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Die Kombination von Chemie und Biologie hat innerhalb des
letzten Jahrzehnts unter Wissenschaftlern eine erhçhte Auf-
merksamkeit erfahren. In diesem Zusammenhang haben es
sich Chemiker zum Ziel gesetzt, biologische Strukturen mit
chemischen Methoden nachzuahmen.[1] Ein sehr gutes Bei-
spiel hierf�r ist die Entwicklung vollsynthetischer Analoga
von Lipidvesikeln. Diese sind ein entscheidender Baustein in
der Entwicklung des Lebens, da sie die notwendige Trennung
von komplexen biochemischen Prozessen in verschiedene
Kompartimente erst ermçglichen.[1, 2] Speziell in den letzten
Jahren hat sich ein polymerbasiertes �quivalent, das Poly-
mersom, als vielversprechender Kandidat f�r diese Zwecke
herauskristallisiert.[3–6] Verschiedene Berichte zeigen, dass
Polymersome zum Transport von DNA[7] und RNA[8, 9] sowie
von funktionalen Enzymen genutzt werden kçnnen.[4, 5,10–14]

Ein großer Vorteil von Polymersomen gegen�ber Liposomen
ist ihre erhçhte mechanische und chemische Stabilit�t.
Zudem kçnnen durch die hohe Variabilit�t des chemischen
Aufbaus viele Eigenschaften, so auch die Permeabilit�t f�r
Diffusionsprozesse, pr�zise eingestellt werden.[15–19] Demge-
gen�ber kann die Permeabilit�t aber auch durch den Einbau
aktiver Molek�ltransporter (zum Beispiel Transmembran-
proteine) kontrolliert werden.[5,20] Bei all diesen Beispielen
herrscht jedoch Ungewissheit dar�ber, ob die Polymersome
hohen Scherraten, wie sie mçglicherweise bei industriellen
Reinigungsprozessen auftreten, widerstehen kçnnen.[16] Dem
begegnen wir mit Polymersomen, deren Stabilit�t und Per-
meabilit�t mithilfe eines pH-responsiven und photovernetz-
baren Copolymers moduliert werden kçnnen. Unser Ziel sind
vernetzte Polymersome, deren einstellbare Stabilit�t eine
Scherraten-induzierte Freisetzung globul�rer Makromolek�-
le (Proteine oder Glycopolymere) verschiedener Grçßen er-
mçglicht.[21] Unser Konzept soll letztlich steuerbare enzyma-

tische Reaktionen unter pH-kontrolliertem Transmembran-
austausch ermçglichen; das Ziel ist also ein synthetischer
Bionanoreaktor.

Um solche Polymersome zu erhalten, verwenden wir ein
amphiphiles Blockcopolymer mit dem bekanntermaßen bio-
kompatiblen und nichtimmunogenen Polyethylenglycol
(PEG) als hydrophilem Teil. Der hydrophobe Teil ist ein
statistisches Copolymer des pH-responsiven Diethyl-
aminoethylmethacrylats (DEAEM) und eines Photovernet-
zers. Dieser ist entweder in Form von polymerisiertem 3,4-
Dimethylmaleinimidoethylmethacrylat (DMIEM, C2-Poly-
mere) oder 3,4-Dimethylmaleinimidobutylmethacrylat
(DMIBM, C4-Polymere) mit einem Anteil von 10 oder 20
Mol-% im Polymer enthalten (Schema 1 und Tabelle 1).

In fr�heren Arbeiten[22] ist es uns bereits gelungen, funk-
tionale Polymersome aus den Copolymeren C2-10 und C2-20
(Schema 1) herzustellen. Beide Polymere ergaben Strukturen
mit der gew�nschten pH-Responsivit�t und Photovernetz-

Schema 1. a) Strukturformel des amphiphilen Blockcopolymers mit
Ethyl(C2)- und Butyl(C4)-Kette in den jeweiligen Vernetzereinheiten
DMIEM und DMIBM, die in 10 oder 20 Mol-% eingebaut werden;
daraus resultieren die Bezeichnungen C2-10, C2-20, C4-10 und C4-20.
b) die Vernetzungsreaktion, wie sie in der Membran stattfindet.

Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten Polymere und Polymersome
(P’some), einschließlich der Vernetzungszeit.

Mn
[a] Vernetzer[b] Grçße der PDI[d] t[e]

[kgmol�1] (Mol-%)[c] P’some [nm][d] [s]

C2-10 19.0 C2 (10) 125 0.2 180
C2-20 21.5 C2 (20) 120 0.2 120
C4-10 20.0 C4 (10) 100 0.2 120
C4-20 22.5 C4 (20) 125 0.2 30

[a] Mn �ber 1H-NMR Signalintensit�ten ermittelt; der PDI der Copoly-
mere betr�gt 1.3 (1.4 f�r C4-10). [b] Bezeichnung entsprechend der
L�nge der Kohlenstoffkette (Schema 1a). [c] In Bezug auf die L�nge des
hydrophoben Blocks; ermittelt �ber das Signalverh�ltnis im 1H-NMR-
Spektrum. [d] Ermittelt �ber DLS (Durchmesser), PDI = Polydispersit�t
der Polymersome. [e] Vernetzungszeit.
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barkeit. Dar�ber hinaus konnten wir bereits die Transmem-
brandiffusion eines niedermolekularen Farbstoffs durch die
vernetzte Membran �ber den pH-Wert steuern.[22] Allerdings
vermuteten wir, dass die notwendige Vernetzungszeit von
80 Minuten[22] jedwede Funktionalit�ten einzuschließender
Biomolek�le zerstçren w�rde. Daher war eine Optimierung
der Vernetzungszeit unser n�chstes Ziel. Durch den Wechsel
der UV-Quelle und die Verl�ngerung der Kohlenstoffkette in
der Vernetzereinheit konnte die notwendige Dauer der UV-
Bestrahlung von �ber 60 Minuten auf letztlich 30 Sekunden
reduziert werden. Der Einfluss der Kohlenstoffkette in der
Vernetzereinheit wird beim Vergleich der Vernetzungszeiten
innerhalb der Polymerserie C2-10, C2-20, C4-10 und C4-20
deutlich. Die notwendige Dauer der UV-Bestrahlung konnte
hier von 180 s (C2-10) auf nur 30 s (C4-20) gesenkt werden
(Tabelle 1). Eine mçgliche Erkl�rung daf�r ist, dass die Bu-
tylketten innerhalb eines C4-Polymers (PDMIBM) eine ge-
ringere sterische Hinderung mit benachbarten PDEAEM-
Einheiten aufweisen als die Ethylkette in einem C2-Polymer
(PDMIEM) (Schema 1). Die so erhçhte Vernetzungseffizienz
hat zur Folge, dass Polymersome aus C4-20-Polymeren die
k�rzeste Vernetzungszeit aufweisen. Daher wurden aus-
schließlich diese Polymersome in den weiteren Studien ein-
gesetzt.

Zun�chst wurde die Stabilit�t der vernetzten Polymerso-
me bei verschiedenen pH-Werten untersucht. Resultate aus
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und Messungen
der dynamischen Lichtstreuung (DLS) zeigen, dass die ver-
netzte Membran einen Zerfall der Vesikel aus C4-20-Polymer
im sauren Milieu verhindert (Abbildung 1a,c). Dagegen ist
C4-20 in unvernetzten Polymersomen im sauren Milieu voll-
st�ndig hydrophil und damit nicht in der Lage, Vesikel zu
bilden (Abbildung 2). Zus�tzlich zeichnen sich vernetzte Po-
lymersome durch ein definiertes Quell- und Entquellverhal-
ten bei wechselnden pH-Werten �ber mindestens f�nf Zyklen
aus (Abbildung 1a und Abbildung 4-SI in den Hintergrund-
informationen). Dies liegt ausschließlich an physiko-chemi-
schen Ver�nderungen der PDEAEM-Ketten, welche bei
sinkendem pH-Wert von einem nichtprotonierten, hydro-
phoben, verkn�uelten Zustand in einen hydrophilen, proto-
nierten, hydratisierten Zustand �bergehen. Durch den
Wechsel der Membraneigenschaften �ndert sich deren Dicke
im gleichen Rahmen wie die Gesamtgrçße der Vesikel (Ab-
bildung 1).

