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Es wird allgemein erwartet, daû sich die Gentherapie zu
einer der wichtigsten medizinischen Technologien des näch-
sten Jahrhunderts entwickeln wird. Um dies jedoch zu
ermöglichen, müssen noch viele Fortschritte gemacht werden.
Die Gentherapie läût sich ganz allgemein als ¹Einschleusen
von Nucleinsäuren (mit einem Vektor) in einen Patienten für
therapeutische Zweckeª definieren.[1a] Die aktuelle For-
schung auf dem Gebiet der Gentherapie beschäftigt sich
folglich mit dem Design geeigneter Vektoren für den Nu-
cleinsäuretransport. In diesem Bereich kommt dem Chemiker
eine klar definierte Rolle zu; wir selbst arbeiten an der
Entwicklung synthetischer Vektorsysteme aus kationischen
Liposomen zum Transport von Nucleinsäuren in vivo.[2] Hier
beschreiben wir als Alternative ein System auf Peptidbasis,
das eines der kleinsten und einfachsten Vektorsysteme zum
Einschleusen von Nucleinsäuren ist, die bislang beschrieben
worden sind.[1]

über Celite filtriert. Der Filterkuchen wird mit Chloroform (30 mL)
gewaschen, die vereinigten organischen Lösungsmittel werden im Vakuum
entfernt, und das Produkt wird durch Säulenchromatographie gereinigt
(Kieselgel, Ethylacetat:Hexan 1:9). Analysenreines Propiophenon wurde
als farblose Flüssigkeit erhalten (193 mg, 90 %).
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Das hier vorgestellte System auf Peptidbasis geht auf
unsere Entdeckung zurück, daû das synthetische Peptid 1, das
eine cyclische N-terminale Gruppe und eine Hexadeca(l-
lysin)-DNA-Bindungsdomäne enthält, den Gentransport in
vitro bewirken konnte.[3] Die cyclische N-terminale Gruppe
von 1 enthält das Peptidmotiv Arg-Gly-Asp (RGD), das
bekanntlich mit Integrinen wie aIIbb3, avb3 und avb5

[4, 5]

wechselwirkt. Integrine sind Zelloberflächen-Proteine, die
man als integrale Bestandteile vieler Zellmembranen fin-
det.[5, 6] Wir nahmen an, daû 1 über die Hexadeca(l-lysin)-
Einheit an Nucleinsäuren binden und dann in einem zwei-
stufigen Prozeû in Zellen eindringen würde, bei dem zunächst
eine Bindung an Zelloberflächen-Integrine erfolgen und
anschlieûend eine Rezeptor-vermittelte Endocytose stattfin-
den sollte. Dieser von Integrinen vermittelte Prozeû wird von
verschiedenen Pathogenen genutzt, um in Zellen einzudrin-
gen, z. B. auch vom Adenovirus,[7] das selbst in letzter Zeit
zum Gegenstand vieler Studien zum Gentransport geworden
ist.[1] Wir erwarteten daher, daû 1 wie ein minimalistischer
Adenovirus-Vektor Gene in Zellen einschleusen würde.

Erfreulicherweise verhielt sich Peptid 1 wie erwartet,[3] war
jedoch schwierig zu synthetisieren. Mit dem Peptid 2, in dem
sich die Hexadeca(l-lysin)-Einheit am N-Terminus befand,
stand ein RGD-Peptidvektor der zweiten Generation zur
Verfügung. 2 war zwar 1 als Gentransport-Vektor überlegen,
jedoch war seine Herstellung ebenfalls schwierig.[8] In der
Festphasen-Peptidsynthese kennt man ¹schwierige Sequen-
zenª, dabei handelt es sich um Sequenzen, die Sekundär-
strukturelemente (wie a-Helices und b-Faltblätter) während
der Festphasensynthese am Harz bilden. Man nimmt an, daû
diese Sekundärstrukturelemente die Kupplung der Amino-
säuren erschweren und damit die Ausbeute an Peptidprodukt
verringern.[9, 10] Diese ¹schwierigen Sequenzenª lassen sich
anhand der Gleichung von Milton et al.[11] [Gl. (1)] identifi-

hPc*i�SPc*iÿn /n (1)

