC steht fiir die minimal inhibierende Konzentration.
Wiederholungsmessungen des MIC resultierten immer im gleichen Wert. Jedoch liegt der wahre MIC zwischen dem
angegebenen Wert und dessen Halbierung. ¢) Aus dem Endgruppenverhiltnis (Brom/Amin zu C12) im "H-NMR berechneter
Gehalt an Cy,-(PBI),-C,;, Spezies., d)Die Selektivitit S wurde aus dem HCso/MIC Verhéltnis berechnet. ¢) HCs steht fir die
hiamolytische Aktivitdt (50% der eingesetzten roten Schweineblutzellen wurden bei dieser Konzentration lysiert). Die
gemessene Standardabweichung des HCs, war nie iiber 15%. © Die gemessenen Werte waren hnlich zu literaturbekannten
Werten fiir DTAC® und DTAB®: 2% 2 (Dodecyltrimethylammoniumbromid).

6.5.2.3 Modifizierung von Br-(PBI)s-Br mit N,N-Dimethylalkylaminen

Br-(PBI)¢-Br (0.5 g, 0.4 mmol, 1 aq.) wurde in 15 mL und das N,N-Dimethylalkylamin (4.8 mmol,
12 aq.; C4, C6, C8, C10, C12, C16 Alkylamin) in 85 mL Methanol gelost. Die Losungen wurden im
Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurde die PBI-L&sung unter starkem Riihren mit einer
Spritze schnell (5 s) zu der N,N-Dimethylalkylamin-Losung gegeben. Nach dem Riihren fiir 1 h bei
0°C und 23 h bei 25 °C, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (25 °C, 125 mbar)
entfernt. Der Riickstand wurde in 20 mL bidest. Wasser geldst 5-mal mit 50 mL Diethylether
extrahiert und die wiéssrige Phase gefriergetrocknet. Die Ausbeute der festen, weillen Produkte lag
zwischen 57 % (C-(PBI)s-Ci6) und 89 % (C4-(PBI)s-C,).

Eine Ubersicht der synthetisierten Spezies und ihrer Eigenschaften ist in Tabelle 24 dargestellt.
Abbildung 89 bis Abbildung 94 im Anhang (Seite 192 bis 194)zeigen zudem die 'H-NMR-Spektren

der jeweiligen Verbindungen.

'H NMR von C¢-DBB-Cs (D,0, §): 0.93 (bs, 6H, N'(CH;),CH,CH,(CH,);CHs), 1.40 (bs, 12H,
N'(CH;),CH,CH,(CH,);CH), 1.83 (bs, 4H, N'(CH;),CH,CH,(CH,);CHs), 3.15 (bs, 12H, N'(CH;),),
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3.31-3.41 (bs, 4H, N+(CH3)2CH;CH2CHZN(CH3)2), 4.19 (bs, 6-4H, N+(CH3)2CH;CH:CH‘CH;'
N'(CHjs),), 6.50 (bs, 2H, N"(CH3),CH,CH=CH-CH,N"(CH;),) ppm.
Tabelle 24: Analytische Daten, antimikrobielle Aktivitit (gegen E. coli (E.c.), S. aureus (S.a.), S. mutans

(S.m.)), Selektivitit (S = HCs5y/MIC) und hamolytische Aktivitit fiir rote Schweineblutzellen fiir
C,-(PBI)4-C, Spezies.17

Endgruppe n” M,”  PDI” MIC? [pg/mL] sY HCs,”
[g/mol] E.c.c S.a S m E.c S. a. S. m. [ng/mL]
Cy 6.3 2201 1.08  >5000 310 20 - >129  >2000  >40000
Cs 6.5 2258 1.02 5000 78 5 >8 >513  >8000  >40000
Cs 6.7 2347 1.02 310 20 5 >129  >2000 >8000  >40000
Cio 6.4 2224 1.02 78 10 5 205 1600 3200 16000
Ci 62 2175 1.00 20 20 10 1025 1025 2050 20500
Cis 5.7 1997 1.04 160 40 20 8 33 65 1300

a) Polymerisationsgrad (n) und mittleres Molekulargewicht (M,) wurden aus den Integralen der CH; Gruppen der quartéren
Ammoniumgruppe bei § = 3.12-3.27 ppm, nach Normierung auf das Endgruppensignal, im '"H NMR Spektrum mit einer
Standardabweichung unter 5%, berechnet. b) Der Polydispersititsindex (D) wurde aus GPC Messungen mit einer
Standardabweichung von unter 20%, berechnet. ¢) MIC steht fiir die minimal inhibierende Konzentration.
Wiederholungsmessungen des MIC resultierten immer im gleichen Wert. Jedoch liegt der wahre MIC zwischen dem
angegebenen Wert und dessen Halbierung. d) Die Selektivitit S wurde aus dem HCsy/MIC Verhéltnis berechnet. ¢) Die
gemessene Standardabweichung des HCs, war nie iiber 15%.

6.5.2.4 Modifizierung von DBB mit N,N-Dimethylalkylaminen

DBB (0.35 g, 1.6 mmol, 1 aq.) wurde in 15 mL und das N, N-Dimethylalkylamin (9.8 mmol, 6 aq.; C6,
C10, C12 Alkylamin) in 300 mL Methanol gelost. Die Losungen wurden im Eisbad auf 0 °C
abgekiihlt. Anschlieend wurde die PBI-Losung unter starkem Riihren mit einer Spritze schnell (5 s)
zu der N,N-Dimethylalkylamin-Losung gegeben. Nach dem Riihren fiir 1 h bei 0 °C und 23 h bei
25 °C, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (25 °C, 125 mbar). Der Riickstand wurde in
ca. 10 mL Methanol aufgenommen und anschliefend in 300 mL Diethylether {iber Nacht bei -28 °C
Gefrierschrank gefillt. Die Féallung wurde weitere 2mal wiederholt. Anschliefend wurde das Produkt
im Vakuum getrocknet.

Eine Ubersicht der synthetisierten Spezies und ihrer Eigenschaften ist in Tabelle 25 dargestellt.
Abbildung 112 bis Abbildung 114 Anhang (Seite 204 bis 205) zeigen zudem die 'H-NMR-Spektren

der jeweiligen Verbindungen.

