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Kontrollierbare Zeitverzçgerung beim Aufplatzen von oxidations-
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Abstract: Reaktive Polymersomen sind ein vielseitiges kgnst-
liches Nanotransportsystem, das eine Freisetzung als Reaktion
auf einen bestimmten Stimulus ermçglichen kann. Die vorge-
stellten oxidationsempfindlichen Polymersomen zeigen einen
zeitlich verzçgerten Freisetzungsmechanismus in einer oxida-
tiven Umgebung, der durch Anpassung der Membrandicke
oder partielle Voroxidation variierbar ist. Diese polymeren
Vesikel werden mittels PISA hergestellt, wodurch eine direkte,
effektive In-situ-Einkapselung von Molekglen ermçglicht
wird, wie z. B. fgr Farbstoffe und Enzyme gezeigt wurde. Ki-
netische Studien ergaben, dass ein kritischer Oxidationsgrad
die Destabilisierung der Membran bewirkt, w-hrend vorab
keine Freisetzung der Ladung erfolgt. Die Einkapselung von
Glukoseoxidase verwandelt diese Polymersomen direkt in
glukoseempfindliche Vesikel, da kleine Molekgle, wie Zucker,
ihre Membran passiv durchdringen kçnnen. Dank der einfa-
chen Herstellung bieten die Polymersomen eine vielseitige
Plattform fgr den Einschluss und die Freisetzung von Mole-
kglen nach einer genau einstellbaren Zeitspanne in Gegenwart
spezifischer Verbindungen wie H2O2 oder Glukose.

Einleitung

Polymere Vesikel oder Polymersomen sind Nanostruktu-
ren, die aus einem w-ssrigen, inneren Kompartiment beste-
hen, das von einer hydrophoben, meist doppelschichtigen
Polymermembran umgeben ist. In den letzten Jahren gingen
mehrere Berichte auf ihr Potenzial als Wirkstofftransport-

systeme oder Nanoreaktoren ein, da hydrophile Molekgle
wie Nukleins-uren[1] oder Enzyme[2] im hydrophilen Innen-
raum verkapselt oder hydrophobe Wirkstoffe in die Dop-
pelschicht integriert werden kçnnen.[3] Die Kompartimentie-
rung kann dazu verwendet werden, Reaktanten oder Kata-
lysatoren fgr bestimmte Zeitr-ume zu schgtzen und einzu-
schließen, mit dem Ziel, ihre Freisetzungskinetik zu kon-
trollieren.[4] Durch Nachahmung der Eigenschaften
natgrlicher Vesikel, welche auf Umweltfaktoren reagieren,
kann die Zug-nglichkeit der beladenen Molekgle beeinflusst
werden, mit dem Ziel, die Diffusionsrate in das -ußere Me-
dium zu erhçhen, indem einerseits die Membrandurchl-ssig-
keit ver-ndert wird,[5] eine Porenbildung ausgelçst wird[6]

oder die Membran vollst-ndig abgebaut wird.[7] Im Gegensatz
zu Liposomen bieten Vesikel auf Polymerbasis eine grçßere
chemische Vielfalt und ermçglichen eine vielf-ltigere Inte-
gration stimuliresponsiver Gruppen in die Vesikelstruktur.[8]

Je nach Art der Funktionalit-t kçnnen die Polymersomen auf
externe Stimuli wie pH-Wert,[9] Temperatur[10] oder Redox-
potential reagieren.[11] Insbesondere Polymersomen, die auf
die Anwesenheit von Oxidationsmitteln wie reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS) reagieren, sind von großem Interesse,
doch ist die Anzahl der verçffentlichten Systeme nach wie vor
begrenzt.[12] Unter ROS wird eine Klasse von stark oxidie-
renden Substanzen zusammengefasst, zu denen Singulett-
Sauerstoff, verschiedene Peroxide und Superoxide gehçren.
Ihre gberm-ßige Produktion wird mit Entzgndungen, wie sie
bei Krebs oder neurologischen Stçrungen auftreten, in Ver-
bindung gebracht und kann als geeigneter Auslçser fgr die
selektive Freisetzung von Therapeutika genutzt werden.[13]