zieren, in der hPc*i der gemittelte Knäuel-Parameter (coil
parameter) für den Aufbau einer geschützten Peptidkette mit
einer Gesamtlänge von n Resten und Pc*iÿn der individuell
verfeinerte Knäuel-Parameter für jede einzelne Aminosäure
in der geschützten Peptidkette an der jeweiligen Position i ist.
Analysiert man die Sequenz einer geschützten Peptidkette
nach Gleichung (1), so weist ein hoher Wert für hPc*i (1.0 ±
1.4) typischerweise auf die Tendenz der Kette hin, als
statistisches Knäuel (random coil) vorzuliegen. Das bedeutet,
daû die Kupplung mit der nächsten Aminosäure leicht
auszuführen sein wird (Kupplungseffizienz >99.8 %). Ein
kleiner Wert für hPc*i (0.7 ± 0.9) bedeutet genau das Gegen-
teil. Für die Synthese der geschützten Peptidkette von 1 ergab
sich nach vollständiger Analyse durchgehend ein hPc*i-Wert
von ca. 0.9. ¾hnliche Ergebnisse wurden für das Peptid 2
erhalten. Deshalb kann man bei 1 und 2 von ¹schwierigen
Sequenzenª ausgehen.

Wegen der enormen Bedeutung, die 1 und 2 für den
Nucleinsäuretransport haben, waren wir bemüht, eine alter-
native Strategie für die Festphasen-Peptidsynthese zu entwik-
keln, die die Probleme, die solche schwierigen Sequenzen
aufwerfen, lösen kann und es gleichzeitig ermöglicht, andere

funktionelle Peptidbausteine an Hexadeca(l-lysin) zu knüp-
fen. Das würde den Nutzen und die potentielle Verwendbar-
keit von Vektorsystemen auf Peptidbasis zum Transport von
Nucleinsäuren erweitern. Im Laufe der Entwicklung dieser
alternativen Strategie entschieden wir uns, zwei neue Peptide,
3 und 4, für den Nucleinsäuretransport herzustellen. Peptid 3

ist eine Variante von 1 und stellt einen RGD-Peptidvektor der
dritten Generation dar. Im Unterschied dazu wurde Peptid 4
aus einem Fusions-vermittelnden Peptid aufgebaut, das an
den N-Terminus der Hexadeca(l-lysin)-DNA-Bindungsdo-
mäne geknüpft wurde. Es wurde gezeigt, daû diese Fusions-
vermittelnde Peptideinheit starke endosomolytische Eigen-
schaften aufweist.[12] Wir schlossen daraus, daû bei kombi-
nierter Verwendung von 3 und 4 das resultierende Vektor-
system auf Peptidbasis zum Nucleinsäuretransport in der
Lage sein würde, elektrostatisch an Nucleinsäuren zu binden,
und anschlieûend durch Endocytose, die durch die vom RGD-
Peptidmotiv in 3 vermittelte Integrinbindung ermöglicht wird,
in Zellen eingeschleust werden würde. Die elektrostatisch
assoziierten Nucleinsäuren könnten dann aus ihren Endosom-
Kompartimenten durch die endosomolytische Aktivität der
N-terminalen, Fusions-vermittelnden Peptideinheit von 4
freigesetzt werden. Die Freisetzung aus dem Endosom stellt
bekanntlich beim Einsatz nichtviraler Systeme zum Nuclein-
säuretransport ein ernsthaftes Problem dar.[1] Man sollte
daher erwarten, daû 4 synergistisch mit 3 wirkt und damit ein
effizienteres Vektorsystem auf Peptidbasis zum Transport von
Nucleinsäuren resultieren würde.

Zur Herstellung von 3 und 4 wurde folgende Festphasen-
Synthesestrategie ausgearbeitet: Zur Synthese des harzge-
bundenen Hexadeca(l-lysins) 6 wurde eine konvergente
Segmentkondensation angewendet; zunächst wurde dazu
harzgebundenes Octa(l-lysin) 5 an einem äuûerst säurelabi-
len 2-Chlortrityl-Harz hergestellt und anschlieûend mit
FMOC-[l-Lys(BOC)]8-OH 5 a unter Verwendung des Kup-
plungsreagens Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphoni-
um-hexafluorophosphat (PyBOP) zu harzgebundenem He-
xadeca(l-lysin) 6 gekuppelt (Schema 1).[13] Oligo(l-lysin)-
Peptide sind normalerweise sehr schwer über eine direkte,
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lineare Synthesetrategie zugänglich, besonders wenn mehr als
acht Aminosäurereste enthalten sind (hPc*i-Werte 0.8 ± 0.9).
Um diese Komplikationen zu vermeiden und um die Aus-
beute an vollständig synthetisiertem 6 zu optimieren, wurde
diese besondere Segmentkondensation gewählt. Eine Teil-
menge von 6 wurde dann mit PyBOP an das vollständig
geschützte Peptid 7 gekuppelt, das das RGD-Motiv enthält;
dabei entsteht 8, das anschlieûend vom Harz abgespalten und
entschützt wird, wobei 3 in einer Gesamtausbeute von 3 %
erhalten wird (Schema 1).

