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Abstract: Die Verteilung von Ladungen innerhalb pH-
responsiver Wirkstoffträger beeinflusst nachweislich die
Effizienz der Freisetzung, ist aber schwer zu kontrollie-
ren und zu verifizieren. Wir stellen nun polyampholyti-
sche Nanogel-in-Mikrogel Kolloide (NiM� C) vor und
zeigen, dass die Anordnung der Nanogele (NG) abhän-
gig von den Synthesebedingungen ist. Dazu wurden pH-
responsive Polyelektrolyt-NG durch Fällungspolymeri-
sation synthetisiert und mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kiert. Die NG wurden dann durch inverse Emulsionspo-
lymerisation mittels tropfenbasierter Mikrofluidik in
Mikrogel-Netzwerke (MG) integriert. Mit konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) wurde nachgewie-
sen, dass, je nach NG-Konzentration, pH-Wert und
Ionenstärke, NiM� C mit unterschiedlichen NG-Anord-
nungen, wie Janus-artiger Phasentrennung, statistischer
Verteilung und Kern-Schale-Architektur, erhalten wer-
den. Unser Ansatz ist ein Meilenstein auf dem Weg zum
simultanen Transport entgegengesetzt geladener Mole-
küle.

Einleitung

Lebendige Materie hat die faszinierende Fähigkeit, moleku-
lare Strukturen, die im Nanometerbereich eine spezifische
Funktionalität aufweisen, zu nutzen und in wässrigen Syste-
men durch hierarchische Selbstorganisation und Unterglie-
derung in komplexere Einheiten zu überführen. In der
Natur werden Informationen durch aufeinander aufbauende
Organisationsebenen gespeichert, und sogar die Entstehung
des Lebens scheint mit der Kompartimentierung von Mole-
külstrukturen und Energieträgern zusammenzuhängen.[1]

Wenn wir die dabei zugrundeliegenden Mechanismen ver-
stehen, sind große Fortschritte in der Entwicklung neuer
bioinspirierter und nachhaltiger Materialien für Katalyse,
Robotik und Medizin möglich.[2–4] Durch die gezielte Her-
stellung von Materialien mit räumlich getrennten Kompo-
nenten können mehrere chemische Funktionalitäten kombi-
niert werden, ohne dass es zu einer gegenseitigen
Deaktivierung und einem Wirkungsverlust kommt.[5] Insbe-
sondere für die Konzeption und Entwicklung neuartiger
Wirkstoffträger könnte dies von Vorteil sein. Um Medika-
mente möglichst effizient zur Therapie von Krankheiten
einsetzen zu können, müssen die Wirkstoffmoleküle vor
harschen Umgebungsbedingungen, z.B. massiven pH-Wert-
Veränderungen, geschützt werden. Im Idealfall sollten die
Agenzien nur in der Nähe des Krankheitsherdes freigesetzt
werden, um unerwünschte Nebenwirkungen zu reduzieren
und die Kosten zu senken.[6] Als Wirkstoffträger wurden
bereits verschiedene kolloidale Systeme (z. B. Vesikel, Lipo-
some, Mizellen) in Betracht gezogen.[7,8,9] Stimuli-responsive
Mikrogele sind vielversprechende Kandidaten für die geziel-
te Verabreichung von Medikamenten, da die interne Netz-
werkstruktur der Mikrogele in funktionell verschiedene
Regionen unterteilt und die Freisetzung des Agens durch
externe Stimuli ausgelöst werden kann.[10]

Mikrogele sind mikroskalige Netzwerke bestehend aus
dreidimensional vernetzten Polymeren, die sich dadurch von
anderen (makromolekularen) Materialien unterscheiden,
dass sie dualistisch gleichermaßen die Eigenschaften von
harten Nanopartikeln und weichen Makromolekülen auf-
weisen. Mikrogele, die in einem Lösungsmittel gequollen
vorliegen, enthalten aufgrund ihrer offenen und porösen
Netzwerkstruktur große Mengen der Lösungsmittelmolekü-
le.[11] Durch die Anpassung der chemischen Zusammenset-
zung der Mikrogele kann eine Sensitivität gegenüber einem
Stimulus, wie beispielsweise Temperatur,[12] pH-Wert,[13] Io-
nenstärke,[14] Licht,[15] oder Ultraschall,[16] erzeugt werden.
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Eine entsprechende Veränderung der Umgebungsbedingun-
gen bewirkt dann ein Aufquellen oder Kollabieren des
Mikrogel-Netzwerks. Ein bekanntes Beispiel responsiver
Mikrogele sind kolloidale Hydrogele basierend auf Poly(N-
isopropylacrylamid) (PNIPAAm), die aufgrund ihrer Tem-
peratur-Responsivität und der geringen Zytotoxizität bereits
eingehend untersucht wurden. Da die linearen PNIPAAm-
Ketten eine untere kritische Lösungstemperatur (LCST)
aufweisen, durchlaufen die analogen vernetzten Gelstruktu-
ren einen Volumen-Phasen-Übergang (VPT) bei physiologi-
schen Temperaturen >32 °C.[12a,17]

PNIPAAm-Netzwerke können zusätzlich zum VPT auch
pH- und damit multi-responsiv werden, wenn schwach saure
oder schwach basische Co-Monomere in das Netzwerk
eingebaut werden.[13a,14a,18] Diese ionisierbaren Mikrogele
können für den Transport geladener Gastmoleküle verwen-
det werden, da sie die gezielte Aufnahme und Freisetzung
des Moleküls mittels elektrostatischer Wechselwirkung er-
möglichen.[19] Aufgrund der Fülle geladener Biomoleküle in
der Pharmakologie[20] sind pH-responsive Mikrogele aus-
sichtsreiche Anwärter für die therapeutische Arzneimittel-
gabe.

