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Abstract: Wir stellen die Biokonjugation von Polymeren vor,
die durch RAFT-Polymerisation mittels Hetero-Diels-Alder-
Cycloaddition durch ihren inh�renten terminalen Thiocarbo-
nylthiorest mit einem dienmodifizierten Modellprotein synthe-
tisiert wurden und keine spezifische funktionelle Endgruppe
tragen. Die quantitative Konjugation erfolgt im Verlauf einiger
Stunden bei Raumtemperatur und nahezu neutralem pH-Wert
und in Abwesenheit jeglichen Katalysators. Unsere Technolo-
gieplattform liefert thermoresponsive Biokonjugate, deren
Aggregation allein durch die Polymerketten gesteuert wird.

Proteine sind essentielle Verbindungen in der modernen
Medizin und Biotechnologie. Ihre physikalisch-chemischen
Eigenschaften bringen jedoch kritische Einschr�nkungen mit
sich, insbesondere in Bezug auf Lçslichkeit und Stabilit�t.[1]

Eine der wichtigsten Methoden zur Lçsung dieser Probleme
beruht auf der Anbindung synthetischer Polymerketten, um
so genannte Protein-Polymer-Konjugate (PPK) herzustel-
len.[2–6] Das bahnbrechende und bisher am h�ufigsten ver-
wendete Polymer f�r PPK ist Polyethylenglykol (PEG). Die
Verwendung anderer Polymere als PEG ermçglicht jedoch
den Zugang zu einem breiteren Eigenschaftsspektrum und
kann einige Unzul�nglichkeiten von PEG,[7–12] insbesondere
seine Immunogenit�t,[13, 14] umgehen. In diesem Zusammen-
hang ist die reversible Additionsfragmentierungs-Transfer
(RAFT)-Polymerisation eine der leistungsf�higsten syntheti-

schen Techniken, um auf Makromolek�le mit definierter
Kettenl�nge und (Endgruppen-)Funktionalit�t zuzugrei-
fen.[15–17] Eine der Methoden zur Erzielung von PPK auf
RAFT-Basis besteht darin, ein Ende des synthetischen Poly-
mers mit einem oder mehreren Resten auf der Proteinober-
fl�che reagieren zu lassen. Normalerweise wird hierzu das
reaktive Ende des RAFT-Polymers durch das reinitiierende
Fragment – die so genannte R-Gruppe – eines speziell
entwickelten Ketten�bertragungsmittels (CTA) einge-
f�hrt.[12] Die RAFT-Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition
(RAFT-HDA) wurde vor etwa einem Jahrzehnt als komple-
ment�re und hocheffiziente Methode zur Kettenend-Konju-
gation von RAFT-Polymeren ohne die Notwendigkeit der
Einf�hrung funktioneller R-Gruppen entwickelt.[18–22]

RAFT-HDA ist auf RAFT-Agenten angewiesen, die eine
C=S-Doppelbindung mit spezifisch eingestellten Elektronen-
mangel besitzen. Letzterer sollte ausreichend hoch sein, um
HDA mit einer Reihe von Dienen zu ermçglichen, jedoch
nicht zu hoch, damit eine gut kontrollierte RAFT-Polymeri-
sation stattfinden kann. W�hrend RAFT-HDA in organi-
schen Lçsungsmitteln W�rme, Katalysatoren oder hochaktive
Dienpartner (z. B. Cyclopentadien oder o-Chinodimethane)
erfordert,[18–22] haben wir bereits gezeigt, dass eine schnelle
RAFT-HDA in w�ssrigen Lçsungen einfach durch Mischen
der Komponenten bei Umgebungstemperatur und in Abwe-
senheit eines Katalysators erreicht wird, auch mit weniger
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reaktiven Dienen.[23] Solche milden Bedingungen scheinen
ideal f�r die Funktionalisierung von Proteinen zu sein, die im
Allgemeinen empfindlich auf Hitze oder Zusatzstoffe reagie-
ren. Wichtig ist, dass die meisten, wenn nicht alle Cycload-
ditionen biorthogonal sind und somit eine ideale Plattform
bieten, um Polymere spezifisch an Biomolek�le zu konjugie-
ren.[24] Im vorliegenden Beitrag berichten wir �ber die ersten
Protein-Polymer-Konjugate, die �ber die RAFT-HDA-Route
erhalten wurden (Schema 1).

