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Biologische Membranen[1] und ihre synthetischen Gegenst�-
cke sind in ihrer Gesamtheit die Folge eines Selbstorganisa-
tionsprozesses nieder- bzw. hochmolekularer amphiphiler
Molek�le, wie zum Beispiel von Phospholipiden oder von
Blockcopolymeren (BCP).[2] Bei beiden Arten der Membran
(Lipid- oder Polymermembranen)[3, 4] kçnnen laterale Pha-
senseparationsprozesse[5, 6] eine wichtige Rolle spielen: im
Falle von Lipidmembranen (sowohl als Modell- oder als
biologische Zellmembran) �bernehmen lateral phasensepa-
rierte Bereiche (Dom�nen) wichtige biologische Funktionen
bei interzellul�ren Wechselwirkungen wie bei der Bildung
von Rezeptorclustern im Zuge der Erkennung und Bindung
spezieller Proteine oder in viralen Erkennungs- und Inkor-
porationsprozessen. Diese so genannten „Lipid Rafts“ oder
Lipiddom�nen[7] – Bereiche, die das Ergebnis lateraler Se-
gregation unterschiedlicher Lipidzusammensetzungen sind,[2]

– kçnnen durch molekulare Effekte wie Unterschiede in
ihren hydrophoben Kettenl�ngen oder durch Wechselwir-
kungen mit Cholesterin oder Sphingolipiden (z. B. tensidre-
sistente Membranen, DRMs)[8] entstehen. Dagegen zeigen
Vesikelmembranen aus rein synthetischen Blockcopolymeren
(so genannte Polymersome) sowohl horizontale als auch la-
terale Phasenseparationsprozesse, die ebenfalls auf Entmi-
schungsph�nomene innerhalb der Membran zur�ckzuf�hren
sind. Diese kçnnen durch Unmischbarkeiten der einzelnen
Polymerblçcke[9, 10] oder durch zus�tzliche Wechselwirkungen
mit Kationen[11] oder Nanopartikeln[12] hervorgerufen
werden. Aktuelle Arbeiten haben gezeigt, dass das Mischen
von Phospholipiden und Blockcopolymeren zu Lipid-Poly-
mer-Hybridmembranen[13–15] f�hrt, die die Vorteile der hohen

Biofunktionalit�t der entsprechenden Lipidmembran mit der
erhçhten mechanischen Stabilit�t und funktionellen Variabi-
lit�t der Polymermembran vereinen. Es gelang dabei auch,
laterale Phasenseparationprozesse zu beobachten, die auf
Unmischbarkeiten zwischen den Lipid- und Polymerbe-
standteilen zur�ckzuf�hren waren,[15, 16] aber auch zus�tzlich
durch einen externen Stimulus, wie die Wechselwirkung eines
Clusterbildners mit strukturell modifizierten Membranen,
induziert werden konnten.[14]

Wie w�rden nun biologische Erkennungsprozesse (Re-
zeptor-Ligand-Wechselwirkungen) in solch gemischten Lipid-
Polymer-Hybridmembranen („Hybridmembran“) ablaufen?
Kçnnen Glykosphingolipide in einen lateral phasenseparier-
ten Lipid-Polymer-GUV (großer unilamellarer Vesikel) in-
tegriert werden und selektiv Proteine erkennen, oder ver-
hindern laterale Dom�nen in diesen Hybridvesikeln die
Proteinerkennung durch Blockierung der Rezeptorfunktion?
F�hrt die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung gar zu zus�tzli-
chen Phasenseparationsph�nomenen?

Aufbauend auf der Idee, die Biofunktionalit�t einer sol-
chen Hybridmembran nachzuweisen und mçgliche Einfl�sse
seitens der Polymerbestandteile auf biologische Bindungs-
prozesse systematisch zu untersuchen, entwickelten wir unser
Konzept, Hybridmembranen aus einem biokompatiblen Po-
lyisobutylen-block-Polyethylenoxid-Copolymer (PIB87-b-
PEO17; BCP 1) und einem Phospholipid dem 1,2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylcholin (DPPC; 2) herzustellen,
welche zus�tzlich mit der Rezeptorfunktion des GM1-Gan-
gliosids (3 ; Glykosphingolipid) funktionalisiert sind, das die
Erkennung sowie die selektive Bindung des Proteins Chole-
ratoxin B (CTB) an die Vesikelmembran ermçglicht (Abbil-
dung 1). Aufgrund des nun entweder lateral gemischten oder
phasenseparierten Zustands der rezeptorfunktionalisierten
Hybridmembran sollte der Bindungsprozess nun konsequent
untersucht werden.

