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Bilden einer ersten BPEI-Schicht, wobei das Bilden der ers-
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein antibakterielle Beschichtungen zum Verhindern und Be-
handeln von Bakterien- und Mikroorganismenkoloniebildung, Biofilmentstehung und Infektion in Verbindung
mit einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Ver-
fahren zur Herstellung chemisch modifizierter und vernetzter verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtun-
gen (BPEI = ,branched polyethylenimine®). Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der her-
gestellten vernetzten verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung zum Beschichten einer implantierba-
ren medizinischen Vorrichtung oder eines Substrates.

[0002] Die Anhaufung von Mikroorganismen auf benetzten Oberflachen, d.h. Biobewuchs, ist ein allgegen-
wartiges Materialproblem bei einem weiten Bereich von Anwendungen, wie z.B. bei medizinischen Vorrich-
tungen, Schiffsinstrumenten, Lebensmittelverarbeitung und sogar Haushaltsabflissen. Im Allgemeinen 16sen
Bakterien Biobewuchs Uber die Entstehung von Biofilmen aus, die aus hochgeordneten anhaftenden Kolonien
bestehen, meist innerhalb einer selbsterzeugten Matrix aus extrazelluldrem Polymerstoff.

[0003] Die Verwendung implantierbarer Vorrichtungen (wie z.B. Gelenkprothesen, Herzklappen, kiinstliche
Herzen, Gefalistents und -transplantate, Herzschrittmacher und Defibrillatoren, Nervenstimulationsvorrichtun-
gen, Magenschrittmacher, GeféRkatheter und Ports (z.B. Port-A-Cath)) nimmt zu, und als Folge fortgeschritte-
ner Therapeutika auch die Zahl von immunsupprimierten Patienten. Infektion stellt fir implantierte medizinische
Vorrichtungen ein Problem dar. Die Oberflachen implantierter Materialien und Vorrichtungen stellen immunsup-
primierte lokale Bereiche dar, in denen Bakterienkoloniebildung und nachfolgende Biofilmentstehung schwer
zu diagnostizieren und zu behandeln sind. Biofilme sind aufgrund ihrer Behandlungsresistenz, der potentiellen
Freisetzung schadlicher Toxine und der Leichtigkeit der Verbreitung von Mikroorganismen die Hauptursache
von persistenten Infektionen, die zu Funktionsstérungen von implantierbaren Vorrichtungen, auf denen sie sich
entwickeln (z.B. Katheterokklusion), oder zum Aussaen septischer Embolien an entfernte Orte flhren kénnen.

[0004] Oftsind extreme MalRnahmen wie das Entfernen der infizierten implantierten Vorrichtung aus dem Koér-
per des Patienten die einzige Managementoption, die durchgefiihrt werden kann. Obwohl Desinfektionsver-
fahren und vorbeugende Antibiotikabehandlung eingesetzt werden, um die Koloniebildung wahrend Handha-
bungen zu verhindern, ist diese Vorgehensweise nicht zu 100% wirksam, um perioperative Bakterienkolonie-
bildung zu verhindern. Ferner besteht das Risiko von Bakterienkoloniebildung an einer Gelenkprothese auch
lange nach ihrer Implantation. Beispielsweise betragt bei S. aureus bacteremia das Risiko der Koloniebildung
auf einer Gelenkprothese beinahe 25 %.

[0005] Antibiotikabehandlungen zur Beseitigung von Kolonien und Infektion in Verbindung mit implantierbaren
Stoffen und Vorrichtungen sind in ihrem Vermdgen zum Beseitigen von Bakterien und Pilzen, die bei diesen
Vorgéangen beteiligt sind, beschrankt. Dafur gibt es mehrere Griinde, einschlief3lich einer verringerten Antibio-
tikakonzentration tief im Inneren des Biofilms durch beschrankte Diffusion, einer Unfahigkeit von Antibiotika
im Allgemeinen, ,die letzten* Pathogenzellen zu beseitigen (was gewdhnlich von dem Immunsystem durchge-
fuhrt wird, das aber in einer Situation mit implantierten Vorrichtungen nicht gut arbeitet), und der Fahigkeit von
Mikroorganismen, zu persistieren, d.h. metabolisch inaktiv und damit funktionell vergleichsweise resistent ge-
gen Antibiotika zu werden. Durch Antibiotikaresistenz wird die Behandlung von Infektionen in Verbindung mit
Vorrichtungen noch schwieriger. Tats&chlich wird Antibiotikaresistenz hdufig bei Mikroorganismen beobachtet,
die Infektionen in Verbindung mit Vorrichtungen verursachen (z.B. Enterococci, Staphylococci).

[0006] Folglich wurden in den letzten Jahren betrachtliche Anstrengungen zur Entwicklung antibakterieller
Oberflachen unternommen. Derartige Oberflachen kénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: (i) bewuchs-
hemmende Oberflachen, die das Anhaften von Mikroorganismen verhindern, und (ii) bakterizide Oberflachen,
die die Abtétung von Bakterien ausldsen. Zu typischen Strategien zur Entwicklung antibakterieller Oberflachen
gehdren supramolekulare (nichtkovalente) Beschichtung der Oberflache und Modifikation der Oberflache (d.h.
chemische Modifikation oder Strukturierung). Bewuchshemmende Eigenschaften kénnen durch Einverleiben
von a,w-Diamino-funktionalisiertem Poly(ethylenglycol) (PEG, Molmasse 4.600 g/mol) zum Erhéhen der Hy-
drophilie zum Verhindern von Bakterienanhaftung erzielt werden, wahrend bakterizide Eigenschaften durch
Funktionalisierung mit freigebbaren Bakterien-abtétenden Stoffen, wie z.B. Silber-Nanopartikel (Ag-NPs) und
Antibiotika, oder durch Dekoration mit kontakttétenden bakteriziden Einheiten, wie z.B. quaterndren Ammoni-
umsalzen, erzielt werden kdnnen. Aktuelle Technologien haben aber die Nachteile einer schlechten antibakte-
riellen Langzeitwirkung und schlechten Stabilitét, der unerwinschten Entwicklung bakterieller Resistenz oder
einer beschréankten Skalierbarkeit auf einen industriellen Rahmen.
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[0007] Die US 2003/0194504 A1 offenbart ein Verfahren zur Beschichtung einer Polymeroberfldche, wobei zu-
erst eine Polyaminkomponente und anschlieRend ein Crosslinker aufgetragen wird. Die US 2003/0194504 A1
lehrt fur die Polyaminkomponente verzweigtes Polyethylenamin und fur den Crosslinker diverse Aldehyde
wie Glutaraldehyd. Weiterer relevanter Stand der Technik wird durch die WO 2014/152423 A1 und die
WO 2008/106194 A1 gelehrt.

KURZDARSTELLUNG

[0008] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung chemisch modifizierter und vernetzter ver-
zweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtungen und die Verwendung der hergestellten vernetzten verzweig-
tes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung zum Beschichten einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung
oder eines Substrates.

[0009] Bei manchen Ausflihrungsformen wird BPEI als Trager zum Anhaften hydrophober oder hydrophiler
Einheiten verwendet, um die antimikrobiellen/bewuchshemmenden Eigenschaften des fertigen Materials zu
verbessern. Wassrige Losungen von BPEI und Glyoxal werden aufeinanderfolgend auf Substrate gespriiht
und ergeben nach Harten eine vernetzte Beschichtung, die den Vorteil einer vielseitigen Technologieplattform
fur die wirtschaftliche und in groRem Malstab angelegte Anwendung antimikrobieller Materialien bei medizi-
nischen Vorrichtungen bietet.