Zun�chst wurde eine Reihe von wasserlçslichen Acryl-
polymeren auf der Basis von Ethylenglykol-Seitenketten
synthetisiert: (i) Homopolymere von Triethylenglykol-Me-
thylether-Acrylat (PmTEGA) und (ii) Copolymere von Die-
thylenglykol-Ethylether-Acrylat und Oligoethylenglykol-Me-
thylether-Acrylat (P(eDEGA-co-mOEGA)). PmTEGA ist
im nutzbaren Temperaturbereich von PPK wasserlçslich
(< 55–70 8C)[25–28] und kann den Proteinen einen Stealth-
Charakter und eine verbesserte Lçslichkeit verleihen.
P(eDEGA-co-mOEGA)s weisen eine untere kritische Lç-
sungstemperatur (LCST) auf, die vom genauen Comonomer-
Verh�ltnis abh�ngt,[29, 30] und bei mçglicherweise n�tzlichen
Temperaturen zu thermoresponsiven PPK f�hrt. Responsive
PPK[31,32] sind besonders interessant f�r die Kontrolle der
biomolekularen Aktivit�t,[33] die gesteuerte reversible Selbst-
organisation in biohybriden Nanostrukturen,[34–38] sowie die
schnelle Entfernung/Wiedergewinnung von Proteinen aus der

Lçsung.[39,40] Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
�hnliche Polymere mit kurzen Oligoethylenglykol-Seitenket-
ten nicht die ungew�nschte Antigenit�t von PEG aufwei-
sen.[41] 2-Cyanoprop-2-yldiethoxyphosphoryldithioformiat
(CPDPDT) wurde als CTA eingesetzt, weil es gleichzeitig
die kontrollierte Polymerisation von Acrylaten und die
Synthese von Polymeren mit einer terminalen C=S-Bindung
ermçglicht, die ausreichend elektronenarm ist, um eine
schnelle HDA-Cycloaddition zu bewirken.[23] Wie in Abbil-
dung 1 gezeigt, wurden PmTEGAs mit zahlenmittleren Mol-
massen Mn von 2000 bzw. 6000 gmol�1 und geringen Disper-
sit�ten (� = 1.1–1.2) erhalten (PmTEGA2000 bzw.
PmTEGA6000). In �hnlicher Weise wurden P(eDEGA-co-
mOEGA)s CoP15 000 bzw. CoP18000, mit Mn von 15000 bzw.
18000 gmol�1 (� = 1.3) durch CPDPDT-vermittelte RAFT-
Copolymerisation hergestellt. Alle Polymere zeigten das
klassische Absorptionsmaximum bei 327 nm (Abbildung S8),
charakteristisch f�r den p!p* �bergang in der Diethoxy-
phosphoryldithioformiat-Endgruppe.

F�r Biokonjugationsreaktionen, die nicht auf nat�rlichen
Aminos�uren basieren, kçnnen reaktive Proteine entweder
durch Gentechnik[42] oder einfache posttranslationale chemi-
sche Modifikation[43] gewonnen werden. Aufgrund seiner

Schema 1. Synthese von Bovin-Serumalbumin-Polymerkonjugaten
durch RAFT-HDA, wie im vorliegenden Beitrag beschrieben.

Abbildung 1. (Oben) Syntheseweg f�r Polyacrylate auf Oligoethylengly-
kolbasis durch RAFT-Polymerisation in Gegenwart von 2-Cyanoprop-2-
yl-diethoxyphosphoryldithioformiat (CPDPDT). (i) mTEGA, AIBN, Etha-
nol, 60 8C. (ii) eDEGA:mOEGA 80/20 molmol�1, AIBN, Ethanol, 60 8C.
(Unten) Entsprechende SEC-Spuren.
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einfachen Umsetzbarkeit haben wir uns hier f�r Letzteres
entschieden. Um Dieneinheiten einzuf�hren, wurde der
difunktionelle Linker 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl(hexa-2,4-
dien-1-yl)succinat DSS (siehe Hintergrundinformationen),
bestehend aus einer Sorbylgruppe und einem Succinimidyl-
ester auf beiden Seiten, in zwei einfachen Schritten synthe-
tisiert und mit den Lysinresten des Modellproteins Bovin
Serumalbumin (BSA) umgesetzt. Das dien-funktionalisierte
BSA (dBSA) blieb im w�ssrigen Medium vollst�ndig lçslich
und zeigte keine signifikante Ver�nderung im Zirkulardi-
chroismus (CD)-Spektrum (Abbildung S14). Die massen-
spektrometrische Analyse zeigte die Einlagerung von durch-
schnittlich 6–7 Dien-Gruppen pro Proteinmolek�l, d.h. x = 6–
7 in Schema 1 (Abbildung S10).