Neben g-ngigen Motiven wie Borons-ureestern[14] und Oxa-
laten[15] ist Poly(propylsulfid) (PPS)[16] eines der am h-ufigs-
ten verwendeten Materialien fgr oxidationsresponsive Sys-
teme. Die Reaktion fghrt zu einem abrupten Wechsel von
einem hydrophoben zu einem stark hydrophilen Material
aufgrund der Oxidation der Sulfidgruppen zu Sulfoxiden oder
Sulfonen. Vorab konnten wir bereits berichtet, dass N-
Acryloylthiomorpholin (NAT) in -hnlicher Weise auf oxida-
tive Stimuli wie H2O2 reagiert und dargber hinaus geeignet
ist, durch polymerisationsinduzierte Selbstassemblierung
(PISA) in situ Nanostrukturen zu bilden.[17] PISA ist eine
vielseitige Technik zur simultanen Polymerisation und
Selbstassemblierung von Blockcopolymeren in Nanostruktu-
ren unterschiedlicher Form.[18] Im Gegensatz zu vielen ande-
ren Techniken kçnnen Polymersomen in hohen Konzentra-
tionen gebildet werden, wodurch hohe Einkapselungseffizi-
enzen ermçglicht werden. Ein weiterer Vorteil von PISA ist
die Mçglichkeit, die strukturellen Parameter durch Anpas-
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sung der Ausgangsbedingungen der Polymerisation zu ver-
-ndern. So l-sst sich beispielsweise der Vesikeldurchmesser
durch Variation der Art und L-nge des hydrophilen Blocks
modifizieren,[19] w-hrend die Membrandicke durch Anpas-
sung der Molmasse des hydrophoben Blocks eingestellt wer-
den kann.[20] Aus diesem Grund wurde PISA im w-ssrigen
Medium h-ufig zur Herstellung funktioneller Polymersomen,
einschließlich Vesikeln zur Wirkstoffabgabe oder Nanoreak-
toren, genutzt.[2a,21] Es existieren jedoch nur wenige Studien,
die sich mit der Bildung von stimuliresponsiven Polymerso-
men mittels PISA befassen, und diese beziehen sich haupt-
s-chlich auf pH-sensitive Systeme,[21a, 22] w-hrend unseres
Wissens nach bisher nur ein einziges oxidationsempfindliches
System berichtet wurde.[23] Kgrzlich konnten wir zeigen, dass
verschiedene Nanostrukturen, darunter auch Polymersomen,
in einer PISA mit NAT zug-nglich gemacht werden kçn-
nen,[24] was uns dazu veranlasste, ihr Potenzial fgr die In-situ-
Einkapselung und selektive Freisetzung von Molekglen in
oxidativer Umgebung zu untersuchen. Dynamische Licht-
streuung (DLS) und NMR-Messungen wurden eingesetzt, um
den zeitabh-ngigen Abbau bzw. die Oxidation von Polymer-
somen mit unterschiedlichen Membrandicken zu untersu-
chen. Zudem wurde die Integrit-t der vesikul-ren Membran
zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Kryo-Transmissions-
Elektronenmikroskopie (Kryo-TEM) analysiert. Die Ein-
kapselung und die zeitabh-ngige Freisetzung wurden mit dem
Modell-Fluorophor Calcein getestet. Des Weiteren wurde das
funktionelle Enzym Glukoseoxidase (GOx), welches in Ge-
genwart von Glukose H2O2 bildet, eingekapselt, mit dem Ziel,
die Membranpermeabilit-t zu studieren.

Ergebnisse und Diskussion

Auf der Grundlage unserer frgheren ausfghrlichen Studie
zu der morphologischen Entwicklung der Strukturen w-h-
rend des PISA-Prozesses[24] kçnnen vesikul-re Strukturen mit
unterschiedlichen hydrophoben Blockl-ngen durch w-ssrige
RAFT-Dispersionspolymerisation von NAT in Gegenwart
von PNAM25 als Makrokettentransferagens (mCTA) herge-
stellt werden. Das mCTA kann bequem in einer w-ssrigen
RAFT-Polymerisation ohne weitere Reinigung synthetisiert
werden, bei der eine quantitative Umsetzung des Monomers
erreicht wird. Unter geeigneten Bedingungen wird das
PNAM25 direkt mit verschiedenen NAT/mCTA-Anteilen (25,
V1, 50, V2 und 70, V3) kettenverl-ngert, um unilamellare
Vesikel in w-ssrigen Dispersionen zu erhalten. Interessan-
terweise weisen alle erhaltenen Vesikel einen vergleichbaren
Durchmesser auf (Tabelle S1), w-hrend die Membrandicke
(DM) mit zunehmendem Polymerisationsgrad (degree of po-
lymerization, DP) von PNAT sukzessive von einem durch-
schnittlichem DM von ca. 13 nm fgr einen DP von 25 auf ca.
17 nm fgr DP 50 und ca. 19 nm fgr DP 70 zunimmt (bestimmt
aus einer statistischen Analyse der Kryo-TEM-Bildern, Ab-
bildung 1 A–C, S2, S3).