[0010] Gemal der vorliegenden Erfindung wird das BPEI mit Materialien modifiziert, die eine negative elek-
trische Oberflachenladung aufweisen. Eine auf diese Weise modifizierte Beschichtung sté3t Bakterien ab, die
andernfalls an der Oberflache einer implantierbaren Vorrichtung haften wirden. Die gleiche Technologie kann
verwendet werden, um Koloniebildung auf medizinischen Vorrichtungen, wie z.B. Endoskopen, Laparoskopen,
Endoskopen, und Oberflachen des Gesundheitsversorgungssystems (z.B. in der Patientenumgebung) zu ver-
hindern.

[0011] Bei einer oder mehreren Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur Her-
stellung einer vernetzten BPEI-Beschichtung bereitgestellt. Das Verfahren weist das Bilden einer ersten BPEI-
Schicht auf einem Substrat auf. Eine erste Glyoxalschicht wird auf einer Oberflache der ersten BPEI-Schicht
gebildet. Die erste BPEI-Schicht und die erste Glyoxalschicht werden bei einer zum Bilden der vernetzten
BPEI-Beschichtung geeigneten Temperatur gehéartet. Die Beschichtung bietet den technischen Vorteil einer
vielseitigen Technologieplattform fir die wirtschaftliche und auf groRem Malstab angelegte Anwendung von
bewuchshemmenden und bakteriziden Materialien fir die Oberflache von implantierbaren und nichtimplantier-
baren medizinischen Vorrichtungen.

[0012] Die erste BPEI-Schicht kann mit superhydrophoben Einheiten, superhydrophilen Einheiten, negativ
geladenen Einheiten oder einer Kombination der Genannten modifiziert werden, um den technischen Nutzen
einer Beschichtung mit verbesserten bewuchshemmenden Eigenschaften zu erzielen. Die erste BPEI-Schicht
kann mit kontakttétenden bakteriziden Einheiten modifiziert werden, um den technischen Nutzen einer Be-
schichtung mit verbesserten bakteriziden Eigenschaften zu erzielen.

[0013] Die hergestellte vernetzte verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung der vorliegenden Erfin-
dung wird fir eine Vorrichtung zum Verhindern und Behandeln von Bakterien- und Mikroorganismenkolonie-
bildung, Biofilmentstehung und Infektion bereitgestellt. Die Vorrichtung weist eine implantierbare medizinische
Vorrichtung und eine Glyoxal-vernetzte BPEI-Beschichtung auf, die auf einer Oberflache der implantierbaren
medizinischen Vorrichtung gebildet ist. Amine der Glyoxal-vernetzten BPEI-Beschichtung sind kovalent an su-
perhydrophobe Einheiten oder negativ geladene Einheiten gebunden, um den technischen Nutzen einer Be-
schichtung mit verbesserten bewuchshemmenden Eigenschaften bereitzustellen.

[0014] Implantierbare medizinische Vorrichtungen, auf die eine Beschichtung gemaf der vorliegenden Erfin-
dung aufgebracht werden kénnen, schlieRen eine Gelenkprothese, eine Gefallleitung, einen Stent oder ein
Transplantat, einen Venenfilter, ein Zahnimplantat, ein Cochleaimplantat, ein zur internen Fixierung einer Kno-
chenfraktur verwendetes Metall, einen Harnkatheter, einen ventrikuloperitonealen Shunt, einen Herz- oder
Nervenschrittmacher, eine Herzklappe oder eine ventrikulare Unterstutzungsvorrichtung ein, sie sind aber nicht
darauf beschrankt.

[0015] Andere Vorteile und Einsatzmdglichkeiten der Erfindung werden aus der nachstehenden Beschreibung

in Verbindung mit den begleitenden Zeichnungen, die Ausfihrungsformen und Erscheinungsformen der vor-
liegenden Erfindung zeigen, deutlich werden.
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Figurenliste

[0016] Nun werden Ausfuhrungsformen der Erfindung lediglich beispielhaft mit Bezug auf die begleitenden
Zeichnungen beschrieben, wobei:

Fig. 1 eine Querschnittansicht einer Struktur mit einer auf einem Substrat gebildeten ersten BPEI-Schicht
bei einem Zwischenschritt eines Verfahrens zur Herstellung einer BPEI-Beschichtung gemal einer oder
mehreren Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung darstellt;

Fig. 2 eine Querschnittansicht der Struktur nach Harten der ersten BPEI-Schicht und einer ersten Glyo-
xalschicht zum Bilden einer homogenen und Glyoxal-vernetzten Beschichtung bei einem Zwischenschritt
eines Verfahrens zur Herstellung einer BPEI-Beschichtung gemaf einer oder mehreren Ausfiihrungsfor-
men der vorliegenden Erfindung darstellt;

Fig. 3 Differentialscanningkalorimetrie(DSC)-Spuren von homogenen und Glyoxal-vernetzten Beschich-
tungen darstellt, die gemal einer oder mehreren Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung gebildet
sind;

Fig. 4 zeigt eine nicht zur Erfindung gehdérende, mit einer negativ geladenen Beschichtung beschichtete
Huftgelenksprothese bei einem Zwischenschritt eines Verfahrens zur Herstellung einer implantierbaren
medizinischen Vorrichtung mit einer neagtiv geladenen Oberflache.

Fig. 5 Ein(1)-Tag-Inkubations-XTT-Tests (A, B) fur S. aureus (SA) und P. aeruginosa (PA), aufgebracht
auf Glas (Kontrolle) und geman einer oder mehreren Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung her-
gestellte Beschichtungen auf PEI-Basis, darstellt; und

Fig. 6 einen Sieben(7)-Tage-SA-Inkubations-XTT-Test (A), aufgebracht auf Glas (Kontrolle) und gemaf
einer oder mehreren Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung hergestellte Beschichtungen auf
PEI-Basis, darstellt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG

[0017] Hierin werden verschiedene Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung mit Bezug auf die ent-
sprechenden Zeichnungen beschrieben. Es kdnnen alternative Ausfiihrungsformen entwickelt werden, ohne
von dem Umfang der Erfindung abzuweichen. Es ist zu beachten, dass in der nachstehenden Beschreibung
und in den Zeichnungen verschiedene Anbindungen und Positionsbeziehungen (z.B. Gber, unter, neben usw.)
zwischen Elementen dargelegt werden. Diese Anbindungen und/oder Positionsbeziehungen kénnen, wenn
nicht anders angegeben, direkt oder indirekt sein, und die vorliegende Erfindung soll in dieser Hinsicht nicht
beschrankend sein. DemgemalR kann sich eine Kopplung von Einheiten auf eine direkte oder eine indirekte
Kopplung beziehen, und eine Positionsbeziehung zwischen Einheiten kann eine direkte oder indirekte Posi-
tionsbeziehung sein. Als Beispiel einer indirekten Positionsbeziehung schlief3t die Beschreibung der Herstel-
lung einer Schicht ,A* iber einer Schicht ,B* in der vorliegenden Beschreibung Situationen ein, bei denen eine
oder mehrere Zwischenschichten (z.B. Schicht ,C*) zwischen Schicht ,A“ und Schicht ,B“ angeordnet ist/sind,
sofern die mafRgeblichen Eigenschaften und Funktionalitdten der Schicht ,A“ und der Schicht ,B“ von der/den
Zwischenschicht(en) nicht wesentlich verandert werden.

