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Wassrige Selbstorganisation von rein hydrophilen Blockcopolymeren

hin zu Riesenvesikeln**

Sarah M. Brosnan,* Helmut Schlaad* und Markus Antonietti

Abstract: Die Selbststrukturierung von Makromolekiilen ist
ein grundlegender Prozess des Lebens; historisch wurden diese
Vorbilder durch die Entwicklung amphiphiler Polymere
nachgebildet, deren Strukturbildung durch den hydrophoben
Effekt getrieben wird. Hier zeigen wir, dass auch rein hydro-
phile Systeme leicht zur Selbstorganisation gebracht werden
konnen. Dazu synthetisierten wir doppelt hydrophile Block-
copolymere aus Polysacchariden und Poly(ethylenoxid) oder
Poly(sarcosin) mit hoher Molmasse durch Oximchemie. Diese
hydrophilen Stoffe konnen sich einfach zu polymeren Vesikeln
im Nanometer- (<500 nm) oder Mikrometerbereich (>5 um)
organisieren, in Abhingigkeit von der Polymerkonzentration
und der relativen Zusammensetzung. Wegen der rein hydro-
philen Natur dieser Polymere erwarten wir duflerst wasser-
durchlissige Mikrokompartimente, die sich gut als Modelle fiir
Zellen eignen sollten.

Selbstorganisationsprozesse sind entscheidend fiir das
Leben. Das wohl bekannteste Beispiel dafiir ist die Zell-
membran, die auf der Bildung einer Phospholipid-Doppel-
schicht basiert. Wissenschaftler haben mit synthetischen
Versionen dieser selbstorganisierten Membranen (Liposo-
men) iiber Dekaden hinweg gearbeitet; in den letzten Jahren
wurden dazu ,,Polymersomen* als robuste Alternative zu den
Liposomen entwickelt, die dazu auch eine grof3ere pripara-
tive Diversitit aufweisen.™ Ublicherweise wird angenom-
men, dass diese Systeme notwendigerweise amphiphil sein
miissen: hergestellt aus hydrophil-hydrophoben Blockcopo-
lymeren. In Wasser aggregieren die hydrophoben Segmente
zu kleinen Mikrophasen.'”! Dieser Vorgang fiihrt zu wohl-
definierten Strukturen, aber die resultierenden Systeme sind
immer beschrdnkt durch die Grenzen, die die Amphiphilie
setzt, und die entstehende hydrophobe Membran repréisen-
tiert eine (gewollte oder auch in diesem Umfang nicht ge-
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wollte) Barriere fiir den Transport hydrophiler Substanzen.
Eine solche Selbstorganisation von kleinen Molekiilen und
Polymeren zu supramolekularen Objekten ist jedoch nicht
notwendigerweise auf den hydrophoben Effekt beschrinkt,
sondern kann von verschiedenen primiaren Wechselwirkun-
gen getriecben werden (z.B. van-der-Waals- und ionische
Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriicken).!''™1%!

Ein interessantes Beispiel fiir nicht-amphiphile Phasen-
trennung ist die Wasser/Wasser-Entmischung, wie sie z.B.
genutzt wird, um Aminosduren, Peptide und Zellen zu rei-
nigen und zu trennen.™™ Hochgradig wasserlosliche Makro-
molekiile sind unter bestimmten Umstdnden nicht mischbar,
und dieses Prinzip wurde unseres Wissens noch nicht fiir die
Selbstorganisation definierter Aggregatstrukturen genutzt.
Die treibende thermodynamische Kraft fiir diese Entmi-
schung ist die Konkurrenz um das Wasser — oder anders
ausgedriickt: Das chemische Potential (oder auch der osmo-
tische Druck) in allen kommunizierenden Subphasen muss
gleich sein, und als Folge miissen bei Polymeren mit wech-
selnder Hydrophilie ihre Konzentrationen in den Subphasen
verschieden sein. Diese Entmischung kreiert eine Wasser-in-
Wasser-Emulsion (ein aktuelles Beispiel stammt von Nguyen
et al."!), was nahelegt, dass auch Selbstorganisation eintreten
kann, sofern beide Subphasen miteinander kovalent ver-
kntipft sind. Die resultierenden , Wasser-in-Wasser-in-
Wasser“-Systeme (dieser Terminus impliziert, dass die tren-
nende Membran selbst groBenteils aus Wasser besteht)
wiirden effektiv aus getrennten, aber direkt benachbarten
Wasserpools bestehen, zwischen denen ein vergleichsweise
freier Transport kleinerer Molekiile moglich wire. Man kann
daher annehmen, dass der resultierende, von der Konkurrenz
um Wasser getriebene Selbstorganisationsmechanismus die
Moglichkeiten von Aggregatstrukturen deutlich iiber dieje-
nigen typischer Seifenmicellen oder amphiphiler Strukturen
hinaus erweitern kann.