Anschließend untersuchten wir den oxidativen Zerfall
dieser Vesikel in 100 mm H2O2 und analysierten dabei den
Zerfallsprozess anhand zeitabh-ngiger DLS-Messungen
(Abbildung 1E). In allen F-llen nahm die Streurate erst nach

einer bestimmten Verzçgerungszeit ab, gefolgt von einem
sehr schnellen Abfall, bis die Streuintensit-ten vergleichbar
mit entsprechenden Lçsungen freier Polymerketten waren.
Die sigmoidale Form des Intensit-tsabfalls deutet darauf hin,
dass eher ein Bulk-Abbau als eine Grenzfl-chenreaktion
eintritt, was auch bereits fgr Nanostrukturen auf PPS-Basis
berichtet wurde.[25] Interessanterweise bleibt der hydrodyna-
mische Durchmesser (DH) aller Strukturen bis zum Start des
Zerfalls konstant. Kurz vor diesem Startpunkt steigt er leicht
an, bevor ein schneller Abfall folgt, der mit der Abnahme der
Streurate gbereinstimmt (Abbildung S5B). Offensichtlich
scheinen die Polymersomen w-hrend der stundenlangen In-
kubation intakt zu bleiben, bis sie zu einem bestimmten kri-
tischen Zeitpunkt spontan zerfallen. Die einzelnen Zerfalls-
punkte lassen sich sogar in Mischungen der drei verschiede-
nen Vesikel V1-3 identifizieren (Abbildung 1E, graue Qua-
drate), die zu den fgr die einzelnen Vesikel charakteristischen
Zerfallszeiten deutliche Stufen aufweisen. Die einzelnen
Zerfallsprofile konnten durch eine Boltzmann-Funktion an-
gen-hert werden, mit dem Ziel, die jeweiligen T1/2 jedes
Vesikels in H2O2 zu bestimmen. Der Vergleich der T1/2 mit der
mittels Kryo-TEM bestimmten DM ergab eine lineare Kor-
relation, was darauf schließen l-sst, dass die Zerfallszeit
haupts-chlich von der Dicke der Vesikelmembran abh-ngt.
Die Variation der molaren Masse des PNAT-Blocks und da-
mit der Membrandicke bietet somit die Mçglichkeit, den
Zeitpunkt des Zerfalls dieser Polymersomen zu modulieren.

Mit dem Ziel, den Zerfallsmechanismus weiter zu unter-
suchen, fghrten wir eine kinetische Studie an einer grçßeren
Charge von Vesikeln V3 in 100 mm H2O2 durch, indem zu
bestimmten Reaktionszeiten Proben entnommen wurden
(100 mL, 1 mgmL@1, 37 88C, PBS pH 7,4). Die Proben wurden
sofort in einem 3berschuss an w-ssriger Na2S2O3-Lçsung
(0,2 m) verdgnnt und abgekghlt, um die Oxidationsreaktion
zu quenchen. Der charakteristische selbstbeschleunigende
Zerfall (Streurate und DH) nach ca. 7 Stunden fgr V3 (Ab-
bildung 1 E), der bereits bei den vorherigen zeitabh-ngigen
DLS-Messungen beobachtet wurde, konnte analog nachge-
bildet werden, was auf ein erfolgreiches Quenchen der
Oxidationsreaktion schließen l-sst (Abbildung 2). Fgr aus-
gew-hlte Proben, kurz vor Zerfallsbeginn, wurden Kryo-
TEM-Bilder aufgenommen (Abbildung 2I–IV). Die Mikro-
skopieaufnahmen zeigen, dass nach einer Inkubationszeit von
350 Minuten die vesikul-re Struktur noch intakt ist (Abbil-
dung 2I, S4A). Selbst nach 420 Minuten, als die Streurate zu
sinken beginnt, scheinen die Vesikel noch stabil zu sein, ohne
offensichtliche Anzeichen eines Zerfalls (Abbildung 2II,
S4B). Eine Stunde sp-ter, nach 484 Minuten, sinkt die Streu-
rate deutlich (ca. 40%) und der DH nimmt zu. Das entspre-
chende Kryo-TEM zeigt fast ausschließlich Vesikel mit ge-
rissener bzw. perforierter Membran, und einige wenige, die
sich bereits zu entfalten beginnen (Abbildung 2III, S4C). Nur
30 Minuten sp-ter, nach 514 Minuten, sind die vesikul-ren
Strukturen vollst-ndig zerfallen und es sind nur noch Mem-
branfragmente zu erkennen (Abbildung 2 IV, S4D). Um die
Strukturinformationen mit der PNAT-Oxidationskinetik zu
korrelieren, wurde der Oxidationsgrad der gequenchten
Proben mittels NMR bestimmt. Zun-chst wurden die Proben
in einer Dialyse von den Resten an Na2S2O3 und PBS befreit.
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Abbildung 1. Einfluss des DP des hydrophoben Blocks und der Membrandicke auf das Degradationsverhalten. Der Membrandurchmesser wurde
anhand von Kryo-TEM-Bildern der verschiedenen Vesikelproben bestimmt: A) V1 basierend auf PNAM25-b-PNAT25. B) V2 basierend auf PNAM25-b-
PNAT50. C) V3 basierend auf PNAM25-b-PNAT70. D) Vesikelzerfall bei Oxidation des kernbildenden Blocks. E) Zeitabh-ngige Abnahme der Streurate
bestimmt aus DLS-Messungen von separaten Proben V1-3 (drei einzelne Replikate) und einer kombinierten Mischung von V1+ V2+V3 (100 mm
H2O2, 1 mgmL@1, 37 88C, PBS pH 7). F) Korrelation der vesikul-ren T1/2, bestimmt mittels sigmoidaler Kurvenanpassung der DLS-Zerfallskurven,
und Membrandurchmesser, bestimmt aus einer graphischen Analyse von >100 Kryo-TEM-Bildern.

