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Multikompartiment-Micellen durch
Selbstorganisation von linearen ABC-Triblock-
Copolymeren in wissriger Losung**

Stephan Kubowicz, Jean-Frangois Baussard,
Jean-Francois Lutz, Andreas F. Thiinemann,
Hans von Berlepsch und André Laschewsky*

Multikompartiment-Micellen mit einer wasserloslichen Hiille
und einem unterteilten, hydrophoben Kern sind neuartige
Strukturen, die von groem Interesse fiir die Nanotechnolo-
gie, insbesondere die Nanobiotechnologie, sind.!"?! Mit seinen
separaten Kompartimenten, die von unterschiedlichen, mit-
einander nicht kompatiblen Dominen gebildet werden, sollte
sich der Micellkern z.B. zur selektiven Einlagerung und
spateren Freisetzung hydrophober Wirkstoffe eignen, wobei
die hydrophile Hiille diese Nanostrukturen im physiologi-
schen Medium stabilisiert. Dementsprechend wurden in den
letzten Jahren verschiedene Strategien fiir die Herstellung
solcher Multikompartiment-Micellen ~ vorgeschlagen.!:**!
Bisher gibt es allerdings kaum Untersuchungen, die sich mit
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der Morphologie solcher Micellen befassen, sodass nur wenig
iiber ihre innere Struktur bekannt ist.”

Der direkteste Weg zur Herstellung von Multikomparti-
ment-Micellen in wéssriger Losung ist die Selbstorganisation
synthetischer amphiphiler Blockcopolymere, die ein hydro-
philes Segment und zwei miteinander inkompatible hydro-
phobe Segmente aufweisen. Copolymere aus unterschiedlich
polaren Segmenten, die kovalent miteinander verbunden
sind, z.B. amphiphile Block-, Pfropf-, Stern-Block- oder
Miktoarm-Sterncopolymere, organisieren sich oft spontan
zu geordneten Uberstrukturen.”! Derartige Selbstorganisa-
tionsprozesse werden durch AbstoBungskrifte zwischen den
unterschiedlichen Segmenten angetrieben. Im Festkorper
fiihrt die thermodynamische Inkompatibilitdt zwischen den
verschiedenen miteinander verbundenen Segmenten zu ge-
ordneten und entmischten Phasen mit Dimensionen im
Nanometerbereich,!'” und in Losung bilden sich durch die
unterschiedliche Affinitidt der einzelnen Segmente zum Lo-
sungsmittel dispergierte Aggregate. Sowohl im Festkorper als
auch in Losung hidngt die Morphologie der selbstorganisier-
ten Strukturen von der molekularen Struktur des Copolymers
ab (Zahl der Segmente, Segmentlinge, Blocksequenz, Zu-
sammensetzung und dreidimensionale Struktur).’’ Je kom-
plexer die Struktur des Blockcopolymers dabei ist, desto
schwieriger wird in der Regel auch die Analyse der gebildeten
Uberstrukturen. Dies gilt besonders fiir Losungen, da hier
auch die Dynamik der gebildeten Aggregate zu berticksich-
tigen ist.

Fiir Copolymere aus nur zwei unterschiedlichen Segmen-
ten (AB) sind die Faktoren, die die Selbstorganisation in
Losung steuern, wohlbekannt. Die wichtigsten Morphologi-
en, wie kugelformige Micellen,"!! wurmartige Micellen™?!
oder Vesikel,'® sind gut untersucht. Fiir komplexere Makro-
molekiile wie ABC-Triblock-Copolymere ist die Selbstorga-
nisation in Losung dagegen noch wenig erforscht, obwohl
bereits einige Morphologien sowohl in wissriger als auch in
organischer Losung untersucht wurden. Im einfachsten Fall,
wenn zwei der drei Segmente ABC im Losungsmittel 16slich
sind, bilden sich Micellen mit einem unldslichen Kern und
einer loslichen Hiille, die aus einer Mischung von zwei
Polymersegmenten besteht.'* Sind aber zwei der drei
Segmente unloslich, lésst sich die resultierende Morphologie
der Aggregate nicht mehr so einfach beschreiben. Beziiglich
der allgemeinen Gestalt der Uberstruktur wurden kugelfor-
mige Micellen!"™?! und Vesikel'*?! aus ABC-Copolymeren
mit zwei unloslichen Segmenten beschrieben. Die Morpho-
logie des Kerns ist allerdings nur schwer aufzukliren.

