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Funktionale Polymere im Nanometerbereich k�nnen biome-
dizinische Prozesse wie die Immunisierung, Transfektion,
Adh�sion und Wirkstoff-Aufnahme steuern.[1] Multivalente
Ger�ste, darunter lineare oder verzweigte Polymere und
Dendrimere, waren besonders n�tzlich in solchen Anwen-
dungen.[2] Die Polymere wurden f�r die mehrfache Pr�senta-
tion einzelner Liganden zur Verst�rkung schwach affiner
Bindungen verwendet.[3] Dar�ber hinaus konnte gezeigt
werden, dass dendritische Strukturen in vivo wesentlich
stabiler gegen Proteolyse waren als die entsprechenden
monovalenten Liganden.[4]
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W�hrend einfache, nichtdekorierte Polymere leicht zu-
g�nglich sind,[5] ist die Synthese chemisch modifizierter
Polymere mit spezifischer biologischer Aktivit�t sehr viel
aufw�ndiger. Die Synthese an l�slichen Polymeren wurde
zwar eingehend untersucht,[6] erwies sich aber in den meisten
F�llen wegen der m�hsamen Aufarbeitung und der geringen
Ausbeuten als ineffizient. Die einzige praktikable Methode in
diesem Bereich ist gegenw�rtig die Konjugation der Polymere
mit vorgeformten kleinen Molek�len; allerdings sind die
Konjugationstechniken auf wenige Kupplungsreaktionen be-
schr�nkt und erm�glichen keine starke Variation der Poly-
merdekorierung und -beladung. F�r systematische Struktur-
Aktivit�ts-Untersuchungen, z. B. bei der biologischen Opti-
mierung von Polymerwirkstoffen, wird die Herstellung und
Variation von dekorierten multivalenten Ger�sten mit er-
h�htem Durchsatz durch parallele oder kombinatorische
Methoden erforderlich sein.

Hier wird eine Strategie vorgestellt, die bisherige Proble-
me bei der Polymermodifizierung eliminiert und einen flexi-
blen Zugang zu komplex dekorierten Ger�sten er�ffnet
(Schema 1). Verzweigte Polymere wurden unter Bildung

eines quellbaren Polymerharzes vernetzt, das sich als robustes
Tr�germaterial f�r die Festphasensynthese eignet (Schema 1,
oben). Mithilfe der einfachen Polymer-unterst�tzten Synthe-
se wurde in mehreren Stufen auf jedem Makromolek�l eine
Reihe identischer Zielmolek�le aufgebaut. Anschließend
wurden die Vernetzereinheiten des polymeren Tr�gers ge-
spalten und so die dekorierten Polymerger�ste freigesetzt.
(Schema 1, unten).

Stark verzweigtes Polyethylenimin (PEI) wurde als idea-
les Ausgangsmaterial zur Herstellung eines reversibel ver-
netzten Harzes gew�hlt.[16, 17] PEI wurde bereits als hyperver-
zweigte Verbindung in mehreren biologischen Anwendun-
gen, z. B. in der In-vivo-Transfektion, angewendet.[7] K�rzlich
wurde gezeigt, dass PEIs gut f�r den Aufbau ultra-hochbe-
ladener Polymertr�ger (Ultraharze) geeignet sind, die in der

organischen Synthese und als Polymerreagentien verwendet
wurden.[8–10]

Die Spaltung des Vernetzermolek�ls muss streng ortho-
gonal verlaufen, um ein robustes Tr�germaterial aus reversi-
bel vernetzten, hyperverzweigten Polymeren zu erhalten. Die
Wahl fiel auf den Dialdehyd 2 mit einer Dialkoxysilanfunk-
tion. Reversibel vernetzte Harze wurden durch Polykonden-
sation von stark verzweigtem PEI (3 ; Mn = 10000, Mw =