Abbildung 2. Kinetische Untersuchung des durch Oxidation ausgelçsten Zerfalls von PNAM25-b-PNAT70-basierten Vesikeln V3 (100 mm H2O2,
1 mgmL@1 PBS, 37 88C, pH 7). Die Korrelation des Vesikelzerfalls wurde mittels DLS analysiert und der Oxidationsgrad mittels ASAP-HSQC-NMR
von gequenchten Proben (8 mL, 0,2 m Na2S2O3, 4/@20 88C) bestimmt. Kryo-TEM-Bilder von gequenchten Proben wurden nach 350 (I), 420 (II), 484
(III) und 514 min (IV) aufgenommen. * Proben nicht vollst-ndig aufgelçst.
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Nach der Gefriertrocknung wurden NMR-Spektren in einem
4:1-Volumengemisch aus [D8]THF:D2O aufgenommen, wel-
ches sich als das optimale Gemisch fgr die Auflçsung sowohl
des nicht oxidierten als auch des oxidierten Polymers erwies
und gleichzeitig die Interferenzen durch die 3berlappung der
Signale reduzierte. Aufgrund der starken Verbreiterung der
Protonensignale wurden schnelle 1H,13C-Heteronuklear-Ein-
zelquantenkorrelationsexperimente (ASAP-HSQC) durch-
gefghrt, um oxidierte von nicht oxidierten Spezies eindeutig
zu trennen.[26] Zur Berechnung des Oxidationsgrades wurde
die Verschiebung der CH2-Protonensignale in a-Position zum
Schwefelatom (1,7/26,1 ppm zu 2,7/32,6 ppm, 3,1/36,3 ppm,
3,4/32,6 ppm) verglichen (Abbildung S6–S8). Der Oxida-
tionsgrad offenbarte, dass die Oxidation von PNAT w-hrend
der Inkubationszeit einem kontinuierlichen exponentiellen
Anstieg bis zu einem Oxidationsgrad von ca. 65% folgte
(Abbildung 2, S9). Nur die letzten beiden Messpunkte, 554
und 600 min, zeigten wieder eine leichte Abnahme (mit *
gekennzeichnet), was jedoch hçchstwahrscheinlich mit der
begrenzten Lçslichkeit des Sulfoxidpolymers in der verwen-
deten THF-Mischung zusammenh-ngt, die zur Wahrung der
Vergleichbarkeit erforderlich war. Der exponentielle Anstieg
w-hrend der Polymeroxidation ist typisch fgr eine selbstbe-
schleunigende Reaktion und spiegelt die erhçhte Zug-ng-
lichkeit des H2O2 zu den Thioethergruppen in der hydro-
phoben Dom-ne aufgrund des Polarit-tswechsels von Poly-
sulfid zu Polysulfoxid wider.[27] Andererseits deutet das Feh-
len einer anf-nglichen Verzçgerungsphase darauf hin, dass
der Oxidationsprozess nicht durch die hydrophobe Membran
gehemmt wird und einem -hnlichen Bulk-Mechanismus folgt,
wie fgr den Zerfallsprozess beobachtet wurde, woraus eine
ausreichende Permeabilit-t der PNAT-Membran gegengber

