Angewandte

Chemie

GDCh

S N 4 Forschungsartikel

www.angewandte.org

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2025, €202423784

T TANANA T Very Important Paper

Monolagen-Spezifische Struktur und Dynamik von Oberflachen- und

doi.org/10.1002/anie.202423784

Polymer-Gestiitzten Lipiddoppelschichten

Narain Karedla, Falk Schneider, Jorg Enderlein,* und Tao Chen*

e

~

Kurzzusammenfassung: Polymergestiitzte oder polymergekoppelte (polymer tethered) Lipid-Doppelschichten dienen als
vielseitige Modellsysteme fiir die Struktur und Dynamik von Plasmamembranen, doch der Einfluss der Polymerkopplung
auf die Eigenschaften der Lipid-Doppelschichten blieb bisher weitgehend unberiicksichtigt. In dieser Studie stellen wir
eine neuartige Methodik vor, namlich eine Kombination aus Graphen-induziertem Energietransfer (GIET) mit Line-Scan-
Fluoreszenz-Lebensdauer-Korrelationsspektroskopie (ISFLCS), um die strukturellen und dynamischen Eigenschaften von
Lipid-Doppelschichten zu untersuchen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Polymerkopplung sowohl die strukturellen
Parameter, wie die Membranhohe iiber dem Substrat und die Membrandicke, als auch die dynamischen Eigenschaften,
einschlieBlich monolagen-spezifischer Diffusionskoeffizienten und der Kopplung zwischen den Monolagen, erheblich
beeinflussen. Diese Erkenntnisse verdeutlichen das komplexe Zusammenspiel zwischen Polymerunterlage und Lipid-
Doppelschicht. Mit der Messung der monolagen-spezifischen Diffusion und des Abstandes der beiden Monolagen vom
Substrat demonstriert diese Studie das Potenzial von GIET-ISFLCS fiir die Untersuchung von Membrandynamik und -
struktur. Diese Erkenntnisse sind wichtig fiir ein besseres Verstandnis und die Anwendung polymergekoppelter Membrane

in verschiedenen Forschungsbereichen.
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Einleitung

Biomembranen sind zusammengesetzt aus einer Vielzahl
essenzieller Proteine und Lipide, die fiir zellulire Funk-
tionen von entscheidender Bedeutung sind. Die komplexe
Zusammensetzung sowie die intrinsisch aktive, nicht im
Gleichgewicht befindliche Natur nativer Plasmamembranen
— angetrieben durch energieabhingige Prozesse wie Lipi-
drekrutierung, aktiven Transport und Restrukturierung des
Zytoskeletts — stellen jedoch erhebliche Herausforderungen
bei der Isolierung und Untersuchung ihrer einzelnen Kompo-
nenten dar. Gestiitzte Lipiddoppelschichten (Supported Lipid
Bilayers, SLBs) bieten eine wertvolle Bottom-up-Alternative,
dasie die Herstellung vereinfachter Membranmodelle ermog-
lichen, die mittels einer Vielzahl oberflichensensitiver Tech-
niken untersucht werden konnen.!! Zu diesen Techniken

zihlen Neutronenreflektometrie (NR),[>3] Rasterkraftmikro-
skopie (AFM),l*°l Oberflichenplasmonenresonanzspektro-
skopie (SPR),[478] elektrochemische Impedanzspektroskopie
(EIS)[* und Fluoreszenzmikroskopie.l'’>'8] Aufgrund ihrer
Vielseitigkeit haben sich SLBs als biomimetische Modellsys-
teme in einem breiten Spektrum biophysikalischer und biolo-
gischer Studien etabliert. Sie sind unverzichtbare Werkzeuge
zur Erforschung der Selbstorganisation und Dynamik von
Lipiden und Proteinen und liefern entscheidende Einblicke
in die damit verbundenen komplexen biologischen Prozesse.
SLBs bestehen aus zwei eng gekoppelten Monolagen
(Leaflets): die proximale Monolage, welche der festen
Unterlage zugewandt ist, und die distale Monolage auf
der gegeniiberliegenden Seite. Die proximale Monolage
ist durch eine 1-2 nm dicke Hydratationsschicht von der
Substratoberfliche getrennt. Diese Schicht wirkt als eine Art
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Gleitmittel und garantiert, dass die Lipide in einer fluiden
Phase verbleiben.['] Neuere experimentelle Untersuchungen
mit fluoreszent markierten Lipiden deuten jedoch darauf hin,
dass ein kleiner Lipid-Anteil im SLB transient an das Substrat
adsorbiert,!?’! was fiir eine korrekte Beschreibung der Lipid-
Dynamik in einem SLB beriicksichtigt werden muss.[120:2!]