'H NMR von Cg-(PBI)s-C (Methanol-d, 8): 0.94 (bs, 2-3H, N"(CH;),CH,CH,(CH,);CHs), 1.40 (bs,
6-2H, N'(CH;),CH,CH,(CH,);CH3), 1.87 (bs, 2-2H, N'(CH;),CH,CH,(CH,);CH3), 2.51 (bs, 6-2H,
N'(CH;),CH,CH,CH,N"(CH3),), 3.27-3.33 (bs, 6:12H, N'(CHs),), 3.37 (bs, 2H, N"(CH;),CH,CH,-
(CH,);CH3), 3.57 (bs, 6-4H, N'(CH;),CH,CH,CH,N(CHjs),), 4.12-4.33 (bs, 6-4H, N'(CH;),CH,-
CH=CH-CH,N"(CHjs),), 6.48 (bs, 6:2H, N*(CH3),CH,CH=CH-CH,N"(CHj3),) ppm.
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Tabelle 25: Analytische Daten, antimikrobielle Aktivitit (gegen E. coli (E.c.), S. aureus (S.a.), S. mutans
(S.m.)), Selektivitit (S = HCs5/MIC) und hiamolytische Aktivitit fiir rote Schweineblutzellen fiir
C,-DBB-C, Spezies

Spezies MIC ® [pg/mL] s HCs,

E. c S. a. S. m. E. c S. a. S. m. [ng/mL]

Cs-DBB-Cq 5000 5000 1250 >8 >8 >32 >40000
C,0-DBB-C, 20.0 4.9 1.2 19 79 321 >385
C,-DBB-Cy, 2.4 4.9 0.31 49 24 337 >117

a) MIC steht fiir die minimal inhibierende Konzentration. Wiederholungsmessungen des MIC resultierten immer im gleichen
Wert. Jedoch liegt der wahre MIC zwischen dem angegebenen Wert und dessen Halbierung. b) Die Selektivitdt S wurde aus
dem HC5y/MIC Verhiltnis berechnet. ¢) Die gemessene Standardabweichung des HCs, war nie iiber 15%.

6.6 Herstellung von Netzwerken
6.6.1 Herstellung von Acrylat-Netzwerken auf Glasobjekttrigern

Fir die Herstellung der Losungen fiir Acrylatnetzwerke auf Glasobjekttragern, wurden die
Ausgangsstoffe entsprechend Tabelle 26 nacheinander in einem Zentrifugationsrohrchen eingewogen
und homogenisiert. AnschlieBend wurden je nach Netzwerktyp (Monomerlosung/Wasser, 2/1 und
1/1), die erhaltene Monomerldsung mit bidest. Wasser im Volumenverhiltnis von 2 zu 1 oder 1 zu 1

homogen vermischt.

Tabelle 26: Einwaagen bei der Herstellung von Losungen fiir Acrylatnetzwerke, mit 0 wt% (Referenz-
netzwerk), 2.5 wt% und 5 wt% PBI zur Vernetzung auf Glasobjekttrigern.

Netzwerklosung 0 wt% PBI 2.5 wt% PBI 5 wt% PBI
wt% m [g] wt% m [g] wt% m [g]
HEA 77.1 3.854 75.1 3.757 73.2 3.659
GDMA 22.0 1.101 21.5 1.073 20.9 1.046
Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat 0.5 0.025 0.5 0.025 0.5 0.025
Campherchinon 0.4 0.020 0.4 0.020 0.4 0.020
PBI 0 0 2.5 0.125 5.0 0.250

Fir die Vernetzung der hergestellten Netzwerklosungen, wurden anschlieBend jeweils 80 pL der
Losung auf eine mit Klebeband umrissene Raute (siche Abbildung 60) auf ecinem mit
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat ~ silanisierten Glasobjekttrager gegeben und homogen
ausgestrichen. Die Vernetzung der Netzwerke erfolgte in einer Polymerisationskammer (Heraflash

von Heraeus) fiir 4-180 s.

76 mm

£
16mm A ,f 26 mm
N
oy

26 mm

Abbildung 60: Darstellung der mit Adhiisiv beschichteten Fliche (gelb; A = 416 mm?) auf einem
Glasobjekttriger (hellgrau).
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6.6.2 Herstellung von PBI-Netzwerken (PBIN)

Zunichst wurde Tris(2-aminoethyl)amin (TREN) in bidest. Wasser geldst, um so 5 wt%ige und
10 wt%ige Stammlosungen herzustellen. Die Stammlosung wurde jeweils bei -28 °C gelagert. Mit
dem jeweiligen PBI wurden 40 wt%ige Losungen in bidest. Wasser hergestellt, welche jeweils am
selben Tag direkt zur Herstellung der Netzwerke genutzt wurden. Die beiden Ldsungen wurden
anschlieBend mit einem entsprechend angestrebten Verhéltnis, fir den dazugehorigen
Vernetzungsgrad zusammengegeben (die genauen Zusammensetzungen sind in Tabelle 27
angegeben). AbschlieBend wurde eine definierte Menge bidest. Wasser hinzugegeben, um einen
finalen PBI-Gehalt von 30 wt% in der Losung zu erhalten. Die erhaltene Losung wurde auf einem mit
Tesa praparierten Objekttrager (jeweils 100 pL, siche Abbildung 60) oder in eine Plastikschale
(300 uL, @ = 1.2 cm) appliziert und mindestens 24 h bei 20 °C ruhen gelassen. Es wurden triibe,

sprode Proben erhalten.

Tabelle 27: Genaue Zusammensetzungen fiir die verschiedenen hergestellten PBIN mit ihren jeweilig
berechneten molaren NH,/Br-Endgruppenverhiltnis fiir drei verschiedene PBI. In allen Fillen betrug das
verwendete Volumen der PBI-Stammlosung (40 wt%, p= 1.12 g/mL) jeweils 500 pL.**® Fiir die
Vernetzung von PBls;o und PBI;4 wurde eine S wt% TREN-Losung (p = 0.98 g/mL) sowie die 10 wt%
TREN-Losung (6 = 0.98 g/mL) fiir PBI;;( verwendet.

