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Geschlossene Lipiddoppelschichtmembranen (in Form von
Vesikeln oder Liposomen) sind Mimetika von Zellmembra-
nen!"! und werden dementsprechend fiir den Austausch von
kleinen Molekiilen (wie Tonen oder pharmazeutische Wirk-
stoffe)? und groBen Molekiilen (wie DNA) fiir Transfek-
tionszwecke verwendet.P! Die Freisetzung von Komponenten
vom Innern der Vesikel erfordert kontrollierte Reaktionen,
die die Porositidt der Membran je nach freizusetzendem Stoff
steuern. Als Gegenentwurf zur unkontrollierten Zerstorung
der vesikuliren Membran™ ist die steuerbare Bildung von
Poren definierter GroBe in den Blickpunkt der Forschungen
geriickt, speziell durch die Verwendung synthetischer Mem-
brankanile oder -poren.”! Eine groBe Vielfalt an supramo-
lekular hochgeordneten Molekiilen mit Molekulargewichten
M, unter 2000 Da, die in Analogie zu Biomolekiilen wie
Gramicidin A, Amphotericin oder Valinomcyin entworfen
wurden, wurde beziiglich der Porenbildung in Membranen
getestet (neuere Ubersichten siehe Lit. [5-11]). Haufig wie-
derkehrende Strukturelemente, die diese Molekiile innerhalb
der Membran einnehmen, sind Zylinderformen mit supra-
molekularen Elementen wie Helices, fliissigkristallinen Sta-
peln,”"  Barrel-Hoop“-'” und ,,Barrel-Rossette“-Poren.!!!]
Ein héufiges Strukturmerkmal ergibt sich daraus, dass der
hydrophobe Teil der Molekiile in der Lipidmembran veran-
kert sein muss, ohne jedoch die Hydrophilie der Membran-
grenzen zu stark zu beeintrdchtigen, sodass offene Poren
ausgebildet werden konnen."™! Auf diese Weise konnen auch
einfache Lipide wie C,- und C4-Ceramide unter Bildung
grofer stabiler Poren in die Membran eingebaut werden.!"!

Ahnlich wie diese strukturell exakt definierten organi-
schen Molekiile sind auch synthetische Makromolekiile in der
Lage, nach Verankerung in Lipiddoppelschichtmembranen
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Poren zu bilden; die resultierenden Strukturen sind allerdings
weniger gut voraussagbar.™ Strukturen, Konformationen
und Phasentrennungseigenschaften von Polymeren sind we-
sentlich komplexer als bei organischen Molekiilen kleiner
und mittlerer Grof3e. Dies bedingt, dass Konformation, Form
und Ionisationszustand innerhalb der Membran nur einge-
schrinkt angegeben werden konnen. Beim Anndhern eines
(amphiphilen) Polymermolekiils an eine Membran (Abbil-
dung 1) konnen verschiedenste Wechselwirkungen auftreten,
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Abbildung 1. Modelle der Porenbildung durch Polymere innerhalb von
Lipiddoppelschichtmembranen. a) Porenbildung durch amphiphile Tri-
blockcopolymere; b) ,Barrel-Face“-Mechanismus durch Einschub von
hydrophoben Ketten (blau) von Pfropfpolymeren; c) ,Carpet“-Modell
fiir den Einschub von amphiphilen (geladenen) Pfropfpolymeren;

d) Porenbildung durch vollstindigen Einschub von Polyelektrolyten.

et
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die zu einer groBen Vielfalt an Strukturphénomenen inner-
halb der Lipiddoppelschichtmembran fiihren:'*"'®l Neben ei-
ner kompletten Auflosung der Membran (nicht gezeigt)
konnen nichtionische amphiphile Blockcopolymere (z.B.
PEO-PPO-PEO-Triblockcopolymere) nach dem ,Barrel-
Stove“-Mechanismus in die Membran eingebaut werden und
Poren bilden. Dieser Mechanismus umfasst eine supramole-
kulare Anordnung von einigen wenigen Polymermolekiilen,
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die einen transportfihigen Kanal quer durch die Membran
erzeugen (Abbildung 1a). Hydrophile Polymere mit aufge-
pfropften hydrophoben Seitenketten konnen entweder direkt
in die Membran eingebaut werden (Abbildung 1b) oder nach
dem ,,Carpet“-Mechanismus (Abbildung 1c¢) transiente Po-
ren bilden. Dem ,,Carpet“-Mechanismus liegt zugrunde, dass
die Einbettung des Polymers eine groBe Anderung der
Membrankriimmung bedingt, die die Porenbildung induziert.
Auch Polymere mit ionisierbaren Gruppen (Polyelektrolyte)
konnen durch Clustering im nichtionisierten Zustand Poren
bilden (Abbildung 1d), die abhingig von der Konformation
des Polymers modulierbar sind. Dies dhnelt der Wirkung
niedermolekularer Tenside, deren Féhikeit zur Porenbildung
auf Membrankriimmungseffekten!"” oder der voriibergehen-
den Bildung von Micellen innerhalb der Lipiddoppel-
schichtmembran beruht.