Eine andere Teilmenge von 6 wurde an das vollständig
geschützte, Fusions-vermittelnde Peptid 9 mit Dicyclohexyl-
carbodiimid/1-Hydroxy-1H-benzotriazol (DCC/HOBt) zu 10
gekuppelt. Nach Abspalten vom Harz und Entschützen
erhielt man 4 in einer Gesamtausbeute von 3 % (Schema 2).
Die Synthese des Zwischenprodukts 7, das das RGD-Motiv
enthält, verlief ohne Komplikationen durch lineare Fest-
phasen-Peptidsynthese. Im Unterschied dazu erwies sich die
Synthese des intermediären Fusions-vermittelnden Peptids 9
als schwieriger (hPc*i-Werte ca. 0.8 während der ge-
samten Synthese) und konnte nur mit drastisch verlängerten
Kupplungszeiten und doppelte Kupplungen erreicht wer-

den. Insgesamt waren die Ausbeuten an 3 und 4 zu-
friedenstellend, besonders wenn man bedenkt, daû deren
Synthesen mit gewöhnlichen linearen Synthesestrategien auf-
grund einer Analyse nach Gleichung (1) nahezu unmöglich
erschienen.

3 wurde zunächst in vitro im Vergleich zu 2 auf seine
Tauglichkeit als Vektor zum Transport des Plasmids pGL3 in
CaCo2-Zellen (menschliche koloniebildende Epithelzellen)
überprüft. Das pGL3-Plasmid enthält das Luciferase-Repor-
tergen des amerikanischen Glühwürmchens (Photinus pyra-
lis), was zu einer Akkumulation der Luciferase-Enzymaktivi-
tät in CaCo2-Zellen nach dem Einschleusen des Plasmid-
codierten Gens führt. Das Ausmaû der Enzymaktivität, das
man daraufhin in den Zellen miût, korreliert direkt mit der
Effizienz des Gentransport-Prozesses.[8] Je höher die Enzym-
aktivität ist, desto effizienter ist der Prozeû. Im pGL3-
Transport-Assay waren die Peptide 2 und 3 als Vektoren
zum Plasmidtransport nicht zu unterscheiden (Ergebnisse
nicht gezeigt). Im Unterschied dazu konnte unser RGD-
Peptidvektor 3 der dritten Generation im Vergleich zum
endosomolytischen Vektor 4 das pGL3-Plasmid vier- bis
fünfmal effizienter einschleusen (Abbildung 1). Erfreulicher-

Schema 1. Reagentien und Reaktionsbedingungen: a) 1. FMOC-[l-Lys(BOC)]8-OH 5 a, PyBOP (2 ¾quiv.), iPr2EtN (3 ¾quiv.), DMSO/DMF (1/3), RT,
72 h; 2. 20proz. Piperidin in DMF (v/v); b) 7, PyBOP (10 ¾quiv.), iPr2EtN (10 ¾quiv.), DMSO/DMF (1/3), RT, 24 h; c) 1. 7proz. Phenol (w/v), 2proz.
Ethandithiol (v/v), 4proz. Thioanisol (v/v), 4proz. Wasser (v/v) in TFA, RT, 5 h; 2. MTBE; Gesamtausbeute 3 %. BOC� tert-Butoxycarbonyl,
FMOC�Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl, MTBE�Methyl-tert-butylether, PMC� 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl, TFA�Trifluoressigsäure,
Trt�Triphenylmethyl�Trityl.
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Abbildung 1. Luciferase-Enzymaktivität a in zellfreien Extrakten von
CaCo2-Zellen 48 h nach der Einschleusung des pGL3-Plasmids, das das
Luciferase-Gen codiert, mit einem Peptid-Minivektor. Der Transport des
Plasmid-codierten Gens wurde dadurch erreicht, daû Zellen mit pGL3-
Plasmiden im Gemisch mit 3 und/oder 4 behandelt wurden. Bei jeder
Transfektion betrug das optimale Verhältnis von Plasmid zu Gesamtpeptid
1 mg/2.5 mg (1:2.5, w/w). Die Plasmid/Peptid-Gemische hatten folgende
Zusammensetzung: pGL3� 3 (A), pGL3� 4 (B), pGL3� 3� 4 (C), nur
pGL3 (D). Die Luciferase-Enzymaktivität wird als prozentualer Anteil der
Aktivität angegeben, die man in Kontrollexperimenten zum durch
kationische Liposomen vermittelten Gentransport mit einem zellfreien
Extrakt von CaCo2-Zellen miût, nachdem diese gleichzeitig mit kationi-
schen Liposomen (LipofectAMINE, GIBCO BRL) und pGL3-Plasmid
(24 mg/1 mg; 24:1, w/w) behandelt wurden.