Ein derartig maßgeschneidertes amphiphiles BCP (1) mit
hydrophoben und hydrophilen Blçcken definierter L�nge
ermçglichte in fr�heren Untersuchungen eine Kontrolle des
Phasenverhaltens von DPPC-Gelphasenvesikeln in Abh�n-
gigkeit vom Lipid/Polymer-Mischungsverh�ltnis. Der Einbau
von BCP 1 in DPPC-Vesikelmembranen ver�nderte die ty-
pische Membranmorphologie und erzeugte unter anderem
Heterogenit�ten[15] die eine zweidimensionale, laterale Do-
m�nenstruktur aufwiesen (siehe Abbildung 1), wobei die la-
terale Morphologie der Hybridmembran solcherart gezielt
�ber das Mischungsverh�ltnis der beiden Komponenten ein-
gestellt werden kann. Gemischte Lipid-Polymer-Vesikel, die
aus einer Mischung mit weniger als 20 Mol-% oder mehr als
28 Mol-% der Polymerkomponente hergestellt sind, weisen
eine einheitliche Membranmorphologie unter Ber�cksichti-
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gung des Auflçsungsvermçgens des konfokalen Lasermikro-
skops auf (ca. 200 bis 300 nm). Dagegen erh�lt man f�r
Vesikel aus Mischungen mit 20 bis 28 Mol-% BCP 1 eine
heterogene (phasenseparierte) Morphologie der Hybrid-
membran unter Bildung makroskopischer Dom�nen. Abbil-
dung 1B zeigt eine konfokale Mikroskopieaufnahme eines
phasenseparierten GUV (vergleiche auch Abbildung 2), das

die mischungstypischen makroskopischen
Dom�nen aufweist – 20 Mol-% BCP 1 und
80 Mol-% DPPC (2).

Eine der ersten Herausforderungen be-
stand nun in der Zuordnung der individuel-
len Dom�nen zu der polymer- bzw. lipidrei-
chen Phase. Hierzu wurde das fluoreszenz-
markierte BCP 4 synthetisiert und charak-
terisiert (siehe die Hintergrundinformatio-
nen), das anschließend die Visualisierung
der polymerreichen Dom�nen �ber eine se-
lektive Anregung bei einer Wellenl�nge von
488 nm ermçglichte (blaue Bereiche in Ab-
bildung 1B). Die Verwendung des Lipid-
analogen Farbstoffes DiDC18 (selektive An-
regung bei 633 nm, gr�ner Bereich in Ab-
bildung 1B) zeigte eine Anreicherung des
Farbstoffes in den Dom�nen, die vom fluo-
reszenzmarkierten BCP 4 ausgeschlossen
worden sind. Der Phasenseparationsprozess
f�hrt zur Bildung einer schwach geordneten
polymerreichen Phase (siehe Abbildung 2
und die Hintergrundinformationen) und zu
Lipiddom�nen (schwarze Bereiche in Ab-
bildung 2A,C), die nahezu frei von BCP-
Molek�len sind.

Auf Basis fr�herer Untersuchungen zum Phasenverhalten
des Lipidfarbstoffes Rh-DHPE (selektive Anregung bei
561 nm) in Mono- und Doppelschichtmembranen konnte
gezeigt werden, dass der Farbstoff weitgehend von geordne-
ten Phasen (z.B. fl�ssig-kondensierten Phasen)[15, 17] ausge-
schlossen wird. Abbildung 2B best�tigt dieses Verhalten und
weist auf eine bevorzugte Einlagerung des Rh-DHPE in die
polymerreiche Phase hin (vergleiche Abbildung 2A), die
aufgrund der hohen Flexibilit�t der Polymerketten nur einen
schwach geordneten Phasenzustand vermuten l�sst. Dagegen
bestehen die schwarzen Dom�nen in Abbildung 2A,C, in
denen kein Fluoreszenzsignal des BCP-Farbstoffes 4 zu
finden ist, aus einer geordneten DPPC-reichen Phase. Zur
Untersuchung der Phasen in Hybridmembranen (20 Mol-%
BCP 1) zeigten zus�tzliche Experimente mit DiDC18 einen
unterschiedlichen Grad der Anreicherung des Membran-
farbstoffes in den lipidreichen Dom�nen (vergleiche die
schwarzen Dom�nen in Abbildung 2 C mit 2D), womit die
Annahme gest�tzt wird, dass diese Bereiche der Membran
aus einer hochgeordneten DPPC-Phase bestehen.[18a,b]