Eines der éltesten, jedoch effektivsten Homopolymere,
das transiente Poren innerhalb einer Lipiddoppelschicht-
membran erzeugt, ist der Polyelektrolyt Poly(2-ethylacryl-
siure) (1, PEEA ; Schema 1).2”) Bei pH-Werten um 7.0 dndert
sich die Konformation von einer gestreckten hydrophilen
Form im basischen Milieu zu einer kompakten Kugelform mit
amphiphilen Eigenschaften im sauren Milieu.”" Die Bildung
von Poren wird bei einem Polymeranteil von 10 Mol-% re-
lativ zum (neutralen) Lipid DOPC (Dioleylphosphatidyl-
cholin) oder DPPC (Dipalmitylphosphatidylcholin) beob-
achtet. Die Polymermolekiile mit ihren amphiphilen Eigen-
schaften adsorbieren an die Membran und werden dann in die
Membran eingebaut.”” Die gebildeten PEAA-Kanile sind
kationenselektiv (mit einem Verhiltnis [Na*]/[Cl"] von 2-
11).” Anionische Lipide und reine Polyacrylsduren bilden

Angewandte

keine Poren,™ wihrend die hydrophobere Poly(2-propyl-
acrylsdure) einen starken lytischen Effekt auf die Membran
hat®! Die pH-abhiingige Konformationsinderung wurde
kiirzlich beim Einbau der mit Cholesterin funktionalisierten
Polyacrylsiure 2 in Liposomen genutzt.”! Die Liposomen
zeigten einen steuerbaren Calcein-Fluss bei Anderung des
pH-Werts von 7.4 auf 7.5, hervorgerufen durch die Kon-
formationsdnderung des Polymers von einer gestreckten
Spiral- zu einer kompakten Kugelstruktur und der damit
einhergehenden Bildung von transienten Poren.

FEine wesentlich stirkere Porenbildung tritt auf, wenn
Polyelektrolytcopolymere oder Pfropfcopolymere, die oft-
mals auch mit hydrophoben Seitenketten versehen sind, fiir
die Anbindung der Polyelektrolytkette innerhalb der Lipid-
doppelschichtmembran verwendet werden. Es gibt eine grofie
Vielfalt an hydrophoben Pfropfcopolymeren, die die Poren-
bildung innerhalb der Membran verstdrken; Beispiele sind
Poly(styrol-alt-methacrylsiure) (PS-alt-MAA, 3),% Poly-
maleinsdurecopolymere (4),% Octyl-substituierte Polyacryl-
sauren,® 3 Octadecyl-substituierte Dextrane® und diverse
Acrylamide.®” Normalerweise reicht ein geringer hydropho-
ber Anteil (von einigen wenigen Mol-%) innerhalb des Po-
lymers aus, um eine effiziente Porenbildung zu gewihrleisten,
wobei hohere Anteile an Polyelektrolyt zu einer effizienteren
Zerstorung der Membran fiihrten. Effekte zur Porenbildung
wurden eingehend von Wang et al.®® an Copolymeren 5 aus
Acrylamid und Polyacrylsdure untersucht. Die meisten Un-
tersuchungen zielten auf eine Einbettung der hydrophoben
Anteile der Copolymere in die Lipiddoppelschichtmembran
(Abbildung 1b) und die anschlieBende Porenbildung nach
dem ,,Carpet“-Modell ab (Abbildung 1c).

Seit jeher beschiftigt die
Frage, ob tatsédchlich regelma-
Bige Poren in der Membran

O-N COO Na’ entstehen oder ob die Wech-
" . selwirkung der Membran mit
n o~ OH CH, COG Na' dem Polymer nur undefinierte
Ho™ o Poren bzw. undichte Stellen
HaG (,,zufdllige Locher“) erzeugt.
Das Vorliegen von definierten
0 Poren wurde nun in einer
1 2 3 kiirzlichen Studie von Tribet
etal. bewiesen,” die die
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Schema 1. Chemische Strukturen porenbildender Homo- und Copolymere.
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Strome gemessen, die in di-
rektem Zusammenhang mit
der Porengrofle standen. Bei
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sehr geringen Konzentrationen betrug die Porengrofe ca.
0.3 nm, wihrend bei hoheren Konzentrationen letztlich ein
konstanter Porenradius von ca. 4 nm erreicht wurde. Der
Wert von 0.3 nm spricht klar fiir ein individuelles Polymer-
molekiil in der Membran, das Auftreten der 4 nm grof3e Pore
ist hingegen ein starker Beleg fiir das in Abbildung 1c er-
lauterte ,,Carpet“-Modell.

In aktuellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
auch nichtionische Blockcopolymere die Porenbildung in
Lipiddoppelschicht- und Lipideinzelschichtmembranen be-
wirken. Das Hauptaugenmerk galt ABA-Triblockcopolyme-
ren mit Polypropylenoxid (PPO) oder Polyethylenoxid
(PEO) als zentralem B-Block. Krylova und Pohl®! fiihrten
zahlreiche Experimente mit dem Triblockcopolymer Pluronic
L61 (6a) durch und wiesen in Membranpermeabilitdtsmes-
sungen eine eindeutige Porenbildung an Schwarzen Lipid-
membranen nach. Anhand ihrer Beobachtungen schlugen sie
eine Anordnung von einigen wenigen Polymeren oder auch
groBeren Polymeraggregaten (,,Carrier“-Modus, siche Ab-
bildung 1a) quer durch die Membran vor. Krylova et al. ka-
men zu dem Schluss, dass die Wechselwirkungen von Pluro-
nics des Typs 6 und von PEO-PPO-Amphiphilen mit den-
dritischen Kopfgruppen die Flip-Flop-Bewegungen der ein-
zelnen Lipidmolekiile in der Membran verstirken, wodurch
die Membranstruktur gestort wird und demzufolge die Per-
meabilitit ansteigt.” In weiteren Studien wurde die Wech-
selwirkung der Pluronics 6b,c®**"! und des Triblockcopoly-
mers 7, das fluorierte hydrophobe Endblocke enthilt, mit
Langmuir-Filmen untersucht.®! Die Einbettung der Polyme-
re in die Membran wurde anhand von Oberfldchendruck/
Flache-Isothermen, In-situ-Kleinwinkelneutronenstreuung
(SANS)PN und Infrarotreflexionsspektroskopie (IRRAS)
analysiert. Nach Einbettung der hydrophoben Blocke bilden
sich zum Losungsmittel gerichtete hydrophile PEO-Schleifen
aus, die auf diese Weise Poren in der Membran erzeugen.
Pluronic L64 (6¢) wurde hinsichtlich des Ionentransports in
einem perforierten Gefi3 bei unterschiedlichen Konzentra-
tionen untersucht.”” Ahnlich wie bei den geladenen Am-
phipolen wurde durch elektrische Messungen die Bildung von
Poren bei geringen und mittleren Konzentrationen nachge-
wiesen. Die beschriebenen Polymere konnten Anwendung
beim Gentransport finden,” denn sie bieten den Vorteil, dass
sie die Membran nicht auseinanderreien und die Bildung
klassischer DNA-Lipoplexe vermeiden, wie dies bei kationi-
schen Polymeren wie Polyethylenimin (PEI) beobachtet
wird.

Die begrenzte Stabilitit der Lipidmembran warf die Frage
auf, ob auch Polymermembranen (Polymersome) in der Lage
wiren, Porenbildungen einzugehen, die durch duflere Ein-
flisse wie pH-Wert oder Temperatur steuerbar sind? Die
Zerstorung von Polymersomen durch duere Einwirkungen
ist in der Literatur beschrieben worden,*”! iiber die Bildung
klar definierter Poren hatte man bis vor kurzem jedoch nicht
berichtet. Chiu et al.*! fanden nun in einer neueren Studie,
dass das Pfropfcopolymer 8, bestehend aus Polyacrylsdure
(PAA) und einem geringen Anteil (9-13 Mol %) von Stea-
rylseitenketten, die Bildung definierter Poren in Polymer-
membranen bewirkt (Abbildung 2). Mithilfe eines speziellen
Emulsionsprozesses gelang die Herstellung von Polymerso-
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geschlossener Kanal

Abbildung 2. Porenbildung in Polymersomen durch das Pfropfcopoly-
mer 8, bestehend aus Polyacrylsdure und einem geringen Anteil (9
13 Mol-%) von Stearylseitenketten. Die Poren kénnen durch Umschal-
ten des pH-Werts von 5.0 auf 8.0 reversibel gesffnet und geschlossen
werden. Aus Lit. [41] mit Genehmigung.

men, deren Membran dieses Copolymer enthélt. Die Poly-
acrylsdureketten schieben in die hydrophoben Bereiche in-
nerhalb der Membran ein und zeigen in Abhingigkeit vom
pH-Wert den oben erwidhnten Konformationsiibergang von
der freien in die komprimierte Kette. Eine Anderung des pH-
Werts von 5.0 auf 8.0 induziert die Konformationsdnderung
und fiihrt zur Bildung von Poren, die als Transportkanile fiir
diverse Komponenten fungieren kdnnen.

Ahnlich wie die wesentlich hoher geordneten Molekiile
der supramolekularen Chemie sind auch Polymere in der
Lage, Poren und Kanile innerhalb von Lipidmembranen zu
bilden. Vielfdltige Polymerisationsmethoden stehen zur Ver-
figung, um Polymere mit maf3geschneiderten und definierten
Strukturen zu erhalten, was fiir einen gezielten Einbau in
Membranen von gro3er Bedeutung ist. Die supramolekulare
Anordnung der Polymere innerhalb oder an der Phasen-
grenze strukturierter Lipiddoppelschichtmembranen ist noch
weitgehend unerforscht und wird zweifellos Gegenstand zu-
kiinftiger Studien sein.
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