‘Wir sind nicht die Ersten, die an dieser Idee arbeiten, und
Aggregation von doppelt hydrophilen Blockcopolymeren
wurde bereits beschrieben.>® Taubert et al. zeigten, dass
doppelt hydrophile Blockcopolymere lyotrope Mesophasen
in Wasser bilden kdonnen, was die Autoren einfach mit Pola-
risationsmikroskopie visualisieren konnten. Sie schlugen vor,
dass die Mesophasen nur aus Schichten von Wasser bestehen,
die vom Diblock getrennt sind."”! Blanazs et al. nutzten
ebenfalls dieses Prinzip der Phasentrennung, bei dem ein
Unterschied im osmotischen Druck nur durch Trennung der
beiden Polymere ausgeglichen werden kann. Sie berichteten,
dass sich die wissrigen Losungen (oder eher viskosen Gele)
aus Poly(ethylenglycol)-block-poly(2-(methacryloyloxy)-
ethylphosphorylcholin) zu geordneten Phasen organisieren,
und beobachteten die Bildung lamellarer und hexagonal ge-
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packter Strukturen im Konzentrationsbereich >40%. Dies
wurde durch Kleinwinkel- und Weitwinkelrontgenstreuung
bestitigt.'”] Diese Beispiele illustrieren, dass das Konzept
rein hydrophiler Phasentrennung hin zu organisierten Struk-
turen tragfihig ist, aber geordnete micellare oder vesikuldre
Aggregate wurden bisher nicht beschrieben.

Allerdings konnten Casse etal. in verdiinnter Losung
eines Poly(ethylenglycol)-block-poly(2-methyl-2-oxazolin)-
Copolymers die Gegenwart einiger weniger, kleiner, gequol-
lener Aggregate bestitigen."”! Sie kamen zum Schluss, dass
nur ein kleiner Teil der Polymerlosung zur Aggregatbildung
beitrégt; es gab erste Hinweise fiir die Bildung von Vesikeln,
aber die exakte Bestimmung der Natur der Aggregate erwies
sich fiir das gewihlte System wegen ihrer sehr kleinen Zahl
und GroBe als aullerordentlich schwierig.

Wir nahmen daher an, dass die sorgfiltige Auswahl des
Polymersystems erst die robuste Aggregation von hydrophi-
len Systemen zu vesikulédren Strukturen (idealerweise nutzbar
als Zellmimetika) ermdglicht. Hierzu synthetisierten wir drei
verschiedene, doppelt hydrophile Blockcopolymere mit der
Voraussetzung, dass beide Blocke hydrophil, nicht ionisch
und nicht mischbar sind, wenn die entsprechenden Losungen
der reinen Homopolymere gemischt werden (Abbil-
dung 1 A). Inspiriert von traditionellen zweiphasigen Was-
sersystemen synthetisierten wir die Blocke Dextran-block-
poly(ethylenoxid) (Dex-PEQO), Pullulan-block-poly(ethylen-
oxid) (Pul-PEO) und Dextran-block-poly(sarcosin) (Dex-
PSar). Die Blocklangen waren ungefihr gleich und lagen im
hoheren Molekulargewichtsbereich (ca. 20 kgmol™'; das
ergibt Diblocke mit ungefihr 40 kgmol '; Tabellen S1-S3 der
Hintergrundinformationen), um die Nichtmischbarkeit zu
erhohen und so hoffentlich die Selbstorganisation zu for-
dern.!™
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Die Blocke konnten elegant synthetisiert werden, indem
man den Gleichgewichtszustand des einen Polysaccharidter-
minus als Aldehydendgruppe nutzte, um diese unter milden
Bedingungen (eine Zitronensidurelosung bei pH 3 wird 1:1
mit Dimethylsulfoxid gemischt) mit einer Hydroxylamin-
terminierten Endgruppe von entweder PEO oder PSar (bei-
de monofunktionalisiert; Abbildung 1b) umzusetzen.*2°!
Dieser Kupplungsansatz ergibt ein doppelt hydrophiles
Blockcopolymer (DHBC), das iiber eine hydrolytisch stabile
Oximbindung verkniipft ist, deren Gegenwart zudem einfach
iiber '"H-NMR-Spektroskopie bestimmt werden kann. Die
scheinbare Molmasse wurde mithilfe von Grofenausschluss-
chromatographie (SEC) bestimmt (Abbildungen S1-S10 und
Graphen S1-S3). Um die Bildung von Diblocks zu bestitigen,
wurde zusdtzlich zu den Standardmethoden der Polymer-
charakterisierung auch analytische Ultrazentrifugation
(AUC) genutzt (Abbildungen S11 und S12).%”" Diese Mes-
sung ist bedeutsam, weil wir zum jetzigen Zeitpunkt nur die
Selbstorganisation der Blocke alleine studieren wollen und
nicht die der Mischungen mit Homopolymeren. Die Gegen-
wart solcher Homopolymere ldsst sich wegen genereller
Schwierigkeiten bei der Polysaccharidreinigung nicht voll-
standig ausschliefen, aber auf Basis aller analytischen Me-
thoden kann der relative Gehalt an Homopolymer insgesamt
als niedrig angesehen werden (< 15%).