Die Rezeptorfunktionalisierung der Hybridmembran mit
Gangliosid GM1 (3 ; Zugabe von 0.1 Mol-% 3 zu den ent-
sprechenden Lipid/Polymer-Mischungen) zeigte keine �n-
derungen der jeweiligen Phasenzust�nde der Vesikelmem-
branen, was beweist, dass der Einbau geringer Mengen an
GM1-Lipiden das Lipid-Polymer-Mischverhalten nicht be-
einflusst. Mischungen mit 12 bis 18 Mol-% des BCP 1 ergeben
Hybridvesikel mit einer einheitlich gemischten Membran,
gefolgt von einem phasenseparierten Zustand – typisch f�r
Hybridvesikel aus Mischungen mit 20 bis 28 Mol-% der Po-
lymerkomponente – und gefolgt von einem einheitlich ge-
mischten Membranzustand oberhalb von 30 Mol-% des BCP
1. Diese unterschiedlichen Hybridvesikel sind �ber einen

Abbildung 1. Bindung des Proteins Choleratoxin B an gemischte oder phasenseparierte
Lipid-Polymer-Hybridmembranen bestehend aus DPPC (2), dem biokompatiblen BCP PIB87-
b-PEO17 (1) und Gangliosid GM1 (3). A) Konfokale Mikroskopieaufnahme eines Hybridvesi-
kels, mit entweder 12 bis 18 Mol-% oder mehr als 30 Mol-% BCP 1. B) Phasenseparierter
Hybridvesikel, mit 20 bis 28 Mol-% BCP 1. Fluoreszenzmarkiertes BCP 4 (blau) zeigt po-
lymerreiche Phasen an. Lipidreiche Dom�nen sind durch den DPPC-analogen Membran-
farbstoff DiDC18 in gr�n erkennbar.

Abbildung 2. Konfokale Mikroskopieaufnahmen von phasenseparierten
Hybridvesikeln aus DPPC und PIB87-b-PEO17 (20 Mol-% BCP 1), die
Dom�nenbildung durch das der eingelagerten Farbstoffe (Rh-DHPE
(B), fluoreszenzmarkiertes BCP 4 (A,C) und DiDC18 (2D)) anzeigen.
A,C) Dreidimensionale Rekonstruktion eines Hybridvesikels durch se-
lektive Anregung von 4 bei 488 nm (blau). B) Vesikel aus (A) unter
Darstellung des Rh-DHPE (selektiv angeregt bei 561 nm, gr�n).
D) Vesikel aus (C) unter Darstellung des DiDC18 (selektiv angeregt bei
633 nm, gr�n).
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l�ngeren Zeitraum (Beobachtungszeitraum: mehrere Stun-
den) stabil, und es kann (speziell im Fall der thermisch in-
duzierten Phasenseparation, die beim Abk�hlen unterhalb
der Phasen�bergangstemperatur von DPPC (Tm = 41.6 8C) zu
makroskopischen Dom�nenstrukturen f�hrt) ein thermody-
namisch stabiler Zustand der Vesikelmembran angenommen
werden.

Das bakterielle Protein Choleratoxin B (CTB) bindet
selektiv in einem kooperativen Prozess an die Rezeptor-
funktion des Gangliosids, wobei das multivalente Toxin aus
f�nf gleichen Untereinheiten (Pentamer) aufgebaut ist von
denen jede in der Lage ist ein GM1-Molek�l zu binden, mit
einer gesamten Bindungsaffinit�t von ungef�hr 5 � 109

m
�1

(f�r Pentamer).[19] Nach der Zugabe von CTB ([Protein] =

5.3 mm) in die frisch pr�parierten Vesikellçsungen (siehe Ex-
perimentelles) war es mçglich, die schnelle und selektive
Bindung des fluoreszenzmarkierten Proteins (lexc = 488 nm,
rot gef�rbt) an die Rezeptor-funktionalisierten Membranen
zu beobachten, und somit konnte auf die laterale Verteilung
der CTB-gebunden GM1-Molek�le in der Hybridvesikel-
membran (Abbildung 3) in Abh�ngigkeit von der Lipid/Po-
lymer-Zusammensetzung geschlossen werden. Anhand erster

Untersuchungen an aus reinem DPPC bestehenden Gelpha-
senvesikeln, die ebenfalls mit 0.1 Mol-% GM1 (3) funktio-
nalisiert wurden, ließ sich unter den verwendeten experi-
mentellen Bedingungen keine Proteinbindung (CTB) nach-
weisen, w�hrend ein fluides Membransystem (reine DOPC-
Vesikel (Tm =�20 8C)) eine einheitliche CTB-Bindung �ber
die gesamte Vesikeloberfl�che zeigte (siehe die Hinter-
grundinformationen). Ein Vergleich der Membranmorpho-
logie vor (visualisiert durch den Membranfarbstoff Rh-
DHPE; gr�n) und nach der Bindung von CTB (Abbil-
dung 3A) demonstriert, dass Hybridvesikel aus Mischungen
mit 12 bis 18 Mol-% BCP 1 im Unterschied zu reinen DPPC-
Liposomen eine einheitliche Proteinbindung �ber die ge-
samte GUV-Oberfl�che aufweisen.