Größere Biomoleküle wie DNS oder Proteine setzen
sich jedoch zu 3D-Strukturen zusammen. Diese passen nicht
in die Größenbeschränkung von Mikrogelen, welche über
herkömmliche Polymerisationsverfahren, wie z.B. Fällungs-
oder inverse Miniemulsionspolymerisation, synthetisiert
werden.[21] Außerdem erfordern komplexe Krankheiten oft
die Verabreichung mehrerer Agenzien, die sich bezüglich
ihrer Ladung oder Hydrophilie unterscheiden oder zeitlich
nacheinander freisetzt werden müssen.[22]

Um diese Herausforderungen zu überwinden, syntheti-
sierten Peppas et al. Hydrogel-Filme aus Poly(methacrylsäu-
re-co-N-vinyl-2-pyrrolidone) (P(MAAc-NVP)), die polykat-
ionische Nanogele auf Basis von 2-
(Diethylamino)ethylmethacrylat beinhalteten. Die getrock-
neten Hydrogel-Filme wurden mechanisch zerkleinert und
gesiebt, sodass Mikrogele <75 μm erhalten wurden.[23] Die
Gruppe zeigte, dass das anionische Mikrogel-Netzwerk se-
lektiv und zeitnah durch Trypsin-Zugabe abgebaut werden
kann, wenn ein enzymlabiler Vernetzer verwendet wird.
Dadurch werden die Nanogele freigesetzt, welche wiederum
eine Endozytose einleiten und somit die endosomale Frei-
setzung von Frachtmolekülen ermöglichen.[23b] Ein Nachteil
dieses Ansatzes ist die Heterogenität der Mikrogelproben in
Bezug auf Größe und Form, die auch die experimentelle
Reproduzierbarkeit beeinträchtigt.

Durch die Herstellung von Mikrogelen in mikrofluidi-
schen Wassertröpfchen kann ihre Größe in einem Bereich
zwischen 10–1000 μm präzise eingestellt und sowohl die
innere als auch die äußere Morphologie genau kontrolliert
werden.[24] Auch die Synthese von Polyelektrolyt- oder
Polyampholyt-Mikrogelen durch den Einbau von transient
geladenen Monomeren ist hier etabliert und ermöglicht
nachweislich die Verkapselung von Nährstoffmolekülen
oder Modellwirkstoffen.[25] Darüber hinaus brachten Weitz
et al. neue Funktionalität in Mikrogele ein, indem sie unter-
schiedliche Materialien wie Quantenpunkte, magnetische
Nanopartikel und polymere Mikropartikel in die Mikrogel-

Netzwerke einbetteten. Selbst nach Einbau dieser Additive
blieb die Temperatur-Responsivität des ursprünglichen PNI-
PAAm-Netzwerks erhalten.[26] Santos et al. integrierten Hal-
loysit-Nanoröhrchen in Mikrogele, die auf Hydroxylpropyl-
methylcelluloseacetatsuccinat basierten. Sie wiesen nach,
dass dieses System zwei Modellwirkstoffe (Atorvastatin und
Celecoxib) gleichzeitig aufnehmen kann. Die beiden Wirk-
stoffe könnten als Kombinationstherapie zur Behandlung
von Dickdarmkrebs eingesetzt werden, unterscheiden sich
aber stark in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften.
Das Polymer-Netzwerk war in saurem Medium stabil, löste
sich jedoch in einer neutralen bis basischen Umgebung auf,
was die schnelle und gezielte Freisetzung beider Arzneimit-
tel förderte.[27] Auf ähnliche Weise wurden auch Janus-artige
Mikrogele hergestellt. Dazu wurden kationische, Tempera-
tur-responsive Mikrogele mit Polyacrylsäure, Acrylamid als
Monomer sowie Vernetzer und Initiator in wässrigen Tröpf-
chen gemischt. Eine Erhöhung der Temperatur und elektro-
statische Wechselwirkungen zwischen den kationischen Na-
nogelen und den anionischen Polymeren bewirkten dann
eine Phasentrennung, die durch eine sofortige Polymerisati-
on des Acrylamids beibehalten wurde.[28] Kürzlich schlug die
Gruppe von Isa sogenannte Suprakapseln für die Verabrei-
chung mehrerer Medikamente vor. Sie nutzten einen Mikro-
fluidik-Kanal, um Öltröpfchen zu bilden, in denen Dextran-
basierte Nanogele enthalten waren. Nach dem Verdampfen
des Öls fügten sich die Nanogele spontan zu Suprapartikeln
zusammen. Die Gruppe konnte zudem demonstrieren, dass
die Van-der-Waals-Kräfte, die für den Zusammenhalt der
Nanokompartimente verantwortlich sind, durch einen hohen
Energieeintrag in Form von Ultraschall aufgehoben werden
können. Auf diese Weise ließen sich die Suprapartikel
wieder in ihre einzelnen Einheiten zerlegen.[29] Obwohl die
kompartimentären Suprakapseln den simultanen Transport
mehrerer Wirkstoffe ermöglichen, bleibt es eine Herausfor-
derung, Frachtmoleküle mit unterschiedlichen physikalisch-
chemischen Eigenschaften oder gegensätzlichen Ladungen
zu integrieren.