[0018] Die folgenden Definitionen und Abklirzungen sind fiir die Auslegung der Anspriiche und der Beschrei-
bung zu verwenden. Wie hierin verwendet, sollen die Begriffe ,weist auf’, ,aufweisend®, ,schlief3t ein®, ,ein-
schliel3lich®, ,hat, ,haben®, ,enthalt“ und ,enthalten” und beliebige andere Variationen davon nicht-ausschlie-
Rendes Einschlieen bedeuten. Beispielsweise ist eine Zusammensetzung, ein Gemisch, ein Verfahren, eine
Methode, ein Gegenstand oder eine Vorrichtung, das/die/der eine Gruppe von Elementen aufweist, nicht not-
wendigerweise auf diese Elemente beschrankt, sondern kann andere Elemente enthalten, die nicht ausdriick-
lich aufgelistet sind oder der Zusammensetzung, dem Gemisch, dem Verfahren, der Methode, dem Gegen-
stand oder der Vorrichtung inhérent sind.

[0019] Ferner wird der Begriff ,beispielhaft* hierin in der Bedeutung von ,als Beispiel, Fall oder Veranschau-
lichung dienend” verwendet. Jede Ausflihrungsform oder Gestaltung, die hierin als ,beispielhaft‘ beschrieben
wird, ist nicht notwendigerweise als bevorzugt oder vorteilhaft gegeniiber anderen Ausfiihrungsformen oder
Gestaltungen auszulegen. Die Begriffe ,wenigstens ein“ und ,eines oder mehrere” sind so auszulegen, dass
sie eine beliebige ganze Zahl, die groRer als oder gleich eins ist, einschlieRen, d.h. eins, zwei, drei, vier und
so weiter. Der Begriff ,eine Mehrzahl soll eine beliebige ganze Zahl, die gréRer als oder gleich zwei ist, ein-
schlielRen, d.h. zwei, drei, vier, finf und so weiter. Der Begriff ,Anbindung“ kann eine indirekte ,Anbindung*
und eine direkte ,Anbindung“ einschlief3en.
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[0020] Ein Verweis in der Beschreibung auf ,eine Ausfliihrungsform®, ,Ausfihrungsform®, ,ein Ausfiihrungs-
beispiel“ usw. bedeutet, dass die beschriebene Ausfihrungsform eine bestimmte Eigenschaft, Struktur oder
ein bestimmtes Merkmal aufweist und jede andere Ausfihrungsform die/das besondere Eigenschaft, Struktur
oder Merkmal aufweisen kann oder auch nicht. Ferner beziehen sich derartige Ausdriicke nicht notwendiger-
weise auf die gleiche Ausflihrungsform. Wenn ferner eine bestimmte Eigenschaft, Struktur oder ein bestimmtes
Merkmal in Verbindung mit einer Ausfihrungsform beschrieben wird, wird davon ausgegangen, dass es zum
Kdénnen eines Fachmanns gehdrt, die Eigenschaft, Struktur oder das Merkmal mit anderen Ausfihrungsformen
in Verbindung zu bringen, ob sie nun ausdriicklich beschrieben werden oder auch nicht.

[0021] Fur die Zwecke der nachstehenden Beschreibung sollen sich die Begriffe ,oberes*, ,unteres®, ,rechts®,
Jlinks®, ;senkrecht®, ,waagrecht, ,oben®, ,unten“ und Ableitungen davon auf die beschriebenen Strukturen und
Verfahren wie in den Zeichnungsfiguren ausgerichtet beziehen. Die Begriffe ,dartiber liegend®, ,auf*, ,darauf,
»-angeordnet auf‘ oder ,darauf angeordnet” bedeuten, dass ein erstes Element, wie z.B. eine erste Struktur, auf
einem zweiten Element, wie z.B. einer zweiten Struktur, angeordnet ist, wobei zwischen dem ersten Element
und dem zweiten Element dazwischenliegende Elemente, wie z.B. eine Grenzflachenstruktur, vorhanden sein
kénnen. Der Begriff ,direkter Kontakt* bedeutet, dass ein erstes Element, wie z.B. eine erste Struktur, und
ein zweites Element, wie z.B. eine zweite Struktur, ohne eine dazwischenliegende leitfahige, isolierende oder
halbleitende Schicht an der Grenzflache der beiden Elemente verbunden sind. Der Begriff ,selektiv fur®, wie
z.B. ,ein erstes Element, das fir ein zweites Element selektiv ist,“ bedeutet, dass ein erstes Element geatzt
werden kann und das zweite Element als Atzstopp wirken kann. Der Begriff ,konform“ (z.B. eine konforme
Schicht) bedeutet, dass die Dicke der Schicht auf allen Oberflachen im Wesentlichen gleich ist oder dass die
Dickenvariation weniger als 15 % der nominellen Dicke der Schicht betragt.

[0022] Wie hierin verwendet, sollen die Begriffe ,etwa“, im Wesentlichen®, ,ungefahr und Variationen davon
das Fehlermal} einschlief3en, der mit Messungen der jeweiligen Grélie auf der Grundlage der zum Zeitpunkt der
Einreichung der Anmeldung verfiigbaren Ausristung verbunden ist. Beispielsweise kann ,etwa“ einen Bereich
von = 8 % oder 5 % oder 2 % eines gegebenen Werts einschlielen.

[0023] Wir kommen nun zu einer Beschreibung von Technologien, die fur die vorliegende Erfindung spezifi-
scher bedeutend sind, da, wie hierin bereits vorstehend beschrieben, herkdmmliche antibakterielle Materiali-
en, die bewuchshemmende oder bakterizide Oberflachen einsetzen, die Nachteile einer schlechten antibakte-
riellen Langzeitwirkung und einer schlechten Langzeitstabilitat, der unerwiinschten Entwicklung von bakteriel-
ler Resistenz und einer beschrankten Skalierbarkeit auf einen industriellen Rahmen aufweisen. Die Lyse von
Bakterienzellen an Biozid-funktionalisierten Oberflachen verringert zwar die Rate der Biofilmentstehung, eine
Kombination von sowohl bewuchshemmenden als auch bakteriziden Eigenschaften ist aber wiinschenswert,
um Langzeitwirkung der Oberflachen zu gewéhrleisten.

[0024] Unter antimikrobiellen Materialien stellt Polyethylenimin (PEI) eine interessante Alternative zu her-
kdmmlichen Materialien dar. PEI ist im Handel erhaltlich, weist tertiare/sekundare/primare Amine auf, die flr
die Befestigung funktioneller Gruppen verflgbar sind, und es wird angenommen, dass es Bakterien auf eine
kontakttdtende Weise abtétet (d.h. es ist keine Freisetzung toxischer Einheiten von der Oberflache erforder-
lich). Die Moglichkeit der chemischen Modifikation von PEI, um es hydrophober zu machen und/oder perma-
nente Ladungen daran zu befestigen, wurde eingehend untersucht. Durch reduktive Aminierung oder nukleo-
phile Substitution vernetzte PEI-Nanopartikel sind wirkungsvolle antimikrobielle Mittel. Herkdbmmliche Verfah-
ren zum Einverleiben von antimikrobiellen PEI-Materialien erfordern aber mehrstufige Modifikationsverfahren,
erfordern eine harte, nicht umweltfreundliche Verarbeitung und/oder es fehlt ein skalierbares Abscheidungs-
verfahren, das in industriellem Rahmen anwendbar ist. Ferner weist PEI bei der Verwendung als Beschichtung
wie die meisten antimikrobiellen Materialien den Nachteil einer schlechten Langzeitwirksamkeit auf.

