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Enzymatisches Reaktionsnetzwerk-gesteuerte
polymerisationsinduzierte transiente Koazervation

Surbhi Sharma, Andrea Belluati,* Mohit Kumar, und Shikha Dhiman*

Abstract: Eine lebende Zelle besitzt ein hochkomplexes
Mikro-Umfeld, in dem zahlreiche enzymgesteuerte Pro-
zesse gleichzeitig aktiv sind. Diese Prozesse sind duf3erst
prazise und effizient, obwohl eine vergleichbare Kon-
trolle in vitro noch nicht etabliert wurde. In dieser
Arbeit entwerfen wir ein enzymatisches Reaktionsnetz-
werk (ERN), das antagonistische und orthogonale enzy-
matische Netzwerke kombiniert, um anpassbare Dyna-
miken der ATP-getrieben transienten Koazervation zu
erzeugen. Mithilfe der Meerrettichperoxidase-vermittel-
ten biokatalytischen radikalischen Atomtransferpolyme-
risation (BioATRP) synthetisierten wir Poly(dimeth-
ylaminoethylmethacrylat),  das  anschlieBend in
Anwesenheit von ATP Koazervate bildete. Wir unter-
suchten rational die enzymatische Kontrolle iiber die
Koazervation und Auflosung und setzten dabei orthogo-
nale und antagonistische Enzym-Paare ein, wie Phos-
phatase, Kreatinphosphokinase, Hexokinase, Esterase
und Urease. Die ATP-gefiillten Koazervate zeigen zu-
dem eine enzymatische Katalyse und belegen das Poten-
zial, als zelluldire Mikroreaktoren genutzt zu werden.
Zusétzlich entwickelten wir das ERN-Polymerisations-
induzierte transiente Koazervation (ERN-PIC), das voll-
stindige Kontrolle iiber das System, die Polymerisation,
die Koazervation und die Auflésung ermoglicht. Beson-
ders bemerkenswert ist, dass der Koazervationsprozess
selbst funktionelle Eigenschaften bestimmt, wie zum
Beispiel selektive Ladungsaufnahme. Die Strategie bie-
tet hochmoderne biomimetische Anwendungen und
Einblicke in die zellulire Kompartmentalisierung, indem
sie die Liicke zwischen synthetischen und biologischen
Systemen iiberbriickt. Die Entwicklung von temporir
programmierten Koazervaten ist vielversprechend fiir
die rdumliche Anordnung von Multienzym-Kaskaden
und bietet neue Ideen zur Architektur kiinstlicher Zel-

len.

N J

Einleitung

Die Kompartimentierung ist ein kennzeichnendes Merkmal
biologischer Systeme und entscheidend fiir die Kontrolle
einer Vielzahl von Prozessen innerhalb der Zellen.™” Im
Allgemeinen wird die Kompartimentierung mit zelluldren
Strukturen in Verbindung gebracht, die durch Lipidmem-
branen abgegrenzt sind, wie etwa der Zellkern, die Mito-
chondrien und der Golgi-Apparat.*# Ein wachsendes Inter-
esse gilt jedoch membranfreien Organellen (MLOs), die
durch komplexe Koazervation entstehen — ein Prozess, bei
dem dynamische, fliissigkeitsdhnliche Strukturen durch
Wechselwirkungen zwischen geladenen Polyelektrolyten wie
Proteinen und Nukleinsiuren entstehen.’” Diese MLOs
unterliegen kontinuierlichen internen Umstrukturierungen
und einem Austausch von Komponenten mit ihrer Umge-
bung. Dieses dynamische Verhalten ermoglicht es ihnen, als
Reaktion auf biochemische Signale zu entstehen und sich
wieder aufzuldsen.