Die Protein-Polymer-Konjugation wurde durch einfache
Inkubation von dBSA mit den RAFT-Polymeren in w�ssrigen
Puffern, in Abwesenheit von Katalysator und bei Raumtem-
peratur durchgef�hrt. Bei den ersten Experimenten wurde
beobachtet, dass die charakteristische violette Farbe der
RAFT-Polymer-Stammlçsungen in w�ssrigen Medien mit der
Zeit verblasste. Es ist bekannt, dass RAFT-Endgruppen
empfindlich auf eine Reihe von Reagenzien reagieren,
meist prim�re Amine und basische Bedingungen,[44] und
dass eine Verf�rbung der RAFT-Polymere einen Endgrup-
penverlust impliziert. Aus diesem Grund untersuchten wir
dieses Ph�nomen durch UV-Vis-spektroskopische Messun-
gen von PmTEGA6000-Lçsungen in verschiedenen w�ssri-
gen Puffern. Wie erwartet, f�hrten die Grundbedingungen
zur schnellsten Abnahme der Absorption bei 327 nm und
damit zur schnellsten Deaktivierung (Abbildung S11). Insbe-
sondere die Inkubation in Bicarbonatpuffer bei pH 9,15 oder
Tris-Puffer bei pH 8,1 f�hrte zu einem sofortigen vollst�ndi-
gen Abbau. Ein Phosphatpuffer bei gleichem pH-Wert war
weniger sch�dlich. Ein Absinken des pH-Wertes f�hrte
weiterhin zu einem deutlich langsameren Abbau. Schließlich
wurde Natriumphosphatpuffer (50 mM bei pH 6,0) f�r die
Biokonjugation ausgew�hlt, da er den besten Kompromiss
zwischen dem langsamen Abbau und nahezu neutralen
Bedingungen bot. Bevor die Protein-Polymer-Konjugation
untersucht wurde, wurden Modell-HDA-Konjugationsreak-
tionen mit DSS durchgef�hrt. Dabei wurde beobachtet, dass
die Absorption bei 327 nm in Reaktionsgemischen aus
PmTEGA6000 und DSS im Vergleich zum Polymer allein
signifikant schneller abnahm (Abbildung S12). Hçhere
Mengen an DSS (2 und 3 �quivalente) f�hrten zu einem
schnelleren Verschwinden der charakteristischen RAFT-Teil-
absorption, ein deutliches Zeichen f�r die an der C=S-
Doppelbindung auftretende HDA-Reaktion.[23]

Es wurde eine Reihe von Bedingungen gepr�ft, um die
optimalen Bedingungen f�r die Biokonjugation von Polyme-
ren zu bestimmen. Mischungen mit verschiedenen PmT-
EGA6000 :dBSA-Molverh�ltnissen wurden in Natriumphos-
phatpuffer bei pH 6,0 in �bernacht-Reaktionen hergestellt.
Wie in den durch SDS-PAGE erhaltenen Gelen und den
entsprechenden Intensit�tsplots (Abbildung 2A) beobachtet,
erzeugten hçhere Polymer:Protein-Verh�ltnisse Spezies mit
hçheren Molmassen. Mit 80 �q. und mehr wurden Konjugate
mit durchschnittlich 6 bis 7 gepfropften Polymerketten erhal-
ten, wie aus der ca. 40 kDa Verschiebung abgeleitet wurde. Es

kann daher angenommen werden, dass unter diesen Bedin-
gungen alle zug�nglichen Diengruppen innerhalb des Prote-
ins �ber die HDA-Reaktion gekoppelt wurden. Dar�ber
hinaus wurde die Kinetik der Reaktion mit einem 100-fachen
molaren �berschuss an Polymer �berwacht (Abbildung 2B).
Die Reaktion wurde zu verschiedenen Inkubationszeiten
gestoppt, indem das nicht reagierte PmTEGA6000 durch
Zentrifugation unter Grçßenausschluss entfernt wurde. Wir
beobachteten, dass die Konjugation der ersten beiden Poly-
merketten an dBSA innerhalb von nur 1–2 h erfolgte, wobei
das vollst�ndig konjugierte Protein nach 6 h erhalten wurde.
Die ersten leicht erreichbaren Dienmolek�le kçnnten schnell
reagieren, w�hrend die Anlagerung weiterer Polymerketten
an tiefer liegenden Dienen und aufgrund der zunehmenden
sterischen Einschr�nkungen durch bereits gepfropfte Poly-
merketten sicherlich verlangsamt wird. Dar�ber hinaus
wurde die erfolgreiche Herstellung der Konjugate dBSA-
PmTEGA2000 und dBSA-PmTEGA6000 auch durch eine
Verschiebung der hydrodynamischen Durchmesserverteilung
im Vergleich zu der des freien Proteins best�tigt, die durch
dynamische Lichtstreuung (DLS) gemessen wurde (Abbil-
dung S13). Auch hier war die Protein-Sekund�rstruktur von
der Modifikation nicht betroffen, wie die CD zeigt (Abbil-
dung S14). BSA ist zwar kein Enzym, besitzt aber eine
Esterase-Aktivit�t, die zur weiteren Beurteilung von Modi-