PBI V TREN Losung [ML] V. ater (ML molares NH,/Br Endgruppenverhiltnis
PBL, 73 115 1.02
82 106 1.14
93 96 1.29
101 87 1.41
110 79 1.53
120 69 1.67
PBL 109 80 1.39
117 72 1.50
123 66 1.57
127 63 1.62
131 58 1.68
134 56 1.71
136 53 1.74
138 52 1.76
PBL 94 94 1.48
100 89 1.57
110 79 1.72
116 73 1.82
121 68 1.90
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6.6.3 Herstellung von interpenetrierenden Hydrogelen (IPH)

Die Monomerlosungen (siehe Tabelle 28) fiir interpenetrierende Hydrogele wurden durch homogenes
Mischen von 2-Hydroxyethylacrylat (HEA), dem Vernetzer Glyceroldimethacrylat (GDMA), bidest.
Wasser, Ethyl-4-(dimethylamino) benzoat und Campherchinon in 50 mL Zentrifugationsrohrchen
hergestellt. Das Mischen erfolgte auf einem Vortex-Schiittler oder auf einer Magnetriihrplatte unter
Lichtausschluss (einwickeln des Rohrchens in Alufolie) nach jeder Chemikalienzugabe, bis eine
Losung erhalten wurde. Die Losungen wurden unter Lichtausschluss bei 4 °C gelagert. Das jeweilige
PBI-Netzwerk (10-100 mg) wurde in ein Schnappdeckelglas oder in eine Petrischale mit
Monomerlosung (250-fach des PBIN-Gewichts) gegeben und unter Lichtausschluss fiir 24 bei 20 °C
gelagert. AnschlieBend wurden die gequollenen Netzwerke aus den Monomerlésungen entnommen,
auf dem Netzwerk befindliche Monomerlosung wurde mit einem fusselfreien Tuch entfernt, das
Netzwerk wurde gewogen, um den PBI-Gehalt zu berechnen, anschlieBend fiir 3-180s in einer
Polymerisationskammer (Heraflash) polymerisiert und bei Raumtemperatur im Abzug getrocknet.

Firr die Herstellung der PHEA-Referenznetzwerke wurden die Monomerldsungen direkt in eine

Plastikschale (300 uL, @ = 1.2 cm) appliziert und analog polymerisiert.

PBI — Gehalt [wt%] = TEBI

Mgequollenes Netzwerk "M H20 in gequollenen Netzwerk

Tabelle 28: Einwaagen der hergestellten Monomerlosungen, mit verschiedenen Mengen des Vernetzers
GDMA *

Monomerlésung 1 wt% GDMA | 2 wt% GDMA | 3 wt% GDMA | 5 wt% GDMA
wt% mg] | wt% m[g] | wt% m[g] | wt% m[g]
HEA 98.1 21.582| 98.1 21.582| 96.1 21.142| 94.1 20.702
GDMA 1 0.220 1 0.220 3 0.660 5 1.100
Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat 0.5 0.110 0.5 0.110 0.5 0.110 0.5 0.110
Campherchinon 0.4 0.088 0.4 0.088 0.4 0.088 0.4 0.088
bidest. H,O : Monomere + Initiatoren | 1:1 1:1 1:1 1:1

bidest. H,O 22.000 22.000 22.000 22.000

Monomerlésung 10 wt% GDMA | 15 wt% GDMA | 20 wt% GDMA

wt% m [g] wt% m [g] wt% m [g]
HEA 89.1 19.602 | 84.1 18.502| 79.1 17.402

GDMA 10 2.200 15 3.300 20 4.400
Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat 0.5 0.110 0.5 0.110 0.5 0.110

Campherchinon 0.4 0.088 0.4 0.088 0.4 0.088
bidest. H,O : Monomere + Initiatoren | 1:1 1:0.75 1:0.75
bidest. H,O 22.000 16.500 16.500
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Anhang

9 Anhang

9.1 Daten-Tabellen

9.1.1 Daten Tabellen der PBI aus Polyaddition

Tabelle 29: Antimikrobielle Aktivitit in Form des MIC gegeniiber den Bakterienstimmen E. coli (E.c.),
S. aureus (S.a.), P. aeruginosa (P.a.), S. mutans (S.m.) und S. epidermidis (S.e.) sowie der
Himokompatbilitiit (HCs)) gegeniiber roten Schweineblutzellen fiir die synthetisierten PBI mit
beidseitigen Brom (Br-PBI-Br) oder Methacrylat (MAA-PBI-MAA) Endgruppen.

HCs
MIC [pg/mL] ¥ [ng/mL]
Polymer E.c. S.a. P.a. S.m. S.e.
Br-(PBl;ss00)-Br 39.1+£02  19.5+0.1 9.8+0.1 >40100
Br-(PBlggg0)-Br 39.1+£03  39.1+0.2 9.8+0.1 >40050
Br-(PBI,3500)-Br 39.1£02  39.1+02 19.5+0.1 >40005
MAA-(PBIs;00)-MAA  1563+1.1  78.1+0.6 19.5+0.1 >40000
MAA-(PBlyyp0)-MAA ~ 78.1+0.6  39.1+0.3 9.8+0.1 >39950
Br-(PBlj0)-Br 391400 651+225 295+129 146+84  49+0.0 >54850
Br-(PBls7o0)-Br 5214225 684+194 2924135 14756  50+02 >51800
Br-(PBlgg)-Br 58.6+27.6 651+225 395+03 163+56 5737 >52000

a) Die Werte wurden mindestens doppelt bestimmt und der Fehler wird in Form der Standardabweichung angegeben. Jedoch
liegt der wahre MIC zwischen dem angegebenen Wert und der halben Konzentration. b) Die Lyse der roten
Schweineblutzellen war bei allen angegebenen Polymerkonzentrationen <1%.

Tabelle 30: Berechnete Selektivitiiten der synthetisierten PBI mit beidseitigen Brom (Br-PBI-Br) oder
Methacrylat (MAA-PBI-MAA) Endgruppen.

Selektivitiit (HCs/MIC)”

Polymer E.c. S.a. P.a. S.m. S.e.
Br-(PBlss00)-Br >1026 >2056 >4092
Br-(PBlggq0)-Br >1024 >1024 >4087
Br-(PBI;3500)-Br >1023 >1023 >2052

MAA-(PBIls700)-MAA >256 >512 >2051

MAA-(PBly00)-MAA >512 >1022 >4077
Br-(PBI;¢0)-Br >1403 >843 >1857 >3757 >11186
Br-(PBls7q0)-Br >994 >747 >1774 >3525 >10319
Br-(PBl;gq0)-Br >887 >799 >1318 >3190 >9091

a) Die Selektivitdt S wurde aus dem HC5y/MIC Verhiéltnis berechnet.
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9.1.2

Tabellen der PBIN

Tabelle 31: Quellgrade eines PBI;y-Netzwerkes mit einem molaren NH,/Br-Endgruppenverhiiltnis von

1.51 nach verschieden Tagen als Vernetzungsdauer.