Bisherige Arbeiten konzentrierten sich auf die Einbet-
tung geladener oder hydrophober Spezies in anionische
hydrophile Netzwerke.[23,27,28] Die Integration zweier entge-
gengesetzt geladener Polyelektrolyt-Nanogel-Spezies eröff-
net jedoch neue Möglichkeiten für die orthogonale Verab-
reichung von Medikamenten. In dieser Arbeit zeigen wir
zum ersten Mal die Synthese von kompartimentären Poly-
ampholyt-Mikrogelen (MG) mittels entropisch bedingter
Ausflockung und Koazervation von Polyelektrolyt-Nanoge-
len (NG) in Emulsionströpfchen. Zur Verbesserung der
Lesbarkeit verwenden wir im Folgenden den Begriff “Nano-
gel” für diejenigen Polymergele, die durch Fällungspolyme-
risation synthetisiert wurden, obwohl ihr Durchmesser (ca.
400–500 nm) den von der IUPAC-Definition vorgeschriebe-
nen Größenbereich für Nanogele überschreitet.[30] Die un-
terschiedlichen Bezeichnungen sollen die Unterscheidung
zwischen den jeweiligen Polymer-Netzwerken erleichtern,
da der Durchmesser von Mikrogelen, die mittels Mikroflui-
dik hergestellt werden, um mehrere Größenordnungen grö-
ßer ist. Mithilfe der tropfenbasierten Mikrofluidik wurden
Dispersionen von entgegengesetzt geladenen NG, die durch
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konventionelle Fällungspolymerisation synthetisiert wurden,
in wässrige Emulsionströpfchen integriert. Anschließend
folgte die Polymerisation und Vernetzung von N-Isopropyl-
acrylamid, um Nanogel-in-Mikrogel-Kolloide (NiM� C) zu
erzeugen. In unseren Experimenten bestätigte sich, dass die
NiM� C ähnlich responsiv auf Veränderungen von pH-Wert,
Ionenstärke und Temperatur reagieren wie reines PNI-
PAAm-MG. Durch die Markierung der NG mit unter-
schiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen konnten wir die
Anordnung der NG innerhalb der NiM� C mittels konfoka-
ler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) analysieren. Dabei
stellten wir fest, dass sich Janus-artige Strukturen bilden,
wenn die NG koazervieren und sich auf einer Seite des MG-
Netzwerks sammeln. Wir veranschaulichen, dass die treiben-
den Faktoren für diesen Koazervationsmechanismus die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen den beiden NG-
Spezies und die wegen der Bildung von Polymerketten
entstehenden entropischen Kräfte sind. Aufgrund des re-
sponsiven Charakters der Polyelektrolyt-NG kann ihre An-
ordnung innerhalb des MG durch die Anpassung der Syn-
thesebedingungen, d. h. der NG-Konzentration, der
Ionenstärke und des pH-Werts, kontrolliert werden.

Ergebnisse und Diskussion

Unser Ziel war die Entwicklung einer zuverlässigen Synthe-
semethode zur Herstellung von Gelen im Mikrometerbe-
reich, welche unter physiologischen Bedingungen positiv
und negativ geladene Kompartimente enthalten, um Wirk-
stoffe effizient aufzunehmen. Als Modellsystem wählten wir
PNIPAAm-basierte Netzwerke, die mit N,N’-Methylenbis-
acrylamid (BIS) quervernetzt sind, da NIPAAm eines der
am meisten genutzten Monomere ist und eine temperatur-
bedingte VPT nahe der menschlichen Körpertemperatur
aufweist.[17a,31] Als pH-responsive Co-Monomere wurden
schwach saure Methacrylsäure (MAAc, pKS�5.0[32]) und
schwach basisches N-(3-aminopropyl)methacrylamid
(APMH, pKS�10.0[33]) eingesetzt, da diese Monomere was-
serlöslich und im neutralen pH-Wert-Bereich entgegenge-
setzt geladen sind. Polyelektrolyt-NG mit einem hydrodyna-
mischen Durchmesser von 400–500 nm und einem Co-
Monomer-Anteil von 10 mol% wurden mittels Fällungspoly-
merisation synthetisiert (Hintergrundinformationen, Tabel-
le S1). Um die gewünschte Menge an ionisierbaren Co-
Monomeren in die Mikrogele zu integrieren, mussten, wie in
der Literatur beschrieben,[13a] die Synthesebedingungen prä-
zise eingestellt werden. Für die Synthese der NG mit
APMH (pNG) wurde ein basischer pH-Wert eingestellt, um
die Deprotonierung des Co-Monomers sicherzustellen. Wie
bereits für die freie radikalische Polymerisation von ioni-
schen Monomeren in wässrigem Milieu nachgewiesen wur-
de, wird die Reaktionskinetik durch elektrostatische Wech-
selwirkungen zwischen dem wachsenden Polyelektrolyt-
Polymer und Gegenionen, weiteren Polymerketten und
radikalischen Spezies negativ beeinflusst.[34] Die Batch-Fäl-
lungspolymerisation wurde mit dem kationischen Azoinitia-
tor 2,2’-Azobis-(2-methyl-propionamidin) (AMPA, V-50)
initiiert. Bei der Synthese der NG, die MAAc beinhalten

(nNG), wurde der schnellere Einbau der MAAc durch eine
nachträgliche Zugabe dieses Co-Monomers zum sauren
Reaktionsgemisch kompensiert. 2,2’-Azobis[N-(2-carboxy-
ethyl)-2-methylpropionamidin]-Tetrahydrat (ACMA, VA-
057) wurde als Initiator verwendet und das anionische
Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde hinzugegeben,
um die nNG in einer mit den pNG vergleichbaren Größe zu
erhalten. Um sowohl visuell als auch in der CLSM effizient
zwischen den NG-Spezies unterscheiden zu können, wurden
die NG mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen verse-
hen. Während die nNG durch Co-Polymerisation mit einem
geringen Anteil Acryloxyethyl-thiocarbamoyl-Rhodamin B
(Rhod B Ac) markiert wurden, reagierten die pNG im
Rahmen einer Postmodifikation nachträglich mit Cyanin-5-
N-Hydroxysuccinimidester, wobei der NHS-Ester an einzel-
ne primäre Aminogruppen im NG-Netzwerk konjugiert
wurde. Nach der Aufreinigung der NG durch eine automa-
tisierte Tangentialfluss-Diafiltration (TFF)[35] wurden die
NG hinsichtlich ihrer Größe und Temperatur-, pH- sowie
Ionenstärken-Responsivität mittels Rastertransmissions-
elektronenmikroskopie (STEM, Abbildung S2), dynami-
scher Lichtstreuung (DLS, Abbildung S3) und elektrophore-
tischer Lichtstreuung (ELS, Abbildung S4) untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass die nNG in HPLC-Wasser bei
Raumtemperatur einen hydrodynamischen Durchmesser
von etwa 400 nm haben, während die pNG unter gleichen
Bedingungen etwa 470 nm groß sind. Beide Spezies weisen
einen Polydispersitätsindex von <0.09 auf, was auf eine
enge Größenverteilung hindeutet. Die NG-Arten zeigen
beide das erwartete Temperatur-, pH- und Ionenstärken-
abhängige Verhalten (Abbildung S3). Unsere ELS-Messun-
gen bestätigen eine negative effektive Oberflächenladung
der nNG bei pH-Werten oberhalb des pKS-Werts und eine
positive effektive Oberflächenladung der pNG bei pH-
Werten unterhalb des pKS-Werts (Abbildung S4). Der Co-
Monomer-Gehalt der NG wurde quantifiziert, indem die
Proben mittels Kernspinresonanzspektroskopie (1H NMR )
und Infrarot-Spektroskopie (IR) (Abbildungen S5–S8) ana-
lysiert wurden. Der mithilfe von 1H NMR ermittelte
APMH-Gehalt lag bei 8.4 mol% (Abbildung S7). Zur Be-
stimmung des MAAc-Gehalts ist 1H NMR als Methode
ungeeignet, da sich die Signale der NIPAAm- und MAAc-
Funktionen überschneiden. Stattdessen wurde die Quantifi-
zierung der MAAc anhand des entsprechenden Carboxylsi-
gnals im IR vorgenommen. Demnach betrug der MAAc-
Gehalt in den fluoreszenzmarkierten NG etwa 8.0 mol%
(Abbildungen S5, S8).