Andererseits wird die distale Monolage durch die Wech-
selwirkung mit der proximalen Monolage beeinflusst — ein
wichtiger Faktor, der die Gesamtstruktur und Dynamik
einer Lipiddoppelschicht bestimmt.['>?>?4] Die unmittelbare
Nihe einer Lipiddoppelschicht zum festen Substrat erschwert
dariiber hinaus die Untersuchung von in SLBs integrierten
Membranproteinen. Unerwiinschte Wechselwirkungen mit
dem Substrat konnen die Funktion von Proteinen beeintréich-
tigen und in einigen Fillen sogar zu deren Denaturierung
fiihren.!'-20]

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, nutzen viele Stu-
dien ein weiches Polymer-“Kissen” zwischen der Membran
und dem festen Substrat, wodurch polymer-gestiitzte Lipid-
doppelschichten (p-SLBs) entstehen. Die Polymerschicht ver-
grofert den Abstand zwischen der proximalen Monolage und
dem Substrat, reduziert unerwiinschte Wechselwirkungen
zwischen Membranproteinen und Substrat und schafft damit
anndhernd physiologische Umgebungsbedingungen. Durch
die Herstellung einer flexiblen, hydratisierten Umgebung
verbessert das Polymerkissen die Mobilitdt von Membranpro-
teinen und Lipiden, bewahrt deren strukturelle Integritdt und
Funktionalitdt und ermoglicht die Untersuchung von mem-
branintegrierten und membranassoziierten Proteinen unter
Bedingungen, die ihrer natiirlichen biologischen Umgebung
nahekommen.!'>2>:27]

Wihrend Polymerkissen die Funktionalitit von SLBs
verbessern, indem sie direkte Wechselwirkungen mit dem
Substrat minimieren, kénnen sie auch unerwartete Veridn-
derungen der Dicke und der strukturellen Integritdt einer
Lipiddoppelschicht zur Folge haben, da Polymerketten in die
Doppelschicht eingebettet werden.[?3%! Solche durch Poly-
merkissen induzierte Anderungen der Doppelschichtdicke
sind von besonderem Interesse, da die optimale Funktion und
Positionierung vieler Membranproteine von der korrekten
Anordnung ihres hydrophoben Kerns in der hydropho-
ben Region der Lipiddoppelschicht abhingt.[3'-33] Daher ist
eine genaue Bestimmung der strukturellen und monolagen-
spezifischen dynamischen Eigenschaften von SLBs, insbe-
sondere in Gegenwart einer Polymerschicht, entscheidend
fir die Untersuchung von Membranproteinen und bio-
mimetischer Modellmembranen. Dabei ist eine simultane
Erfassung dieser Eigenschaften in einer einzigen Messung
wichtig fiir ein umfassendes Verstindnis des Verhaltens
von SLBs und dessen Auswirkungen auf die Funktionalitit
von Membranproteinen.