Netzwerk mit PBI,

NH,/Br ¥ Vernetzungsdauer [d] Quellgrad in H,O (2 h)
1.51 1 70.0+ 1.6
2 70.0 +£2.0
3 71.5+1.1
4 71.5+£1.5
@ 70.6 + 1.7
a) Molares Verhéltnis der NH,/Br-Endgruppen.
Tabelle 32: Quellgrade unterschiedlicher PBIN mit verschiedenen molaren NH,/Br-

Endgruppenverhiltnissen der Polymere Br-PBl;;4-Br, Br-PBls;o0—Br und Br-PBl;y—-Br nach 2 h in
bidest. Wasser. Zudem ist der Quellgrad von PBINs;y in einer wiissrigen HEA-Monomerlosung mit
1 wt% GDMA als Vernetzer nach 24 h und auf dessen Basis, der berechnete Anteil von PBI im IPH,

angegeben.z‘“’
Netzwerke mit Netzwerke mit Netzwerke mit Br-PBls;y-Br
BI'-PBI3100-BI' BI'-PBI7000-BI'
NH,/Br me) in | NH,/Br me) in H,O | NH,/Br me) in Gelgehalt © Qn " in Anteil an
2 H,O a @2h) ” H,0 [Wt%] Monomer- |PBIim IPH
. d
Q2h) Q2h) losung ) [Wt%] €)
(24 h)
1.02  589+53( 148 1342 +8.2 1.39 742+1.6
1.14 455+1.1| 1.51 70.8+2.6 1.50 403+15 746+12 25.6+0.9 7.8+0.3
129 204+20( 1.57 582+ 1.8 1.57 51.8+0.7 70.7+0.6 32.1+0.7 6.2+0.1
141 299+1.0| 1.72 689+2.4 1.62 658+25 67.0+14 43.8+0.8 4.6+0.1
1.53 583+3.1| 1.82 95.4+45 1.68 91.2+0.5 67.3+1.8 56.9+2.1 35+0.1
1.67 116.7+6.8] 190 1350+11.9 1.70 119.7+55 682+23 74.5+34 27+0.2
2.04 177.3+£27.3| 1.74 133.84+4.1 62.1+£34 80.6+2.5 2.5+0.1
1.76  173.5+6.8

a) Molares Verhiltnis der NH,/Br Endgruppen zueinander. b) Massebezogener Quellgrad Q, als Verhéltnis des
Ausgangsgewichts und des Gewichts der gequollenen Probe. Die Messungen wurden als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt
und der Fehler stellt die Standardabweichung dar; c¢) Zur Bestimmung des Gelgehaltes wurden die Netzwerke jeweils 5-
Waschzyklen unterzogen. Der Gelgehalt ergibt sich als Quotient vom Gewicht des getrockneten Netzwerkes nach der
Quellung zum trockenen PBI vor Beginn der gesamten Prozedur; d) Als Monomerldsung wurde eine wéssrige HEA-Losung,
mit 1 wt% GDMA als Vernetzer sowie Photoinitiatoren eingesetzt (Details, siche Tabelle 28; Seite 145) e) Der Anteil an PBI
im IPH wurde aus dem Quellgrad nach 24 h vor der Photovernetzung berechnet.
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9.1.3 Abbildungen und Tabellen der IPH

Tabelle 33: Optisches Erscheinungsbild und massebezogener Quellgrad (Q,,) nach 72 h in Wasser fiir
PHEA-Netzwerke mit verschiedenen GDMA-Vernetzer-Gehalten (Detaillierte Zusammensetzung siehe
Tabelle 28; Seite 145).

Netzwerk GDMA? Q.. in bidest. H,O Material Material
[wt%] trocken gequollen
PHEA(;, 1 5.6+0.1 transparent klar transparent
PHEA; 2 44+02 transparent klar transparent
PHEA 3 3 39+0.1 transparent klar transparent
PHEA s 5 32+0.1 transparent klar transparent
PHEA 4, 10 2.7+£0.2 transparent opak
PHEA ;5 15 2.2+0.1 transparent, mit weil} opak
leichter Triibung
PHEA 59 20 2.0+0.1 opak weil} opak

a) Massebezogener Gehalt des Vernetzers (GDMA) in Bezug auf HEA.

Tabelle 34: Gelgehalt und Quellgrades in bidest. Wasser nach 72 h fiir die Netzwerke PHEA, IPH, 5, und
IPH; 50 mit 1 wt%, 3 wt% und 5 wt% GDMA als Vernetzer. Zudem wurden durch mechanische
Messungen das E-Modul (1 Hz) mittels DMA, die maximale Zugspannung (6,,,,) mittels Zugpriifung und
die Zugdehnung bei 6,,,, mittels Zugpriifung fiir die Netzwerke PHEA, IPH, 5, und IPH, 5y mit 1 wt%,
3 wt% und 5 wt% GDMA als Vernetzer ermittelt.”**

GDMA | o Quellgrad Gelgehalt” ,E_MOdUIC) Zu;;g::ﬁ:zgc) Zug.dehnu(:l e’
[Wt%] etzwer 0,” [Wt%] bei 1 Hz [MPa] o [MPa] bei 6. [%0]
1 PHEA, 5.6=0.1 86+ 1 0.64 £ 0.01 0.29£0.01 463 £ 70
1 IPN; 740y 5.6%0.2 88 +1 0.96+0.19 0.29 £0.06 474 £ 55
1 IPN;soq)y 7.3+£02  88+1 0.93+0.14 0.38 +0.03 432 + 40
3 PHEA;  3.9+0.1 92+1 0.94 +0.02 0.28 £0.04 243 + 57
3 IPN; 743y 3.9£0.1 91£2 1.28+0.16 0.38 £ 0.05 235+ 16
3 IPN; 503 53+0.2 93 +1 1.01 +£0.01 0.42 £ 0.01 211+9
5 PHEAs 3.2+0.1 93+1 0.89+0.11 0.35+£0.03 19245
5 IPN; 745 3.4%0.1 93+1 0.98+£0.13 0.39+0.01 180+9
5 IPN; 505y 4.0+0.1 92 +1 1.34+0.16 0.42 +0.00 172 £ 12

a) Massebezogener Quellgrad Q,, als Verhéltnis des Ausgangsgewichts und des Gewichts der gequollenen Probe. Die
Messungen wurden als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und der Fehler stellt die Standardabweichung dar; b) Zur