Dagegen zeigten phasenseparierte Membranen (mit
einem DPPC/BCP/GM1-Verh�ltnis von 80:20:0.1), dass die
Rezeptor-Protein-Erkennung in einer effektive Bindung des
CTB an beide Dom�nentypen resultiert – Beweis f�r die
einheitliche Verteilung der GM1-Lipide sowohl in der po-
lymerreichen Phase als auch in den lipidreichen Dom�nen
(siehe Abbildung 3B und die Hintergrundinformationen).

Eine signifikante �nderung der Membranmorphologie
konnte nach Inkubation von Hybridvesikeln (DPPC/BCP/
GM1 70:30:0.1) mit CTB beobachtet werden. Innerhalb von
Minuten nach Zugabe des CTB konnte die Bindung des
Proteins an die zuvor einheitlich gemischte Membran verfolgt
werden, wobei es zur Bildung makroskopischer GM1-reicher
Lipiddom�nen kam (Abbildung 3C/I vor und 3C/II nach
Zugabe des CTB), die auf einen lateralen Reorganisations-
prozess der Hybridmembran hindeuten. Die Kinetik der
Dom�nenbildung war sehr schnell (wenige Minuten nach
Proteininkubation). Daraus kann geschlossen werden, dass
der kooperative Effekt der multivalenten Bindung von CTB
im Fall der rezeptorfunktionalisierten Hybridmembran mit
30 Mol-% BCP 1 zur Bildung einer hçher geordneten GM1-
reichen Lipidphase f�hrt, die sich von der umgebenden Hy-
bridmembran (schwach geordneter Zustand) abtrennt.[20] Die
Tatsache, dass in der Regel nur eine oder wenige makrosko-
pische Dom�nen anstatt vieler kleiner pro Vesikel gebildet
werden, die �ber mehrere Stunden stabil bleiben, spiegelt die
Stabilit�t der Vesikel wider.

Weitere Untersuchungen an Hybridvesikeln aus Mi-
schungen von DPPC mit grçßeren Mengen an BCP (�
40 Mol-% 1), die auch 0.1 Mol-% des GM1-Gangliosids ent-
hielten, wiesen keinerlei Wechselwirkungen zwischen der
Rezeptor-funktionalisierten Membranoberfl�che und dem
multivalenten Protein auf. Als Grund hierf�r kann ange-
nommen werden, dass die hohe Dichte an PEO-Ketten an der
Oberfl�che der Hybridvesikel (17 Ethylenoxid-Einheiten pro
BCP) die Rezeptorfunktionen der Membran sterisch ab-
schirmen und somit eine Erkennung zwischen Rezeptor und
Protein verhindern.

Auf Basis dieser Ergebnisse versuchten wir, die Rolle der
Lipid/Polymer-Zusammensetzung und die daraus resultie-
rende laterale Mobilit�t der Membran hinsichtlich der
Wechselwirkungen zwischen CTB und GM1 zu verstehen.
Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass Unterschiede in
der Zusammensetzung zu verschiedenen laterale Vertei-
lungszust�nden des Proteins f�hren. Hierzu untersuchten wir