H2O2 geschlussfolgert werden kann. Die Korrelation der
NMR-Daten mit den DLS- und Kryo-TEM-Daten ergab ei-
nen kritischen Oxidationsgrad von ca. 23 %, bei dem die
PNAT-Membran teilweise oxidiert war, aber immer noch ihre
mechanische Stabilit-t behielt (Abbildung 2I). Auf der
Grundlage dieses Ergebnisses haben wir getestet, ob die
partielle Oxidation der Membran dazu genutzt werden kann,
die Zerfallszeit weiter einzustellen, -hnlich zum Einfluss der
Variation des Membrandurchmessers. Aus diesem Grund
wurde die Membran der PNAM25-b-PNAT70-basierten Vesi-
kel V3 durch Oxidation in H2O2-Lçsung und Quenchen zu
bestimmten, durch die vorherige kinetische Studie vorgege-
benen Zeitpunkten teilweise oxidiert bzw. „ge-tzt“. Der
Vergleich der Streuprofile der unbehandelten mit teilweise
oxidierten Vesikeln V3 best-tigte die Integrit-t der Vesikel-
struktur auch nach Langzeitlagerung von bis zu 6 Monaten
(Abbildung S10). Nach einer Aufreinigung durch Dialyse
wurde der vollst-ndige Zerfall der „ge-tzten“ Vesikel mittels
DLS verfolgt (Abbildung 3 A, S5C). Die Streuraten folgten
einem -hnlichen sigmoidalen Abfall wie bei den unbehan-
delten Proben, jedoch verschob sich die Zerfallszeit (darge-
stellt durch T1/2) in Korrelation mit dem ursprgnglichen
Oxidationsgrad der Probe (Abbildung 3B). Die Ergebnisse
zeigen, dass, obwohl die Membranintegrit-t bei niedrigen
Oxidationsgraden erhalten bleibt, die Empfindlichkeit der
„ge-tzten“ Vesikel gegengber Oxidationsmitteln stark erhçht
ist und dazu genutzt werden kann, die Lebensdauer der
Vesikel durch Voroxidation und Quenching-Behandlung an-
zupassen.

In einem n-chsten Schritt untersuchten wir, ob die Vesikel
auch in der Lage waren, Verbindungen einzukapseln und zu
einem bestimmten Zeitpunkt wieder freizusetzen. Calcein

Abbildung 3. Einstellung der vesikul-ren Halbwertszeit T1/2 durch Membran-tzung. A) Zeitabh-ngige Abnahme der Streurate, bestimmt durch
DLS von teilweise oxidierten Vesikeln V3 (100 mm H2O2, 1 mg mL@1 PBS, 37 88C, pH 7). B) Korrelation von T1/2 und dem Oxidationsgrad des PNAT-
Blocks, bestimmt durch NMR.
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wurde als hydrophiler Modellfarbstoff gew-hlt, der fgr das
Selbstquenching seiner Fluoreszenz bekannt ist, wenn er in
hohen Konzentrationen in das Vesikellumen eingekapselt
wird.[28] Nach Freisetzung und Verdgnnung kann dann ein
charakteristischer Anstieg der Fluoreszenzintensit-t beob-
achtet werden. Calcein wurde direkt durch Zugabe einer
1 mm Lçsung zu der oben beschriebenen RAFT-Dispersi-
onspolymerisation von NAT eingekapselt. Es muss hierbei
jedoch beachtet werden, dass hçhere Calceinkonzentrationen
von 10 und 100 mm den RAFT-Prozess zu stçren scheinen
und die Polymerisation beeintr-chtigten. Die Polymersomen
wurden mittels pr-parativer Grçßenausschlusschromatogra-
phie (GPC) und anschließender Dialyse von verbleibendem
freiem Calcein getrennt. Die Herstellung aller drei Calcein-
haltigen Vesikel (V1-3-C) ergab -hnliche Molmassen und
Dispersit-ten, w-hrend leicht unterschiedliche DH-Werte
beobachtet wurden, die jedoch in einem vergleichbaren
Grçßenbereich liegen (Tabelle S1). Die Einkapselungseffizi-
enzen (EE) wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie anhand
gefriergetrockneter Proben nach Auflçsung der Vesikel be-
stimmt (Tabelle S1, Abbildung S12D). Die ausgezeichnete
Stabilit-t dieser Vesikel und die F-higkeit, kleine Molekgle
zurgckzuhalten, wurden zus-tzlich in AF4-Messungen
(asymmetrische Fluss-Feld-Flussfraktionierung) best-tigt,
welche zeigen, dass Calcein auch nach einer Lagerung von
mehr als einem Jahr in den Vesikeln V3-C verbleibt (Abbil-
dung S12A,B). Eine Lokalisierung des Calceins innerhalb des

w-ssrigen Lumens wurde anhand eines Vergleichs der Fluo-
reszenzemissionsspektren der mit Calcein beladenen Vesikel
V1-3-C mit freiem Calcein in w-ssrigem Puffer und organi-
schem Lçsungsmittel best-tigt (Abbildung S13E).