25000, Polydispersit�t = 2.5) mit 2 erhalten (Schema 2). Die

Konzentrationen von PEI und 2 waren entscheidend zum
Erreichen einer homogenen Vernetzung und hoher Ausbeu-
ten. Das Harz 4 wurde durch 1H-MAS-NMR-Spektroskopie,
FT-ATR-IR-Spektroskopie und Elementaranalyse charakte-
risiert (MAS = magic angle spinning, ATR = attenuated total
reflection). Seine Zersetzung erfolgte durch die Spaltung der
Silicium-Sauerstoff-Bindungen im Vernetzermolek�l mit
S�ure (50 % Trifluoressigs�ure in Dichlormethan, 2 h) oder
mit Fluorid (1m Tetrabutylammoniumfluorid in THF, 2 h).
Die vollst�ndige Zersetzung wurde durch Gelpermeations-
chromatographie (GPC) nachgewiesen, die ein PEI-Produkt
mit dem gleichen Mn-Wert wie das Ausgangspolymer zeigte
(Abbildung 1).

Das Harz 4 wurde in der Festphasensynthese eingesetzt
(Schema 3). Die Peptidsynthese wurde direkt auf den sekun-
d�ren Aminen des Tr�gers durchgef�hrt, wodurch das Harz 5
erhalten wurde. Alternativ dazu wurden die Peptidsequenzen

Schema 1. Reversibel vernetzte, hyperverzweigte Polymere erm�glichen
die leichte Festphasendekorierung von makromolekularen Strukturen:
a) Hochverzweigtes PEI wird zu einem quellf�higen Harz vernetzt, das
als robustes Tr�germaterial bei der Polymer-unterst�tzten Synthese
fungiert. b) In einer mehrstufigen Festphasensynthese k�nnen komple-
xe Molek�le aufgebaut werden. c) Die Zersetzung des Harzes erfolgt
durch die Spaltung der Vernetzermolek�le.

Schema 2. Der Vernetzer 2 wurde ausgehend von 1 synthetisiert und
zur Konstruktion der polymeren Tr�ger 4 verwendet. a) Diisopropyldi-
chlorsilan, Pyridin, 1 h, 60 8C. b) 2, THF, 4 h, RT. c) Natriumborhydrid,
THF/MeOH 2:1, 16 h, RT.
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an einem 4-Hydroxymethylbenzoes�ure(HMBA)-Linker
(Harz 6) aufgebaut. Dieser basenlabile Linker erm�glicht
die orthogonale Abspaltung der gesch�tzten Peptide vom
Harz 6, ohne die Integrit�t des Harzes zu gef�hrden, und
dar�ber hinaus die Abspaltung von entsch�tzten Peptiden
von den freigesetzten multivalent dekorierten Ger�sten, was
von Nutzen f�r analytische Zwecke oder f�r spezielle In-vivo-
Anwendungen ist. In einer dritten Variante wurde nur ein
kleiner Teil der freien Amine mit dem HMBA-Linker
gekuppelt, um w�hrend der Peptidsynthese durch Teilabspal-
tung eine analytische �berwachung zu erm�glichen (Harz 7).

Der Peptidgehalt der multivalent dekorierten Ger�ste
wurde durch die Kupplung einer sub-st�chiometrischen
Menge des Linkers oder der ersten Aminos�ure mit dem
Harz 4 eingestellt; die �brigen sekund�ren Amine des Poly-
merr�ckgrates wurden mithilfe von Boc-Anhydrid gesch�tzt.
Benzotriazolyltetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU)
wurde zur Aktivierung der Fmoc-Aminos�uren verwendet.
Der Syntheseverlauf konnte durch den Kaiser-Test oder die
Abspaltung und Entsch�tzung des Endproduktes verfolgt
werden.