Bestimmung des Gelgehaltes wurden die Netzwerke jeweils 5-Waschzyklen unterzogen. Der Gelgehalt ergibt sich als

Quotient vom Gewicht des getrockneten Netzwerkes nach der Quellung zum trockenen PBI vor Beginn der gesamten
Prozedur; c¢) Die Messungen der Netzwerke erfolgten im trocknen (nicht gequollenen) Zustand und wurden als dreifach-

Bestimmung durchgefiihrt. Der Fehler stellt die Standardabweichung dar.
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Abbildung 61: a) REM-Aufnahme inklusive EDX Linescan fiir Brom, fiir ein in Stiicke zerkleinertes
IPH, 591)-Netzwerk (helle Bereiche), welches in ein reines PHEA ;)-Netzwerk (dunkle Bereiche) eingebettet

ist. b) TEM-Aufnahme und EDX-Elementaranalyse des hellen sowie dunklen Bereichs, eines IPH 59
Netzwerkes nach 7 Tagen Waschung.

Tabelle 35: Standardelementaranalyse mit REM-EDX an trockenen IPH, 744, und IPH, 50, nach 7 Tagen
Waschung in Wasser. Aufierdem ist das berechnete, molare Verhiltnis von HEA- und PBI-Einheiten

sowie der PBI-Gehalt im IPH angegeben.***

REM-EDX molares Verhiltnis " PBI® im IPH
Netzwerk o
C [at.%] O [at.%)] Br [at.%] HEA [mol%] PBI [mol%] [wt.%]
IPH, 740 64.41 35.47 0.12 99.5 0.5 1.4
IPH, 5001 64.82 34.68 0.50 98.0 2.0 5.6

a) Wiederholungen der Messungen der Standardelementaranalyse ergaben stets den gleichen Wert, b) Das molare Verhéltnis
von HEA- und PBI-Einheiten wurde basierend auf dem Brom zu Kohlenstoff Verhiltnis berechnet; ¢) Der PBI-Gehalt wurde
basierend auf molaren Verhiltnis der PBI- und HEA-Einheiten berechnet.
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Tabelle 36: Konzentrationen verschiedener PBIs;—Losungen in bidest. Wasser und deren mittels UV/Vis
bei 501 nm (25 °C) gemessenen Extinktionen, nach Durchfiihrung der in Abbildung 49a (Seite 94) und
Abschnitt 6.3.1 (Seite 121) beschriebenen Prozedur.?* Erginzend sind Fotos der Riickstinde mit ihrer
Bewertung (v' = rot, erkennbarer Riickstand; X = keiner erkennbarer roter Riickstand) vor dem Losen

mit CTAC dargestellt.

¢ (PBlsyo) [ng/mL] Extinktion bei 501 nm

Foto der Rickstinde vor losen mit CTAC

781

391

195

98

49

24

1.2290+ 0.0490

0.5586+0.0441

0.1856+0.0217

0.0362+ 0.0038

0.0059+ 0.0010

0.0029 1+ 0.0002

v

v

X

a) Alle Messungen wurden mindestens als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt und der Fehler ist in Form der

Standardabweichung angegeben.
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Tabelle 37: Ermittelte Konzentrationen an PBI im Waschwasser (40 mL je Reihe) des jeweiligen Tages
der Netzwerke IPH, 74;) und IPH, 50 (Probe/Wasser = 1/24) fiir Waschungen bei 37 °C. Die Proben
wurden zuvor in die fiir antimikrobielle Tests verwendete Grofie zurechtgeschnitten. Der Wechsel des
Wassers erfolgte tiglich, im 24 h Takt. Die Konzentrationen wurden nach der in Abbildung 49a (Seite 94)
und Abschnitt 6.3.1 (Seite 121) Prozedur ermittelt.***

Netzwerk IPH, 7401 IPH, 5001
m py [mg] 1650 1650
cpg; im Wasch- cpgr im Wasch- cpp; im Wasch-
Tag wasser [ug/mL]” Tag wasser [pug/mL]” Tag wasser [ug/mL] "
1 160.0 1 160.0 15 5.0
2 40.0 2 60.0 16 5.0
3 20.0 3 30.0 17 5.0
4 5.0 4 20.0 18 5.0
5 2.5 5 15.0 19 5.0
6 2.5 6 10.0 20 5.0
7 <25 7 7.5 21 5.0
8 <25 8 5.0 22 5.0
9 <25 9 5.0 23 5.0
10 <25 10 5.0 24 5.0
11 <2.5 11 5.0 25 5.0
12 <2.5 12 5.0 26 5.0
13 5.0 27 5.0
14 5.0

a) Alle Messungen wurden mindestens als dreifach-Bestimmung durchgefiihrt.
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Tabelle 38: Aus den ermittelten Waschwasserkonzentrationen der bei 37 °C gewaschenen IPH, 5,

Netzwerke berechneten Massen an PBI im Waschwasser und der PBI-Gehalte im IPH.

Netzwerk

m py [mg]

a) Aus der PBI-Konzentration berechnete Masse (mpp;= Cppi in Waschwasser
Berechneter Gehalt an PBI im IPH, basierend auf dem Ausgangsgehalt und berechneten Masseverlust an PBI durch die

Waschung.

