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Dendritische Architekturen in Form kugelf�rmiger Gebilde
mit niedriger Viskosit�t und zugleich hoher Dichte an funk-
tionellen Oberfl�chengruppen haben vielf�ltige chemische
und biomedizinische Anwendungen gefunden.[1] Dies gilt
nicht nur f�r die monodispersen und bisher nur aufw�ndig
herzustellenden perfekten Dendrimere, sondern auch f�r die
hyperverzweigten Polymere, die �blicherweise in einer Stufe
hergestellt werden und in ihren Eigenschaften den perfekten
Dendrimeren sehr �hnlich sind.[2] Hyperverzweigtes Poly-
glycerin (HPG),[3] das traditionell durch anionische Ring�ff-
nungspolymerisation von Glycidol (3-Hydroxypropylen-
oxid)[4] hergestellt wird, stellt eine solche Klasse von „den-
drimer�hnlichen“ Polymeren dar. HPGs weisen eine hohe
Biokompatibilit�t auf und wurden mit Molgewichten bis zu
Mn� 1 MDa (Durchmesser� 10 nm), enger Polydispersit�t
und guter L�slichkeit in polaren L�sungsmitteln hergestellt.[5]

Makrogele auf HPG-Basis wurden bereits f�r den Transport
von Wirkstoffen und f�r die Gewebez�chtung (Tissue Engi-
neering) entwickelt.[6] Bislang gibt es jedoch noch keine effi-
ziente Syntheseroute zu biokompatiblen und wasserl�slichen
Mikrogelen im Nanometerbereich (10–200 nm).[7, 8] Mikro-
gele sind spezielle, hochmolekulare Polymere, die die Ei-
genschaften von hyperverzweigten wie auch von makrosko-
pisch vernetzten Materialien aufweisen und durch Polymeri-
sation in abgegrenzten Volumina (Emulsionen, Micellen
usw.) hergestellt werden k�nnen.[8a] Mikrogele k�nnen analog
zu linearen Polymeren gel�st werden, wobei ihre Konforma-
tion wegen vereinzelter Vernetzungen weitestgehend fixiert
ist. Vernetzte Poly(N-isopropylamid)(PNIPAM)-Mikrogele
wurden bereits intensiv hinsichtlich ihrer physikalischen Re-
aktion auf externe Stimuli sowie auf ihre Eignung als neuar-
tige Materialien und Wirkstofftransporter untersucht.

Auf Grundlage der allgemeinen Endozytosestudien von
Nanopartikeln[9] stellen wir die Hypothese auf, dass Poly-
glycerinmikrogele (PG-m-Gele) optimaler Gr�ße effizient
und ungest�rt in Zellen aufgenommen werden. Weiterhin
sind sie vielversprechende Bausteine f�r den Wirkstofftrans-
port und die Diagnostik. Dabei sollten Partikeldurchmesser
zwischen 25 und 50 nm gem�ß diesen vorhergehenden Stu-
dien f�r die zellul�re Aufnahme am besten geeignet sein, da
sich Nanopartikel in diesem Gr�ßenbereich durch den Effekt
der verbesserten Permeation und Retention (enhanced per-
meation and retention effect) vornehmlich passiv in krank-
heitsbelasteten Geweben anreichern.[10]

Die Polymerisation in Miniemulsionen schien uns am
vielversprechendsten, um Partikel in der erforderlichen
Gr�ßenordnung herzustellen. Miniemulsionen sind spezielle
Heterophasendispersionen stabiler Nanotr�pfchen in einer
kontinuierlichen, unl�slichen Phase.[11] Durch starkes Scheren
des zweiphasigen Systems in Gegenwart eines geeigneten
Tensids entstehen Tr�pfchen mit enger Gr�ßenverteilung, die
in der Gr�ßenordnung von 20–200 nm einstellbar sind. Jedes
Tr�pfchen wirkt hierbei als einzelner Nanoreaktor, in dem
eine Reihe von Polymerisationen initiiert werden kann, wo-
durch Produkte definierter Gr�ße erzeugt werden.[12] Hoch-
molekulare, lineare Polymere wie Polyester,[13] Polyuretha-
ne,[14] und Polyether (Diol/Bisepoxid)[15] wurden auf diese
Weise ausgehend von Diolen und zweiwertigen Elektrophilen
hergestellt. Die Ausweitung dieser Methode auf verzweigte
Monomere f�hrt dabei zu hochverzweigten und vernetzten
Produkten. Auf diese Weise k�nnen maßgeschneiderte Na-
nopartikel hergestellt werden, die sich durch weitere Merk-
male wie Bioabbaubarkeit und Oberfl�chenfunktionalisie-
rung auszeichnen.[16]