Um die Eignung des Konzeptes zu demonstrieren, wurden
potenziell bioaktive, dekorierte multivalente Ger�ste synthe-
tisiert (Tabelle 1). Zu den ausge-
w�hlten Peptiden geh�ren Sequen-
zen f�r das intrazellul�re Targeting
(dekorierte Ger�ste 8 und 9),[11] B-
und T-Zellepitope f�r die Vakzi-
nierung (10–14) und ein Peptid, das
f�r die Unterbrechung molekula-
rer Wechselwirkungen bei der
Apoptoseregulierung im Cytoplas-
ma beschrieben worden ist (15).[12]

Diese Auswahl repr�sentiert ein
breites Spektrum an biologischen
und biomedizinischen Anwendun-
gen.

Die Harze 5, 6 und 7 wurden
unter sauren Bedingungen gespal-

ten (95 % Trifluoressigs�ure, 2.5% Triisopropylsilan, 2.5%
Wasser, 4 h), wobei die Seitenkettenschutzgruppen der Ami-
nos�uren ebenfalls entfernt wurden. Zur Aufarbeitung der
dekorierten Polymere konnten Routinemethoden aus der
Peptidsynthese verwendet werden. Die wiederholte F�llung
der peptidfunktionalisierten Polymere in kaltem Diethylether
lieferte reine, dekorierte Polymerger�ste und entfernte die
nichtfl�chtigen Reste der Trityl- und der 2,2,4,6,7-Penta-
methyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl(Pbf)-Schutzgruppe, was
NMR-spektroskopisch belegt wurde (siehe Hintergrundin-
formationen).

Abbildung 1. GPC von a) dem Ausgangsmaterial PEI (3 ; Mn = 10000,
Mw = 25000, durchgezogene Linie), b) PEI aus der Zersetzung von re-
versibel vernetztem Harz 4 (gepunktete Linie) und c) peptiddekorier-
tem PEI-Polymer 8 (Mn = 24000, Mw =75000, gestrichelte Linie).
V : Elutionsvolumen, I : Intensit�t des Detektorsignals.

Schema 3. Reversibel vernetztes Harz 4 wurde bei der Synthese von
dekorierten, multivalenten Ger�sten verwendet. a) Fmoc-AS, TBTU,
HOBt, DIPEA, DMF. b) Di-tert-butyldicarbonat, DIPEA, DMF, 2 � 2 h,
RT. c) Peptidsynthese mit Fmoc-Strategie. d) 4-[(Acetyloxy)methyl]ben-
zoes�ure, TBTU, HOBT, DIPEA, DMF, 4 h, RT. e) 0.1m Natriumme-
thanolat in MeOH, 0.5 h, RT. f) 95 % Trifluoressigs�ure, 2.5% Tri-
isopropylsilan, 2.5% Wasser, 4 h, RT; R = ungesch�tztes Peptid, H
oder Verzweigung. Boc = tert-Butyloxycarbonyl, Fmoc = 9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl.

Tabelle 1: Synthese dekorierter multivalenter Ger�ste mit potenziell bioaktiven Peptidsequenzen.

Dekoriertes
Ger�st

Sequenz Harz Beladung
[mmolg�1]

MP
[a]

[gmol�1]
Reinheit
(214 nm) [%]

Mn
[b]

[g mol�1]
Kopien
pro PEI-
Molek�l

8 Fluo-PKKKRKV 5 1.6 – – 30 000 16
9 ANWTGPKKKRKV 5 1.6 – – 32 000 16
10 EQPRKFG 5 3.0 – – 35 000 40
11 MAYPRISVNNG 6 1.8 1234.6 82.5 32 000 18
12 QSQPQPPHPTPYWIG 6 1.8 1745.8 84.3 41 000 18
13 KVSTLPAITLKLGGKG 6 1.8 1595.9 82.5 38 500 18
14 QSQPQPPHPTPYWIG 7 2.2 1745.8 88.3 48 000 22
15 AVPIAQKK(Fluo)G 7 2.2 1088.7[c] 88.3[c] 38 000 22
16 KQAIPVAK(Fluo)G 7 2.2 1088.7[c] 86.6[c] 38 000 22