Versuche, lebensihnliche Verhaltensweisen in syntheti-
schen Systemen nachzubilden, schreiten aktiv voran.?*%
Studien haben die enzymatische Steuerung fiir den reversi-
blen Koazervations-Auflosungs- Prozess untersucht;'*"
beispielsweise wurden Pyruvatkinase und Hexokinase ver-
wendet, um die Konzentrationen von Adenosintri- und
-diphosphat (ATP und ADP) zu regulieren, wodurch die
Bildung und Auflésung von Peptid-basierten Koazervaten
durch die Arbeitsgruppen von Spruijt und Keating gesteuert
wurde.'*1l Dekker und seine Kollegen nutzten ein Kinasen/
Phosphatasen-Enzympaar, um den Phosphorylierungspro-
zess von Peptiden zu modulieren, was zu reversibler RNA-
Peptid- Koazervation fiihrte.!'"”! Zusitzlich verwendeten
Huck und seine Kollegen oszillierende Trypsin- Konzentra-
tionen, um die Assemblierung und Disassemblierung von
Polyglutaminsdure und Lysin- Serin-Koazervaten zu steu-
ern."¥ Martin und seine Kollegen sowie Bishop, Obermeyer
und ihre Kollegen entwarfen unabhingig voneinander En-
zym/Polyelektrolyt-Koazervate, bei denen das Enzym so-
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wohl an der Koazervation teilnahm als auch fiir deren
Auflosung verantwortlich war.®*! Dogterom und Reese
zeigten, dass RNA/Spermin-basierte Koazervate wihrend
enzymatischer Reaktionen voriibergehend nicht-sphérische
Formen annehmen.?"! Walther und seine Kollegen entwi-
ckelten programmierbare, ATP-betriebene DNA-Koazerva-
te mithilfe von DNA-basierten enzymatischen Reaktions-
netzwerken (ERN).**!  Maiti und seine Kollegen
verwendeten ERN, um die Konformationsinderung eines
Proteins in einem Zustand eines Kondensates zeitlich zu
steuern.” Die meisten synthetischen Koazervate bestehen
aus Polymeren (z.B. Polysacchariden, Nukleotiden), die mit
einem Gegenpolymer oder kleinen Molekiilen interagie-
ren.”?! Die Koazervation mit kleinen Molekiilen bleibt
jedoch eine Herausforderung,”> da ein empfindliches
Gleichgewicht zwischen intermolekularen Wechselwirkun-
gen und entropischen Anforderungen erforderlich ist. Daher
sind alternative Strategien notwendig, um Koazervate aus
kleinen Molekiilen in wissrigen Umgebungen zu synthetisie-
ren.

Ein vielversprechender Ansatz ist die biokatalytische
radikalische Atomtransferpolymerisation (BioATRP), bei
der Metallenzyme wie Meerrettichperoxidase, Katalase, Ha-
moglobin und Myoglobin (Mb) die Radikal-Polymerisatio-
nen initiieren und kontrollieren.?*>! In dieser Studie entwi-
ckelten wir ein ERN, das nicht nur den transienten
Koazervationsprozess kontrolliert, sondern auch die in situ
Synthese von Koazervatkomponenten erméglicht — die Bil-
dung von Polymeren aus kleinen Molekiilvorstufen (Sche-
ma 1). Dieser Ansatz spiegelt die natiirliche Synthese von
intrinsisch ungeordneten Proteinen aus einfachen Amino-
sduren wider, wobei die Proteine anschlieBend einer Koa-
zervation durchlaufen. Diese biomimetische Strategie, die
die Polymerisation direkt aus kleinen Molekiilen ohne die
Notwendigkeit komplexer organischer Synthese- oder Reini-
gungsprozesse ermoglicht, bietet einen vereinfachten Weg
zur Koazervatbildung. Mithilfe von BioATRP synthetisier-
ten wir Polymere von 2-(Dimethylamino)ethylmethacrylat
(DMAEMA) mit kontrollierter Lange und Dispersitit. Die-
ses Polymer, PDMAEMA, unterliegt einer polymerisations-
induzierten Koazervation bei pH-Werten unter dem pKa-
Wert, in Anwesenheit eines ATP Gegenmolekiils. Die
Abhingigkeit der Koazervation von pH-Wert und ATP als
Gegenion wird weiter in verschiedenen ERNs genutzt, um
die Koazervation zeitlich zu steuern, indem pH-Wert und
Phosphorylierung eingesetzt werden. Dartiber hinaus zeigen
die Koazervate ihre selektive und kontrastierende Einkapse-
lungskapazitit fiir verschiedene Enzyme sowie kleine Mole-
kiile, basierend auf in situ und ex situ Pridparationsmetho-
den, die uns die Moglichkeit gaben, diese Koazervate als
Mikroreaktoren zu entwickeln (Schema 1).