Abbildung 3. Einfluss der Morphologie der Hybridmembranen auf das
Bindungsverhalten des Proteins CTB: Rh-DHPE (gr�n, selektiv ange-
regt bei 561 nm) zeigt die Phasenheterogenit�ten; Alexa488-markiertes
CTB (rot, selektiv angeregt bei 488 nm) visualisiert die Bindung des
Proteins an die Vesikelmembran. A) Bindung von CTB an Hybridvesi-
kel (Mischungen mit 12 bis 18 Mol-% BCP 1) B) Bindung des Proteins
an phasenseparierte Vesikelmembranen (20 Mol-% BCP (1)). C) Bil-
dung von makroskopischen GM1-reichen Lipiddom�nen (rote
Dom�ne, siehe C/II) in Hybridvesikeln (30 Mol-% BCP 1), die ur-
spr�nglich vor Zugabe des CTB (siehe C/I) eine einheitliche Membran-
morphologie aufwiesen. �berlagerte Aufnahmen der beiden Farbstoffe
in A/III, B/III und C/III zeigen die Unterschiede im Phasenverhalten.
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laterale Diffusionsprozesse in nichtmodifizierten DPPC/
PIB87-b-PEO17-Hybridmembranen mithilfe der Fluoreszenz-
basierten Messmethoden FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) und FCS (fluorescence correlation spec-
troscopy).[21,22] Um die Diffusionsprozesse in den Hybrid-
membranen zu beobachten und messtechnisch zu erfassen,
wurde bei beiden Methoden der Lipidfarbstoff Rh-DHPE als
Fluoreszenzmarker eingesetzt, dessen Lokalisierung in den
ungeordneteren Phasen aufgrund seines Phasenverhaltens
sichergestellt war. Die beiden unterschiedlichen Messtechni-
ken (siehe die Hintergrundinformationen) lieferten wichtige
Informationen �ber ablaufende dynamische Prozesse sowohl
in reinen DPPC- als auch in Hybridmembranen und ermçg-
lichten es damit, den Einfluss der eingelagerten BCP-Mole-
k�le auf die Organisation der Lipidmembran zu verstehen
(Abbildung 4).

Um die Dynamiken in solchen Lipid-Polymer-Hybrid-
systemen besser zu verstehen, wurden zuerst laterale Diffu-
sionsanalysen zu reinen DPPC-Vesikelmembranen unter
Verwendung der FRAP-Methode durchgef�hrt (Abbil-
dung 4A). Dabei kam es im Fall von reinen DPPC-Mem-
branen (bei Raumtemperatur in der Gelphase (Tm = 41.6 8C))
zu irreversiblem Photobleichen der untersuchten Membran-
bereiche, die auf eine hohe Starrheit der Membran hinweisen
(sehr geringe Mobilit�t). Dagegen wiesen Hybridmembranen

eine signifikante Zunahme der lateralen Membranmobilit�t
auf, die anhand der schnelleren Erholung der Fluoreszenz mit
steigender Menge an BCP in der Lipidmembran deutlich zu
sehen war (Abbildung 4A und die Hintergrundinformatio-
nen). Der Einbau der amphiphilen Blockcopolymere (1) in
Gelphasenmembranen (DPPC) f�hrt damit zu einer signifi-
kante Erhçhung der lateralen Mobilit�t der Lipidmolek�le
innerhalb der Doppelschicht.

Eine detailliertere Analyse der dynamischen Prozesse in
Membranen ist durch FCS mçglich.[22, 23] Bei dieser Methode
wird die Diffusion eines Fluoreszenzmarkers in einem defi-
nierten Detektionsvolumen verfolgt, wobei erzeugte Inten-
sit�tsschwankungen des Fluoreszenzsignals eine Aussage
�ber die Diffusionseigenschaften des untersuchten Molek�ls
zulassen. Eine Autokorrelationsanalyse der aufgenommenen
Fluktuationen in der Fluoreszenz-Zeit-Spur (Abbildung 4B)
liefert Informationen �ber die Diffusionzeit (tD), welche
wiederum in einen f�r jede Hybridmembran typischen Dif-
fusionskoeffizienten (D) umgerechnet werden kann.

FCS-Experimente an reinen DPPC-Vesikeln best�tigten
die zuvor gewonnen Erkenntnisse �ber die hohe Starrheit von
Gelphasenmembranen. Abbildung 4B (oben) zeigt eine ty-
pische Fluoreszenz-Zeit-Messung reiner DPPC-Membranen,
die einen schnellen und drastischen Abfall des Fluoreszenz-
signals in k�rzester Zeit wiedergibt. Die sehr geringe laterale

Mobilit�t des Fluoreszenzmarkers (Rh-
DHPE) in der DPPC-Doppelschicht f�hrt zu
einem irreversiblen Photobleichen der unter-
suchten Molek�le innerhalb des Detektions-
volumens, mit der Konsequenz, dass die Aus-
wertung der aufgenommenen Fluoreszenz-
Zeit-Spur mit Standard-FCS-Modellen nicht
mçglich ist.