Hier stellen wir eine neue Synthese hochmolekularer PG-
m-Gele vor, die auf der s�urekatalysierten Polyaddition von
zwei preisg�nstigen und leicht verf�gbaren Bausteinen
beruht: dem Triol Glycerin (1) und dem Trisepoxid Trigly-
cidylglycerinether (2 ; Schema 1). Durch die Miniemulsions-
bedingungen ist es m�glich, einzelne PG-m-Gele mit Durch-
messern bis 80 nm zu erhalten, die eine vollst�ndige L�s-
lichkeit in polaren L�sungsmitteln, einschließlich Wasser,
aufweisen.[17] Unser System beruht auf inversen Miniemul-
sionen, in denen die polaren Monomere in unpolarem Cyc-
lohexan dispergiert werden. Ein Poly(ethylen-co-butylen)-
block-poly(ethylenoxid)-Tensid erwies sich dabei als geeig-
neter Stabilisator der Glycerin/Trisepoxid-Nanotr�pfchen,[18]

besonders unter Beimischung einer kleinen Menge des Ul-
tralipophobs Dimethylsulfoxid (DMSO), das die Destabili-
sierung der Tr�pfchen durch Ostwald-Reifung unterdr�ckt.[19]

Die Herstellung der Miniemulsionen erfolgte durch Be-
handlung mit einer Ultraschalllanze, und die nachfolgende
Polymerisation in den „Nanoreaktoren“ wurde durch Zugabe
von para-Toluolsulfons�ure (p-TSA) als S�urekatalysator
gestartet. Die durch kationische Ring�ffnungspolymerisation
erzeugten Nanopartikel haben eine definierte Gr�ße, da die
kontinuierliche, das Monomer nicht l�sende Phase Fusionen
von dispergierten Tr�pfchen verhindert. Die Produkte
wurden nach Fest/fl�ssig-Extraktion in Hexan und anschlie-
ßender Dialyse in Wasser quantitativ und tensidfrei isoliert.

Um die Gr�ße der Nanopartikel zu steuern, wurden ver-
schiedene Parameter variiert (siehe Tabelle 1). Bei konstan-
ter 0.2 mm Tensidkonzentration in Cyclohexan konnten durch
Variation des Volumenverh�ltnisses von dispergierter Phase
(Monomer + DMSO) zu kontinuierlicher Phase die PG-m-
Gele 3a–d mit einstellbaren Durchmessern zwischen 25 und
65 nm hergestellt werden.

Ein Vergleich der Produkte 3a und 3b zeigt, dass bei
25 nm eine untere Grenze der Partikeldurchmesser erreicht
wird. Ein weiterer Faktor, der den Durchmesser beeinflusst,
ist das anf�ngliche 1/2-Monomerverh�ltis. Vergleicht man die
Produkte 3d–f, wird offensichtlich, dass eine gr�ßere Menge
an Glycidylglycerinether 2 im Reaktionsgemisch zu kleineren
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Partikeldurchmessern f�hrt. Dies kann durch den h�heren
Verzweigungsgrad und die kompaktere Struktur der Mikro-
gele, hervorgerufen durch st�rkere Vernetzung, erkl�rt
werden. Inverse-gated-13C-NMR-spektroskopische Untersu-
chungen (Hintergrundinformationen) lassen auf einen Ver-
zweigungsgrad (Verh�ltnis von Ether- zu Hydroxysauer-

stoffatomen) von etwa 60% im typischen Fall
von 3 d schließen. Weitere Studien zur inneren
Struktur sind bereits im Gange. Partikelgr�ßen
wurden durch dynamische Lichtstreuung
(DLS) und Transmissionselektronenmikro-
skopie (TEM; siehe Abbildung 1) bestimmt.