Ergebnisse und Diskussion

Designstrategie

Zunichst synthetisierten wir das Polymer 2-(Dimethylami-
no)ethylmethacrylat (PDMAEMA) unter Verwendung des
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Schema 1. Schematische Darstellung von enzymatischen Reaktions-
netzwerken (ERNs), die die in situ Polymersynthese mittels wissrigem
BioATRP, zeitgesteuerte komplexe Koazervation mit ATP und Auflésung
vorantreiben. Die Koazervate zeigen auch das Verhalten von Mikroreak-
toren und selektiver Cargo-Einkapselung.

BioATRP-Ansatzes mit dem Metallenzym Meerrettichper-
oxidase (HRP), um die Polymerisation zu kontrollieren
(Abb. 1a). Polymere mit einer Masse von 20-40 kDa, einem
Polymerisationsgrad von ca. 200 und einer niedrigen Disper-
sitdt (~1,1) wurden erhalten (P1=Charge 1, P2=Charge 2)
(Abb. 1b, Tabelle S1). Trotz moderater Monomerumsetzung
(57-61 %, Abb. S1) beeinflussen nicht reagierte Monomere
die weiteren Studien nicht, da sie nicht in der Lage sind,
Koazervation zu induzieren. PDMAEMA wurde ohne wei-
tere Aufreinigung verwendet.

Triibungsbasierte Titrationen des Polymers mit ATP und ADP

Der pKa-Wert der Aminogruppe in PDMAEMA wurde
durch eine Sdure-Base-Titration auf 7,4 bestimmt (Abb.
$2).#7 Um das Phasen-Trennungsverhalten von PDMA-
EMA in wissrigen Bedingungen zu untersuchen, passten wir
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Abbildung 1. (a) Schema zur PDMAEMA-Synthese durch BioATRP. (b)
Molekularmassenverteilung der Polymere P1 und P2, die in zwei
verschiedenen Chargen synthetisiert wurden. (c) Triibungsmessungen
zur Titration von PDMAEMA mit ATP und ADP. (d) CLSM-Bilder von
komplexen Koazervaten von PDMAEMA mit ATP, [Resorufin]-

=0,5 mol %, Skalierbalken=2 pm. (e) FRAP-Kinetik. (f) Entsprechende
CLSM-Bilder wahrend des FRAP von PDMAEMA mit einem 5 mM ATP-
Koazervat, [Nile Red]=0,5 mol %, Skalierbalken=>5 pm. [PDMAEMA]-
=0,5 mM, 50 MM HEPES, pH 7,3.

den pH-Wert der PDMAEMA-Lo6sung auf 7,3 an, indem
wir einen 50 mM HEPES-Puffer verwendeten. Dieser pH-
Wert, der nahe den physiologischen Bedingungen liegt,
wurde gewidhlt, um die Enzymaktivitdt zu optimieren und
die biologische Relevanz dieser Koazervate fiir potenzielle
Anwendungen zu verbessern. Bei diesem pH-Wert bleibt
PDMAEMA partiell protoniert, jedoch bietet sein multiva-
lenter Charakter ausreichend kationische Ladung, um effek-
tiv mit negativ geladenen multivalenten Gastmolekiilen zu
interagieren. Um die Koazervationsfihigkeit des resultieren-
den kationischen Polymers zu untersuchen, wéhlten wir
Adenosintriphosphat (ATP) als Gast fiir die komplexe
Koazervation mit PDMAEMA aufgrund seiner multivalen-
ten Natur,*! wobei es bei pH-Werten iiber 6,5 eine —4-
Ladung trdgt und unterhalb dieses pH-Werts eine —3-
Ladung trégt.42 Dariiber hinaus kann ATP aufgrund seiner
biorelevanten Eigenschaften von verschiedenen Enzymen
synthetisiert oder verbraucht werden,**! was uns zusitzli-
che Kontrolle iiber den Koazervationsprozess verschafft.[*#4
Im Allgemeinen beinhalten enzymatische Reaktionen von
ATP dessen Umwandlung oder Synthese zu Adenosindi-
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phosphat (ADP) durch Phosphorylierung- Dephosphorylie-
rung-Reaktionen.