[0025] Daher bleibt ein klarer Bedarf an einem umweltfreundlichen Verfahren zum Schiitzen von Oberfla-
chen und Vorrichtungen Uber ausgedehnte Zeitrdume unter Verwendung einer kombinierten antimikrobiellen/
bewuchshemmenden Strategie zum Verhindern der Biofilmentstehung. Die vorliegende Erfindung soll diesen
Bedarf und andere erfillen.

[0026] Nachstehend werden Beispielverfahren zur Herstellung chemisch modifizierter und vernetzter BPEI-
Beschichtungen, negativ geladener Polymerbeschichtungen und negativ geladener Oberfldchen von Vorrich-
tungen unter Verwendung einer Elektrode zum Verhindern und Behandeln von Bakterienkoloniebildung, Bio-
filmentstehung oder Infektion, sowie die so erhaltenen Strukturen gemaf Ausfiihrungsformen der vorliegenden
Erfindung ausflhrlich und mit Bezug auf die begleitenden Zeichnungen in den Fig. 1-6 beschrieben.
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[0027] Bei manchen Ausflihrungsformen wird verzweigtes PEI (BPEI) unter Verwendung seiner verfiigbaren
primaren Amine, die mit Glyoxal umgesetzt werden, an der Oberflache eines Substrats vernetzt. Die Reaktion
der primaren Amine mit Glyoxal kann ein wie in Schema 1 gezeigtes Produktgemisch liefern (d.h. a-Hydroxy-
amin 1, Imin 2 und 4/1-Addukte 3):

i
0 ] NH ﬁ
R—NH; + HJ\W —_— )\( NN s H)\( R
Amin 2 NI
Glyaxal 3 R

[0028] Das Auftreten jedes Produkts hangt von der Beschaffenheit des Amins, der Stéchiometrie, dem L6-
sungsmittel und der Temperatur ab. Bei Modellstudien bei Raumtemperatur (RT) mit Analyse durch Magnet-
resonanzspektroskopie (NMR) ist das beobachtete Hauptprodukt das Imin 2. Allerdings wurden bei Variation
des Stdchiometrie Spuren anderer Produkte, die dem Vorhandensein von 3 zugeschrieben werden kénnen,
beobachtet. Ferner fiihrt Mischen von PEG mit 0,5 Aq. Glyoxal in N-Methylpyrrolidon (NMP) zum Gelieren des
Reaktionsgemischs nach etwa vier (4) Stunden, ein Hinweis auf die Entstehung von 3, das vermutlich in dem
Netzwerk kinetisch geléscht wird.

[0029] Bei manchen Ausfiihrungsformen werden sowohl BPEI als auch Glyoxal aus Wasser abgeschieden.
Dieser Ansatz ermdglicht vorteilhaft ein umweltfreundlicheres Verfahren. Dabei ist es sehr interessant, dass die
Reaktion von BPEI mit Glyoxal sehr schnell ist und zu sofortiger Gelierung des Reaktionsmediums fiihrt, wenn
wassrige Lésungen von BPEI mit einer Konzentration von hoher als etwa 25 Gewichtsprozent und Glyoxal mit
einer Konzentration von héher als etwa 5 Gewichtsprozent gemischt werden. Unter Einsatz dieser schnellen
Gelierung kann ein Schicht-auf-Schicht-Verfahren durchgefiihrt werden.

[0030] Fig. 1 zeigt eine Querschnittansicht einer Struktur 100 mit einer ersten BPEI-Schicht 102, die auf ei-
nem Substrat 104 gebildet ist, wahrend eines Zwischenschritts eines Verfahrens zur Herstellung einer BPEI-
Beschichtung gemaR einer oder mehreren Ausfiihrungsformen. Die BPEI-Schicht 102 ist ausreichend viskos,
um eine gute Bedeckung der Substratoberflache zu ermdglichen. Auf einer Oberflache der ersten BPEI-Schicht
102 wird eine erste Glyoxalschicht 106 gebildet. Die erste BPEI-Schicht 102 und die erste Glyoxalschicht 106
kénnen unter Verwendung eines beliebigen geeigneten Verfahrens, wie z.B. Aufbringen durch Tauchbeschich-
tung oder Spriihbeschichtung, auf dem Substrat 104 gebildet oder abgeschieden werden. Bei manchen Aus-
fuhrungsformen werden die erste BPEI-Schicht 102 und die erste Glyoxalschicht 106 aufeinanderfolgend aus
Duisen, die in einem Abstand von 15 Zentimeter lber dem Substrat 104 angeordnet sind, mit einem Druck von
etwa 25 psi auf das Substrat 104 (z.B. APTES-funktionalisiertes Glassubstrat) gespruht.

[0031] Auf der Struktur 100 kénnen auf ahnliche Weise zusétzliche abwechselnde Schichten von BPEI und
Glyoxal gebildet werden. Die Gesamtzahl der aufgebrachten Schichten kann abhéngig von der gewiinschten
Dicke der fertigen Beschichtung ausgewahlt werden. Bei manchen Ausflihrungsformen ist die Struktur 100 aus
einer einzigen Schicht von BPEI und Glyoxal gebildet (insgesamt 2 Schichten). Bei manchen Ausfiihrungsfor-
men werden vier (4) oder neun (9) Schichten verwendet, es liegen aber auch andere Dicken (und damit Ge-
samtzahlen von Schichten) im Umfang der Erfindung. Bei manchen Ausfiihrungsformen kann, abhéngig von
der Konzentration der BPEI-Schichten, der Konzentration der Glyoxalschichten und der Temperatur (z.B. flr
Lésungen mit mehr als etwa 25 Gew.-% BPEI und 5 Gew.-% Glyoxal bei einer Temperatur von etwa 20 Grad
Celsius), sofortige Gelierung beobachtet werden.

[0032] Bei manchen Ausfiihrungsformen werden die BPEI-Schichten (z.B. erste BPEI-Schicht 102) und die
Glyoxalschichten (z.B. erste Glyoxalschicht 106) aus Spruhpistolen mit 22-ml-Vorratsbehalter auf das Substrat
104 aufgebracht. Bei manchen Ausfiihrungsformen wird eine 2,5 Gew.-% Glyoxallésung in Wasser in einen
22-ml-Vorratsbehalter einer ersten Spriihpistole tberfihrt und PEI (1,8 k Molmasse mit 0,31 mmol oder 3,19
mmol -NH2-Einheiten) in 6,8 g MilliQ-Wasser wird in einen 22-ml-Vorratsbehalter einer zweiten Sprihpistole
Uberfihrt. Bei manchen Ausfiihrungsformen kann das Substrat 104 nach dem Spriihbeschichtungsvorgang
zum Harten auf eine Heizplatte Uberfiihrt werden.