weise stellte man für die Kombination von 3 und 4 eine fast
zehnmal so hohe Effizienz des Gentransports fest wie bei der
Verwendung von 3 allein (Abbildung 1). Es zeigte sich, daû 3

und 4 tatsächlich synergistisch wirken, wahrscheinlich nach
dem oben vorgeschlagenen Mechanismus, so wie wir es
erwartet hatten. Die kombinierten Effekte von 3 und 4 beim
Gentransport kommen der Effizienz des Gentransports mit
kationischen Liposomen, z. B. LipofectAMINE, recht nahe
(Abbildung 1). Deshalb sind wir zuversichtlich, daû das hier
beschriebene kombinierte Peptidsystem die Verwendung
kationischer Liposomen in vitro nach weiteren Optimierungs-
studien ersetzen könnte. Allerdings könnte es sich auch als ein
fruchtbarer Weg erweisen, eine zusätzliche Kombinations-
strategie einzuschlagen, in der sowohl Peptide als auch
kationische Liposomen zusammen eingesetzt werden, um
den Transport von Nucleinsäuren zu bewirken. Tatsächlich
entdeckten wir kürzlich, daû das Peptid 2, unser RGD-
Peptidvektor der zweiten Generation, in vitro die Effizienz
des Gentransportes durch die kationischen Liposomen Lipo-
fectAMINE[1] um mehr als eine Gröûenordnung verstärkt.[14]

Solch eine Erhöhung der Effizienz des Gentransportes durch
kationische Liposomen kann auch entscheidende Auswirkun-
gen auf die durch kationische Liposomen vermittelte Gen-
freisetzung in vivo haben.

Wir haben eine konvergente Synthese für Peptid-Minivek-
toren entwickelt, die in der Lage sind, den Transport Plasmid-
codierter Gene in vitro zu vermitteln. Unseres Wissens sind
diese im Moment die kleinsten Vektoren zum Transport
von Nucleinsäuren und könnten deshalb in Zukunft als
äuûerst nützliches Werkzeug in der Gentherapie eingesetzt
werden.

Schema 2. Reagentien und Reaktionsbedingungen: a) 6, DCC (40 ¾quiv.), HOBt (40 ¾quiv.), DMSO/DMF (1/4), RT, 24 h;
b) 1. 20proz. Piperidin in DMF (v/v), RT, 45 min; 2. 2.5proz. Ethandithiol (v/v), 2.5proz. Wasser in TFA (v/v), RT, 3 h;
3. MTBE (Gesamtausbeute 3 %).
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Oberflächenmodifikation von porösem Silicium
durch elektrochemische Reduktion organischer
Halogenide**
Christian Gurtner, Aetna W. Wun und
Michael J. Sailor*

Poröses Silicium gehört zu den Werkstoffen mit groûer
Oberfläche und nanometergroûen bis makroskopischen Po-
ren. Es kann aus n- oder p-Typ-Silicium durch chemisches
oder elektrochemisches ¾tzen mit Fluûsäure hergestellt
werden. Erste Untersuchungen an diesem Werkstoff wurden
wegen seiner Verwendung als Isoliermaterial in der Mikro-
elektronik durchgeführt.[1] Später entdeckte man, daû viele
Formen porösen Siliciums nach UV-Anregung eine intensive
Photolumineszenz zeigen,[2] was Anwendungsmöglichkeiten
in der Optoelektronik, der Display-Technologie[3] und der
chemischen Sensorik[4] eröffnete. In jüngster Zeit wurden die
passiven optischen Eigenschaften für antireflektierende Be-
schichtungen,[5] Wellenleiter,[6] Interferenzfilter[7] und Bio-
sensoren[8] genutzt.