Die fluoreszenzmarkierten NG wurden anschließend
mittels tropfenbasierter mikrofluidischer Technik in MG
eingebaut. Diese Methode ermöglicht die Herstellung mo-
nodisperser kolloidaler Hydrogele, deren Größe, Zusam-
mensetzung und Dispersität durch Variation der Flussraten
und Veränderungen der organischen und wässrigen Phase
leicht angepasst werden können.[36] Auch hier wurden
NIPAAm und BIS zur Synthese des Gel-Netzwerks verwen-
det. Um die Wasser-in-Öl-Tröpfchen zu stabilisieren, wurde
das ungeladene Tensid FluoSurf in der kontinuierlichen
Hydrofluorether-Ölphase eingesetzt. Dadurch wurde die
Einbringung zusätzlicher Ladungen vermieden, welche die
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Reaktion beeinflussen könnten. Die Polymerisation wurde
mit dem UV-Initiator Lithiumphenyl-2,4,6-trim-
ethylbenzoyl-phosphinat (LAP) gestartet, der eine gute
Wasserlöslichkeit und hohe UV-Reaktivität (365 nm) auf-
weist. LAP ist dafür bekannt, dass es eine vorzeitige
Gelierung unterdrückt und so eine räumliche und zeitliche
Kontrolle über die Photopolymerisation erlaubt.[37] Wir
entschieden uns für einen UV-Initiator anstelle eines her-
kömmlichen Azoinitiators, um ein Erhitzen der Dispersion
und eine damit einhergehende Ausfällung der NG zu
umgehen.

Für die mikrofluidischen Reaktionen wurden NIPAAm,
BIS und LAP in der jeweiligen NG-Dispersion (10 mg/mL)
gelöst, um eine homogene Verteilung der NG zu gewährleis-
ten. Zur Herstellung von Polyelektrolyt-NiM� C wurde ent-
weder eine nNG- oder eine pNG-Dispersion als wässrige
Phase genutzt und nur eine Zufluss-Öffnung verwendet
(Abbildung S1). Zur Erzeugung der Polyampholyt-NiM� C
wurden beide NG-Spezies durch gleichzeitige Verwendung
von zwei verschiedenen wässrigen Dispersionen, eine für
jede Zufluss-Öffnung, eingesetzt. An der Kreuzungsstelle,
an der die Ströme orthogonal aufeinander zulaufen (Abbil-
dung 1 (A)), führen die Scherkräfte zwischen den beiden
nicht mischbaren Phasen zur Bildung von Wasser-in-Öl-
Tröpfchen. Diese werden anschließend gut durchmischt
(Abbildung 1 (B)), da die laminare Strömung wegen des
schlangenförmigen Kanals in eine turbulente Strömung
umgewandelt wird.[38] Nach dem Auffangen der Produkt-
Emulsion (Abbildung 1 (C)) wurde diese mit UV-Licht
bestrahlt. Dabei stellte sich eine Bestrahlungszeit von 10 s
als optimal heraus, da die Polymerisation erfolgreich war,
Bleicheffekte aufgrund der Lichteinstrahlung aber auf ein
Minimum beschränkt wurden. Unterschiede in der MG-
Größe zwischen den einzelnen Proben können auf Abwei-
chungen in der eingewogenen Masse des Monomers zurück-
geführt werden. Auch kleinere Unterschiede in den Durch-

flussraten, die wegen der Genauigkeit der Spritzenpumpen
auftreten, können leichte Diskrepanzen verursachen. Nach
der Aufreinigung untersuchten wir die NiM� C in Hinblick
auf Morphologie und Lokalisierung der fluoreszenzmarkier-
ten NG mittels CLSM-Bildgebung. Für beide Arten der
Polyelektrolyt-NiM� C zeigt Abbildung 2 eine statistische
Verteilung der NG, wobei die mit Rhod B markierten nNG
rot und die mit Cy5 markierten pNG blau gefärbt sind.
Beide NG-Spezies sind bei Raumtemperatur in Wasser

Abbildung 1. Chip-Layout für die mikrofluidische Herstellung des Polyampholyt-NiM� C. FluoSurf in fluoriertem Öl wurde als kontinuierliche Phase
verwendet, HPLC-Wasser als dispergierte Phase. In beiden Wasserphasen sind die Edukte in der Dispersion einer der Polyelektrolyt-NG-Spezies
aufgelöst. Wasser-in-Öl-Tröpfchen werden an der Kreuzungsstelle gebildet (A), dann durchgemischt (B), am Ausgang gesammelt (C) und 10 s lang
mit UV-Licht bestrahlt, um die Polymerisation zu initiieren. Die Skala repräsentiert jeweils 500 μm.