[0033] Fig. 2 zeigt eine Querschnittansicht der Struktur 100 nach Harten der ersten BPEI-Schicht 102 und

der ersten Glyoxalschicht 106, um eine homogene und Glyoxal-vernetzte Beschichtung 200 (nachstehend
Beschichtung 200) zu bilden, wahrend eines Zwischenschritts eines Verfahrens zur Herstellung einer BPEI-
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Beschichtung geman einer oder mehreren Ausfihrungsformen. Bei manchen Ausfihrungsformen werden die
erste BPEI-Schicht 102 und die erste Glyoxalschicht 106 etwa 1 Stunde bei einer Temperatur von etwa 30
Grad Celsius gehartet. Bei manchen Ausfiihrungsformen werden die erste BPEI-Schicht 102 und die erste
Glyoxalschicht 106 bei einer allmahlich von etwa 30 bis 120 Grad Celsius zunehmenden Temperatur Uber
einen Zeitraum von etwa 1 Stunde gehartet. Bei manchen Ausfiihrungsformen werden die erste BPEI-Schicht
102 und die erste Glyoxalschicht 106 etwa 1 Stunde bei einer Temperatur von etwa 120 Grad Celsius gehar-
tet. Bei manchen Ausfihrungsformen wird zum Harten eine dreistufige Warmebehandlung verwendet: (1) ei-
ne erste Hartungsstufe bei einer Temperatur von 30 Grad Celsius fir 1 Stunde; (2) eine zweite Hartungsstu-
fe mit einer Temperatur, die Uber einen Zeitraum von 1 Stunde allmahlich von etwa 30 bis etwa 120 Grad
Celsius ansteigt; und (3) eine dritte Hartungsstufe bei einer Temperatur von 120 Grad Celsius fir 1 Stunde.
Anschliefend wird das Substrat 104 auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen. Harten der Beschichtung 200
ermoglicht das Entfernen von Wasser (und jeglichem Restlésungsmittel) und gewahrleistet eine grofitmaogliche
Vernetzungsdichte.

[0034] Die Vernetzungsdichte und die Eigenschaften der fertigen Beschichtung (Glasibergangstemperatur
(Tg), Wasserbestandigkeit usw.) kbnnen durch Variieren der Menge von Glyoxal gegeniber primaren BPEI-
Aminen modifiziert werden, wie durch die in Fig. 3 gezeigten Differentialscanningkalorimetrie(DSC)-Spuren
gezeigt wird. Beispielsweise filhrte Erhdhen der Glyoxalmenge von 0,5 Aq. auf 2 Aq. gegeniiber der Menge
an primaren Aminen eines BPEI mit einer Molmasse von 1.800 g/mol zu einer Erhéhung von Tg von 135 Grad
Celsius.

[0035] Die Beschichtung 200 kann selektiv hergestellt oder modifiziert werden, um ihre bewuchshemmen-
den und bakteriziden Eigenschaften zu verstarken. Bewuchshemmende Eigenschaften kénnen beispielswei-
se durch kovalente Befestigung von superhydrophoben, superhydrophilen oder negativ geladenen Einheiten
an BPEI-Schichten (z.B. der ersten BPEI-Schicht 102) oder Funktionalisierung damit vor dem oder wahrend
des Hartens verstarkt werden. Bakterizide Eigenschaften kdnnen durch Funktionalisierung der BPEI-Schichten
(z.B. der ersten BPEI-Schicht 102) mit freisetzbaren Bakterien-abtétenden Stoffen, wie z.B. Silber-Nanoparti-
keln (Ag-NPs) oder Antibiotika, oder durch Einverleiben von kontakttétenden bakteriziden Einheiten, wie z.B.
quaterndaren Ammoniumsalzen (z.B. kontakttdétenden kationischen Polymeren), verstarkt werden.

[0036] Bei manchen Ausfiihrungsformen werden Amine der ersten BPEI-Schicht 102 vor dem Harten kovalent

an Einheiten gebunden. Diese Reaktion kann zu dem Einverleiben von superhydrophoben (wie in Schema 2
gezeigt) oder negativ geladenen Einheiten (wie in Schema 3 gezeigt) fihren.

Schema 2:

H,N

Y

NH

\

H
AN SN . * CF++CF,+| Superhydrophob
(’ N \/7 3_E Qa—n — = Superhydropho

NH,
Verzweigtes PEI
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Schema 3:

H,N

\L pKa~4
NH /\“/ O\/\[r OH
0O O

H
N N ——— Negativ geladen
*(/ SN \/\)* + O\\,OK gativ g
I\ /\“/O\/\/S\\O
NH,
O pKa<2

Verzweigtes PEI

[0037] Bei manchen Ausfiihrungsformen werden hydrophobe, superhydrophile oder negativ geladene Einhei-
ten wie in den Schemen 4, 5 bzw. 6 gezeigt (ber die Reaktion mit Glyoxal in die Beschichtung 200 einverleibt.
Beispielsweise werden in Schema 5 a,w-Diamino- (M,,= 4.600 g/mol) und a-Methoxy,w-amino(M,= 2.000 g/
mol)-funktionalisiertes PEG Uber die Reaktion mit Glyoxal wahrend des Hartens chemisch in das BPEI/Glyo-

xal-Gemisch einverleibt.

Schema 4:

HaN

1

NH

kl 0
*(,H\V/\N/\/N\/j,* + CFg_ECFg')_I + H)J\'r"' ——» Hydrophob
n 0

NH, Glyoxal

Verzweigtes PEI

Schema 5:

o]

H H)kn/ﬂ ’6\/0} |
*(, N N/\/ N\/\jx* + 1 + H2N n>;= —— Superhydrophil
H Glyoxal

NH,

Verzweigtes PEI
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Schema 6:
O
H,N PKa 2 1F NH,
2 HO -
1 pKa 9.58
NH
0
H H O OH
H Ka 4.15 .
,(,N\/\N/\/N\/\)* + + P — Negativ geladen
ODER
H Glyoxal o
N pka 1.95
.It HO I:::;Q 85
Verzweigtes PEI o )
OH
pka 3.71

[0038] Bei manchen Ausfiihrungsformen wird die erste BPEI-Schicht 102 mit kationischen Polymereinheiten
in einer wassrigen Losung funktionalisiert. Auf diese Weise wird die Beschichtung 200 mit bakteriziden Eigen-
schaften modifiziert (d.h. die bakterizide Beschaffenheit der Beschichtung 200 wird durch die Amine der ers-
ten BPEI-Schicht 102 erzielt, die in der wassrigen Losung teilweise positiv geladen sind). Bei manchen Aus-
fihrungsformen kdnnen die kationischen Einheiten durch Quaternisierung permanent geladen sein. Bei man-
chen Ausfiihrungsformen sind die Amine der ersten BPEI-Schicht 102 mit Halogenalkanen oder Halogenary-
len quaternisiert.

[0039] Bei manchen Ausfiihrungsformen kann das Haften der Beschichtung 200 an dem Substrat 104 durch
Modifizieren des Substrats 104 oder durch Zugeben von haftférdernden Einheiten geférdert werden. Beispiels-
weise kann bei manchen Ausflihrungsformen die Oberflache des Substrats 104 Uber Kondensation von (3-
Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) mit -NH,-Einheiten funktionalisiert werden. Die an der Oberflache des
Substrats befestigten Amineinheiten reagieren wahrend des Hartungsverfahrens mit Glyoxal. Bei manchen
Ausfuhrungsformen werden catecholhaltige Einheiten zu einem oder beiden der BPEI/Glyoxal-Gemische zu-
gegeben, um die Haftung der Beschichtung 200 an dem Substrat 104 zu férdern.