Zunéchst entsprach unser Ansatz zur Selbstorganisation
doppelt hydrophiler Blockcopolymere noch dem tiblichen fiir
amphiphile Systeme: Arbeiten bei nur sehr kleinen Konzen-
trationen, hier beispielhaft Dex-PEO-Diblockcopolymer. Es
wurden sowohl direktes Auflosen bei niedrigen Konzentra-
tionen (0.1, 0.5 und 1.0 %, wie bei Seifen) als auch feldsti-
mulierte Bildungsmethoden (wie bei Lipiden, Endkonzen-
tration bei ca. 0.5%) angewendet,” um zu geordneten
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Abbildung 1. Selbstorganisation von doppelt hydrophilen Blockcopolymeren. a) Trennung in zwei wissrige Phasen erfolgt in den Mischungen der
Homopolymere Dextran, Pullulan, Poly(ethylenoxid) und Poly(sarcosin) (Farbstoffe wurden zugefiigt, um die Entmischung deutlicher zu machen).
b) Synthese der DHBCs durch Kupplung eines Hydroxylamin-modifizierten Poly(ethylenoxids) oder Poly(sarcosins) mit Dextran oder Pullulan.

c) DLS der direkten Lésung bei verschiedenen Konzentrationen und Elektrodelamination, die definierte Aggregate zeigen (am Beispiel des Dex-

PEO-Diblockcopolymers).
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Strukturen zu gelangen. Dynamische Lichtstreuung (DLS)
wurde als schnelle Screening-Methode genutzt, um die Ge-
genwart von Aggregaten sowie einen signifikanten Unter-
schied der Diblockcopolymere zu den Losungen der Homo-
polymere und Mischungen von Homopolymeren festzustellen
(Abbildung S14 und Graph S4). Direktes Auflgsen bedurfte
sehr langer Wartezeiten fiir die Bestimmung konstanter Ag-
gregate (wohl eine Folge des hohen Molekulargewichts und
der Wechselwirkungen des Systems), aber wir konnten defi-
nierte Aggregate nach sieben Tagen mit DLS beobachten
(Abbildung 1¢). Die Aggregate wiesen hydrodynamische
Radien (R},) von ungefdhr 250 nm fiir die kleinsten Konzen-
trationen und >700 nm bei den hoheren Konzentrationen
auf. Bei der elektrostimulierten Bildung wurden sofort kleine
Aggregate in den Losungen gefunden. Die Analyse der
dquilibrierten Losungen nach direktem Auflosen mithilfe
statischer Lichtstreuung (SLS) lieB zumindest fiir Einzelex-
perimente auf vesikuldre Strukturen schlieBen (Abbil-
dung S13). Der Tragheitsradius (R,) dieser Strukturen lag
zwischen 195 und 289 nm, und zumindest fiir die kleinste, 0.5-
prozentige Losung konnte das charakteristische Verhéltnis
R,/Ry, zu ungefihr 0.93 bestimmt werden, was einer Hohlku-
gelgeometrie sehr nahe kommt.*”)