Abbildung 2. CLSM-Bilder und schematische Darstellungen der Poly-
elektrolyt-NiM� C mit nNG ((A)–(D)) und pNG ((E)–(H)), und der
Polyampholyt-NiM� C ((I)–((L)) in HPLC-Wasser (pH�6.5). In der
ersten Reihe von links nach rechts ((A), (E) und (I)) zeigen Fluores-
zenz-Bilder (DPSS Laser: λex=561 nm, HyD Detektor) die Position der
mit Rhod B markierten nNG (rot). In der zweiten Reihe ((B), (F) und
(J)) zeigen die Fluoreszenz-Bilder (HeNe Laser: λex=633 nm, HyD
Detektor) die Position der mit Cy5 markierten pNG (blau). Die
Überlagerungsbilder (rechte Reihe: (D), (H) und (L)) kombinieren
jeweils die beiden Fluoreszenz-Bilder mit dem zugehörigen Hellfeldbild
(PMT Detektor:�300 V) ((C), (G) und (K)). Die Skala repräsentiert
jeweils 300 μm.
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gequollen (Abbildung S3 (C)), da sich die geladenen funk-
tionellen Gruppen gegenseitig elektrostatisch abstoßen und
zusätzlich ein osmotischer Druck durch die nativen Gege-
nionen entsteht.[39] Wir postulieren, dass die repulsiven
elektro-statischen Wechselwirkungen auch in größerer Ent-
fernung wirken und somit die räumlich verteilte Anordnung
der NG bewirken. Die Bildung, das Kettenwachstum und
die Vernetzung der PNIPAAm-Polymere hat offenbar kei-
nen Einfluss auf die kolloidale Stabilität der Polyelektrolyt-
NG, bevor sie im Polymer-Netzwerk fest fixiert werden.
Referenzversuche mit reinen PNIPAAm-NG zeigen eine
ähnlich homogene Verteilung der NG innerhalb des MG
(Abbildung S9). In neutralen NG, die keine geladenen Co-
Monomere enthalten, resultiert die kolloidale Stabilität aus
freibeweglichen Polymerketten und einem geringen elektro-
statischen Beitrag, der von den integrierten Initiatorresten
und dem Fluoreszenzfarbstoff Rhod B Ac verursacht wird.
Es ist daher wahrscheinlich, dass schon diese Stabilisierungs-
mechanismen ausreichen, um die statistische Verteilung der
NG im MG zu bewirken. Im Gegensatz dazu weisen die
Polyampholyt-NiM� C, die beide Arten NG enthalten, eine
Janus-artige Struktur auf, bei der die NG-Spezies gemein-
sam stark phasengetrennte Koazervate bilden, die sich
innerhalb des MG-Netzwerks an einer Seite absetzen. Wie
die rosa Farbe in den Überlagerungsbildern (Abbildung 2,
Abbildung 3) demonstriert, bestehen die Koazervate aus der
Kombination von nNG (rot) und pNG (blau). Diese Beob-
achtung deutet darauf hin, dass die attraktiven elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen den entgegengesetzt ge-
ladenen NG die treibende Kraft der Koazervation sind,
genauso wie die Abstoßung zwischen den NG gleicher
Ladung eine räumliche Verteilung der NG im gesamten
MG-Netzwerk bewirkt. Das einfache Mischen der beiden
Polyelektrolyt-NG-Dispersionen führt nicht zu einer sicht-
baren oder mikroskopisch nachweisbaren Koazervation
(Abbildung S10, Abbildung 4). Anhand von Viskosimetrie-
Messungen konnten wir zudem abschätzen, dass der allge-
meine effektive Volumenanteil der NG in den Dispersionen
unterhalb des kolloidalen Glasübergangs liegt (Abbil-
dung S11).

Wir prüften außerdem die Gesamtresponsivität der
NiM� C in Abhängigkeit von Temperatur, pH-Wert und
Ionenstärke. Durch temperaturabhängige Größenmessun-
gen wurde nachgewiesen, dass der Durchmesser der NiM� C
oberhalb der VPTT analog zu reinen PNIPAAm-MG ab-
nimmt. Die für unsere PNIPAAm-MG und NiM� C durch
einen sigmoidalen Boltzmann-Fit ermittelte VPTT ist jedoch
im Vergleich zur Literatur-bekannten VPTT kolloidaler
PNIPAAm-Gele höher (Abbildung 3, Abbildung S12).[17a,31]

Dies kann auf die Messmethode zurückgeführt werden:
Während der hydrodynamische Durchmesser von NG übli-
cherweise mittels DLS, d. h. frei in einem Dispersionsmedi-
um schwimmend, bestimmt wird, werden die MG-Größen
bei der mikroskopischen Messung wahrscheinlich durch
Oberflächenwechselwirkungen zwischen dem Glasträger
und der Probe beeinflusst. Die geladenen NG reagieren auf
Veränderungen in pH-Wert und Ionenstärke, während die
neutralen PNIPAAm-NG nur bei hohen Ionenstärken kolla-
bieren (Abbildung S3, (A)). In Anbetracht unseres Ziels,

ein Gelsystem zu entwickeln, das zur orthogonalen Wirk-
stofffreisetzung fähig ist, müssen die NG unter unterschied-
lichen Umgebungsbedingungen im MG-Netzwerk immobili-
siert bleiben. Um die Responsivität der Polyampholyt-
NiM� C gegenüber pH-Wert und Ionenstärke zu untersu-
chen, wurden die Proben auf einem Objektträger getrocknet
und anschließend in verschiedenen Puffern bzw. Salzlösun-
gen rehydriert. Die CLSM-Bilder zeigen, dass die Koazerva-
te bei allen gemessenen pH-Werten zwischen 2.5 und 11.0,
und bei allen Salzkonzentrationen zwischen 1 mM und
1000 mM phasengetrennt bleiben (Abbildung S13). Da die
nNG bei pH-Werten unterhalb des pKS(MAAc)�5.0
schrumpfen und die pNG bei pH-Werten oberhalb des
pKS(APMH)�10.0 kollabiert vorliegen (Abbildungen S3,
S4), konnten wir nachweisen, dass die NG auch im kolla-
bierten Zustand im MG-Netzwerk immobilisiert sind. Auch
reine PNIPAAm-Netzwerke reagieren auf hohe Ionenstär-
ken, weil die gelösten (Salz� )Ionen und die geladenen
Polymerketten um Solvatisierung konkurrieren. Dabei er-
setzen Elektrolyt-Wasser-Wechselwirkungen die Polymer-
Wasser-Wechselwirkungen, sodass der hydrophobe Effekt
dominiert, was den Kollaps der MG-Netzwerke bewirkt.[14b]