[0040] Fig. 5 zeigt Ein(1)-Tag-Inkubations-XTT-Tests (A, B) fir S. aureus (SA) bzw. P. aeruginosa (PA), auf-
gebracht auf Glas (Kontrolle) und gemaf einer oder mehreren Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung
hergestellte Beschichtungen auf PEI-Basis. Zum Bestimmen der antimikrobiellen/bewuchshemmenden Eigen-
schaften der Beschichtungen auf PEI-Basis wurden S. aureus (SA) und P. aeruginosa (PA) ausgewahlt, da
sie Gram-positive bzw. Gramnegative Bakterien sind, von denen bekannt ist, dass sie fir nosokomiale Infek-
tionen verantwortlich sind. Sowohl SA als auch PA waren fahig, auf unmodifizierten Kontroll-Glassubstraten
Kolonien zu bilden. Insbesondere wurde nach nur einem (1) Tag Inkubation eine dichte Schicht von SA auf
Glasoberflachen nachgewiesen. Die Glassubstrate wurden unter Verwendung bekannter Verfahren vorberei-
tet. Beispielsweise konnen 3"x2"-Mikroskop-Objekttragerglaser Uber Nacht in eine Losung von grenzflachen-
aktivem Mittel getaucht werden. AnschlieBend kdnnen die Objekttrager mit Wasser und mit Ethanol gespult
und getrocknet werden. AnschlieRend kénnen die Objekttréger 15 min mit UV/Ozon behandelt werden. Diese
sauberen Objekttrager kbnnen dann 30 Minuten in eine 10 % APTES-L6sung in Ethanol getaucht und vor dem
Trocknen grindlich mit Ethanol gespllt werden. Begrenzungen aus Aluminiumband (z.B. 80 ym dick) kénnen
angebracht werden und die Objekttrager kbénnen vor der Spriihbeschichtung unter Stickstoff gehalten werden.

[0041] Nach der Beschichtung mit funktionellem PEI/Glyoxal zeigten die meisten Oberflachen eine gewisse
bewuchshemmende Aktivitat. Beispielsweise verringerte die unmodifizierte BPEI-Beschichtung (BPEI) den Be-
wuchs mit SA und mit PA wesentlich auf 11 % bzw. 25 % im Vergleich zu Kontroll-Glassubstraten. Die Beschich-
tung mit PEG-funktionalisiertem BPEI (1, BPEI funktionalisiert mit hydrophilem NH,-PEG, ,-NH, und mPEG,,-
NH,) verbesserte die bewuchshemmende Aktivitat gegen SA nicht. Dies kénnte durch die &hnlichen Oberfla-
chenhydrophilien von PEG/BPEI und unmodifizierten BPEI-Beschichtungen erklart werden. Ferner zeigte die
Beschichtung 1 eine geringere bewuchshemmende Aktivitdt gegen PA, vermutlich da PEG-Ketten die kationi-
schen Ladungen von BPEI abschirmen und damit die antibakterielle Wirksamkeit von BPEI verringern.

[0042] BPEI-Beschichtungen, die unter Verwendung von negativ geladener/geladenem Glutaminsaure (2a,
BPEI funktionalisiert mit NH,-PEG,-NH,/negativ geladene Glutaminsaure), Asparaginsaure (2b, BPEI funk-
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tionalisiert mit NH,-PEG,4,-NH,/negativ geladene Asparaginsaure) und Carboxylatacrylat (2¢, BPEI funktiona-
lisiert mit NH,-PEG,4,-NH,/negativ geladenes Carboxylatacrylat) hergestellt worden sind, sollten die negativ
geladenen Bakterien elektrostatisch abstoRen. Es wurde aber gefunden, dass die Beschichtungen 2a und 2b
eine gleich gute bewuchshemmende Aktivitat wie eine unmodifizierte BPEI-Beschichtung zeigten. Obwohl die
negativ geladenen Einheiten die Bakterien abstofen kdnnten, war die Gesamtladung der Beschichtung ver-
ringert, was zu einer Verringerung der antibakteriellen Wirkung von BPEI fiihren kénnte.

[0043] Es wurde gefunden, dass zum Erhéhen der Hydrophobie fluorierte BPEI-Beschichtungen die Oberfla-
chenhydrophobie der Beschichtungen erfolgreich mit Kontaktwinkeln bis zu 76° (3a, BPEI funktionalisiert mit
hydrophoben, fluorierten CF;-CF,-Einheiten) und 73° (3b, BPEI funktionalisiert mit hydrophoben, fluorierten
CF3-(CF,)s-Einheiten) erhohen. Allerdings nahm der Bewuchs mit SA und PA auf diesen Beschichtungen im
Vergleich zu den unmodifizierten BPEI-Oberflachen zu, vermutlich aufgrund einer Abnahme des Gehalts an
kationischen Ladungen nach der teilweisen Substitution der Amine des BPEI zum Anbinden der fluorierten
Einheiten.

[0044] Die antimikrobiellen/bewuchshemmenden Langzeitwirkungen von Beschichtungen auf BPEI-Basis, die
erfolgversprechende Ergebnisse bei 1-Tag-Inkubationstests zeigten (BPEI, 1, 2a, 2b und 2c, wie in Fig. 5 ge-
zeigt), wurden durch 7 Tage Inkubation mit SA untersucht. Fig. 6 zeigt einen Sieben(7)-Tage-SA-Inkubations-
XTT-Test (A), aufgebracht auf Glas (Kontrolle) und die Beschichtungen auf PEI-Basis BPEI, 1, 2a, 2b und 2c.
Das Wachstumsmedium wurde einmal taglich durch frisches ersetzt. Alle Filme auf BPEI-Basis blieben nach 7
Tagen Inkubation mit SA intakt. Die Ergebnisse von XTT und lebend/tot-Farbung zeigten, dass die Beschich-
tungen auf BPEI-Basis BPEI, 1, 2a, 2b und 2c nach 7 Tagen ausgezeichnete bewuchshemmende Aktivitaten
zeigten, wobei die Bakterienzahlen mit jenen vergleichbar waren, die nach 1 Tag Inkubation gemessen wurden
(wie in Fig. 6 dargestellt), unabhangig von der Modifikationsstrategie.

[0045] Es sind verschiedene Systeme zum Modifizieren der bewuchshemmenden und bakteriziden Eigen-
schaften der Beschichtung 200 beschrieben worden. Es ist zu beachten, dass diese Systeme fir alle verfiigba-
ren Systeme lediglich reprasentativ sind und dass andere, ahnliche Systeme zum Modifizieren der Beschich-
tung 200 verwendet werden kénnen. Die Langzeitstabilitat und -wirksamkeit antimikrobieller Beschichtungen
kann durch Abgleichen der Hydrophobie oder Hydrophilie der Beschichtung gegen die elektrostatische Anzie-
hung oder Abstol3ung der Beschichtung fir lebende/tote Bakterien optimiert werden.

[0046] Bei manchen Ausfiihrungsformen werden negativ geladene Polymerbeschichtungen erzeugt, um Bak-
terien- und Mikroorganismenkoloniebildung, Biofilmentstehung und Infektion im Zusammenhang einer implan-
tierbaren medizinischen Vorrichtung zu verhindern und zu behandeln. Bei manchen Ausfiihrungsformen wird
die Beschichtung 200 durch Funktionalisieren eines im Handel erhéltlichen Polymers mit biokompatiblen Ma-
terialien, die ein negatives Zeta-Potential aufweisen, hergestellt. Bei manchen Ausfiihrungsformen ist die Be-
schichtung 200 beispielsweise Hydroxyapatit, der mit negativen Carboxy-COO-Gruppen (z.B. Dodecandisau-
re) funktionalisiert ist. Bei manchen Ausfiihrungsformen ist die Beschichtung 200 Poly(3,4-ethylendioxythio-
phen) (PEDOT), das mit Polystyrolsulfonatgruppen funktionalisiert ist. Diese Reaktionen kénnen die in Schema
7 gezeigten Beispielbeschichtungen liefern:

PEDOT‘

50,H SO,H SO0,H SO~ BOH SOH

DO0O0OC

[0047] Bei manchen Ausfiihrungsformen wird eine Oberflache einer Vorrichtung (d.h. einer implantierbaren
medizinischen Vorrichtung) unter Verwendung einer Elektrode negativ aufgeladen, um Bakterien- und Mikro-
organismenkoloniebildung, Biofilmentstehung und Infektion zu verhindern und zu behandeln. Fig. 4 zeigt ei-
ne Hiftgelenkprothese 500, die mit einer negativ geladenen Beschichtung 502 beschichtet ist, bei einem Zwi-
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schenschritt eines Verfahrens zur Herstellung einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung mit einer nega-
tiv geladenen Oberflache gemal einer oder mehreren Ausfihrungsformen. Zur Vereinfachung der Darstellung
ist nur eine einzelne medizinische Vorrichtung (z.B. Huftgelenkprothese 500) dargestellt. Es ist zu beachten,
dass verschiedene medizinische Vorrichtungen auf dhnliche Weise unter Verwendung einer Elektrode nega-
tiv aufgeladen werden kdénnen. Bei manchen Ausfihrungsformen ist die medizinische Vorrichtung eine Herz-
klappenprothese, eine linksventrikulare Unterstitzungsvorrichtung, ein GefalRstent, Gefalitransplantat, eine
Gelenkprothese, ein Knochenimplantat, ein implantierter Zahn, ein implantierter Schrittmacher, ein Schrittma-
chergenerator oder -draht, eine intravaskulare Leitung, ein ventrikuloperitonealer Shunt, ein Harnkatheter, ein
Augenimplantat, ein intrakraniales Implantat oder ein subkutanes Implantat.

[0048] Bei manchen Ausfihrungsformen wird die negative Ladung der Beschichtung 502 durch eine Strom-
quelle 504 aufrecht gehalten. Die Stromquelle 504 kann eine beliebige geeignete Stromquelle fir implantier-
bare medizinische Vorrichtungen sein, wie z.B. eine Batterie oder ein Mikrokondensator, die Uiber eine Elek-
trode 506 mit der negativ geladenen Beschichtung 502 verbunden ist. Bei manchen Ausfiihrungsformen kann
die Stromquelle in die implantierbare Vorrichtung integriert oder funktionell damit verbunden sein. Bei man-
chen Ausfiihrungsformen kann die Stromquelle unter Verwendung von Induktion, RFID oder Ultraschall Gber
einen drahtlosen Sender/Empfanger 508 von auRerhalb des Kdrpers des Patienten aufgeladen werden. Bei
manchen Ausfiihrungsformen ist der drahtlose Sender/Empfanger 508 funktionell mit einer Steuereinheit 510,
einschliefllich eines Digitalcomputers, verbunden. Bei manchen Ausfiihrungsformen kann die negativ gelade-
ne Beschichtung 502 aus einem Nanodraht-Netz hergestellt sein, das fahig ist, elektrische Energie (Strom)
aus mechanischer Bewegung zu erzeugen. Auf diese Weise ladt Bewegung der negativ geladenen Beschich-
tung 502 die Stromquelle 504 auf. Bei manchen Ausfihrungsformen erzeugt ein in der Hiftgelenkprothese
500 eingebetteter mechanischer Energiewandler 512 elektrische Energie (Strom) aus Kérperbewegungen und
der Stromquelle 504. Bei manchen Ausflihrungsformen kann die Steuereinheit 510 drahtlos Daten nach/von
aufderhalb des Korpers des Patienten senden und empfangen.

[0049] Bei manchen Ausfiihrungsformen wird die negative Ladung der Beschichtung 502 durch das Vorhan-
densein von Indikatoren einer potentiellen Infektion ausgeldst, wie z.B. einer Veranderung des lokalen pH-
Werts (die z.B. eine Folge von mikrobiellem Metabolismus anzeigt) oder eines Anstiegs der Kérpertemperatur
(der z.B. das Vorhandensein von Fieber anzeigt). Bei manchen Ausfiihrungsformen wird die negative Ladung
der Beschichtung 502 fiir einen bestimmten Zeitraum aufrecht gehalten, wie z.B. einen Zeitraum nach der
Implantation, einen Zeitraum nach einer systemischen Infektion oder einen Zeitraum, der von einem Steuer-
signal festgelegt wird, das Uber den drahtlosen Sender/Empfanger 508 von einem entfernten Ort (d.h. einem
aufderhalb des Korpers angeordneten Steuermodul) empfangen wird.

Materialien, Herstellung und Charakterisierung

[0050] Glyoxal (40 Gew.-% in H,0), Asparaginsaure, Glycolsdure, 2-Carboxyethylacrylat und BPEI (M, =
10.000 g/mol) wurden von Aldrich bezogen. (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) wurde von Gelest bezo-
gen. BPEI (M,, = 1.800 g/mol) wurde von Jeffamine bezogen. D4000 wurde von Hunstman bezogen. MeO-
PEG2k-NH, wurde von Polymer Science, Inc., bezogen. Alle Materialien wurden ohne weitere Reinigung ver-
wendet. NH,-PEG4.6k-NH, wurde unter Verwendung bekannter Verfahren hergestellt. S. aureus (ATCC Nr.
6538) und P. aeruginosa (ATCC Nr. 9027) wurden von ATCC bezogen. Mueller-Hinton-Briihe (MHB) wurde
von BD, Singapur, bezogen. XTT-Salz (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxani-
lid) wurde von Sigma Aldrich bezogen. Das LIVE/DEAD BacLight-Bakterienviabilitats-Kit wurde von Thermo-
fisher bezogen.

[0051] Glassubstrate wurden vorbereitet, indem 3"-mal-2"-Mikroskop-Objekttragerglaser Gber Nacht in eine
Lésung von grenzflachenaktivem Mittel getaucht werden. Anschlieliend wurden die Objekttrager mit Wasser
und mit Ethanol gespiilt und getrocknet. AnschlieRend wurden die Objekttrager 15 min mit UV/Ozon behandelt.
Die sauberen Objekttrager wurden 30 Minuten in eine 10 % APTES-LAsung in Ethanol getaucht und vor dem
Trocknen griindlich mit Ethanol gesplilt. Begrenzungen aus Aluminiumband (z.B. 80 ym dick) wurden ange-
bracht und die Objekttrager wurden vor der Sprithbeschichtung unter Stickstoff gehalten.

[0052] Thermogravimetrische Analysen (TGA) wurden auf einem Q500 durchgefiihrt. Die Proben (z.B. 5 bis
7 mg) wurden mit einer Heizrate von 5 Grad Celsius pro min unter einer N,-Atmosphéare von Raumtemperatur
bis 500 Grad Celsius abgetastet. Analysen durch Differentialscanningkalorimetrie (DSC) wurden auf einem
TA Instruments Q2000 durchgefiihrt. Die Proben (z.B. 5 bis 7 mg) wurden mit einer Heizrate von 5 Grad
Celsius pro min in geschlossenen Aluminiumtiegeln von Raumtemperatur bis 200 Grad Celsius abgetastet.
Dynamische mechanische Analysen (DMA) auf einem TA Instruments DMA 2980 unter Verwendung eines
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doppelten Auslegers durchgefiihrt. Die Proben (etwa 12 mal 6 mal 1 mm, auf Metallnetze aufgebracht) wurden
mit einer Heizrate von 5 Grad Celsius pro min von -80 Grad Celsius bis 200 Grad Celsius untersucht.