Ein noch deutlicherer Beleg fiir den vesikuldren Cha-
rakter der selbstorganisierten Aggregate konnte durch
Elektronenmikroskopie erhalten werden. Ublicherweise
nutzt man kryogene Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) fiir eine solche Bestétigung, in unserem Fall ist das
System aber hauptsidchlich aus Wasser aufgebaut und hat
damit einen nur geringen Elektronenkontrast. Kryogene
Rasterelektronenmikroskopie, wie sie oft bei biologischen
Systemen eingesetzt wird, erwies sich als wesentlich geeig-
neter, und wir konnten unser System, hier beispielhaft Dex-
PEO (Abbildung 2), einfach nach Gefrierbruch abbilden. In
allen Féllen konnten wir als Hauptereignis Aggregatstruktu-
ren mit dhnlicher Groe wie der durch DLS bestimmten
finden; weitergehend konnte beobachtet werden, dass diese
Strukturen tatséchlich selbstorganisierte Polymervesikel und
keine festen Partikel oder kugelférmige Gelpartikel sind. Die

0.1 Gew.-%

* 0
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Abbildung 2. Kryogene Rasterelektronenmikroskopie nach direktem
Auflssen und elektrostimulierter Dispersion von Dex-PEO. Die Ein-
schiibe zeigen VergréRerungen der Aggregate, in allen Fillen Vesikel.
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Feinstruktur der Wassermembran ist im Moment noch un-
bekannt, steht aber im Mittelpunkt weiterer Versuche. Die
hier gezeigten Aggregate haben erwartungsgeméf} zumindest
eine deutlich dickere Membran (10-30 nm) als tibliche lipo-
somale oder Zellmembranen. Da die vorliegenden Vesikel
aber keine amphiphile Natur haben, sollte man sie nicht als
»Polymersomen* klassifizieren. Es scheint eher passend, sie
als ,,Aquanellen* (,,kleine Wassereinheiten*) zu bezeichnen.
Unser sehr stabiles und definiertes System ermoglicht es
damit zu zeigen, dass sich doppelt hydrophile Strukturen zu
vesikuldren Strukturen selbstorganisieren konnen.

Die SEM-Analysen zeigten Partikel, die grof3 genug sind,
um auch mit optischer Mikroskopie detektiert werden zu
konnen, und unser Ziel war nun, noch grolere Aggregate
herzustellen. Fiir Liposomen und amphiphile Polymersomen
erfolgt dies typischerweise durch elektrostimulierte Disper-
sion, und so genannte Riesenvesikel (,giant vesicles*)
konnen als wohldefinierte Strukturen erhalten werden. Fiir
experimentell {ibliche Konzentrationen konnten fiir DHBCs
mit dieser Technik jedoch keine groBeren Strukturen erhalten
werden, und unsere besten Resultate ergaben nur einige
wenige, fragmentierte Partikel mit einer GroBe von ca. 1 um.
Eine griindliche Variation der Parameter und alternative
Techniken ergaben ebenfalls weder mehr noch groere Ag-
gregate. A posteriori ist diese Beobachtung nicht iiberra-
schend, da die elektrostimulierte Bildung von Strukturen vom
Aufbau eines lokalen elektrischen Feldes iiber den Lipid-
oder Polymerfilm hinweg abhingt, was in einem leitfdhigen,
rein wissrigen System naturgemiB schwieriger ist.””)

Der Weg zu organisierten Riesensystemen war aber dann
einfach und direkt. Im Unterschied zu amphiphilen Systemen
wird in unserem System Wasser nicht aus der Zwischen-
membran ausgeschlossen, um Mikrophasentrennung und
Organisation zu erzielen. Die Verwendung hoherer Poly-
merkonzentrationen ermdoglicht es jedoch, dass die osmoti-
sche Konkurrenz um das Wasser zu deutlich hoheren Kon-
zentrationen an Polymer innerhalb der Grenzschicht fiihrt,
was die Membran deutlich stabilisiert. Unter der Beriick-
sichtigung, dass Polysaccharide pro Monomereinheit mehr als
zehn Wassermolekiile stark binden,® wihrend PEO nur
ungefihr drei Wassereinheiten pro Wiederholungseinheit
direkt koordiniert (die direkte Hydratation von PSar ist nicht
bekannt, wird aber als vergleichbar mit der von PEO einge-
schiitzt),? wird die Membranschicht (in unserem Fall PEO
oder PSar) durch den osmotischen Zug deutlich hoher kon-
zentriert vorliegen, als es die formale Einwaage suggeriert.
Bei kleinen Konzentrationen (<1%), ist die Polymerkon-
zentration innerhalb der Membran (z.B. ca. 5 %) aber immer
noch zu klein, um relevante Viskoelastizitit und Stabilitdt zu
generieren, und die Vesikel werden durch elektrischen oder
mechanischen Stress zerrissen.