Obwohl in der Vergangenheit eine Vielzahl von Tech-
niken fiir die Untersuchung der strukturellen Eigenschaf-
ten von SLBs zur Anwendung kamen, wie zum Beispiel
rontgenbasierte Methoden,**] Reflektometrie oder Neutro-
nenreflexion (NR),33%] oder kontaktbasierte Verfahren wie
die Rasterkraftmikroskopie (AFM),*’! gibt es bisher nur
wenige Methoden fiir die monolagen-spezifische Untersu-
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chung der SLB-Dynamik. Die fiir die Untersuchung dyna-
mischer Eigenschaften von SLBs routineméfig verwendete
Methoden wie Einzelpartikel-Tracking,['>*¥] Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie (FCS),'*] oder zweidimensio-
nale Fluoreszenz-Lebenszeit-Korrelationsspektroskopie (2D
FLCS)[! weisen verschiedene methodenspezifische Ein-
schrankungen auf. So ist beispielsweise das Einzelpartikel-
Tracking fiir die Messung schneller Diffusion in Doppel- oder
Monoschichten nur bedingt geeignet, da dieses Verfahren
nur schwer schnell diffundierenden Lipiden folgen kann.['7]
FCS und 2D FLCS koénnen, zusammen mit selektiver
Fluoreszenz-Loschung in der distalen Monolage durch
Zugabe dynamischer Quencher in der dariiber befindli-
chen Losung, monolagen-spezifische Dynamiken erfassen.[*]
Allerdings erfordert diese Methode millimolare Konzen-
trationen von Quenchern, die die chemische Umgebung
der Lipide verdndern und potenziell das Membranverhal-
ten beeinflussen. Dariiber hinaus liefern diese dynamischen
Messungen in der Regel keine strukturellen Informationen,
wodurch ein ganzheitliches Verstdndnis von SLB-Systemen
eingeschrinkt ist.

In der hier vorliegenden Arbeit stellen wir eine neue
Untersuchungsmethode, die Kombination aus Graphen-
induziertem Energietransfer (GIET) mit Line-Scan-Fluo-
reszenz-Lebenszeit-Korrelationsspektroskopie (ISFLCS), vor.
Diese Kombination ermoglicht die simultane Messung
struktureller und dynamischer Eigenschaften in polymer-
gestiitzten Lipiddoppelschichten (p-SLBs) und iiberwindet
damit bisherige Einschrinkungen existierender Methoden.

In fritheren Arbeiten konnten wir zeigen, dass GIET
die Dicke eines SLB sowie die der Hydratationsschicht in
Abhingigkeit von der Lipidzusammensetzung mit Angstrém-
Genauigkeit messen kann.['>##] In einer weiteren aktuellen
Studie hatten wir GIET mit FCS kombiniert, um Fluk-
tuationen von Modell- und Organellmembranen mit einer
rdumlichen Auflésung von Nanometern und einer zeitlichen
Auflésung von Millisekunden quantitativ zu messen.[*}] In
einer anderen Arbeit wurde die Fluoreszenz-Lebenszeit-
Korrelationsspektroskopie (FLCS) genutzt, um schnelle Kon-
formationsdnderungen in einem fluoreszenten Protein zu
messen, namlich die Rotationsisomerisierung einer Amino-
sdure in direkter Nihe zum Chromophor des Proteins.[*+43]

In der vorliegenden Arbeit erweitern wir diese Methoden
durch die Kombination mit ISFLCS, was — im Gegen-
satz zur Punktanregung in FCS und 2D FLCS - eine
prézise und kalibrationsfreie Bestimmung der monolagen-
spezifischen Lipiddiffusion in statistisch relevanter Weise
ermoglicht. Dies wird durch wiederholtes lineares Scannen
des Anregungsfokus erreicht, wodurch ISFLCS Diffusions-
prozesse iiber eine grofere Fliche messen kann und damit
die Datenstatistik verbessert wird. Dariiber hinaus erlaubt
das genaue und kontrollierte Linien-Scannen eine exakte
Bestimmung der GroBe des Anregungsfokus, ohne dass
zusitzliche Kalibrierungsmessungen wie bei herkommlichem
Punkt-FCS erforderlich sind.