Die Freisetzungskinetik wurde ermittelt, indem die mit
Calcein beladenen Vesikel (V1-3-C) in 100 mm H2O2 in einer
Kgvette inkubiert wurden und die inderung der Fluores-
zenzintensit-t des Calceins (Ex.: 495 nm, Em.: 510–540 nm;
Abbildung 4B) gber die Zeit beobachtet wurde. Da H2O2

eine oxidationsbedingte Fluoreszenzabschw-chung bewirkt,
wurde freies Calcein unter gleichen Bedingungen als Refe-
renz untersucht.[29] Im Falle der mit Calcein beladenen Vesi-
kel (V1-3-C) in H2O2 wurde eine vergleichbare kontinuierli-
che Abnahme der Fluoreszenzintensit-t in den Anfangspha-
sen beobachtet. Dieses kontinuierliche Quenching des ein-
gekapselten Calceins, -hnlich dem freiem Calcein, best-tigt
die oben erw-hnte ungehinderte Diffusion von H2O2 durch
die Vesikelmembran. Fgr jede der getesteten Proben konnte
nach einer bestimmten Inkubationszeit die Freisetzung von
Calcein durch einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenzin-
tensit-t nachgewiesen werden (Abbildung 4B). ihnlich zu
den oben beschriebenen T1/2-Werten verschiebt sich die
Freisetzung bei grçßeren PNAT-Blçcken zu sp-teren Zeit-
punkten und korreliert gut mit dem Einsetzen des Mem-
branzerfalls der unbeladenen Vesikel V1-2. Wir nehmen an,
dass die Verzçgerung bei V3 mit einer Abnahme der H2O2-
Konzentration in Anwesenheit des Farbstoffs zusammen-

Abbildung 4. A) Schematische Darstellung der Beladung und der durch Oxidation ausgelçsten Freisetzung von Calcein. B) Zeitabh-ngige hnde-
rung der Fluoreszenzintensit-t von-Calcein beladenen Vesikeln V1-3-C in 100 mm H2O2 (1,75 mgmL@1, 37 88C, PBS pH 7). V3-C in H2O und Calcein
in 100 mm H2O2 dienten als Kontrollen. Freisetzungsereignisse werden durch die Maxima der ersten Ableitung der Fluoreszenzintensit-t nach der
Zeit angezeigt.
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h-ngt, dennoch zeigte sich ein -hnliches Freisetzungsmuster.
Im Falle der Vesikel mit l-ngeren PNAT-Blçcken V2-3-C war
die Lçschung der Calcein-Fluoreszenz nach der Freisetzung
verlangsamt, was auf eine verringerte H2O2-Konzentration
aufgrund der Oxidation der polymeren Thioether-Gruppen
zurgckzufghren sein kçnnte. Insgesamt zeigen diese Ergeb-
nisse, dass die Membran der Vesikel auch bei einem erhçhten
Oxidationsgrad intakt und undurchl-ssig fgr grçßere Mole-
kgle wie Calcein bleibt, da vor dem Zerfallspunkt kein Aus-
treten des Farbstoffs zu beobachten ist. Diese verzçgerte
Freisetzung ist bei der Verabreichung von Wirkstoffen sehr
wgnschenswert, um ein vorzeitiges Austreten des Wirkstoffs
zu verhindern und gleichzeitig die Zirkulationszeit zu ver-
l-ngern, mit dem Ziel, hohe lokale Konzentrationen zu er-
reichen.[30] Ermutigt durch diese Ergebnisse und inspiriert
durch frghere Arbeiten zu Polymersomen als Nanoreakto-
ren[31] wurde die Einkapselung funktioneller und aktiver
Enzyme getestet. Glukoseoxidase (GOx) schien in dieser
ersten Machbarkeitsstudie besonders attraktiv fgr die Ein-
kapselung, da dieses Enzym die Bildung von Glucons-ure
und H2O2 aus Glukose katalysiert. Eine erfolgreiche Ein-
kapselung wgrde die Polymersomen daher responsiv gegen-
gber Glukose machen, allerdings nur, wenn dieser Zucker
auch die Polymermembran passieren kann. Im Gegensatz zur
Verkapselung mit Calcein musste der ursprgngliche PISA-
Prozess leicht angepasst werden, um eine Denaturierung des