Da ADP ebenfalls ein multivalenter Gast ist und mogli-
cherweise die Fahigkeit besitzt, mit PDMAEMA eine kom-
plexe Koazervation einzugehen, war es notwendig, die
Koazervation von PDMAEMA sowohl mit ATP als auch
mit ADP zu vergleichen. Zu diesem Zweck fithrten wir
tribungsbasierte Titrationen durch, indem wir ATP und
ADP schrittweise (von 0 bis 10 mM) zu einer 0,5 mM
PDMAEMA-Losung hinzufiigten (Abb. 1c). Die Anderun-
gen wurden durch Messung der Absorbanz bei 600 nm
iiberwacht, wobei weder die Komponenten der Losung noch
das Polymer absorbieren, was in % Triibung umgerechnet
wurde. Der Beginn der Triibung und die Séttigung traten
bei niedrigeren Konzentrationen fiir ATP im Vergleich zu
ADP auf, was auf die hohere Ladungsdichte von ATP
zuriickzufithren ist. Um den Ursprung der Triibung zu
untersuchen, verwendeten wir konfokale Laserscanning-Mi-
kroskopie (CLSM), um die Strukturen von PDMAEMA
allein sowie in Anwesenheit von 5mM ATP und 5 mM
ADP getrennt zu visualisieren (Abb. 1d, S3). Die Proben
wurden im Losungszustand durch die konventionelle Farb-
stoffverkapselung mit einem externen fluoreszierenden Son-
denmolekiil (0,5 mol% Nile Red oder Resorufin) visuali-
siert. Die Verkapselungsfihigkeit von PDMAEMA-ATP
wurde durch den Einsatz zweier verschiedener Farbstoffe
und die entsprechenden CLSM-Bilder bestitigt (Abb. 1d.f).
Wir beobachteten kleine unregelméflige Aggregate des
Polymers allein und mit ADP. Im Gegensatz dazu bildeten
sich in Anwesenheit von ATP sphérische Strukturen, die
nach einer Photobleichung schnelle Fluoreszenzriickgewin-
nung (FRAP) zeigten (Abb. le,f und S4). Dies bestitigt die
Bildung komplexer Koazervate. Daher setzten wir fiir weite-
re Studien eine 5 mM Gastkonzentration ein, bei der nur
ATP Koazervate bildet. Die Reversibilitdt und Reaktionsfa-
higkeit dieser Koazervation wurde durch Anderung des pH-
Werts der Losung bestétigt (Abb. S5).

pH-abhiingige Koazervation-Auflésung mit zwei Enzymen

Nach der Bestdtigung der reversiblen Bildung komplexer
Koazervate etablierten wir einen reversiblen Koazervations-
Auflosungsprozess unter Verwendung von zwei antagonisti-
schen Enzymen: Esterase und Urease (Abb.2a). Urease
katalysiert die Hydrolyse von Harnstoff, um Ammoniak zu
produzieren, wodurch der pH-Wert durch den Verbrauch
von Protonen steigt, wiahrend Esterase Ethylacetat in Essig-
sdure und Ethanol umwandelt, wodurch der pH-Wert durch
den Verbrauch von Hydroxidionen sinkt. Zu Beginn im
Acetatpuffer bei pH 4 bildet das protonierte Polymer mit
ATP Komplexe, die Koazervate bilden, was sich in einer
hohen Triibung zeigt. Die Zugabe von Harnstoff erzeugt in
situ  Ammoniak, erhoht den pH-Wert und bewirkt die
Deprotonierung des Polymers, was zur Auflosung der Koa-
zervate fiihrt. Umgekehrt fithrt die Zugabe von Esterase
und Ethylacetat in situ zur Bildung von Essigsdure, senkt
den pH-Wert und fiihrt somit zur erneuten Bildung von
Koazervaten und Triibung (Abb. 2a). Zeitabhingige CLSM-
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Abbildung 2. (a) Enzymatisch vermittelte stimuli-responsiv Koazervation. Kinetik der pH- modifizierenden Enzyme. Pfeile zeigen die Zugabe von
Substraten an. [PDMAEMA]=1,25 mM, [ATP]=8 mM, Esterase=200 U/mL, Urease =285 U/mL, [ethyl acetate] =240 mM, [urea] =24 mM,

pH 4,5, 10 mM Acetatpuffer. (b) ATP-gesteuerte ALP-vermittelte transiente Koazervation von PDMAEMA. Zeitabhingige % Triibungsidnderungen
bei variierenden Einheiten von ALP. [PDMAEMA]=0,5 mM, [ATP]=5 mM, 50 mM HEPES, pH 7,3. (c) ERN-vermittelte ATP-gesteuerte transiente
Koazervation von PDMAEMA (HK und CPK). Zeitabhdngige % Triibungsanderungen. [PDMAEMA]=0,5 mM, [ATP]=[ADP]-

=5mMund4 mM,CPK=20 U/mL,HK=10 U/mL,[PCr]=7,5x10-3 M,[Glukose]=0,1 M,50 mM HEPES, pH 7,3. N =3, & Standardabweichung.