IPH, 5001)
1650 (= 91 mg PBI)
Tag Mpg; im PBI im IPH Tag Mpg; im PBI im IPH
Waschwasser [wt%] ™ Waschwasser [Wt%]
[mg] ¥ [mg] ¥
0 - 5.50 14 0.2 4.68
1 6.4 5.11 15 0.2 4.67
2 2.4 4.97 16 0.2 4.66
3 1.2 4.90 17 0.2 4.65
4 0.8 4.85 18 0.2 4.64
5 0.6 4.81 19 0.2 4.62
6 0.4 4.79 20 0.2 4.61
7 0.3 4.77 21 0.2 4.60
8 0.2 4.76 22 0.2 4.59
9 0.2 4.74 23 0.2 4.58
10 0.2 4.73 24 0.2 4.56
11 0.2 4.72 25 0.2 4.55
12 0.2 4.71 26 0.2 4.54
13 0.2 4.70 27 0.2 4.53

Vwaschwasser) @ PBI im Waschwasser; b)
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Tabelle 39: Ermittlung der Bakterienbeladung auf der jeweiligen Netzwerkoberfliche durch Auszihlung
der Bakterien in REM-Aufnahmen und der Aufnahmen mittels Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) nach
Anfirbung mit Live/Dead-Kit (Syto/PI). Die Aufnahmen erfolgten fiir die Beladung der Netzwerke mit
jeweils 2-10° Zellen/cm* aus PBS fiir verschiedene Waschzyklen und verschiedene Bakterienstimme

(S. aureus (S.a.), E. coli (E.c.), P. aeruginosa (P.a.)).

Netzwerk Waschzyklen ® Bakterien- REM " LSM LSM
stamm [Zellen/cm?] Syto-Mode PI-Mode ¥
[Zellen/cm?] [Zellen/cm?]
PHEA;, ¥ 0 E.c. 9.8:10° - -
6 E.c. 4.4-10° 8.5:10" 8.5-10*
0 S.a. 2.5-10°
6 S.a. 2.0-10° 1.2:10° 1.6-10*
0 P.a. 5.5-10° - -
20 P.a. 5.1-10° - -
IPH, 501, " 0 E.c. 5.3-10° - -
6 E.c. 2.1-10° 4.4-10° 3.2-10°
0 S.a. 3.5-10° - -
6 S.a. 1.0-10° 5.9-10* 6.9-10*
0 P.a. 8.3-10° - -
9 P.a. 2.0-10° - -
20 P.a. 7.4-10" - -

a) Nach der Applikation der Bakteriensuspension auf den Netzwerken sowie der Adhérierung der Bakterien, wurden die
Proben analog zu Prozedur in Abbildung 53 (Seite 102) prépariert, durch 10-maliges wippen mit gefolgtem
Néhrboullionwechsel (15 mL) je Waschzyklus behandelt; b) Die Berechnung erfolgte aus dem Quotienten der ausgezéhlten
Bakterien und der dazugehdrigen ausgezdhlten Fliche; ¢) SYTO farbt alle lebenden und toten Bakterien an; d) PI
(Propidiumiodid) farbt ausschlieBlich tote Bakterien an; Fiir die Untersuchungen wurden ungewaschene PHEA Netzwerke
verwendet; f) Fiir die Untersuchungen wurden 7 Tage bei Raumtemperatur gewaschene und anschlief0end getrocknete

IPH, s50(1) eingesetzt.
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S. aureus E. coli P. aeruginosa

Abbildung 62: Typische REM-Aufnahmen von auf IPH,; -Netzwerken mit Glutaraldehyd
priparierten Bakterien (a-f) und auf PHEA nach der reguliren Applizierung fiir eine antimikrobielle
Untersuchung adhérierten Bakterien (g-i) fiir verschiedene Bakterienstimme (S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa); In g-i, kennzeichnen die gelben Kreise einzelne Bakterien bzw. Bakterienanhiiufungen.
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Tabelle 40: Ermittlung der Bakterienbeladung auf der jeweiligen Netzwerkoberfliche durch Auszihlung
der Bakterien in REM-Aufnahmen, nach Beladung der Netzwerke mit jeweils 2-10° Zellen/cm* aus PBS
fiir verschiedene Bakterienwaschzyklen und verschiedene Bakterienstimme (S. aureus (S.a.), E. coli (E.c.),
P. aeruginosa (P.a.).

Netzwerk Bakterien-  Bakterien-  ausgeziihlte ausgezihlte Zellen/cm?® Reduktion
waschzyklusa) stamm Zellen Flache [em?] auf [%] 9
PHEA 0 E.c. 205 0.00021 9.76-10°
(ungewaschen) 6 Ec. 92 0.00021 4.3810° 44.9
0 S.a. 519 0.00021 2.47-10°
6 S.a. 418 0.00021 1.99-10° 80.5
0 P.a. 154 0.00028 5.50-10°
20 P.a. 126 0.00025 5.14-10° 93.5
IPH, s001) 0 E.c. 184 0.00035 5.26:10°
(7 Tage bei RT 6 Ec. 73 0.00035 2.09-10° 39.7
gewaschen)
0 S.a. 1224 0.00035 3.50-10°
6 S. a. 358 0.00035 1.02-10° 29.5
0 P.a. 290 0.00035 8.29-10°
9 P.a. 71 0.00035 2.03-10° 24.5
20 P.a. 31 0.00042 7.38-10° 8.9

a) Nach der Applikation der Bakteriensuspension auf den Netzwerken sowie der Adhérierung der Bakterien, wurden die
Proben analog zu Prozedur in Abbildung 53 (Seite 102) prépariert, durch 10-maliges Wippen mit gefolgtem
Néhrboullionwechsel (15 mL) je Waschzyklus behandelt; b) Die Auszédhlung der Bakterien erfolgte in mindestens 6 REM-
Aufnahmen je Probe; c) Die Fliche der ausgezidhlten REM-Aufnahmen wurde aufaddiert; ¢) Die Berechnung erfolgte aus
dem Quotienten der ausgezihlten Bakterien und der dazugehdrigen ausgezihlten Flache; d) Angegeben ist die Reduktion der
Bakterienbeladung [Zellen/cm?] des x-ten Bakterienwaschzyklus gegeniiber der Bakterienbeladung des 0-ten
Bakterienwaschzyklus.