Wenn die beiden Blocke, die den Kern bilden, grof3 genug
und thermodynamisch inkompatibel sind, ist zu erwarten,
dass sie sich in unterschiedliche Phasen auftrennen und so
zwei oder mehr unterschiedliche Kompartimente im Micell-
kern bilden. Dabei konnen fiir den Multikompartiment-Kern
in Abhéngigkeit von der molekularen Struktur der Segmente
diverse Morphologien erwartet werden, wie ,,Kugel in Kugel*
(Kern-Schale-Modell, zwiebeldhnlich) oder ,Kugel auf
Kugel“ (vergleichbar einer Himbeere). In der Vergangenheit
konnten iiber die Struktur derartiger micellarer Kerne aber
nur Vermutungen angestellt werden (wobei in den meisten
Fillen ein Kern-Schale-Aufbau postuliert wurde), da insbe-
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sondere mikroskopische Beobachtungen fehlten. Vor kurzem
veroffentlichten Lodge et al.™! nun die erste {iberzeugende
Visualisierung von durch Selbstorganisation von Miktoarm-
Sterncopolymeren gebildeten Multikompartiment-Micellen
in wissriger Losung mithilfe der Cryo-Transmissionselektro-
nenmikroskopie (Cryo-TEM); die Befunde wiesen auf eine
Coexistenz getrennter Doménen innerhalb des hydrophoben
Micellkerns hin. Die genaue Morphologie des nanostruktu-
rierten Kerns lief3 sich jedoch nicht feststellen.

Hier wird die Selbstorganisation eines linearen ABC-
Triblock-Copolymers, Poly(4-methyl-4-(4-vinylbenzyl)mor-
pholin-4-iumchlorid)-block-Polystyrol-block-Poly(pentafluor-
phenyl-4-vinylbenzylether)  (PVBM-b-PS-b-PFPVB), in
wissriger Losung vorgestellt (Schema 1). Das Copolymer
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Schema 1. Molekulare Struktur des Triblock-Copolymers PVBM-b-PS-b-
PFPVB und eine mégliche Morphologie der beobachteten Multikom-
partiment-Micellen in wissriger Lésung. hellgrau: hydrophiler Block
mit Morpholinium-Einheiten, dunkelgrau: hydrophober Kohlenwasser-
stoff-Block, schwarz: hydrophober fluorkohlenstoffreicher Block.

besteht aus einem langen kationischen hydrophilen Block,
PVBM, und zwei kurzen aufeinander folgenden hydrophoben
Blocken: einem Kohlenwasserstoff-Block (PS) und ei-
nem gemischten Kohlenwasserstoff/Fluorkohlenstoff-Block
(PFPVB). Die Kombination von Kohlenwasserstoff- und
Fluorkohlenstoff-Blocken wurde gewihlt, weil solche Seg-
mente in der Regel nicht miteinander kompatibel sind und
somit die Aufteilung in unterschiedliche Doménen begiinsti-
gen.! Dariiber hinaus sollte dieses Design zu Komparti-
menten mit merklich unterschiedlichen Eigenschaften
fiihren,!>>%! was fiir eine Anwendung z.B. als Wirkstofftri-
ger wiinschenswert ist.

Das Copolymer PVBM-b-PS-b-PFPVB wurde durch
Umsetzen des Zwischenprodukts Poly(vinylbenzylchlorid)-
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b-PS-b-PFPVB mit N-Methylmorpholin unter Bildung eines
quartdren Amins erhalten. Diese Triblock-Copolymer-Vor-
stufe war zuvor iiber eine dreistufige Reversible-Addition-
Fragmentation-Transfer(RAFT)-Polymerisation unter Ver-
wendung von Benzyldithiobenzoat als Ketteniibertrager syn-
thetisiert worden. Zur Herstellung der Multikompartiment-
Micellen wurde PVBM-b-PS-b-PFPVB zuerst in einer Mi-
schung aus Dioxan und Wasser gelost und anschlieBend
stufenweise gegen Wasser dialysiert. Die Wahl des organi-
schen Colosungsmittels und die Methode seiner Entfernung
aus der wiéssrigen Losung beeinflussen dabei maf3geblich die
Selbstorganisation des Copolymers.?

Abbildung 1 zeigt eine typische Cryo-TEM-Aufnahme
der erhaltenen wéssrigen micellaren Losung. Auf dem Bild

Abbildung 1. Cryo-TEM-Aufnahmen in unterschiedlicher VergréRerung
sowie schematische Darstellung der Struktur der Multikompartiment-
Micellen, die durch Selbstorganisation des Triblock-Copolymers PVBM-
b-PS-b-PFPVB in wissriger Lésung entstehen. Die Hiille der Micellen
ist in der Cryo-TEM-Aufnahme nicht sichtbar. MaRstab=50 nm.
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sind gleichméBig verteilte dunkelgraue, kreisformige Objekte
mit einem Durchmesser von 12-15 nm zu erkennen. Dies sind
die hydrophoben Micellkerne, die sich aus mehreren Domaé-
nen zusammensetzen: Innerhalb des Micellkerns sind deut-
lich dunkle runde Bereiche mit einem mittleren Durchmesser
von 3.44+02nm zu erkennen. Der starke Kontrast der
Aufnahme lésst sich auf die elektronenreichen Fluor-Atome
zuriickfiihren.” Typischerweise wurden vier bis zehn dieser
Dominen pro Micellkern gefunden. Die wasserlosliche Mi-
cellhiille (PVBM) ist wegen ihres niedrigen Elektronenkon-
trastes nicht direkt zu erkennen — aus dem Abstand zwischen
den einzelnen Objekten kann jedoch ein Gesamtdurchmesser
der Micellen von 20-30 nm abgeschitzt werden.