Bilder bestitigten die Auflosung und Neubesetzung der
Koazervate, die jeweils durch die Aktivitdt von Urease und
Esterase getrieben wurden (Abb. S6). Dieser Prozess ist
jedoch am effektivsten im ersten Zyklus, da die Anhdufung
von Nebenprodukten und der Abbau von Substraten die
Enzymaktivitdt hemmen. Eine dhnliche pH-reversible Koa-
zervation wird auch mit der Kopplung von Urease und
Glukoseoxidase beobachtet (Abb. S7).

Transiente Koazervation mit einem einzelnen Enzym

Nachdem die reversible Bildung komplexer Koazervate
bestitigt wurde, war das nédchste Ziel, eine transiente Koa-
zervation mit ERN zu etablieren. Um die transiente enzy-
matische Schaltung von ATP- betriebenen Koazervaten zu
untersuchen, wurde zunichst nur Alkalische Phosphatase
(ALP) verwendet. ALP katalysiert die Hydrolyse von Phos-
phatgruppen aus ATP (Abb. 2b). Um transiente Koazervati-
on zu erreichen, muss die Rate der Koazervation die Rate
der Auflosung iibersteigen. Wir passten die Konzentratio-
nen der Enzyme sowie die ALP-Konzentrationen an und
fiihrten 2,5, 5 und 10U/mL ALP in eine 50 mM
HEPES—Losung bei pH 7,3 mit 0,5 mM PDMAEMA ein.
Ohne ATP trat keine Verdnderung der Absorbanz oder
Triibung auf, was darauf hinweist, dass keine Koazervation
stattfand.

Zugabe von 5 mM ATP initiierte Koazervation, was zu
einem Anstieg der Triibung fiihrte (Abb. 2b). Im Laufe der
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Zeit beobachteten wir die Auflosung der Koazervate auf-
grund der ATP-Hydrolyse durch ALP. Zusitzlich beschleu-
nigte eine Erhohung der ALP-Einheiten den Beginn der
Auflosung, was eine temporale Regulierung der Koazervati-
on demonstriert. Entsprechende zeitabhidngige CLSM-Bil-
der (Abb. S8) bestitigten einen Riickgang der Koazervaten-
zahl aufgrund der ATP-Hydrolyse durch ALP.

Transiente Koazervation mit ATP-basiertem ERN

Um die Kontrolle iiber die transiente Koazervation zu
verbessern, entwarfen wir ERN mit zwei komplementédren
Phosphoryltransferasen: ~Kreatininphosphokinase (CPK)
und Hexokinase (HK) sowie deren Substrate Phosphocrea-
tin (PCr) und Glukose, die die ATP-Bildung und -Hydrolyse
antreiben (Abb.2c). HK hydrolysiert ATP zu ADP, wih-
rend CPK ATP aus ADP unter Verwendung von PCr
regeneriert. Dadurch erhalten wir eine zeitliche Kontrolle
iiber sowohl die Koazervation als auch die Auflésung. Wir
fithrten 4 mM ADP zu einer Losung bestehend aus PDMA-
EMA, HK, CPK und Glukose hinzu. Zunichst war keines
der Enzyme aktiv (Abb. S9,10). Nach der Zugabe von PCr
wurde ein allméhlicher Anstieg der Triibung beobachtet,
was auf eine zunehmende Population von Koazervaten
aufgrund in situ synthetisierten ATPs hinweist. Die Koazer-
vation nahm fiir einige Minuten kontinuierlich zu (etwa 10
Minuten, siche Abb.2c). Danach trat ein Zerfall auf,
bedingt durch die von HK katalysierte Hydrolyse von ATP,

© 2024 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-VCH GmbH

85U80| 7 SUOWIWOD 3AIEaID 3|qedldde aus Aq peuleob a1e 9P VO ‘SN JO S3|NJ Joj AXeIq1T 3UIIUO AB]IM U (SUO N IPUOD-PU.-SULBYLLIOD A8 1M Ae.d1BUI|UO//SHNY) SUORIPUOD PUe Swiie | 83 88S *[G202/20/T0] Uo AlgiTaulluo A8 |IM ‘Zul N YeuiolqIcsTIseAIUN AQ 029T220Z 96Ue/z00T 0T/10p/wod A8 |1mAteiq Ul juo//Sdny Woiy papeo|umoq ‘TT ‘5202 ‘2GLETZST



GDCh
~~

als der primére Treibstoff PCr vollstandig verbraucht war,
um ATP (wieder) zu regenerieren.