Tabelle 41: Bakterienreduktion von adhirierten Bakterien auf in Wasser gewaschenen IPH, 74, (12 Tage
bei 37 °C) und IPH, 504y (27 Tage bei 37 °C) nach 3 h Inkubation bei 37 °C fiir E. coli, S. aureus und
P. aeruginosa. Die Bakterienanzahl auf PHEA(, als Referenz waren Folgende: E.coli in PBS
(3. £2.0)'10° Zellen/cm?, S. aureus in PBS (5.3 = 0.9)-10° Zellen/cm?, P. aeruginosa in PBS
(7.5 £9.0)-10° Zellen/cm? und S. aureus in RPMI, (2.7 + 2.3)-10° Zellen/cm?2.2*¢

Bakterienreduktion [log;y cfu/mL] 2
Netzwerk E. coli S. aureus P. aeruginosa S. aureus
in PBS " in PBS " in PBS " in RPMI ©
IPN, 7401 53+0.1 4.7+0.1 4.1+0.3 35+03
IPN| 5001 53+0.1 47+0.1 6.6 +0.6 52+0.2

a) Das jeweilige Netzwerk wurde jeweils in 1 mL Bakteriensuspension (10° Zellen/mL) im angegeben Inkubationsmedium
(PBS oder RPMI) fiir 3 h bei 37 °C inkubiert, 3 mal mit 1 mL PBS gewaschen, in 2 ml frischen PBS fiir 5-10 s im
Ultraschallbad behandelt, der Uberstand ausplattiert und nach der Inkubation bei 37 °C {iber Nacht wurden die
koloniebildenden Einheiten ausgezéhlt. Die log Reduktion der jeweiligen Proben wurde in Bezug auf analog behandelte
PHEA als Referenz berechnet. Alle Messungen erfolgten mindestens in Doppel-Bestimmung und die Fehler stellen die
Standardabweichung dar; b) Der pH-Wert des PBS betrug 7.0; ¢) Die Behandlung fand analog zu den Proben in PBS statt,
jedoch fand die Quellung und Inkubation abweichend in RPMI 1640 mit 10 % FCS als Medium statt.
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LSM: SYTO-Mode LSM: PI-Mode
PHEA;,
mit E. coli
IPHI.'M(I)
mit E. coli
PHEA;,

mit S. aureus

e 100 fen 100 pm

IPHI.'M(I)
mit S. aureus

100 pm 100 pm

Abbildung 63: Exemplarische Aufnahmen der Analysen mit dem Live/Dead-Kit angefirbten Netzwerke
mittels Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) im SYTO- und PI-Mode, am Beispiel von PHEA;, und
IPH, 741) nach 6 Waschzyklen fiir die Bakterienstimme E. coli oder S. aureus.
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Tabelle 42: Himokompatibilitit der gequollenen Netzwerke PHEA ), IPH, 74y und IPH, 50, gegeniiber
roten Schweineblutzellen nach 1 h bzw. 3 h Inkubationszeit sowie der CPD-Losungen, worin die
Netzwerke zuvor 64 h gequollen wurden (inkl. Quellgrad), nach jeweils 1 h Inkubationszeit.***

RBC Lyse [%] "
Netzwerk  Qm nCach 6:! h in Losung der 64 h Netzwerk
PD Quellung (3 h Inkubation)
(1 h Inkubation)
PHEA, 3.44+£0.06 0.48 £0.05 1.03+£0.15
IPH, 7401 3.67+£0.08 0.39+0.01 0.75+0.09
IPH, 5001 3.88+0.03 0.37+0.00 0.88 +0.37
PBIN; © 7.47£0.25 0.86 +0.01 0.95+0.16

a) Massebezogener Quellgrad Q,, als Verhéltnis des Ausgangsgewichts und des Gewichts der gequollenen Probe. Die
Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt und der Fehler stellt die Standardabweichung dar. b) Angegeben ist
der Grad die lysierten roten Schweineblutzellen nach einer Inkubationszeit von 1 h bzw. 3 h bei 37 °C und CPD-Puffer. Das
Gewicht der eingesetzten ungequollenen Netzwerke lag bei 50 mg; Das molare NH,/Br-Endgruppenverhiltnis betrug 1.50
und das Probengewicht lag bei 13 mg.
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9.2 '"H-NMR-Spektren
9.2.1
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"H-NMR-Spektren von PBI-Spezies durch sequentielle Monomerzugabe
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Abbildung 64: "H-NMR Spektrum von Br-(PBI), ;-Br. 1. Synthesestufe der beidseitigen Monomeraddition
ausgehend von TMPDA in D,0.
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Abbildung 65:

"H-NMR Spektrum von Am-(PBI),sAm.
Monomeraddition ausgehend von TMPDA in D,0.

2.

Synthesestufe

der

beidseitigen
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Abbildung 66: "H-NMR Spektrum von Br-(PBI)g(-Br. 3. Synthesestufe der beidseitigen Monomeraddition
ausgehend von TMPDA in D,0.
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Abbildung 67: "H-NMR Spektrum von Am-(PBI)s¢-Am. 4. Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von TMPDA in D,0.
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Abbildung 68: 'H-NMR Spektrum von Br-(PBI);;,-Br. 5. Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von TMPDA in D,O.
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Abbildung 69: "H-NMR Spektrum von Am-(PBI)op-Am. 6. Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von TMPDA in D,0.
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Abbildung 70: "H-NMR Spektrum von Am-(PBI);y-Am. 1.

Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von DBB in D,0.
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Abbildung 71: "H-NMR Spektrum von Br-(PBI); ,-Br. 2. Synthesestufe der beidseitigen Monomeraddition
ausgehend von DBB in D,O

182



| Br+ | -
NAIN AT i .
t o 3>
BI" 51 | T’ <|1 o
Am-(PBI)5 ;-Am i
q
v i
(%]
(o]
<

S0

I

HI®

-

07

—1.96

9.8 21.0 609 22 104 182 4011
[ — e 4 J 4 I
8!5 670 5|5 5|0 4.I5 4.|0 3‘|5 3.|0 2!5 2!0
Chemical Shift (ppm)
Abbildung 72: 'H-NMR Spektrum von Am-(PBI)s;-Am. 3. Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von DBB in D,O.
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Abbildung 73: '"H-NMR Spektrum von Br-(PBI), s-Br. 4. Synthesestufe der beidseitigen Monomeraddition
ausgehend von DBB in D,O.
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Abbildung 74: 'H-NMR Spektrum von Am-(PBI),;-Am. 5. Synthesestufe
Monomeraddition ausgehend von DBB in D,O.
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Abbildung 75: 'H-NMR Spektrum von
Monomeraddition ausgehend von DBB in D,0.
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Abbildung 76: "H-NMR Spektrum von Am-(PBI)¢e-Am. 7.