Abbildung 2. Coomassie-gef�rbte SDS-PAGE-Gele von BSA-Konjuga-
ten, die durch RAFT-HDA mit PmTEGA6000 erhalten wurden (oben)
und entsprechende Elektrophoretogramme (unten). (A) Variation des
[PmTEGA6000]:[dBSA]-Verh�ltnisses bei einer festen Reaktionszeit von
12 h: 25 (c), 50 (d), 80 (e), and 100 (f). (B) Variation der Reaktionszeit
bei einem festen [PmTEGA6000]:[dBSA]-Verh�ltnis von 100: 1 h (g), 2 h
(h), 4 h (i), 6 h (j) und 8 h (k). Die Molekulargewichts-Proteinleiter (a)
und die Referenzprobe (b, dBSA) sind als Referenzen hinzugef�gt.
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fikationen genutzt werden kann. In einem kolorimetrischen
Esterase-Test auf Glycerylacetatbasis (Abbildung S16) wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen BSA und dBSA-
PmTEGA6000 beobachtet, was die Erhaltung der Protein-
struktur und -stabilit�t best�tigt.

Die Konjugation von funktionellen Polymeren an Protei-
ne f�hrt zu PPK mit spezifischen Eigenschaften. Hier wurde
die RAFT-HDA-Konjugation mit den thermoresponsiven
P(eDEGA-co-mOEGA)-Copolymeren CoP15000 und
CoP18000 durchgef�hrt (siehe Abbildung 1). DLS-Messun-
gen zeigten einen signifikanten Zuwachs des durchschnitt-
lichen hydrodynamischen Durchmessers von 6,5� 0,8 nm
f�r dBSA auf 7,9� 1,2 und 9,1� 1,5 nm nach der Konjuga-
tionsreaktion mit CoP15000 bzw. CoP18000 (Abbildung 3),
was die erfolgreiche Konjugation best�tigt. Wie bei
PmTEGA6000 zeigten die CD-Messungen keine Ver�nde-
rung der Sekund�rstruktur von BSA durch die Pfropfung von
CoP15000 und CoP18000 (Abbildung S15).

Das thermoresponsive Verhalten der neu erzeugten BSA-
Konjugate wurde anschließend ausgewertet. P(eDEGA-co-
mOEGA)-Copolymere zeigen typischerweise ein abstimm-
bares thermoresponsives Verhalten �ber den Bereich von 25–
75 8C, abh�ngig von ihrer Comonomerzusammensetzung und
Molmasse.[29, 30] Der thermische �bergang ist leicht �ber eine
Zunahme der Tr�bung der Probe nachweisbar, die mit einem
UV-Vis-Spektrophotometer gemessen werden kann (Abbil-
dung 4A). Wir legten eine Heizrampe von 40 bis 55 8C auf
w�ssrige Lçsungen der Polymere CoP15000 und CoP18000 an
und �berwachten die Absorption bei 670 nm, einer Wellen-
l�nge, bei der keine Interferenz mit mçglichen Chromopho-
ren auftreten kann. Wir beobachteten, dass, w�hrend
CoP18000 bei Temperaturen �ber 45 8C eine Tr�bung
zeigte, die Tr�bung der CoP15000-Probe erst �ber 48 8C
festgestellt werden konnte. F�r die Polymere CoP15000 und
CoP18000 haben wir Tr�bungspunkte (Temperatur bei 50%
der maximalen Absorption) von 49,5 und 46,5 8C gemessen.