Verfahren zur Herstellung von PEI-Glyoxal-Filmen durch Sprihbeschichtung

[0053] Eine 2,5 Gew.-% Glyoxallésung in Wasser wurde in den 22-ml-Vorratsbehalter einer ersten Spriihpis-
tole Uberfihrt. Eine zweite Lésung von 0,563 g PEl, g, (0,31 mmol oder 3,19 mmol - NH,-Einheiten) in 6,8 g
MilliQ-Wasser wurde in den 22-ml-Vorratsbehalter einer zweiten Sprihpistole tUberfiihrt. Die Schichten wurden
abwechselnd auf ein APTES-funktionalisiertes Glassubstrat gespruht (beginnend mit der Glyoxallésung), wo-
bei der Abstand zwischen dem Substrat und der Dise etwa 15 cm und der Druck etwa 25 psi betrug, bis die
gewlnschte Gesamtzahl von Schichten erreicht war (z.B. insgesamt 9 Schichten). AnschlieRend wurde das
Glassubstrat zum Harten auf eine Heizplatte Uberfuhrt. Es wurde folgende Warmebehandlung verwendet: 30
Grad Celsius fur 1 Stunde, 30 Grad Celsius bis 120 Grad Celsius wahrend 1 Stunde und 120 Grad Celsius fir
1 Stunde. Nach dem Harten wurde der Film auf Raumtemperatur abkihlen gelassen. Mit einer Rasierklinge
wurde ein Stuck des Films von der Oberflache fur die thermische Analyse abgeschabt. Alternativ dazu wurden
die gleichen Lésungen auf ein Metallnetz gespriiht und durch DMA analysiert.

Charakterisierung von antimikrobiellen/bewuchshemmenden Eigenschaften

[0054] Die Bakterien S. aureus und P. aeruginosa (0,5 ml, 105 CFU/ml) in MHB-Medium wurden in einer 48-
Well-Platte auf Probenoberflachen (0,5 cm mal 0,5 cm) geimpft. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Pro-
ben drei Mal mit sterilem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die antimikrobiellen/bewuchshemmenden
Eigenschaften durch XTT-Test und lebend/tot-Bakterienfarbung untersucht. XTT-Salz (2,3-Bis(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid) (50 pl 1 mg/ml) und Menadion (10 pl, 0,4 mM) wurden bei
37 Grad Celsius 4 Stunden mit PBS-gewaschenen Proben inkubiert. Die Absorbanz bei 490 nm wurde durch
einen TECAN-Mikroplattenleser aufgezeichnet. Da lebensfahige Bakterienzellen XTT zu orangefarbigem For-
mazan umwandeln, korreliert die Absorption bei 490 nm mit der metabolischen Aktivitdt von Bakterien auf
Oberflachen. Ein LIVE/DEAD Baclight-Bakterienviabilitats-Kit wurde zum Farben der Bakterien verwendet, um
die Bakterien auf Oberflachen zu visualisieren. Eine Farbstoffldésung von Propidiumiodid (das Bakterien mit
beschadigter Membran farbt) und SYTO® 9 (das Bakterien mit intakter Membran farbt) wurde vorbereitet, in-
dem 1,5 pl jedes Farbstoffvorrats in 1 ml PBS verdiinnt wurde. Die PBS-gewaschenen Proben wurden durch
wenigstens 15 Minuten Inkubation mit Farbstoffldsung (500 ul) im Dunkeln gefarbt. Die Fluoreszenzbilder wur-
den unter Verwendung eines konfokalen Mikroskops Zesis LSM erhalten. Bei der Untersuchung von antimi-
krobiellen/bewuchshemmenden Langzeiteigenschaften wurde das bakterielle Wachstumsmedium MHB tag-
lich durch frisches MHB-Medium ersetzt. Der XTT-Test und die lebend/tot-Bakterienfarbung wurden, wie vor-
stehend ausfihrlich beschrieben, nach 7 Tagen Inkubation durchgefihrt.

[0055] Die Beschreibungen der verschiedenen Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung wurden zu
Zwecken der Veranschaulichung gegeben, sie sind aber nicht als erschépfend oder auf die beschriebenen
Ausfihrungsformen beschrankt gedacht. Dem Fachmann werden zahlreiche Modifikationen und Variationen
naheliegen, ohne von dem Umfang und Geist der Erfindung abzuweichen. Die hierin verwendete Terminologie
wurde gewahlt, um die Grundgedanken der Ausfilhrungsform, der praktischen Anwendung und der technischen
Verbesserung gegenlber Technologien, die auf dem Markt zu finden sind, am besten zu erkldren oder um
anderen Fachleuten das Versténdnis der hierin beschriebenen Ausfiihrungsformen zu erméglichen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer vernetzten verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung, wobei das
Verfahren aufweist:
Bilden einer ersten BPEI-Schicht, wobei das Bilden der ersten BPEI-Schicht Funktionalisieren der ersten BPEI-
Schicht
- mit NH,-PEG,4,-NH, und negativ geladener Glutamins&ure, oder
- mit NH,-PEG,4,-NH, und negativ geladener Asparaginséure, oder
- mit NH,-PEG,4,-NH, und negativ geladenem Carboxylatacrylat aufweist;
Bilden einer ersten Glyoxalschicht auf einer Oberflache der ersten BPEI-Schicht; und
Harten der ersten BPEI-Schicht und der ersten Glyoxalschicht.

2. Verfahren nach Anspruch 1, ferner aufweisend Bilden einer Mehrzahl von abwechselnden BPEI-Schichten
und Glyoxalschichten auf einer Oberflache der ersten Glyoxalschicht vor dem Harten.
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3. Verfahren nach Anspruch 1, ferner aufweisend Modifizieren der ersten BPEI-Schicht mit hydrophoben
Einheiten, superhydrophilen Einheiten, negativ geladenen Einheiten oder einer Kombination der Genannten.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Bilden der ersten BPEI-Schicht Aufbringen der ersten BPEI-Schicht
auf ein Substrat aus einer DiUse, die mit einem Abstand von 15 Zentimeter Gber dem Substrat angeordnet ist,
mit einem Druck von 1,72 bar (25 psi) aufweist.

5. Verfahren nach Anspruch 1, ferner aufweisend Modifizieren der ersten BPEI-Schicht mit kontakttétenden
bakteriziden Einheiten.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die kontakttétenden bakteriziden Einheiten quaterndre Ammonium-
salze aufweisen.

7. Verfahren nach Anspruch 1, ferner aufweisend Modifizieren der ersten BPEI-Schicht mit kationischen
Polymereinheiten.

8. Verfahren nach Anspruch 7, ferner aufweisend Quaternisieren von Aminen der ersten BPEI-Schicht.

9. Verwendung einer nach einem der Anspriiche 1-8 hergestellten vernetzten verzweigtes-Polyethylenimin
(BPEI)-Beschichtung zum Beschichten einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung, wobei die Glyoxal-
vernetzte verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung auf einer Oberflache der implantierbaren medizi-
nischen Vorrichtung gebildet ist und wobei Amine der BPEI-Beschichtung kovalent an superhydrophobe Ein-
heiten oder negativ geladene Einheiten gebunden sind.

10. Verwendung einer nach Anspruch 3 hergestellten vernetzten verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Be-
schichtung zum Beschichten eines Substrats,
wobei die Glyoxal-vernetzte verzweigtes-Polyethylenimin(BPEI)-Beschichtung auf einer Oberflache des Sub-
strats gebildet ist und
wobei Amine der Glyoxal-vernetzten BPEI-Beschichtung kovalent an hydrophobe Einheiten oder negativ ge-
ladene Einheiten gebunden sind.

Es folgen 6 Seiten Zeichnungen
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Antimikrobielle und bewuchshemmende Eigenschaften von Beschichtungen
auf PEI-Basis gegen S. aureus (SA), gekennzeichnet durch einen XTT-Test (A)

Fig. 6
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