Synthesestufe der beidseitigen
Monomeraddition ausgehend von DBB in D,0.
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Abbildung 77: "H-NMR Spektrum von Br-(PBI)g-Br. 8. Synthesestufe der beidseitigen Monomeraddition
ausgehend von DBB in D,O.
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Abbildung 78: 'H-NMR Spektrum in

D,O von C-(PBI)ys-Br. 1.
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 79: 'H-NMR Spektrum in D,O von Cp-(PBI);-Am. 2. Synthesestufe der einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 80: "H-NMR Spektrum in D,0 von C-(PBI);s-Br. 3. Synthesestufe der -einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 81: '"H-NMR Spektrum in D,O von Cj,-(PBI);s-Am. 4. Synthesestufe der -einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 82: 'H-NMR Spektrum in D,O von C,-(PBI),s;-Br. 5. Synthesestufe der -einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 83: "H-NMR Spektrum in D,0 von C;,-(PBI);;-Am. 6. Synthesestufe der einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 84: 'H-NMR Spektrum in D,O von C,-(PBI);s-Br. 7. Synthesestufe

der einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 85: "H-NMR Spektrum in D,O0 von C;-(PBI)4-Am. 8. Synthesestufe der einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 86: 'H-NMR Spektrum in D,O von C,-(PBI),s-Br. 9. Synthesestufe der -einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 87: "H-NMR Spektrum in D,O von C-(PBI)j7-Am. 10. Synthesestufe der einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 88: 'H-NMR Spektrum in D,0 von C,-(PBI)ss-Br. 11. Synthesestufe der -einseitigen
Monomeraddition ausgehend von DDA.
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Abbildung 89: "H-NMR Spektrum von C4-(PBI)¢3-C,4 nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI) (-Br
mit N,N-Dimethylbutylamin in D,0.

"’.’\L"/\Nf ;’/""\/T R g A\'N:\\“’l/ % I
3 | Br n Br‘ ;
Cs-(PBl)s.5-Ce
3 -
b
5
I

5.0 4.5 4.0 3.5
Chemical Shift (ppm)

T TTTTTTTTTTTTTTTTT
3.0 25 2.0 1.5

Abbildung 90: '"H-NMR Spektrum von Cg¢-(PBI)65-Cs nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI)g (-Br
mit N,N-Dimethylhexylamin in D,O.
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Abbildung 91: "H-NMR Spektrum von Cg-(PBI)¢,-Cg nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI) (-Br
mit N,N-Dimethyloctylamin in D,0.
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Abbildung 92: '"H-NMR Spektrum von C;¢-(PBI)¢ 4-C;y nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI)¢-Br
mit N,N-Dimethyldecylamin in D,O.

193



Anhang

- ér |+ ér|+ :’
RPN AL AP R
"9 . | -
| Br n BF'
C12-(PBl)g 2-C12
&
1
& 1t
=
\
& -
2 2
=+
/
12.0 230 6.0
[— [ E— [
L LRI DAL DL LA B LU DL LRI BLELELRL L BULEL AL LA R LA B IR B DAL DL DAL LA DL SR IR I
6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 .

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 93: "H-NMR Spektrum von C;,-(PBI),-C;, nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI)¢-Br
mit /V,N-Dimethyldodecylamin in D,0.
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Abbildung 94: '"H-NMR Spektrum von C,¢-(PBI)s;-C¢ nach beidseitiger Modifizierung von Br-(PBI)¢-Br
mit N,N-Dimethylhexadecylamin in D,0O.
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9.2.2 'H-NMR-Spektren von 3,4en-Ionenen durch Polyaddition
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Abbildung 95: "H-NMR-Spektrum von PBI-2 in D,0.
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Abbildung 96: '"H-NMR-Spektrum von PBI-3 in D,0.
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Abbildung 97: 1H-NMR-Spektrum von PBI-4 in D,0.
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Abbildung 98: '"H-NMR-Spektrum von PBI-5 in D,0.
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Abbildung 99: "H-NMR-Spektrum von PBI-6 in D,0.
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Abbildung 100: "H-NMR-Spektrum von PBI-7 in D,0.

197



Anhang

Br Br|| ér + :,'
N T [lr T [\|‘| N \;’A}\‘V/\‘Br _
| | pe
PBI,
o
- —
o
. .
2 I
(]
a 3, o
= : =+
| = 1 )
K L U
a0 ' H A o [
17445 37139 398521198 123 2381202039
= [ 1 4 E— S
L s S R e
6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 2
Chemical Shift (ppm)
Abbildung 101: "H-NMR-Spektrum von PBI-8 in D,0.
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Abbildung 102: "H-NMR-Spektrum von PBI-9 in D,0.
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9.2.3 'H-NMR-Spektren von PBI, mit DBB-Endgruppen-Modifizierung
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Abbildung 103: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBI;;y,-Br in D,O.
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Abbildung 104: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBls5)-Br in D,0.
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Abbildung 105: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBI;yy-Br in D,O.
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Abbildung 106:

1H-NMR-Spektrum von Br-PBlgyy-Br in D,0.
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Abbildung 107: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBlg;o-Br in D,0.
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Abbildung 108: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBlgg-Br in D,0.

201



Anhang

. vy
- - . o
 Brl Br - - & T
Br ”‘“\:’/\vfl\‘l \/A\/r\[l R T
In

Br-PBlgyg-Br

.54

270

50.8

J e
[y
8434940

525 16 1036 3145
| E— — ] I _
e L L A A L B
6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 109: lH-NMR-Spektrum von Br-PBly,y-Br in D,0.
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Abbildung 110: 1H-NMR-Spektrum von Br-PBl3g90-Br in D,O.
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9.2.4 'H-NMR-Spektren von PBI-Spezies mit DMAP-MAA-Modifizierung
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Abbildung 111: lH-NMR-Spektrum von MAA-PBIs;4-MAA in D,O.
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9.2.5 'H-NMR-Spektren Alkyl-terminierter DBB-Spezies
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Abbildung 112: lH-NMR-Spektrum von C¢-DBB-C in D,O.
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Abbildung 113: 1H-NMR-Spektrum von C,-DBB-C,, in D,0.
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Abbildung 114: 1H-NMR-Spektrum von C,-DBB-C;; in D,O.
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