Als Néchstes, um zu untersuchen, ob die Enzymkatalyse
innerhalb oder auBlerhalb der Koazervate stattfindet, beob-
achteten wir die Enzymlokalisierung mithilfe von CLSM.
Die katalytische Aktivitit von HRP, die wéhrend der
Polymer-Synthese durch BioATRP in der Probe vorlag,
wurde als Nichstes getestet. HRP katalysiert die Produktion
von fluoreszierendem Resorufin aus seinen Substraten Am-
plex Red in Gegenwart von H,0,. Wir beobachteten, dass
die Reaktion bevorzugt innerhalb der Tropfchen stattfand,
da die Fluoreszenz innerhalb der Tropfchen im Vergleich
zur Losung erhoht war. Dies bestitigt die Kompartimentie-
rung von HRP und deren erhaltene Aktivitit (Abb. S11).
Durch das Mischen von Rinderserumalbumin (BSA), das
mit TAMRA markiert war, mit dem Polymer vor der
Koazervation, beobachteten wir eine homogene und konsis-
tente Verteilung in allen Koazervaten (Abb. $12). Ahnlich
wurden Alexa Fluor 488-markiertes HRP, Urease und CPK
(HRP-488, Urease-488 und CPK-488) sowie Alexa Fluor
647-markiertes HK und GOx (HK-647 und GOx-647) ein-
heitlich von den Koazervaten eingeschlossen (Abb. 3a,b).
Daher wurden alle getesteten Proteine/Enzyme innerhalb

CPK-488

(c) (d) 0

- N 050
e n NN nd “oH
O HRP, NaAsc o

0
® LePES-BrDMSO
; 95/5 (v/v) A\
® N H @®N-H +

O.
+
A

Komplexe
Koazervation

DMAEMA PDMAEMA koazervate

(f)

o o o

I
N P
£ OoH> o
NN ‘U
( Komplexe §
Koazervation

E Auflésung }

HOTLPH AP N

HN

:§:0 HRP, NaAsc i

® HEPES-Br/DMSO
/

95/5 (v/v)

AO

®
Z

“H
©] )
Br~ Br~

N
\(‘\
"o I

Forschungsartikel

% Turbidity

% Turbidity

Angewandte
Chemie

der Koazervate lokalisiert und fiihrten ihre Reaktionen von
dort aus durch, was eine schnelle und effiziente Wirkung auf
die Tropfchen gewihrleistet. !

ERN-Polymerisations-induzierte Koazervation (ERN-PIC)

Unser endgiiltiges Ziel war es, eine vollstindige enzymati-
sche Kontrolle in einem einzigen Reaktionsansatz zu errei-
chen, der Polymerisation, Koazervation und Auflosung
integriert. Zunéchst fithrten wir eine BioATRP-Reaktion in
Anwesenheit von 44 mM ATP durch, was ausreichend fiir
die Koazervation war (Abb. 3c). Die Triibung der Losung
nahm im Laufe der Zeit zu (Abb. 3d). Das kleine Molekiil
DMAEMA, das nicht mit ATP koazervieren kann, wurde
schrittweise durch BioATRP polymerisiert, was zu einer
biokatalytischen Polymerisation fiihrte, die Koazervation
induzierte (bioPIC). Die zunehmende Multivalenz und La-
dungsdichte mit der Polymerlénge forderte die Wechselwir-
kung des Gegenions ATP, was zur Koazervation fiihrte. Im
Vergleich zum Monomer mit derselben ATP-Konzentration
zeigte das Polymer eine etwa fiinfmal hohere Triibung
(Abb. 3d). Der Monomerumsatz betrug 72 %, und die Poly-
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Abbildung 3. CLSM-Bilder von Koazervaten mit segregierten Proteinen/Enzymen. (a) Koazervate mit CPK-488, BSA-TAMRA, HK-647 und
Uberlagerung. (b) Koazervate mit Urease-488, BSA-TAMRA, GOX- 647 und Uberlagerung. Skalierbalken=20 pm. (c) Schema des bioPIC-Prozesses.
(d) % Trubung des Monomers und des Polymers nach der Reaktion (zusammen mit nicht umgesetztem Monomer), gefiltertes Polymer zur
Entfernung des nicht umgesetzten Monomers bei der Koazervation (n=3, & Standardabweichung). (e) Die Molekulargewichtsverteilung von
PDMAEMA, das durch bioPIC erzeugt wurde, mit einem Foto der triiben Suspension nach der Polymerisation. (f) Schema des ERN-PIC, (g)
Zeitabhingige Anderungen der % Triibung in Anwesenheit und Abwesenheit von 0,4 U/mL ALP. (h) CLSM-Bilder von Koazervaten mit segregierten
Proteinen/Enzymen, Koazervate als schwarze Bereiche um Urease-488, BSA-TAMRA, GOX-647 und Uberlagerung. Einfugungen zeigen vergroRerte
Bilder. [DMAEMA]=1,5 M, [ATP]=44 mM (bioPIC), 22 mM (ERN-PIC). Skalierbalken =20 pm.
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mere wiesen eine Grofenverteilung von 20-40 kDa mit
einer niedrigen Dispersitdt von 1,06 auf (Abb. 3e, Tabel-
le S1).