Unter den gew�hlten Bedingungen wurde
eine vollst�ndige Reaktion erreicht, was 1H-
NMR-spektroskopisch durch die quantitative
Umsetzung der Epoxideinheiten nachgewie-
sen wurde. Durch k�rzeres Heizen des Reak-
tionsgemisches k�nnen aber auch Nanoparti-
kel �hnlicher Gr�ße und Qualit�t hergestellt
werden, die immer noch eine signifikante
Menge an nicht umgesetzten Epoxidgruppen
tragen (siehe Tabelle 2). Diese Epoxidgruppen
lassen sich in einer Ring�ffnungsreaktion mit
Natriumazid umsetzen und er�ffnen so einen
einfachen Zugang zu Azid-funktionalisierten
PG-m-Gelen 5. Diese reaktiven Substrate
eignen sich mit bis zu 0.19 Azideinheiten pro
Glycerinwiederholungseinheit gut f�r eine
Weiterverarbeitung. Beispielsweise wurde ein
propargylierter Polyethylenglycolmonome-
thylether (mPEG 350) mit 5b (0.15 Azidein-
heiten pro Glycerinwiederholungseinheit)
durch kupferkatalysierte Sharpless/Huisgen-
Klickreaktion erhalten.[20] Durch IR-Spektro-
skopie (Hintergrundinformationen) wurde
eine quantitative Reaktion nachgewiesen, was
belegt, dass alle Azidgruppen im resultieren-
den PG-m-Gel gut zug�nglich sind. Dies deutet
entweder auf das Vorliegen eine sehr expo-
nierten Serie von Netzwerken hin, oder es
liegen als Resultat des Polymerisationsmecha-
nismus alle nicht umgesetzten Epoxidgruppen

an der Oberfl�che der Partikel. Die DLS- und TEM-Analy-
sen der mPEG-schalenfunktionalisierten PG-m-Gele 6 sind
exemplarisch in Abbildung 2 dargestellt.

Um die Aufnahme dieser PG-m-Gele in Zellen zu unter-
suchen, wurde 5d (0.05 Azideinheiten pro Glycerinwieder-
holungseinheit) gem�ß Schema 1 mit einem Fluoreszenz-
farbstoff konjugiert. Der Fluorophor beruht auf einem In-
docarbocyaninfarbstoff (ICC; Absorptionsmaximum 550 nm,
Fluoreszenzmaximum 580 nm), dessen Monocarboxyeinheit
in ein Propargylamid umgewandelt wurde, um den Farbstoff
durch eine Klickreaktion an das Mikrogel 5d zu kuppeln.[21]

Gem�ß ersten Tests zur zellul�ren Aufnahme ordnen sich die
so gebildeten Nanopartikel 7 bei 37 8C im perinuklearen
Bereich von menschlichen Lungenkrebszellen an, mit einer
signifikant reduzierten Aufnahme bei 4 8C. Dagegen f�hrte
ein niedermolekularer Kontrollfarbstoff 8 mit einer Trigly-
cerineinheit nicht zu einer zellul�ren Fluoreszenz. Diese Be-
funde (Abbildung 3) lassen auf einen gr�ßenabh�ngigen en-
dozytotischen Mechanismus der Zellaufnahme schließen. In
zuk�nftigen Arbeiten werden wir dieses Ph�nomen detail-
lierter erforschen.

Ausgehend von unseren Vorarbeiten nahmen wir an, dass
sich diese neuen Polyglycerinmaterialien durch eine hohe

Schema 1. Synthese reiner PG-m-Gele und oberfl�chenfunktionalisierter PG-m-Gelpartikel:
a) Cyclohexan/DMSO/Blockcopolymer, Ultraschall-initiierte Miniemulsionsbildung
4 � 1 min; b) p-TSA (kat.), 115 8C, 16 h; c) p-TSA (kat.), 115 8C, Variation der Reaktions-
zeit (Tabelle 2); d) NaN3, DMF, 60 8C, 24 h; e) Propargylderivat, CuSO4·5H2O, Natrium-
ascorbat, H2O, 24 h.

Tabelle 1: Variation der Reaktionsparameter zur Steuerung der Partikel-
gr�ßen.[a]

Produkt Monomer-
verh�ltnis[b]

Monomer
[mg][c]

DMSO
[mL]

Durchmesser
[nm]

3a 3:2 135 0.05 23.7�2.8[d]

3b 3:2 270 0.1 22.4�2.2[e]

3b 3:2 270 0.1 24.1�2.5[d]

3c 3:2 1080 0.2 49.0�7.6[d]

3d 3:2 2160 0.4 67.3�5.9[d]

3e 3:3 2160 0.4 54.3�6.0[d]

3 f 3:1 2160 0.4 80.6�6.9[d]