Zuerst validierten wir unser GIET-ISFLCS-Verfahren mit
Messungen an Lipiddoppelschichten auf einem festen Sub-
strat (s-SLBs) ohne Polymerunterstiitzung. Die kombinierte
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Abbildung 1. GIET-IsFLCS-Messung an einem SLB zur Bestimmung der Doppelschichtdicke und monolagen-spezifischen Diffusion. a) Schematische
Darstellung des experimentellen Aufbaus, die die Positionierung des s-SLB auf einem Graphen-Substrat mit einer 10 nm dicken Silica-Schicht
veranschaulicht. Die Grafik zeigt das lineare und wiederholte Scannens des konfokalen Volumens mit konstanter Geschwindigkeit iiber die
Membran. b) Fluoreszenzabklingkurve von Atto655-DPPE im SLB, aufgetragen in Abhéngigkeit von der Entfernung von der Oberfliche. Die
Berechnung gilt fiir einen einzelnen Emitter mit einer Emissionswellenlinge von 680 nm, einer Lebensdauer von 2.6 ns und einer Quantenausbeute
von 0.36. c) Gemessene Fluoreszenzlebenszeitkurve fiir einen fluoreszenzmarkierten SLB auf einem Graphen-Substrat. Die Daten wurden mit
monoexponentiellen (griin) und biexponentiellen (braun) Zerfallsmodellen gefittet, wobei das obere Bild die Fit-Residuen zeigt. d) Berechnete
Autokorrelationsfunktion fiir die proximale Monolage (links) mit dem entsprechenden Fit (Mitte) und den Residuen (rechts). e) Analoges Ergebnis
fiir die distale Monolage mit der gleichen Bedeutung wie in (d). f) Histogramme der Diffusionskoeffizienten fiir die proximale und distale Monolage
des SLBs (N =161 fiir jedes Histogramm). Alle Werte wurden durch abschnittsweise Berechnung der Autokorrelationsfunktionen bestimmt und
zeigen die unterschiedlichen Diffusionsdynamiken in den beiden Monolagen.

GIET-ISFLCS-Technik ermdoglichte dabei die simultane der strukturellen und dynamischen Eigenschaften dieser

Bestimmung wichtiger Parameter wie den Abstand der komplexen Systeme beitrégt.

Doppelschicht vom Substrat, die Dicke der Doppelschicht,

sowie die monolagen-spezifischen Diffusionskoeffizienten.

Diese erste Validierung bildete die Grundlage fiir unsere

folgenden Untersuchungen von polymer-gestiitzten Lipid-  Ergebnisse und Diskussion

doppelschichten (p-SLBs). Dabei konzentrierten wir uns

auf drei hdufig verwendete Polyethylenglykol-(PEG)-basierte  Der experimentelle Aufbau zur Durchfiihrung von GIET-

SLBs, welche unterschiedliche Strategien nutzen, um die  und ISFLCS-Messungen an SLBs ist in Abbildung 1la

Lipiddoppelschichten entweder liber die PEG-Ketten direkt = dargestellt. Zur Validierung der Methode haben wir sie

an die Oberfliche zu verankern oder diese iiber einem  zunidchst auf eine Lipiddoppelschicht auf einem festen

Polymerkissen zu stabilisieren. Substrat (s-SLB) ohne Polymerunterstiitzung angewendet.
Wir verwendeten unsere Methode, um die Struktur Dieser s-SLB bestand aus reinem Dioleoylphosphatidyl-

und Dynamik solcher PEG-gestiitzten Lipiddoppelschichten  cholin (DOPC), gemischt mit einer geringen Konzentra-

umfassend zu untersuchen. Unsere Ergebnisse zeigen den  tion von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin

Einfluss der PEG-Ketten auf die strukturellen Eigenschaften = (DPPE-Atto655) als Lipide, deren Kopfgruppen fluores-

der Doppelschicht sowie auf das Diffusionsverhalten der  zenzmarkiert sind. Der SLB wurde mittels Vesikelfusion

einzelnen Monolagen. Dadurch werden wertvolle Einblicke  auf einem GIET-Substrat pripariert, welches seinerseits aus

in das Zusammenspiel zwischen PEG-Ketten und Lipiddop-  einer mit einer 10 nm dicken Silicaschicht iiberschichteten

pelschichten geliefert, was zu einem besseren Verstidndnis  Graphenschicht auf einem Standard-Deckglas besteht.
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Fiir unsere Experimente verwendeten wir ein konfokales
Laserscanning-Mikroskop mit einer schnellen Galvo-Scan-
Einheit, gepulsten Lasern und einer Elektronik zur zeit-
korrelierten Einzelphotonenzdhlung (Time-Correlated Single
Photon Counting bzw. TCSPC). Fir Messungen wurde
der Laser-Anregungsfokus wiederholt mit einer konstanten
Geschwindigkeit von 0.02 m/s entlang einer Linie iiber den
SLB auf dem GIET-Substrat gescannt (Pfadlange: 5 um). Die
TCSPC-Einheit registrierte dabei die zeitliche Verzégerung
der detektierten Fluoreszenzphotonen relativ zu den Laser-
Anregungspulsen.