AnschlieBend fiihrten wir ERN-PIC durch, bei dem
HRP die Monomerpolymerisation durch BioATRP kataly-
sierte, welche in Anwesenheit von ATP Koazervation
durchlief, gefolgt von der Auflosung durch ALP-vermittelte
ATP-Hydrolyse zu Pi (Abb. 3f). Wie erwartet, folgte auf
einen anfinglichen Anstieg der Triibung ein Riickgang, was
den ERN-PIC-Prozess bestitigte (Abb. 3g). In Abwesenheit
von ALP wurde nur Koazervation ohne Auflosung beobach-
tet. Interessanterweise konnten Koazervate, die wihrend
der bioPIC gebildet wurden, keine markierten Proteine
aufnehmen, die nach der Koazervation hinzugefiigt wurden
(Urease-488, BSA-TAMRA oder GOX-647), was auf eine
selektive Permeabilitdtsbarriere hinweist (Abb. 3h). Der
Partitionierungskoeffizient war bei bioPIC-Koazervaten si-
gnifikant niedriger (Abb. S13). Als die Koazervate durch
Spin-Filtration und Entfernen von ATP aufgelost und mit
frischem ATP wiedergebildet wurden, lokalisierten sich die
Proteine innerhalb der

Koazervate (Abb. S14). Weitere Untersuchungen mit
HRP-488 zeigten, dass HRP auBlerhalb der bioPIC-Koazer-
vate lokalisiert war und oft in halbkreisformigen Mustern an
deren Oberfliche haftete. Diese Beobachtung deutet auf
eine AusschlieBung aus dem dichten inneren Netzwerk hin,
was mit der selektiven Permeabilitdt der bioPIC-Koazervate
ubereinstimmt. Kleine Molekiilfarbstoffe wie Resorufin,
TAMRA und Nile Red lokalisierten sich innerhalb der
Koazervate, wihrend markierte Proteine wie GOX-647,
HK-647 und BSA-TAMRA ausgeschlossen wurden, was die
selektive Barriere verstirkt.

Wir vermuten, dass in bioPIC PDMAEMA in Anwesen-
heit von ATP polymerisiert, wobei ATP sowohl als Gegeni-
on als auch als Vernetzer wirkt, was ein dicht gepacktes,
miteinander verbundenes Netzwerk schafft. Dieses dichte
Netzwerk schriankt die Diffusion groerer Molekiile wie
Proteine ein, ldsst jedoch kleinere Molekiile wie Farbstoffe
aufgrund ihrer GroBle und der kleineren Hohlrdume im
Netzwerk hindurch. Im Gegensatz dazu sind die Polymer-
ketten, wenn ATP nach der Polymerisation hinzugefiigt
wird, flexibler, was eine lockerere Struktur erzeugt, die
sowohl kleine als auch grof3e Molekiile diffundieren lésst.
Somit steuert die Reihenfolge der ATP-Zugabe die interne
Struktur der Koazervate und den darin eingeschlossenen
Inhalt. Ahnliche Ergebnisse mit PDDA und ATP zeigen,
dass ATP-Vernetzung die Aufnahme von RNA steuert.*”
Diese ATP-modulierte molekulare Selektivitdt entspricht
unseren Beobachtungen der Enzymausschluss oder -aufnah-
me je nach den Methoden der Koazervatenvorbereitung
(Abb. S15).