Enzyms zu verhindern. Infolgedessen wurde die Temperatur
fgr die RAFT-Polymerisation auf 40 88C gesenkt, was eine
Erhçhung der Initiatorkonzentration und eine Verl-ngerung
der Polymerisationszeit auf 20 Stunden erforderte. Außerdem
wurde der Gehalt an 1,4-Dioxan auf 33 Vol% erhçht, um eine
ausreichende Kettenbeweglichkeit und Vesikelbildung zu
gew-hrleisten. Nach der Reaktion wurde der 3berschuss des
freien Enzyms durch pr-parative GPC in Pufferlçsung ent-
fernt. Es wurden Polymersomen von vergleichbarer Grçße
wie die unbeladene Probe V3 erhalten, was durch DLS-,
Kryo-TEM- und AF4-Messungen best-tigt wurde (Abbil-
dung S11C,D, S12SC-F, Tabelle S1). GPC-Messungen der mit
GOx beladenen Vesikel V3-G in w-ssrigem Puffer beweisen
eine erfolgreiche Aufreinigung und Entfernung der verblie-
benden freien GOx (Abbildung S1C,D). Da die Membran-
dicke mit der der unbeladenen Vesikel vergleichbar war
(Tabelle S1, Abbildung S3D), wurde davon ausgegangen,
dass GOx in das vesikul-re Lumen internalisiert wurde,
-hnlich zu bereits beschriebenen Systemen.[32] Eine Adsorp-
tion von GOx an die innere Vesikelmembran kann jedoch
nicht vollst-ndig ausgeschlossen werden. In einem ersten
Experiment wurde die Aktivit-t der eingekapselten GOx
durch eine Kaskadenreaktion mit Meerrettichperoxidase
(HRP) und Amplex Red (AR) als Fluoreszenzsonde be-
stimmt (Abbildung 5A, S13A). Der Assay ermçglicht den
Nachweis selbst kleiner Mengen von H2O2, die bei der Re-

Abbildung 5. Beladung und durch Glukose ausgelçster Membranzerfall von GOx-beladenen Vesikeln: A) schematische Darstellung der Beladung,
der Kaskadenreaktion und des Zerfalls. B) Membrandestabilisierung von GOx-beladenen Vesikeln V3-G, beobachtet in zeitabh-ngigen DLS-Mes-
sungen. V3-G und V3 wurden in 100 mm Glukoselçsung (0,5 mg mL@1 Citrat-Phosphat-Puffer, 37 88C, pH 7) inkubiert. C) Enzymatische Aktivit-t der
mit GOx beladenen Vesikel V3-G, bestimmt anhand der Umsetzung von Amplex Red zu pinkem Resorufin im Vergleich zu freier GOx
(50 mgmL@1).

Angewandte
ChemieForschungsartikel

24926 www.angewandte.de T 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie verçffentlicht von Wiley-VCH GmbH Angew. Chem. 2021, 133, 24921 – 24929

http://www.angewandte.de


aktion von GOx und Glukose freigesetzt werden, da die HRP
die Umwandlung des farblosen AR zum pinken Resorufin
katalysiert. In unserem Fall muss die Glukose jedoch erst
durch die Vesikelmembran diffundieren, um die eingekap-
selte GOx zu erreichen und die Reaktionskaskade zu starten.

Die Reaktion wurde anhand der inderung der Absorp-
tion bei 571 nm direkt nach der Glukosezugabe nachverfolgt
(Abbildung 5C). Die Lçsung von V3-G f-rbte sich schnell
pink und zeigte einen stetigen Anstieg der Absorption, was
auf eine hohe GOx-Aktivit-t und eine stetige Diffusion von
Glukose durch die Membran hindurch hinweist. Als Kon-
trolle zeigten die leeren Vesikel V3 unter den gleichen Be-
dingungen keine Aktivit-t. Ein Vergleich der Reaktionsge-
schwindigkeit von V3-G mit Proben definierter GOx-Kon-
zentrationen ließ einen Rgckschluss auf die Menge an ein-
gekapselter, aktiver GOx zu, und eine EE von 34 % konnte
bestimmt werden (Berechnung siehe SI, Abbildung 5B,
S13B,C). Die hohe EE spiegelt einmal mehr das Potenzial von
PISA fgr die effiziente Einkapselung von Enzymen wi-
der.[2b,10c] Es sei darauf hingewiesen, dass die tats-chliche EE
sogar noch hçher sein kçnnte, da die Reaktion im Vergleich
zum freien Enzym aufgrund der Diffusionsbarriere durch die
Membran verlangsamt sein kçnnte. Abgesehen davon deutet
die fgr die eingekapselte GOx beobachtete hohe Aktivit-t auf
eine inh-rente grçßenselektive Permeabilit-t der PNAT-
Membran fgr kleine hydrophile Molekgle wie Glukose oder
H2O2 hin, w-hrend etwas grçßere Molekgle wie Calcein und
das Makromolekgl GOx im Vesikellumen zurgckgehalten
werden. Da PNAT eine hohe Glasgbergangstemperatur auf-
weist, ist diese intrinsische Permeabilit-t der Membran
wahrscheinlich auf eine erhçhte Hydratation der PNAT-Do-
m-ne zurgckzufghren,[33] -hnlich wie bei frgheren Beobach-
tungen fgr PHPMA-basierte Systeme.[2b, 5a, 34] Im Anschluss an
diese Permeabilit-tsstudien untersuchten wir, ob die H2O2-
Bildung der eingekapselten GOx ausreicht, um die Oxidation
der Thioethergruppen zu induzieren und die Vesikelmembran
schließlich zu destabilisieren. Daher wurden die mit GOx
beladenen Vesikel V3-G und die leeren Vesikel V3 in einer
Glukoselçsung inkubiert, und die Membranstabilit-t wurde
in zeitabh-ngigen DLS-Messungen gberwacht (Abbil-
dung 5A, S5D). Fgr V3-G wurde nach etwa 48 Stunden In-
kubation ein -hnlicher selbstbeschleunigender Abfall der
Streurate beobachtet, wie er fgr den Abbau in H2O2 festge-
stellt wurde. Die Kontrollprobe V3 wies innerhalb der
Messzeit keinen Zerfall auf. Die Ergebnisse belegen, dass die
mit GOx beladenen Vesikel nicht nur eine hohe Enzymakti-
vit-t aufweisen, sondern auch in der Lage sind, in Gegenwart
von Glukose als Auslçser einen Selbstzerfallsmechanismus zu
induzieren.