Die beobachtete Kern-Morphologie @hnelt einer ,,him-
beerartigen“ Morphologie, wie sie von Stadler etal. als
Resultat der Selbstorganisation des Triblock-Copolymers
Polystyrol-b-Polybutadien-b-Poly(methylmethacrylat) (SBM)
im Festkorper gefunden wurde.”! Die gleiche Morphologie
kann auch bei micellaren Strukturen auftreten, wie von
Pascault et al. gezeigt.”®* Bei ihren Arbeiten wurden Mi-
cellen aus SBM in einem reaktiven Epoxy-Amin-Gemisch
dispergiert, das anschlieBend polymerisiert wurde. Die ur-
spriingliche Micellmorphologie wurde so in einer Polymer-
matrix fixiert und konnte dann mit TEM untersucht werden.
In Abbildung 1 zeigen wir das erste Beispiel fiir eine dhnliche
Morphologie bei Micellen, die in wéssriger Losung hergestellt
wurden. Anhand der Cryo-TEM-Bilder lésst sich allerdings
nicht endgiiltig entscheiden, ob sich die dunklen Fluorkoh-
lenstoff-Doménen tatsdchlich auf der Oberfliche des Koh-
lenwasserstoffkerns befinden (himbeerartige ,Kugel-auf-
Kugel“-Morphologie wie in Schema 1 gezeigt und von Stadler
et al.”! beschrieben) oder ob die dunklen Dominen im
Kohlenwasserstoffkern eingebettet sind (,,Kugel-in-Kugel“-
Morphologie). Die letztgenannte Struktur ist intuitiv eher zu
erwarten, da der fluorierte Block der C-Block in der Sequenz
ABC ist.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die in der TEM-
Aufnahme dunkel erscheinenden, hydrophoben Doménen
aus den kompletten PFPVB-Blocken oder nur aus deren
fluorierten Resten bestehen. Berechnungen des molekularen
Volumens des Copolymers ergaben, dass nur das zweite
Szenario mit den durch Cryo-TEM bestimmten Strukturgro-
Ben in Einklang ist (siche Hintergrundinformationen): Fiir
dieses Szenario ergeben die Berechnungen einen globalen
theoretischen Micelldurchmesser von 20.5 nm (wobei ein
Quellen der hydrophilen Hiille durch die Aufnahme von
Wasser nicht beriicksichtigt wurde) und einen Durchmesser
des vollstandigen hydrophoben Kerns von 13.8 nm, was gut
mit den experimentellen Werten aus den Cryo-TEM-Unter-
suchungen iibereinstimmt. Nimmt man dagegen an, dass die
dunklen Bereiche aus den kompletten PFPVB-Blocken
(Kohlenwasserstoff- und Fluorkohlenstoffanteile) gebildet
werden, ergibt sich aus den Berechnungen ein zu kleiner
Durchmesser sowohl fiir den Micellkern als auch fiir die
gesamte Micelle. Demzufolge werden die dunklen Doménen
ausschlieflich von den Fluorkohlenstoff-Fragmenten der
PFPVB-Blocke gebildet und die sie umgebenden dunkel-
grauen Regionen des Micellkerns enthalten den Kohlenwas-
serstoffanteil der PFPVB-Blocke sowie die PS-Blocke.
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Die GroBe der Micellen wurde zusitzlich mithilfe der
statischen Lichtstreuung untersucht (siche Hintergrundinfor-
mationen). Die dabei gemessene Streukurve entspricht der
Streuung von kugelférmigen Objekten mit einem Gyrations-
radius R, von 14.5 nm, was mit den Ergebnissen der Berech-
nungen und den Cryo-TEM-Untersuchungen gut iiberein-
stimmt. Die Streukurven sprechen — ebenfalls in Einklang mit
den Cryo-TEM-Bildern - fiir eine relativ breite Verteilung
der MicellgroBBe, was wegen der vergleichsweise hohen Po-
lydispersitdt des Blockcopolymers auch zu erwarten war
(MM, =1.7).

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Selbst-
organisation des linearen amphiphilen Triblock-Copolymers
PVBM-b-PS-b-PFPVB in wissriger Losung zu Multikompar-
timent-Micellen mit einem Durchmesser von 20-30 nm fiihrt.
Mithilfe der Cryo-TEM-Technik ist die Aufteilung des Mi-
cellkerns in nanometergrofe Kompartimente, die durch die
Koexistenz fluorkohlenstoffreicher Doménen mit einer koh-
lenwasserstoffreichen Region entstehen, deutlich zu erken-
nen. Diese neuartigen, nanostrukturierten Kolloide kénnten
als Modelle und Mimetika fiir biologische Strukturen wie die
von globuldren Proteinen fungieren und bieten zudem inter-
essante Moglichkeiten fiir die Anwendung in der Nanotech-
nologie.
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