Frisch hergestelltes poröses Silicium hat eine Oberfläche
mit Hydridenden, die leicht oxidiert wird oder korrodiert. Bei

Experimentelles

Alle Peptide wurden mit einem ABI-431A-Festphasen-Peptidsynthesizer
im Batch-Verfahren synthetisiert. Wenn nicht anders beschrieben wurden
die Synthesen im 0.1-mmol-Maûstab durchgeführt, wobei FMOC-ge-
schützte l-Aminosäuren (Novabiochem, Nottingham, Groûbritannien)
im fünffachen Überschuû und die FastMoc-Reagentien 2-(1H-Benzotri-
azol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat/Hydroxybenzo-
triazol (HBTU/HOBt) (Alexis Corporation, Laufelfingen, Schweiz und
SMPE Ltd., Croydon, Groûbritannien) zur Amidkupplung eingesetzt
wurden. Die Kupplungsschritte wurden in N-Methylpyrrolidinon (NMP)
und Dichlormethan (Rathburn, Walkerburn, Groûbritannien) an sehr
säurelabilen 2-Chlortrityl-Harzen (200 ± 400 mesh; Novabiochem, Notting-
ham, Groûbritannien) als fester Phase durchgeführt. Nach der Synthese
wurden die Peptide mit Trifluoressigsäure (TFA) in Dichlormethan (1%, v/
v) vom Harz abgespalten und anschlieûend mit Pyridin (2.5 ¾quiv.) in
Methanol behandelt. Entsalzt wurde über eine P2-Biogel-Säule (2� 28 cm;
Bio-Rad Laboratories, Herts., Groûbritannien), die an ein FPLC-System
(Amersham Pharmacia Biotech Groûbritannien, Bucks., Groûbritannien)
angeschlossen war, mit 0.1proz. wäûriger TFA (0.75 mL minÿ1; Detektion
bei 214 und 280 nm) als Elutionsmittel. Die Reinigung durch Umkehr-
phasen-HPLC erfolgte normalerweise mit einer Vydac-Säule (C18, 2�
25 cm; Hichrom Ltd, Berks., Groûbritannien), die an eine Gilson-HPLC-
Anlage (Anachem, Beds., Groûbritannien) angeschlossen war. Die Peptide
wurden mit einem Acetonitril-Gradienten in 0.1proz. wäûriger TFA
(5 mL minÿ1; Detektion bei 220 ± 230 nm) eluiert. Die Matrix-unterstütz-
te-Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Massenspektro-
metrie wurde mit einem LaserMat-2000-Spektrometer (Thermobioanalysis
Ltd, Herts., Groûbritannien) mit einer Matrix aus a-Cyano-4-hydroxy-
zimtsäure (a-CMC) (33 nm) in Acetonitril/Methanol (Hewlett-Packard,
Cheshire, Groûbritannien) durchgeführt.

Das Peptid 3 wurde wie oben beschrieben synthetisiert (Schema 1). Nach
Entsalzung, HPLC-Reinigung (Elution mit 53.5proz. Acetonitril, v/v) und
Lyophilisierung erhielt man 3 als farbloses Pulver. Gesamtausbeute: 8 mg
(2.6 mmol, 3 %); MS (MALDI-TOF): m/z : ber. für C136H255N46O30S2: 3078.9
[M�H]� , gef.: 3078.1. Die Sequenz wurde auûerdem über Aminosäure-
analyse und Sequenzierung bestätigt. Die Homogenität wurde durch
HPLC-Analyse auf über 95 % geschätzt.

Das Peptid 4 wurde wie oben beschrieben synthetisiert (Schema 2). Nach
HPLC-Reinigung (Elution mit 96.5proz. Acetonitril, v/v) und Lyophilisie-
rung erhielt man 4 als farbloses Pulver. Gesamtausbeute: 12 mg (2.7 mmol,
3%); MS (MALDI-TOF): m/z : ber. für C206H366N53O48: 4353.5 [M�H]� ,
gef.: 4353.8. Die Sequenz wurde über Aminosäureanalyse und Sequen-
zierung bestätigt. Die Homogenität wurde durch HPLC-Analyse auf über
95% geschätzt.

Die Peptide 3 und 4 (100 mg mLÿ1) wurden in einem Gemisch aus 10 mm
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsäure (HEPES), pH 7.3,
und 150 mm NaCl gelöst. Die Lösung von 3 wurde dann 16 h bei
Raumtemperatur gerührt, um eine intramolekulare Disulfidbrücke zu
bilden. Die Bindungsknüpfung wurde mit dem Ellman-Test[15] nachge-
wiesen. Schlieûlich wurde für oxidiertes 3 und/oder 4, wie zuvor beschrie-
ben, die Effizienz des Gentransportes getestet.[8]
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