In der Folge waren wir an der mechanischen Stabilit�t und
der Permeabilit�t unserer pH-responsiven Polymersome im
vernetzten und unvernetzten Zustand interessiert (Abbil-
dung 2). Daher untersuchten wir den Effekt der Scherrate auf
Polymersome, die mit globul�ren Makromolek�len gef�llt
waren. Wir nutzten Maltose-dekorierte hochverzweigte Po-
lyethylenimin-Nanopartikel (PEI-Mal)[21] mit PEI-Kernen
von entweder 5000 Da (PEI-Mal 5, Ø 4 nm) oder 25 000 Da
(PEI-Mal 25, Ø 10 nm). Diese leicht verf�gbaren, Fluores-
cein-markierten organischen Nanopartikel haben eine �hnli-
che Grçße wie Proteine und sind weicher als Silicat- oder
Goldnanopartikel, weswegen sie ideale Modellsubstrate sind.
Ihre Freisetzung aus den Polymersomen wurde nun bei ver-
schiedenen pH-Werten und Scherraten untersucht (Abbil-
dung 2).

Als Startpunkt w�hlten wir die Dialyse, bei der beide
dendritischen Nanopartikel nach Behandlung der unver-
netzten Polymersomen bei pH 9 noch vorhanden waren, was
den gewollten Einschluss beweist (Abbildung 2). Die Dialyse
in klassischen Dialyseschl�uchen bençtigt allerdings mehrere
Tage. Dar�ber hinaus birgt diese Methode den Nachteil, dass
keine Scherrate w�hrend des Reinigungsprozesses angewen-
det werden kann. In diesem Kontext ist es somit sinnvoll,
einen Druck auf die Lçsung auszu�ben, da dies sowohl das

Abbildung 1. Verhalten der Polymersome bei �nderung des pH-Werts:
a) Reversible �nderung des Durchmessers von Polymersomen aus
dem C4-20-Polymer zwischen pH 3 und pH 10 (durch DLS bestimmt).
b) Die Membrandicke �ndert sich im gleichen Verh�ltnis wie die Grçße
der Vesikel. c,d) Vesikel (vergleiche auch die Skizzen) konnten bei
pH 3 (c) und pH 10 (d) mithilfe von TEM visualisiert werden; Maß-
stabsbalken jeweils 50 nm.

Abbildung 2. Druckabh�ngige Freisetzung von Fluorescein-markiertem
PEI-Mal 25 und PEI-Mal 5 aus vernetzten und unvernetzten Polymerso-
men bei pH 4 und 9. Die in den Polymersomen zur�ckgehaltenen Na-
nopartikel wurden UV/Vis-spektroskopisch �ber das Absorptionsmaxi-
mum von Fluorescein bei 500 nm detektiert. TMP= Transmembran-
druck.
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Verfahren beschleunigen als auch verschiedene Scherraten
induzieren w�rde.

Im Zuge dieser �berlegungen haben wir ein „KrosFlo-
Research-IIi“-System eingesetzt (im Weiteren als HFF be-
zeichnet, kurz f�r „hollow fibre filtration“). Dieses System
�bte einen Transmembrandruck (TMP) von entweder
250 mbar oder 750 mbar auf die Lçsung aus (Abbildung 2).
Die Zeit zur Aufreinigung der Polymersomlçsungen konnte
so auf 1 Stunde f�r 250 mbar TMP und sogar auf 30 Minuten
f�r 750 mbar TMP reduziert werden. In einem ersten Expe-
riment wurden unvernetzte Polymersome, die entweder mit
PEI-Mal 5 oder PEI-Mal 25 gef�llt waren, bei 250 mbar TMP
und pH 9 behandelt. Hier konnten nur große Nanopartikel
(PEI-Mal 25) zur�ckgehalten werden, w�hrend die kleineren
PEI-Mal 5 nicht mehr nachweisbar waren. Dies impliziert
eine Permeabilit�t der Membran aufgrund der angewendeten
Scherrate f�r die kleineren Nanopartikel PEI-Mal 5, nicht
aber f�r PEI-Mal 25. Wir nehmen an, dass sich durch den
angewendeten Druck kleine Poren in der Membran bilden
(Poration), durch die kleine Partikel das Polymersom ver-
lassen kçnnen. Sobald die Scherrate wegf�llt, schließen sich
die Poren wieder. Die Poration ist dazu noch mit einer
Komprimierung der Polymersome gekoppelt, w�hrend die
Vesikel unter Druck stehen. DLS-Messungen best�tigen die
R�ckbildung intakter Polymersome, sobald kein TMP mehr
anliegt, was einen automatischen Selbstheilungsprozess na-
helegt (siehe die Hintergrundinformationen).