Das gesamte NiM� C schrumpft also bei Ionenstärken von
etwa 1000 mM. Insgesamt ist die Makroresponsivität der
Polyampholyt-NiM� C ähnlich der Responsivität von reinen
PNIPAAm-MG (Abbildung 3, Abbildungen S12–S14). Da
sich das Quellen und Kollabieren der NG nicht auf das
NiM� C als Ganzes auswirkt, scheint das neutrale MG-
Netzwerk wie ein Schwamm die Änderungen der NG-Größe
zu kompensieren. Die Morphologie der NiM� C ist bei allen
gemessenen pH-Werten und bei Ionenstärken von
<1000 mM stabil. Unter Berücksichtigung der im menschli-
chen Körper vorherrschenden Ionenstärke (100–200 mM)
erweist sich das NiM� C System daher im Vergleich zu freien
Polyampholyt-NG insbesondere für die Biomedizin als vor-
teilhaft.[40]

Um den Koazervationsmechanismus genauer zu untersu-
chen, wurden Experimente in der tropfenbasierten Mikro-
fluidik durchgeführt, bei denen die Wasser-in-Öl-Tröpfchen
nur bestimmte Reaktanden enthielten. Von jeder Probe

Abbildung 3. Durch optische Mikroskopie bestimmter Einfluss der
Temperatur auf den hydrodynamischen Durchmesser der Polyampho-
lyt-NiM� C in HPLC-Wasser (pH�6.5). Ein sigmoidaler Boltzmann-Fit
resultiert in VPTT�40 °C. CLSM-Überlagerungsbilder stellen die Poly-
ampholyt-NiM� C und die entsprechenden Koazervate bei 30, 35, 40
und 50 °C dar. Die Skala repräsentiert jeweils 300 μm.
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wurden CLSM-Bilder vor und nach der UV-Bestrahlung
aufgenommen (Abbildung 4). Wie zuvor stellten wir zu-
nächst wässrige Tröpfchen her, die beide Arten von NG
enthielten. In Übereinstimmung mit vorherigen Beobach-
tungen (Abbildung S10) koazervierten die NG weder vor
noch nach der Bestrahlung (Abbildung 4 (A), (F)). Das
Experiment wurde einmal mit zusätzlichem LAP-Initiator
und einmal mit zusätzlichem NIPAAm-Monomer wieder-
holt (Abbildung 4 (B), (C)). In einem vierten Versuch
wurden sowohl NIPAAm als auch LAP der NG-Dispersion
zugesetzt, während für den letzten Versuch alle für die
Synthese der Polyampholyt-NiM� C verwendeten Reaktan-
den eingesetzt wurden (Abbildung 4 (D), (E)). Alle CLSM-
Bilder vor der UV-Bestrahlung zeigen eine gleichmäßige
Verteilung der NG in den wässrigen Tröpfchen, d.h. es fand
keine Koazervation statt. Die Proben, die sowohl beide NG-
Spezies als auch Monomer oder Initiator enthalten, wiesen
auch nach der UV-Bestrahlung immer noch keine Koazer-
vation auf (Abbildung 4 (G), (H)). Nur bei zwei Proben
wurde eine Phasentrennung nach der UV-Bestrahlung, also
nach der radikalischen Zersetzung von LAP, beobachtet: bei
der Probe, die beide NG-Arten und sowohl Monomer als
auch Initiator enthielt, und bei der Probe, die dazu zusätz-
lich noch Vernetzer enthielt (Abbildung 4 (I), (J)). Die
Anwesenheit von Monomer und Initiator in den Tröpfchen
ermöglicht die Polymerisation. Die Koazervation tritt nur
auf, wenn (1) sowohl positiv als auch negativ geladene NG-
Spezies vorhanden sind (Abbildung 2) und (2) lineare oder
quervernetzte Polymere gebildet werden. Deshalb kommen
wir zu dem Schluss, dass – neben der elektrostatischen
Wechselwirkung – die entropisch bedingte Ausflockung eine
wichtige Antriebskraft für die Assemblierung der entgegen-
gesetzt geladenen Polyelektrolyt-NG ist. Um die NG gibt es
eine an Polymeren verarmte Zone (Verarmungszone, deple-
tion zone), die von den erzeugten Polymeren nicht durch-
drungen werden kann ohne die Freiheitsgrade der Ketten-
moleküle einzuschränken. Durch die Phasentrennung der
NG überlappen sich die jeweiligen Verarmungszonen, so-

dass das freie Volumen der Polymere maximiert wird.[41]

Wenn während der Polymerisation nur NG mit gleicher
Ladung vorliegen, konkurriert diese entropisch bedingte
Ausflockung mit der elektrostatischen Abstoßung zwischen
den NG,[42] sodass die NG in dem gesamten MG-Netzwerk
statistisch verteilt sind (Abbildung 2). Sind beide NG-Arten
vorhanden, führen die entropisch bedingte Verarmungskraft
(depletion force) und die elektrostatische Anziehung jedoch
zu einem kooperativ-synergistischen Effekt, der die Koazer-
vation auslöst (Abbildung 4 (I), (J)). Daher ist die Einfüh-
rung von Ladungen für die Bildung von Kompartimenten in
NiM� C unerlässlich.

Auf dieser Grundlage gehen wir davon aus, dass die
Dynamik der Wechselwirkungen durch die Syntheseparame-
ter NG-Konzentration, pH-Wert und Ionenstärke erheblich
beeinflusst wird. Durch die Variation dieser Parameter
können wir also die innere Morphologie und die NG-
Anordnung innerhalb der NiM� C kontrollieren. Zuerst
wurde die Konzentration der NG-Dispersion, die in der
mikrofluidischen Reaktion verwendet wurde, zwischen 5
und 30 mg/mL variiert (Abbildung 5 (A)). Die am stärksten
ausgeprägte Phasentrennung zeigte die Probe mit jeweils

Abbildung 4. CLSM-Überlagerungsbilder der Wasser-in-Öl-Tröpfchen,
welche NG sowie verschiedene Reaktanden vor ((A)–(E)) und nach der
UV Bestrahlung ((F)–(J)) enthalten. Darunter sind schematische Dar-
stellungen der wässrigen Tröpfchen und der darin enthaltenden Kom-
ponenten nach der UV-Bestrahlung gezeigt. Koazervation tritt nur auf,
nachdem (überwiegend) lineare (I) oder quervernetzte Polymerketten
(J) generiert wurden. Die Skala repräsentiert jeweils 300 μm.