Im Unterschied zu den reinen Lipidmem-
branen wiesen Hybridmembranen sehr unter-
schiedliche laterale Mobilit�ten auf, die sich
deutlich von den starren Gelphasenmembra-
nen (DPPC) unterschieden. Die durch FCS
untersuchten Fluktuationen des Fluoreszenz-
signals (siehe Fluoreszenz-Zeit-Spuren in Ab-
bildung 4B), welche jeweils typisch f�r die
ausgew�hlten Hybridmembranen mit 18 und
40 Mol-% BCP waren, ermçglichten eine
Standardauswertung der Autokorrelations-
funktionen (siehe Abbildung 4C), die eine
Zunahme der molekularen Mobilit�t in den
gemischten Membranen ergab. Der geringe,
aber signifikante Unterschied zwischen den
beiden Korrelationsfunktionen der Probe mit
18 Mol-% BCP (schwarze Kurve) und der
Probe mit 40 Mol-% BCP (rote Kurve in Ab-
bildung 4C) veranschaulicht, dass eine hçhere
Menge an BCP (40 Mol-%) in der Hybrid-
membran zu einer erhçhten lateralen Mobili-
t�t f�hrt, die sich wiederum an der gemessenen
k�rzeren Diffusionszeit (tD = (89.5� 2.5) ms;
D = 1.6 � 10�13 m2 s�1) bemerkbar machte. F�r
die Probe mit 18 Mol-% BCP wurden eine
Diffusionszeit von (120� 10) ms und ein Dif-

Abbildung 4. FRAP- und FCS-Untersuchungen an DPPC- und Hybridmembranen unter-
schiedlicher Lipid/Polymer-Zusammensetzungen (0 bis 40 Mol-% BCP), die dynamische
Prozesse in den Rh-DHPE-markierten Vesikelmembranen zeigen. A) Normalisiertes Fluo-
reszenz-Zeit-Diagramm der durchgef�hrten FRAP-Experimente (Erholung der Fluores-
zenz in Abh�ngigkeit von der Membranzusammensetzung). Bei reinen DPPC-Membra-
nen (schwarze Kurve) bis hin zu geringen Mengen an BCP (10 Mol-%) wurden nur sehr
geringe Fluoreszenzerholungen innerhalb der Messzeit beobachtet. Hybridmembranen
mit 18 Mol-% BCP (gr�ne Kurve) und mit 40 Mol-% BCP (blaue Kurve) wiesen eine
Halbwertszeit der Erholung der Fluoreszenz von ca. 4s auf. B) Fluoreszenz-Zeit-Spuren
von reinen DPPC-Membranen (oben) und gemischten Membranen mit 18 und 40 Mol%
an BCP (1). C) Fluoreszenz-Autokorrelationsfunktionen der ausgew�hlten Zusammenset-
zungen mit 18 (schwarz) und 40 Mol-% BCP (rot). D) Darstellung des Effektes der einge-
bauten BCP auf die Membranorganisation.
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fusionskoeffizient (D) von 1.2 � 10�13 m2 s�1 bestimmt. Ab-
bildung 4 D veranschaulicht schematisch den Effekt der ein-
gelagerten PIB87-b-PEO17 (1) BCP-Molek�le auf die Orga-
nisation der Lipiddoppelschicht. Der Einbau der BCP-Mo-
lek�le f�hrt zu einer Stçrung der Gelphasenbereiche (hohe
Starrheit) in der Lipidmembran, wobei die laterale Mobilit�t
im Vergleich zu reinen DPPC-Vesikeln stark zunimmt.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass die
Lipid/Polymer-Zusammensetzung von Hybridvesikeln und
die daraus resultierende Membranmorphologie eine wichtige
Rolle f�r die Erkennung und Bindung des multivalenten
Proteins CTB an die rezeptorfunktionalisierten Vesikelober-
fl�chen spielen. Das Zusammenspiel zwischen der multiva-
lenten Bindung des CTB und der dadurch induzierten Reor-
ganisation der Hybridmembran f�hrt im Fall von gemischten
Lipid-Polymer-Vesikeln mit 30 Mol-% BCP zur Bildung
GM1-reicher Lipiddom�nen und damit zu einer nicht ein-
heitlichen Bindung von CTB an die Vesikeloberfl�che indu-
ziert durch den Bindungsprozess selbst. Diese spezifische
Zusammensetzung ist besonders angesichts einer phasen-
spezifischen Bindung zwischen Membranproteinen und re-
zeptorfunktionalisierten Hybridmembranen interessant, die
sowohl die vorteilhaften Eigenschaften von Polymer- als auch
von Lipidmembranen in sich vereinen. Demnach kçnnen
Hybridmembranen als „vollwertige“ Lipidmembranen gese-
hen werden, da die Biofunktionalit�t im Fall der einheitlich
gemischten und phasenseparierten Hybridmembranen auf-
rechterhalten werden kann. Das hier beschriebene biomi-
metische Modell tr�gt zum tieferen Verst�ndnis von biologi-
schen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen an gemischten
Lipid-Polymer-Membranen bei, die in ihrer lateralen Orga-
nisation und Mobilit�t durch Variation ihrer Zusammenset-
zung stufenlos abgestimmt werden kçnnen.