Diese selektive Permeabilitidt konnte einen kontrollier-
ten molekularen Austausch zwischen Makromolekiilen in
Losung und denen innerhalb der Koazervate ermoglichen,
was weitere experimentelle und theoretische Untersuchun-
gen rechtfertigt. Diese Studie zeigt die Verwendung von
BioATRP, um Koazervation in situ zu steuern, und bietet
eine Strategie fiir die enzymatische Kontrolle iiber Koazer-
vation zusitzlich zur umwelt- und gegenionbasierten ERN.
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Dariiber hinaus ermoglicht sie die Echtzeitiiberwachung des
AusmalBes der Koazervation mit Polymerldngen fiir neue
polymere Materialien und ermoglicht es, die Polymerisati-
onsreaktion zu stoppen, wenn die gewiinschte Triibung
erreicht ist. Danach konnen die Polymerldngen geschétzt
werden.

Zusammenfassung

Unsere Studie fithrt einen neuen Ansatz zur Bildung von
Koazervaten durch in situ enzymatische Polymersynthese
aus kleinen Molekiilen in wéssrigen Umgebungen ein, der
die natiirlichen Polymerisationsprozesse genau nachahmt.
Im Gegensatz zu fritheren Methoden, die Enzyme einsetzen,
um externe Bedingungen wie den pH-Wert zu verdndern,
verwenden wir ein Enzymreaktionsnetzwerk (ERN), um
Polymere direkt zu synthetisieren und gleichzeitig deren
Koazervation dynamisch zu regulieren. Dieser Ansatz dhnelt
der Bildung intrinsisch ungeordneter Proteine, bei denen
kleine Aminosduren zu Proteinen polymerisieren und an-
schlieBend eine Koazervation durchlaufen, was einen verein-
fachten Weg zur Bildung von Koazervaten aus kleinen
Molekiilen ohne komplexe Polymersynthese in nicht-wassri-
gen Losungsmitteln bietet.

Wir entwickelten die Systeme bioPIC und ERN-PIC, um
die Koazervation durch Polymerwachstum in Anwesenheit
von ATP zu treiben, wobei die Regeneration durch enzyma-
tische Aktivitdt prézise geregelt wurde. Dariiber hinaus
beobachteten wir, dass die wahrend des bioPIC gebildeten
Koazervate keine markierten Proteine aufnehmen konnten,
die von auBlen hinzugefiigt wurden, im Gegensatz zur
Koazervation nach bioATRP. Dies deutet auf die Bildung
einer hochselektiven Permeabilitétsbarriere innerhalb der
Koazervate hin, die von der Zubereitungsmethode abhingt.
Nach unserem Wissen wurde diese Art der dynamischen
Kontrolle — bei der die Koazervation intrinsisch mit der
Polymerisation verkniipft ist — bisher noch nicht erreicht,
was einen bedeutenden Fortschritt bei der Integration biolo-
gischer Prozesse mit synthetischen Materialien unter milden,
wassrigen Bedingungen darstellt.

Unsere Ergebnisse unterstreichen das transformative
Potenzial von enzymgesteuerten Koazervatsystemen, um
komplexe Herausforderungen im Bereich des biomimeti-
schen Materialdesigns zu bewiltigen und biologische Wege
mit synthetischen Polymerrahmen zu verbinden. Enzymkon-
trollierte Koazervate haben gro3es Potenzial fiir verschiede-
ne Anwendungen wie kiinstliche Zellen und Organellenmo-
delle zur Untersuchung zelluldrer Prozesse und zur
Produktion von Biomolekiilen, gezielte Arzneimittelabgabe
und Biosensoren durch Freisetzung von Medikamenten
oder Anderung physikalischer und optischer Eigenschaften
als Reaktion auf Biomarker. Dariiber hinaus konnen Koa-
zervate in intelligenten Materialien fiir die Gewebeziich-
tung, weiche Robotik und umweltfreundliche Materialsyn-
these eingesetzt werden, die bioinspirierte Losungen und
nachhaltige Fertigungsalternativen bieten.
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