Abbildung 5. CLSM-Überlagerungsbilder der PA-NiM� C mit unter-
schiedlichen NG-Konzentrationen (A), Ionenstärken (B) und pH-Wer-
ten (C) während der Synthese mit einem 1 :1 NG-Verhältnis. Eine NG-
Konzentration von 10 mg/mL wurde für die Variation der Ionenstärke
und des pH-Werts verwendet. Die Parameter anzupassen, ermöglicht
die Synthese von NiM� C mit Janus-artiger Phasentrennung, statistisch
verteilter Koazervate und Kern-Schale-Strukturen der NG. Die Skala
repräsentiert jeweils 300 μm.
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10 mg/mL der beiden NG-Spezies, was der bisher verwende-
ten Konzentration entspricht. In Experimenten, in denen die
Konzentration der Dispersionen auf jeweils 5 mg/mL redu-
ziert wurde, bildeten sich kleinere Koazervate. Die geringe-
re Anzahl von NG in den Tröpfchen führt zu einer größeren
räumlichen Trennung der NG innerhalb des MG-Netzwerks
und verhindert somit die Bildung eines zusammenhängen-
den Koazervats. Mit steigender NG-Konzentration wächst
die Größe des Koazervats, bis es den größten Teil des MG-
Metzwerks einnimmt. Überraschenderweise ist bei
30 mg/mL das gesamte MG-Netzwerk mit NG gefüllt und
weist eine Kern-Schale-ähnliche Substruktur auf, bei der
sich die pNG im Inneren und die nNG im Äußeren des MG-
Netzwerks befinden. Für ladungsstöchiometrische Lösungen
entgegengesetzt geladener Polymere wurde bereits nachge-
wiesen, dass oberhalb einer bestimmten Polyelektrolyt-Kon-
zentration Koazervationseffekte unterdrückt sind und sich
eine einzige Phase bildet.[43] Aufgrund unserer Beobachtun-
gen gehen wir davon aus, dass die NG in dieser Hinsicht ein
ähnliches Verhalten wie lineare Polyelektrolytketten aufwei-
sen. Darüber hinaus deuten neuere Studien darauf hin, dass
die Wahl des Co-Monomers in PNIPAAm-basierten MG
deren Grenzflächenaktivität verändert.[44] Aufgrund der che-
mischen Strukturen der MAAc-und APMH-Gruppen (Ab-
bildungen S7, S8) gehen wir davon aus, dass die nNG etwas
polarer sind. Daraus folgern wir, dass die hydrophilere
nNG-Spezies bevorzugt nahe des hydrophilen Tensidkopfes
vorzufinden ist, während die etwas hydrophoberen pNG
eher im Inneren des NiM� C lokalisiert sind. Alle drei NG-
Anordnungen (statistische Verteilung, Janus-artige Phasen-
trennung und Kern-Schale-Struktur) wurden mittels CLSM-
Bildern mehrerer z-Ebenen (sogenannter z-stack) unter-
sucht, um ihre dreidimensionale Struktur zu überprüfen
(Abbildung S15).

Für die Variation der Ionenstärke wurden die NG
(10 mg/mL) in wässrigen Natriumchlorid-Lösungen mit Io-
nenstärken zwischen 1 und 300 mM redispergiert (Abbil-
dung 5 (B)). Wie erwartet waren Phasentrennung und Koa-
zervation am stärksten in den NiM� C ausgeprägt, die mit
einer Salzkonzentration von 1 mM erzeugt wurden. Eine
Erhöhung der Ionenstärke führte zu einer verringerten
Koazervation und einer homogeneren Verteilung beider
NG-Spezies innerhalb des MG-Netzwerks. Je höher die
Salzkonzentration ist, desto stärker werden die Ladungen
der NG abgeschirmt. Dies wiederum verringert die elektro-
statische Anziehung zwischen den NG, von der wir anneh-
men, dass sie eine der treibenden Kräfte der Koazervation
ist. Die CLSM-Bilder in Abbildung 5 (B) bestätigen diese
Vermutung. Bei Salzkonzentrationen von�50 mM wurden
die Ladungen größtenteils abgeschirmt und die Polyelektro-
lyt-NG kollabierten (Abbildung S3, (A)). Auch hier bildeten
sich Kern-Schale-ähnliche Anordnungen von NG innerhalb
der NiM� C. Unserer Hypothese folgend argumentieren wir,
dass die Lage der NG bei hohen Salzkonzentrationen
ausschließlich durch ihre Grenzflächenaktivität und Hydro-
phobie beeinflusst wird, da die elektrostatische Anziehung
durch die Abschirmung der Ladungen aufgehoben wird.

Um die Auswirkungen des pH-Werts auf die interne
Struktur der NiM� C zu untersuchen, musste die Ionenstärke