Fazit

Zusammenfassend wurden oxidationsempfindliche Poly-
mersome entwickelt, die sich durch das abrupte Einsetzen
eines spezifischen Zerfallsprozesses nach bestimmten Expo-
sitionszeiten in oxidativer Umgebung auszeichnen. Das auf
Thioether basierende PNAT kann in einer PISA in einer
w-ssrigen RAFT-Dispersionspolymerisation synthetisiert

werden. Eine detaillierte kinetische Untersuchung des Zer-
fallsmechanismus ergab, dass die Polymersomen erst ab ei-
nem bestimmten kritischen Oxidationsgrad beginnen, schnell
zu zerfallen. Ein Bulk-Mechanismus wurde identifiziert, der
eine hohe Diffusionsrate von H2O2 durch die PNAT-basierte
Membran impliziert. Durch Variation des DP des hydro-
phoben PNAT-Blocks konnte die Membrandicke angepasst
werden, welche wiederum direkt mit unterschiedlichen Zer-
fallszeiten korreliert. Eine weitere Strategie zur Modulation
der Lebensdauer der Polymersomen konnte ausgehend von
der beobachteten hohen Stabilit-t der Membran vor Errei-
chen eines kritischen Oxidationsgrades entwickelt werden.
Bei diesem Ansatz wird die PNAT-Membran teilweise oxi-
diert bzw. „ge-tzt“ und anschließend gequencht. In einer
ersten Machbarkeitsstudie wurde Calcein als Modellfarbstoff
erfolgreich in diese Vesikel eingekapselt. Eine Freisetzung
wurde erst nach Erreichen eines kritischen Oxidationsgrades
beobachtet, der zum vollst-ndigen Zerfall der Membran
fghrte. Die hier vorgestellten Polymersomen sind daher
ideale Vesikel, um eine zeitgesteuerte, abrupte Freisetzung
auszulçsen, die mit den oben beschriebenen Strategien pr--
zise eingestellt werden kann. Dargber hinaus wurde die
Mçglichkeit der Einkapselung eines aktiven Enzyms, in die-
sem Fall GOx, demonstriert. Die beobachtete Aktivit-t des
Enzyms beweist nicht nur eine hohe Permeabilit-t der PNAT-
Membran fgr kleine hydrophile Molekgle, sondern wandelt
die Polymersomen mittels der In-situ-Umsetzung von Glu-
kose in H2O2 in glukoseempfindliche, selbstzerfallende Na-
noreaktoren um. Insgesamt machen die einfache Herstellung
und die hohe Einkapselungseffizienz die Polymersomen zu
einer vielseitigen Plattform fgr eine kontrollierte Freisetzung
von eingekapselten Verbindungen, die an eine Reihe unter-
schiedlicher Bedingungen angepasst werden kann. Dargber
hinaus kann das vorgestellte System angepasst werden, um
die Zug-nglichkeit von Reaktanten w-hrend Mehrkompo-
nentenreaktionen zu modulieren oder eingekapselte Wirk-
stoffe in Bereichen mit hoher Glukosekonzentration und
oxidativem Stress, wie Diabetes- oder Tumorgewebe,[35] zeit-
und konzentrationsgesteuert freizusetzen.
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