[a] Masse des Peptidmethylesters. [b] Masse des Produktes. [c] Masse und Reinheit von
AVPIAQKK(Dde)G-OMe und KQAIPVAK(Dde)G-OMe. Fluo = 5(6)-Carboxyfluorescein
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Um die Anwendbarkeit der so erhaltenen, peptiddeko-
rierten Polymerger�ste in biologischen Systemen zu pr�fen,
wurde die zellul�re Aufnahme durch konfokale Mikroskopie
lebender Zellen untersucht. Eingesetzt wurde das dekorierte
Ger�st 8, das die Fluorescein-markierte Kernlokalisierungs-
sequenz Fluo-PKKKRKV tr�gt. HeLa-Zellen wurden mit 8
(400 nm) zwei Stunden lang bei 37 8C inkubiert. Sowohl eine
deutliche vesikul�re Anf�rbung als auch eine homogene
Lokalisation in Cytoplasma und Zellkern wurden beobachtet
(Abbildung 2). Die vesikul�re Anf�rbung colokalisiert mit

hochmolekularen Dextranen (10 000 Da), die bekanntlich
durch Fl�ssigphasenendocytose internalisiert werden.[13] Die
beobachtete subzellul�re Verteilung ist typisch f�r eine
Aufnahme durch Endocytose, gefolgt von einer Freisetzung
aus den endosomalen Kompartimenten. Die Lokalisation in
Cytoplasma und Zellkern konnte durch Inkubierung mit
Bafilomycin A1 inhibiert werden, einem hochpotenten und
selektiven Inhibitor der vakuol�ren H+-ATPasen (siehe Hin-
tergrundinformationen).[14] Die Homogenit�t der Aufnahme
bezogen auf die gesamte Zellpopulation sowie die zellul�re
Toxizit�t von 8 wurden mittels Durchflusscytometrie unter-
sucht. Im Ergebnis f�hrte bereits eine geringe Konzentration
von 8 (50 nm) zu einer homogenen Inkorporierung in die
Zellpopulation.[15] Es wurde auch bei h�heren Konzentratio-
nen (bis 1 mm) keine Toxizit�t beobachtet (Daten in den
Hintergrundinformationen).

Reversibel vernetzte Harze aus hyperverzweigten Poly-
meren sind leistungsf�hige neue Werkzeuge zur Herstellung
dekorierter multivalenter Ger�ste. Durch die Verwendung
von Festphasenmethoden kann die vorteilhafte Polymer-
unterst�tzte Synthese mit der erleichterten Reaktionskon-

trolle konventioneller Synthesen verbunden werden. Analy-
tik ist sowohl am Harz (on-bead) wie auch in L�sung (off-
bead) m�glich. Die Verwendung dieser Harze macht den
Einsatz kombinatorischer Methoden wie der Parallelsynthe-
se, Automatisierung und Split-and-Mix-Operationen zur De-
korierung von makromolekularen Strukturen m�glich. Es
konnte hier gezeigt werden, dass die erhaltenen multivalen-
ten Ger�ste f�r Anwendungen in Zellsystemen geeignet sind.
So wurde 8 homogen in die gesamte Zellpopulation inkor-
poriert. In weiteren Studien muss dieses Konzept nun bei der
Entwicklung und Optimierung biologisch aktiver Polymere
eingesetzt werden, die Funktionen im Cytoplasma oder in
spezifischen Organellen eukaryontischer Zellen aus�ben.