Experimentelles
Materialien und Methoden, die f�r diese Untersuchungen genutzt
wurden, werden in den Hintergrundinformationen n�her beschrie-
ben. Unter anderem werden dort die Synthese und Charakterisierung
des fluoreszenzmarkierten PIB-b-PEO-BCP 4 und Proteinbindungs-
studien an reinen DOPC-Vesikeln sowie an Hybridmembranen ge-
zeigt.

Die Herstellung von reinen Lipidvesikel sowie von Hybridvesi-
keln aus DPPC (2) und dem BCP PIB87-b-PEO17 (1) erfolgte durch
Elektroformation.[15, 24] Zur Visualisierung der erhaltenen Vesikel und
der Heterogenit�ten ihrer Membranen kamen verschiedene Mem-
branfarbstoffe (z.B. DiDC18, Rh-DHPE oder das fluoreszenzmar-
kierte BCP 4) zum Einsatz.

F�r die Oberfl�chenfunktionalisierung der gemischten Mem-
branen aus DPPC (2) und dem BCP 1 mit GM1-Lipiden (3) wurden
zu allen Lipid/Polymer-Zusammensetzungen zus�tzlich 0.1 Mol-% 3
gegeben. Die tern�ren Mischungen wurden aus Chloroformlçsungen
der Einzelbestandteile hergestellt, die unter Stickstoff eingetrocknet
und anschließend in einem definierten Lçsungsmittelvolumen auf-
genommen wurden (Endkonzentration 10 mgmL�1). Schließlich
wurden die Mischungen benutzt, um einen d�nnen Hybridfilm auf
optisch transparente Deckgl�ser, welche mit elektrisch leitendem
Indiumzinnoxid (ITO) beschichtet waren, aufzubringen. Um einen
gleichm�ßigen Film zu erzeugen, wurde ein Rotationsbeschichter
verwendet. Nach der Beschichtung der Deckgl�ser mit den jeweiligen
Mischungen wurden diese nach Art eines Kondensators im Abstand
von 2 mm in eine Flusskammer eingebaut. Zum Schluss erfolgte die

F�llung der Flusskammer mit einer Saccharoselçsung (96 mos-
molL�1) und der Start des Elektroformationsprozesses.[15]

Alle Untersuchungen zur Bindung zwischen Choleratoxin B
(CTB) und den GM1-funktionalisierten Liposomen (DPPC oder
DOPC) und Lipid-Polymer-Hybridvesikeln wurden bei Raumtem-
peratur (20 8C) unter Zugabe von 5 mg CTB, gelçst in 100 mL Sac-
charoselçsung, durchgef�hrt. F�r die unterschiedlichen Experimente
wurde die Proteinlçsung jeweils frisch hergestellt. Nach der Her-
stellung der GM1-funktionalisierten Vesikel durch Elektroformation
(bei 60 8C) wurden diese auf Raumtemperatur abgek�hlt und an-
schließend mit einem konfokalen Lasermikroskop untersucht, wobei
vor allem die Vesikelform und die Membranmorphologie erfasst
wurden. Nachdem der Ausgangszustand experimentell aufgezeichnet
war, wurden die unterschiedlichen Vesikellçsungen mit der Protein-
lçsung inkubiert und �ber mehrere Stunden beobachtet. Alle Prote-
inbindungsexperimente wurden mit dem fluoreszenzmarkierten
Choleratoxin B (selektiv angeregt bei 488 nm) durchgef�hrt.

Eingegangen am 25. Juni 2012,
ver�nderte Fassung am 13. August 2012
Online verçffentlicht am 28. Dezember 2012

.Stichwçrter: Blockcopolymere · Hybridmembranen ·
Proteinerkennung · Selbstorganisation · Vesikel

[1] T. Kunitake, Physical Chemistry of Biological Interfaces (Hrgs.:
A. Baszkin, W. Norde), Marcel Dekker, New York, 2000, S. 283.

[2] W. H. Binder, V. Barragan, F. M. Menger, Angew. Chem. 2003,
115, 5980; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 5802.

[3] D. E. Discher, A. Eisenberg, Science 2002, 297, 967.
[4] V. Malinova, S. Belegrinou, D. de Bruyn Ouboter, W. Meier,

Adv. Polym. Sci. , Springer, Berlin/Heidelberg, 2011.
[5] M. Schulz, A. Olubummo, W. H. Binder, Soft Matter 2012, 8,

4849.
[6] W. H. Binder, Angew. Chem. 2008, 120, 3136; Angew. Chem. Int.