Als n�chster Schritt wurden nun 750 mbar bei pH 9 auf
die unvernetzten Polymersome ausge�bt. Daraufhin waren
beide Nanopartikel nicht mehr nachweisbar, was eine scher-
kraftabh�ngige Grçße der sich bildenden Poren nahelegt
(siehe Abbildung 2 und die Hintergrundinformationen). Die
Porenbildung sollte nun durch eine stabilere, also vernetzte,
Membran vermindert werden. Daher haben wir den Prozess
als n�chstes mit vernetzten Polymersomen bei 750 mbar TMP
und pH 9 durchgef�hrt. W�hrend die kleineren PEI-Mal-5-
Nanopartikel noch immer die Polymersome verlassen, sind
die grçßeren PEI-Mal-25-Nanopartikel auch nach der Pro-
zedur noch nachweisbar (Abbildung 2). Das beweist, dass
vernetzte Polymersome eine deutlich verminderte Porenbil-
dung unter Scherkrafteinwirkung aufweisen als unvernetzte.
Unabh�ngig davon beh�lt die Polymersom-Membran aber
ihre charakteristische Eigenschaft der Selbstheilung (siehe
die Hintergrundinformationen), sobald kein TMP mehr auf
sie einwirkt. Es war nun anzunehmen, dass sich diese Poren
wieder vergrçßern, wenn gequollene Polymersome zum
Einsatz kommen. Zu diesem Zweck wurden unter sauren
Bedingungen (pH 4) gequollene, vernetzte Polymersome bei
niedrigem TMP (250 mbar) mit der HFF behandelt. Da Na-
nopartikel der beiden Arten nicht zur�ckgehalten wurden,
wurde die These der grçßeren Poren im sauren Milieu be-
st�tigt. Aus den beschriebenen Experimenten l�sst sich
schlussfolgern, dass sowohl vernetzte als auch unvernetzte
Polymersome auf einwirkende Scherkr�fte mit der Bildung
von Poren definierter Grçße reagieren (siehe Abbildung 2
und die Hintergrundinformationen). Es ist demnach mçglich,
Polymersome zu bilden, deren Membranpermeabilit�t sich
�ber die Parameter Vernetzungsgrad, pH-Wert und Scherrate
genau und kontrolliert einstellen l�sst.

Um die Responsivit�t vernetzter Polymersome weiter zu
studieren, setzten wir uns als n�chstes Ziel die Bildung eines
Bionanoreaktors durch den Einschluss von Myoglobin.
Dieses Enzym ist sehr gut charakterisiert[23] und enth�lt einen
Eisenkomplex im Zentrum. Myoglobin ist daher in der Lage,
Oxidationsreaktionen, wie die bekannte Reaktion von Gua-
iacol mit Wasserstoffperoxid, zu katalysieren. Ein Vorteil
dieser enzymatisch kontrollierten Reaktion besteht im Ab-
sorptionsmaximum des Reaktionsprodukts (oxidiertes Gua-
iacol) bei 470 nm, was eine UV/Vis-Detektion ermçglicht.[23]

Zun�chst aber untersuchten wir, ob Myoglobin der UV-Be-
strahlung widerstehen kann, die zur Vernetzung der Poly-
mersome notwendig ist. Die hierzu verwendete reine En-
zymlçsung zeigte auch nach der UV-Bestrahlung eine hohe
katalytische Aktivit�t (siehe die Hintergrundinformationen).
Daher wurde Myoglobin nun in Polymersome eingeschlossen,
diese vernetzt und unser Scherkraft-basiertes Reinigungs-
system angewendet (200 mbar TMP). Diese Prototypen des
Bionanoreaktors wurden nun verschiedenen Bedingungen
ausgesetzt (Abbildung 3).