Experimentelles
Synthese von 4 : Polyethylenimin (Mn = 10000, Mw = 25000, 1.25 g)
wurde in THF (6.1 mL) gel�st und schnell mit einer L�sung von 2
(0.495 g, 1.29 mmol) in THF (4.6 mL) versetzt. Nach einer Minute
bildete sich das Polymer. Nach 4 h wurde das Polymer zerstoßen, mit
THF gewaschen und in THF/MeOH (2:1, 24 mL) suspendiert.
Natriumborhydrid (0.097 g, 2.56 mmol) wurde zugegeben und die
Suspension 16 h bei RT gesch�ttelt. Das Polymer wurde mit THF und
MeOH gewaschen, durch ein Sieb gedr�ckt (400-mm-Poren), mit
MeOH und CH2Cl2 gewaschen und im Vakuum zum Harz 4 getrock-
net (1.5 g, 89 %). Elementaranalyse: C 55.6, H 9.7, N 21.0. 1H-MAS-
NMR (400 MHz, MeOD, Rotationsfrequenz 4500 Hz): d = 0.9–1.2
(m, Isopropyl, rel. Integral 16.7), 2.2–3.0 (m, PEI-CH2, 100), 3.72
(br.s, sec-N-CH2-Aryl, 2.52), 4.56 (br.s, tert-N-CH2-Aryl, 0.53) 7.2–
7.5 ppm (br.s, HAr, 6.51). FT-ATR-IR: ñ = 815, 1063, 1090, 1461, 1572,
2815, 2932, 3277 cm�1.

Generelle Vorschrift zur Synthese von peptiddekorierten Poly-
merger�sten: Fmoc-Glycin (446 mg, 1.5 mmol) wurde mit TBTU
(482 mg, 1.5 mmol), N-Hydroxybenzotriazol (HOBt; 230 mg,
1.5 mmol) und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA; 257 mL,
1.5 mmol) in DMF auf Harz 4 (100 mg) gekuppelt. Nach 4 h wurde
das Harz mit DMF und CH2Cl2 gewaschen und im Vakuum getrock-
net. Freie Amine auf dem Harz wurden mit Di-tert-butyldicarbonat
(1.1 g, 5 mmol) und DIPEA (1.7 mL, 10 mmol) in DMF (2 � 2 h) bei
RT gesch�tzt. Die Abwesenheit prim�rer und sekund�rer Amine
wurde durch den Kaiser- und den Chloranil-Test nachgewiesen. Die
Beladung des Harzes wurde photospektrometrisch durch die Ab-
spaltung der Fmoc-Gruppe vom Harz bestimmt.

Peptide wurden mit der Fmoc-Strategie synthetisiert, dabei
wurden je vier �quivalente der Aminos�ure (bezogen auf die
Ursprungsbeladung mit der ersten Aminos�ure), TBTU, HOBt und
DIPEA in DMF verwendet (90 min). Die Abspaltung der Fmoc-
Gruppe wurde mit 20% Piperidin in DMF (2 � 8 min) durchgef�hrt.
Die Vollst�ndigkeit der Acylierungen wurde durch den Kaiser-Test
bestimmt.

Die Zersetzung des Harzes und zugleich die Entsch�tzung der
Aminos�ureseitenketten wurde durch Versetzen mit 95% Trifluor-
essigs�ure (TFA), 2.5% H2O und 2.5% Triisopropylsilan f�r 4 h bei
RT erreicht. Die L�sung wurde filtriert und der Filter mit TFA
gewaschen. Die L�sungsmittel der gesammelten Filtrate wurden im
Vakuum entfernt. Nach der F�llung mit kaltem Diethylether (vier-
mal) wurden die l�slichen peptiddekorierten Polymerger�ste lyophi-
lisiert (tert-Butanol/Wasser 4:1).

Eingegangen am 5. Mai 2004,
ver�nderte Fassung am 23. August 2004
Online ver�ffentlicht am 2. Februar 2005

Abbildung 2. HeLa-Zellen wurden in serumfreiem Medium mit dem
Fluorescein-markierten peptiddekorierten Dendrimer 8 (400 nm) und
AlexaFluor-647-Dextran (10 mm) 2 h inkubiert, gewaschen und mit kon-
fokaler Mehrkanal-Laserscanning-Mikroskopie untersucht. A) Fluores-
ceinfluoreszenz, B) AlexaFluor-647-Dextran-Fluoreszenz, C) �berlage-
rung beider Fluoreszenzkan�le, D) Transmissionsabbildung.
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