Schließlich untersuchten wir, wie sich die thermorespon-
siven Eigenschaften von P(eDEGA-co-mOEGA)-Copoly-
meren auf ihre entsprechenden BSA-Konjugate �bertragen
ließen. Es sollte beachtet werden, dass sich BSA zuvor als

stabil im betrachteten Temperaturbereich (d.h. unter 60 8C)
erwiesen hat[45,46] und dass in jedem Fall die �bergangstem-
peraturen durch Variation der Zusammensetzungen der
Copolymere moduliert werden kçnnten. Da die Tr�bung
des Mediums die temperaturinduzierte Aggregation der
Polymerkomponenten implizierte, wird erwartet, dass die
Gesamtgrçße der PPK bei Temperaturen hçher als der LCST
zunimmt, wobei die Proteinkomponente die Aggregate sta-
bilisiert.[34] Die gereinigten PPK wurden daher einer Auf-
heizrampe unterzogen und gleichzeitig der hydrodynamische
Durchmesser der Partikel gemessen. Wie in Abbildung 4B
dargestellt, erhçhte sich der durchschnittliche hydrodynami-
sche Durchmesser von 7,9� 1,2 bzw. 9,1� 1,5 nm bei 40 8C
auf 69� 5 bzw. 77� 4 nm bei 55 8C f�r die Konjugate dBSA-
CoP15000 bzw. dBSA-CoP18000. Interessanterweise stim-
men die Startwerte der Aggregation der PPK gut mit denen
�berein, die f�r die Polymere allein gemessen wurden und die
Tr�bungspunkte nehmen nur leicht ab: 48,6 und 45,8 8C f�r
dBSA-CoP15000 bzw. dBSA-CoP18000 gegen�ber 49,5 und
46,5 8C f�r die entsprechenden freien Polymere. Die Polyme-
re sind physikalisch an das Protein-Gegenst�ck gebunden,
und das Protein scheint die temperaturinduzierte physikali-
sche Aggregation der Polymere nicht signifikant zu stçren.

Abbildung 3. Zahlenbasierte hydrodynamische Durchmesserverteilun-
gen f�r BSA-Konjugate, die durch RAFT-HDA mit den P(eDEGA-co-
mOEGA)-Copolymeren CoP15000 und CoP18000 erhalten wurden.
dBSA ist als Referenz dargestellt.

Abbildung 4. (A) Entwicklung der bei 670 nm mit steigender Tempera-
tur gemessenen Tr�bung f�r w�ssrige Lçsungen von CoP15000 und
CoP18000 (15 mM in PBS). (B) Entwicklung der zahlenmittleren hydro-
dynamischen Durchmesser der Konjugate dBSA-CoP15000 und dBSA-
CoP18000 mit der Temperatur, gemessen mit DLS. In beiden F�llen
wurden die Messungen in 1 8C-Schritten und einer Stabilisierungszeit
von 5 Minuten vor der Aufnahme durchgef�hrt.
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Zusammenfassend stellen wir die Anwendung der RAFT-
HDA-Chemie zur katalysatorfreien Protein-Polymer-Konju-
gation unter milden Bedingungen (Umgebungstemperatur,
nahezu neutraler pH-Wert) vor. Mit dieser Methode haben
wir die Oberfl�che von BSA sowohl mit bis zu 7 hydrophilen
Polymerketten als auch mit thermoresponsiven Polymeren
ausgestattet. Die Reaktion des dienfunktionalisierten Prote-
ins mit dem RAFT-basierten Diethoxyphosphoryldithioester-
Polymer ist relativ schnell, pH-abh�ngig und kann mittels
UV-Vis-Spektroskopie und SDS-PAGE �berwacht werden.
Letztendlich zeigen wir, dass die thermoresponsiven Eigen-
schaften der Polymere auf die Protein-Polymer-Konjugate
�bertragen werden und �hnliche Phasentrennungstempera-
turen aufweisen. Das derzeitige Verfahren beinhaltet eine
Vorkonditionierung des Proteins durch kovalente Veranke-
rung reaktiver Dien-Gruppen. Eine weitere Steuerung des
Biokonjugationsgrades und -ortes ist sicherlich durch die
Einf�hrung einer genetisch kodierten unnat�rlichen Amino-
s�ure, die die Diengruppe enth�lt, mçglich.[42, 47]
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Biokonjugation

A. Beloqui, S. R. Mane, M. Langer,
M. Glassner, D. M. Bauer, L. Fruk,
C. Barner-Kowollik,*
G. Delaittre* &&&&—&&&&

Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition mit
RAFT-Polymeren als
Biokonjugationsplattform

Polymere, die durch RAFT-Polymerisation
mit Thiocarbonylthio-Transfer-Agenzien
mit einer elektronenarmen Kohlenstoff-
Schwefel-Doppelbindung erhalten
werden, werden durch Hetero-Diels-
Alder-Cycloaddition biokonjugiert, ohne
dass andere reaktive Endgruppen erfor-
derlich sind. Diese Ligation erfolgt �ber
einige Stunden, bei Raumtemperatur und
nahezu neutralem pH-Wert, ohne Kataly-
sator.
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