Ed. 2008, 47, 3092.
[7] K. Simons, E. Ikonen, Nature 1997, 387, 569.
[8] K. Simons, E. Ikonen, Science 2000, 290, 1721.
[9] C. LoPresti, M. Massignani, C. Fernyhough, A. Blanazs, A. J.

Ryan, J. Madsen, N. J. Warren, S. P. Armes, A. L. Lewis, S.
Chirasatitsin, A. J. Engler, G. Battaglia, ACS Nano 2011, 5, 1775.

[10] L. Luo, A. Eisenberg, Angew. Chem. 2002, 114, 1043; Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1001.

[11] D. A. Christian, A. Tian, W. G. Ellenbroek, I. Levental, K.
Rajagopal, P. A. Janmey, A. J. Liu, T. Baumgart, D. E. Discher,
Nat. Mater. 2009, 8, 843.

[12] A. Olubummo, M. Schulz, B.-D. Lechner, P. Scholtysek, K.
Bacia, A. Blume, J. Kressler, W. H. Binder, ACS Nano 2012, 6,
8713.

[13] W. Meier, T. Ruysschaert, A. F. P. Sonnen, T. Haefele, M. Win-
terhalter, D. Fournier, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 6242.

[14] J. Nam, P. A. Beales, T. K. Vanderlick, Langmuir 2011, 27, 1.
[15] M. Schulz, D. Glatte, A. Meister, P. Scholtysek, A. Kerth, A.

Blume, K. Bacia, W. H. Binder, Soft Matter 2011, 7, 8100.
[16] M. Chemin, P.-M. Brun, S. Lecommandoux, O. Sandre, J.-F.

Le Meins, Soft Matter 2012, 8, 2867.
[17] M. Dyck, M. Lçsche, J. Phys. Chem. B 2006, 110, 22143.
[18] a) J. Korlach, P. Schwille, W. W. Webb, G. W. Feigenson, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 8461; b) C. H. Spink, M. D.
Yeager, G. W. Feigenson, Biochim. Biophys. Acta 1990, 1023, 25.

[19] S. Lauer, B. Goldstein, R. L. Nolan, J. P. Nolan, Biochemistry
2002, 41, 1742.

[20] A. T. Hammond, F. A. Heberle, T. Baumgart, D. Holowka, B.
Baird, G. W. Feigenson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005, 102,
6320.

1881Angew. Chem. 2013, 125, 1877 –1882 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1002/ange.200300586
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200300586
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200300586
http://dx.doi.org/10.1126/science.1074972
http://dx.doi.org/10.1039/c2sm06999g
http://dx.doi.org/10.1039/c2sm06999g
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200800269
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200800269
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200800269
http://dx.doi.org/10.1038/42408
http://dx.doi.org/10.1126/science.290.5497.1721
http://dx.doi.org/10.1021/nn102455z
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20020315)114:6%3C1043::AID-ANGE1043%3E3.0.CO;2-P
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20020315)41:6%3C1001::AID-ANIE1001%3E3.0.CO;2-Q
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20020315)41:6%3C1001::AID-ANIE1001%3E3.0.CO;2-Q
http://dx.doi.org/10.1038/nmat2512
http://dx.doi.org/10.1021/nn3023602
http://dx.doi.org/10.1021/nn3023602
http://dx.doi.org/10.1021/la103428g
http://dx.doi.org/10.1039/c1sm05725a
http://dx.doi.org/10.1039/c2sm07188f
http://dx.doi.org/10.1021/jp056697y
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.96.15.8461
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.96.15.8461
http://dx.doi.org/10.1021/bi0112816
http://dx.doi.org/10.1021/bi0112816
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0405654102
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0405654102
http://www.angewandte.de


[21] K. Bacia, D. Scherfeld, N. Kahya, P. Schwille, Biophys. J. 2004,
87, 1034.

[22] K. Bacia, P. Schwille, Methods Mol. Biol. 2007, 398, 73.
[23] K. Bacia, P. Schwille, T. Kurzchalia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

2005, 102, 3272.

[24] Die Methode der Elektroformation wurde zuerst von der
Gruppe um Angelova im Jahre 1986 beschrieben: M. I. Angel-
ova, D. S. Dimitrov, Faraday Discuss. Chem. Soc. 1986, 81, 303.

.Angewandte
Zuschriften

1882 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 1877 –1882

http://dx.doi.org/10.1529/biophysj.104.040519
http://dx.doi.org/10.1529/biophysj.104.040519
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-59745-513-8_7
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0408215102
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0408215102
http://dx.doi.org/10.1039/dc9868100303
http://www.angewandte.de