Erste Experimente zeigten, dass Guaiacol bei pH 8 ohne
Zugabe von Wasserstoffperoxid nicht reagiert. Bei diesem
pH-Wert ist der PDEAEM-Teil der Membran nicht proto-
niert und damit vollst�ndig hydrophob und undurchl�ssig.
Demzufolge war auch nach Zugabe von Wasserstoffperoxid

Abbildung 3. Das Reaktionsverhalten der Myoglobin-gef�llten Polymer-
some mit Guaiacol und Wasserstoffperoxid: zun�chst im basischen
(„b“), dann im sauren („b-a“) und danach wieder basischen Milieu
(„b-a-b“). Wasserstoffperoxid wurde jeweils 120 s nach der Zugabe von
Guaiacol hinzugegeben. Die Graphen zeigen die normalisierte, zeitab-
h�ngige Absorption der Lçsung bei 470 nm an.
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zur Lçsung des Bionanoreaktors keine katalytische Aktivit�t
bei pH 8 erkennbar (Zustand „b“ in Abbildung 3) – ein Er-
gebnis, das so zu erwarten war, da die Reaktionspartner hier
nicht ins Innere des Polymersoms diffundieren kçnnen, wo
das Enzym lokalisiert ist. Dagegen ist ein l�ngerer und st�r-
kerer Anstieg der Absorption des Reaktionsprodukts bei
pH 6 erkennbar, was als Nachweis f�r die katalysierte Re-
aktion von Guaiacol mit Wasserstoffperoxid innerhalb des
Bionanoreaktors dient (Zustand „b-a“ in Abbildung 3). Die
Polymersom-Membran ist nun in einem gequollenen Zustand
und somit vollst�ndig hydrophil und permeabel, eine Trans-
membrandiffusion daher mçglich. Guaiacol und Wasser-
stoffperoxid kçnnen das eingeschlossene Myoglobin errei-
chen, welches dann die Reaktion katalysiert. Wird der pH-
Wert der Lçsung nun erneut auf 8 eingestellt, induziert die
Zugabe der Reaktionspartner keine Katalyse der Reaktion
mehr (Zustand „b-a-b“ in Abbildung 3). Da der Ausgangs-
zustand wieder hergestellt wurde, ist wiederum eine un-
durchl�ssige Membran vorhanden. Das Myoglobin ist also
wieder abgeschottet gegen�ber den Reaktanten außerhalb
des Polymersoms. Das beweist zus�tzlich, dass bei pH 8 kein
Myoglobin aus dem Polymersom austreten kann, wenn keine
Scherrate anliegt.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass bei Polymer-
somen eine kontrollierte Porenbildung induziert werden
kann. Die Grçße der Poren kann �ber den pH-Wert, die
Scherrate und den Vernetzungsgrad gesteuert werden, was
eine selektive Freisetzung von Nanopartikeln unterschiedli-
cher Grçße ermçglicht. Es handelt sich dabei um eine
scherkraftinduzierte Freisetzung von Molek�len, die w�hrend
des Selbstorganisationsprozesses von amphiphilen Block-
copolymeren simultan eingeschlossen wurden. Ein solch
spezifischer Ansatz steht nur mit unseren pH-responsiven
und photovernetzbaren Polymersomen zur Verf�gung. Ba-
sierend auf diesen Erkenntnissen konnten wir einen synthe-
tischen Bionanoreaktor herstellen, der ohne Transmembran-
proteine auskommt. Dies wird mçglich, da die Versorgung
des Enzyms im Inneren des Polymersoms �ber die erw�hnte
Porenbildung gesteuert wird. Porengrçße und Membran-
durchtritt der zur Reaktion notwendigen Molek�le werden
durch reproduzierbares pH-induziertes Quellen und Ent-
quellen der Membran der pH-stabilen Vesikel dirigiert.
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