Vor diesem Hintergrund wurde die Selbstorganisation bei
hoheren Konzentrationen untersucht (Abbildung 3). Allein
durch Steigern der Konzentration auf iiber 10 Gew.-%
konnten auf einfache Weise Riesenvesikel im Groflenbereich
von 2 bis 20 um hergestellt werden. Fiir die hier besprochenen
doppelt hydrophilen Blockcopolymere konnten wir ein
oberes Konzentrationslimit von ca. 25 Gew.-% bestimmen;
danach wurden die Losungen zu viskos, um sie mit den
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Dex-PEO 15%

Pul-PEO 25%
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Abbildung 3. Aufnahmen von DHBC-Riesenvesikeln oder , Aquanellen”
mit optischer Mikroskopie. Die linke Spalte zeigt Strukturen, die aus
Dex-PEO bei verschiedenen Konzentrationen entstehen (25-15%). Die
rechte Spalte zeigt, dass diese Aquanellen auch aus Pul-PEO (oben)
und Dex-PSar (Mitte) gebildet werden kénnen. Diese Riesenvesikel
kénnen auch eingefroren werden und bilden sich beim Auftauen
wieder zuriick (unten, Pul-PEO¥).

vorgestellten Methoden zu verarbeiten. Unterhalb von
10 Gew.-% wiederum ergaben sich die schon beschriebenen
kleineren Fragmente. Die benétigte Polymer-Gesamtkon-
zentration ist aus der Biologie bekannt und entspricht im
GroBienbereich derjenigen des ,,macromolecular crowding*
(und Organisation), das man im Zellplasma biologischer
Zellen beobachtet.”® Die Resultate waren nicht spezifisch fiir
das Dex-PEO-System, und dhnliche komplexe Riesenkom-
partimente konnten auch aus Pul-PEO und Dex-PSar gebil-
det werden. Diese Riesenvesikel waren mehr als sieben Tage
lang stabil und konnten sogar eingefroren und wiedergebildet
werden (wenngleich es unwahrscheinlich ist, dass die indivi-
duellen Vesikel als solche den Prozess ,,iiberleben‘; wahr-
scheinlicher ist eine Wiederherstellung beim Erwédrmen). Bei
den Experimenten konnten wir weiterhin Prozesse wie
Fusion, Aufbrechen und Verkapselung beobachten, die ty-
pisch fiir Vesikel sind, aber nicht bei Gelpartikeln beobachtet
werden (siche Filme 1 und 2 sowie Abbildungen S15-16).
Hier wurde erstmals die stabile Selbstorganisation von
rein doppelt hydrophilen Blockcopolymeren hin zu vesiku-
laren Aggregaten beschrieben. Wéhlt man fiir die Blockbil-
dung Polymere, die miteinander in Wasser nicht mischbar
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sind (hier: Polysaccharide, Poly(ethylenoxid) und Poly(sar-
cosin)), konnen Polymervesikel im Bereich von 100 nm bis
1 um oder ,biomimetische“, komplexe Strukturen in rein
wiassriger Losung erhalten werden. Wir nennen diese Systeme
»~Aquanellen®, da alle sich bildenden Subphasen wissrig sind.
Wir erwarten, dass die so erhaltenen Aggregatstrukturen ein
neues Hilfsmittel fiir eine ganze Reihe interessanter Experi-
mente sein werden, besonders dort, wo Trennung in ver-
schiedene wissrige Kompartimente auf der Skala von Mikro-
zu Nanometern relevant ist, z.B. fiir gezielten Transport, als
Nanoreaktoren oder zum Aufbau von Enzymkaskaden mit-
einander unvertréglicher oder inhibierender Systeme. Aqua-
nellen sind wohl auch geeignet, um als Modellzellen und
-organellen zu fungieren, da sie nicht nur praktisch barriere-
freie Membranen fiir niedermolekulare Substanzen aufwei-
sen, sondern auch funktionell stark durch ihre innere Kom-
partimentierung kontrolliert sind, ein Effekt, der in biologi-
schen Zellen als ,,macromolecular crowding effect” bekannt
ist.

Stichworter: Blockcopolymere - Polymersomen -
Polysaccharide - Selbstorganisation - Vesikel

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 9715-9718
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