durch die Verwendung von Puffern konstant bei einer
Ionenstärke von 10 mM gehalten werden.[45] Obwohl die
Puffer speziell mit diesen niedrigen Ionenstärken hergestellt
wurden, reicht die geringe Menge der freien Ionen bereits
aus, um eine Abschirmung einiger Ladungen innerhalb der
NG im NiM� C zu bewirken. Natürlich ist die Abschirmung
proportional zur Ionenstärke, genügt aber, um im neutralen
pH-Bereich eine anteilige Dissoziation und Verteilung der
NG auszulösen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind daher
eher mit den Experimenten zu vergleichen, die bei einer
Ionenstärke von 10 mM durchgeführt wurden, als mit denen,
für die HPLC-Wasser verwendet wurde (Abbildung 5). Wie
die pKS-Werte von MAAc und APMH nahelegen und
unsere DLS- und ELS-Messungen belegen (Abbildung S3,
S4), sind die nNG bei pH <4.0 ungeladen, während die
pNG bei pH >10.0 nicht geladen sind. In sauren Puffern
fielen die nNG bei Zugabe von NIPAAm und BIS aus,
sodass pH-Werte <5.0 nicht getestet werden konnten.
Möglicherweise sind die nNG bei pH 5.0 bereits weitgehend
deprotoniert und scheiden sich daher aufgrund von hydro-
phoben Effekten ab, welche in Gegenwart von NIPAAm
und BIS auftreten. Abbildung 5 (C) zeigt, dass bei pH 7.0–
9.6 kleinere Koazervate im NiM� C räumlich verteilt sind.
Die partielle Abschirmung der Ladungen (I= 10 mM) und
die zunehmende Protonierung der APMH-Gruppen führen
zu einer im Vergleich weniger ausgeprägten Phasentren-
nung. Bei den pH-Werten 10.5 und 11.0 sind nur noch die
nNG geladen. Wieder bilden sich Kern-Schale-ähnliche
Anordnungen der NG, weil hier die elektrostatische Absto-
ßung zwischen den negativen Ladungen überwiegt, während
die Anziehungskräfte abnehmen.

Wie Weitz et al. gezeigt haben, fallen thermoresponsive
NIPAAm-basierte MG in wässrigen Tröpfchen aus, wenn
sie über die VPTT erhitzt werden. Zusätzlich zu den
elektrostatischen Wechselwirkungen und der entropisch be-
dingten Ausflockung spielt daher auch die Temperatur eine
Rolle bei der Koazervation von MG/NG.[28] Weitere Experi-
mente sollten den Einfluss der Reaktionstemperatur auf die
Koazervation der NG untersuchen. Zusätzlich sollten
NiM� C mit Kern-Schale-Strukturen untersucht werden, um
zu überprüfen, ob die Hydrophobizität und Grenzflächenak-
tivität der NG tatsächlich entscheidend sind. In Bezug auf
unser Ziel, ein Wirkstoffträger-System mit entgegengesetzt
geladenen Kompartimenten zu entwerfen, ermöglicht ein
tieferes Verständnis der entscheidenden Wechselwirkungen
die Kontrolle über die NiM� C-Architektur und Wirkungs-
weise. Vorläufige Experimente bestätigen die Stimulus-
responsive Aufnahme und Freisetzung eines geladenen
Modellwirkstoffs[46,47] mithilfe der NiM� C (Abbildun-
gen S16, S17). Es sind jedoch weitere Optimierungen und
Analysen erforderlich, um die Effizienz der Absorption und
Freisetzung des zu transportierenden Moleküls zu verbes-
sern und die Anwendbarkeit für weitere Arzneimittel zu
überprüfen. Da die NiM� C in einem zweistufigen Verfahren
hergestellt werden, kann die Größe der NiM� C prinzipiell
durch Änderung des Kanaldurchmessers auf dem Mikroflui-
dik-Chip angepasst werden. Es ist bereits bekannt, dass
mittels tropfenbasierter Mikrofluidik Mikrogele mit Durch-
messern zwischen 10 μm und 1000 μm hergestellt werden
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können.[24] Abhängig von der gewünschten Größe der
NiM� C muss außerdem der Durchmesser der NG durch
Anpassung der Reaktionsbedingungen bei der Fällungspoly-
merisation reduziert werden. Im Allgemeinen ist für die
Auswahl einer geeigneten Größe die geplante pharmazeuti-
sche Formulierung entscheidend: Während für Wirkstoffträ-
ger-Systeme, die intravenös in die Blutbahn injiziert werden,
eine ideale Größe von 100–500 nm angegeben wird,[48] soll-
ten inhalierbare Wirkstoffträger beispielsweise eine Größe
zwischen 0.5–5 μm aufweisen.[49] Da die vorgestellten
NiM� C eine einzigartige pH-Empfindlichkeit aufweisen, ist
eine Verabreichung durch orale Aufnahme zur gezielten
Wirkstofffreisetzung im Magen-Darm-Trakt denkbar. Es
könnten aber auch andere therapeutische Darreichungsfor-
men wie die transdermale Einnahme getestet werden.[50] In
jedem Fall müssen Größe, Oberflächenfunktionalisierung
und Abbaubarkeit der NiM� C optimiert werden, um ihre
Eigenschaften für die in vivo-Anwendung zu verbessern.[48]

Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir eine einfache stufenweise Syn-
theseroute zur Herstellung von polyelektrolytischen und
polyampholytischen Nanogel-in-Mikrogel-Kolloiden
(NiM� C) entwickelt. Konfokale Laser-Scanning-Mikrosko-
pie wurde eingesetzt, um die Lokalisierung und Anordnung
der NG innerhalb der NiM� C zu visualisieren. Die Variati-
on von pH-Wert und Ionenstärke nach der Bildung des
MG-Netzwerks bewiesen, dass die Morphologie der NiM� C
selbst bei unterschiedlichen Umgebungsbedingungen gleich-
bleibt und dass die NG fest im MG-Netzwerk immobilisiert
sind. Wir konnten nachvollziehbar zeigen, dass die Koazer-
vation und Phasentrennung der NG durch die Kombination
aus elektrostatischer Anziehung und entropisch bedingten
Verarmungskräften auftritt. Die NG ziehen sich aufgrund
der unterschiedlichen Ladungen an, doch erst durch die
entropischen Kräfte, die bei der Bildung der Polymere im
Tröpfchen entstehen, entwickeln sich Janus-artige NiM� C.
Dementsprechend ermöglicht eine sorgfältige Auswahl der
Syntheseparameter, insbesondere der Konzentration der
NG-Dispersionen, des pH-Werts und der Ionenstärke, die
Kontrolle über die innere Morphologie der NiM� C. Selektiv
können so phasenseparierte oder statistisch verteilte NG-
Koazervate sowie Kern-Schale-artige Anordnungen der NG
erhalten werden. Die am stärksten ausgeprägte Phasensepa-
ration und Koazervation der NG wurde in HPLC-Wasser
(pH�6.5) bei niedrigen Ionenstärken (I <5 mM) und einer
Konzentration der NG-Dispersion von 10 mg/mL erreicht.
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