[a] Konstante Parameter: 15 mL Cyclohexan, 20 mg Tensid, 20 mg p-TSA.
[b] Alkohol/Epoxid-Verh�ltnis. [c] Summe der Mengen 1 und 2 mit dem
zuvor genannten Verh�ltnis. [d] Durch DLS bestimmt. [e] Durch TEM
bestimmt.
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Biokompatibilit�t auszeichnen sollten, da dies schon f�r nie-
dermolekulare Analoga aufgezeigt worden war. Deshalb
w�hlten wir 3 d als Testsubstanz aus und untersuchten ihre
Wirkung auf die Proliferation h�matopoietischer U-937-
Zellen (Zellanzahl), Lebensf�higkeit und metabolische Ak-
tivit�t [MTT-Test; MTT= 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid]. Die Experimente wurden in
10% f�talem Kalbserum unter Variation der Konzentration
von 3d gegen reinen Puffer als Kontrolle und gegen das
Apoptose hervorrufende Dexamethason (Dex) als Positiv-
kontrolle durchgef�hrt (Abbildung 4). Nur eine sehr hohe

Konzentration von 3d (10�7
m = 0.5 mg mL�1) hatte einen

negativen Einfluss auf die Zellen, vergleichbar mit der Wir-
kung von 10�5

m Dex (0.004 mgmL�1). Daher halten wir diese
neuartigen PG-Mikrogele f�r h�chst biokompatible Mate-
rialien, die nur unwesentliche Wechselwirkungen mit biolo-
gischen Strukturen eingehen.

Wir haben einen einfachen und vielseitigen Ansatz zur
Synthese von Polyglycerinmikrogelen mit zuvor nicht er-
reichbaren Gr�ßen entwickelt. Dieser Ansatz er�ffnet einen
m�helosen Zugang zu definierten Materialien im Bereich von
25–75 nm. Diese Nanopartikel haben enge Gr�ßenverteilun-
gen und k�nnen durch Klickreaktionen mit vielf�ltigen
Gruppen funktionalisiert werden. Die Biokompatibilit�t der
Polyglycerine ist sehr vielversprechend f�r zuk�nftige An-
wendungen als Transportsysteme f�r Wirkstoffe und Fluo-
reszenzfarbstoffe. Wegen ihrer Gr�ße werden die PG-m-Gele
schnell und ohne Sch�den zu verursachen durch einen en-
dozytotischen Mechanismus in die Zelle aufgenommen.
Unsere zuk�nftige Forschung wird sich auf die Konjugation
von zellerkennenden Einheiten und das Beladen dieser hoch
funktionalisierten Nanopartikel mit aktiven Farb- und Wirk-
stoffen konzentrieren.

Eingegangen am 23. M�rz 2009,
ver�nderte Fassung am 5. Juni 2009
Online ver�ffentlicht am 20. August 2009

.Stichw�rter: Endozytose · Klickchemie · Emulsionen ·
Nanostrukturen · Polymerisation

Abbildung 1. TEM-Aufnahme von PG-m-Gel 3b, negativ mit Phosphor-
wolframs�ure kontrastriert. Einschub: DLS-Kurven der PG-m-Gele 3b–d
und ein Histogramm des PG-m-Gels 3b, bei dem Partikelgr�ßen von
der TEM-Aufnahme vermessen wurden.

Tabelle 2: Variation der Reaktionszeit f�hrt zu epoxidfunktionalisierten
Nanopartikeln durch unvollst�ndige Reaktion.[a]

Produkt t [h] Epoxideinheiten/
Glyceroleinheiten[b]

Gr�ße
[nm][c]

4a 3.0 0.19 44.3�7.5
4b 5.5 0.15 45.7�6.4
4c 7.5 0.12 48.1�6.3
4d 12.0 0.05 47.2�5.9
4e 16.0 ca. 0 45.2�4.8
5b – 0.15 (Azid) 44.2�4.9
6 – 0.15 (mPEG) 47.1�5.6

[a] Konstante Parameter: 15 mL Cyclohexan, 20 mg Tensid, 20 mg p-TSA,
Monomerverh�ltnis 3:3, 1080 mg Monomermenge, 0.2 mL DMSO.
[b] Durch 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. [c] Durchschnittsgr�ße
durch DLS bestimmt.

Abbildung 2. TEM-Aufnahme von PG-m-Gel 6, negativ mit Phosphor-
wolframs�ure kontrastiert. Einschub: DLS-Kurven der PG-m-Gele 5b
und 6.
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Abbildung 4. MTT-Test der Wirkung des Mikrogels 3d auf den Meta-
bolismus menschlicher h�matopoetischer U-937-Zellen in einer
L�sung aus Kalbserum mit Negativ- (reiner Puffer) und Positivkontrol-
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