Die Graphenschicht (~ 0.5 cm x 0.5 cm, Abbildung
S1 und Abbildung S2), die zwischen einem Standard-
Deckgldschen und einer diinnen Silica-Schicht von 5 nm
oder 10 nm eingebettet ist, 16scht graduell die Fluoreszenz
benachbarter Farbstoffmolekiile. Diese Fluoreszenzldschung,
sowohl in Intensitdt als auch in Lebensdauer, wird durch
den Energietransfer vom angeregten Zustand des Fluo-
rophors zu Elektron-Loch-Paaren im Graphen verursacht
und ist stark abstandsabhingig.['>#'*?] Die Nahfeldkopp-
lung zwischen einem fluoreszierenden Farbstoffmolekiil und
dem GIET-Substrat kann mit einem semi-klassischen elek-
trodynamischen Modell berechnet werden, welches bereits
in fritheren Studien beschrieben und validiert wurde.[46]
Innerhalb des SLBs ist die Fluoreszenzlebensdauer von
Farbstoffen an Lipidkopfgruppen in der proximalen Mono-
lage — die sich also ndher am Graphen befinden — deutlich
kiirzer als die von Farbstoffen an Lipidkopfgruppen in der
distalen Monolage, welche weiter vom Graphen entfernt
sind.[414]

Wir berechneten die distanzabhingigen Fluoreszenzle-
bensdauern der Farbstoffmolekiile in der unteren und oberen
Monolage, indem wir den Brechungsindex aller Medien und
der Lipiddoppelschicht, die Dicke und Brechungsindizes des
geschichteten GIET-Substrats, sowie die Quantenausbeute
und das Emissionsspektrum der Farbstoffmolekiile beriick-
sichtigten. Dabei nahmen wir an, dass die Doppelschicht
als ein 5 nm dickes dielektrisches Material mit einem Bre-
chungsindex von 1.46[“’] behandelt werden kann. Die damit
berechnete Abhéngigkeit der Fluoreszenzlebensdauer von
Farbstoffmolekiilen in der proximalen und distalen Monolage
als Funktion der Entfernung von der Oberfliche wird als
GIET-Kalibrationskurve bezeichnet.

Abbildung 1b zeigt die fiir DPPE-Atto655 berechnete
GIET-Kalibrationskurve, welche in den SLB-Experimenten
dieser Studie verwendet wurde. In einem s-SLB auf einem
reinen Glas-Substrat hat der Farbstoff Atto655 eine mono-
exponentielle Fluoreszenzlebensdauer von 2.6 ns und eine
Quantenausbeute von 0.36 (Abbildung S3).*! Die Orientie-
rung des Emissions-Ubergangsdipols des Farbstoffs wurde —
basierend auf fritheren Messungen — als parallel zum SLB
angenommen. 94!

Das modellierte GIET-Substrat besteht aus einer auf Glas
aufgebrachten Graphenschicht mit einer Dicke von 0.34 nm
und einem Brechungsindex von 2.77 + 1.41i (bei einer Emis-
sionswellenldnge von 680 nm) und einer dariiber befindlichen
5 nm dicken Silicaschicht (Brechungsindex = 1.46). Der
dariiberliegende Halbraum wurde als aus Wasser bestehend
angenommen (Brechungsindex = 1.33). Zur Vereinfachung
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der Berechnung der GIET-Kalibrationskurven nahmen wir
an, dass ein SLB eine Dicke von 5 nm hat, was ndherungs-
weise seiner tatsdchlichen Dicke entspricht. Abweichungen
von £1 nm in der tatséchlichen Dicke fithren zu Lebensdau-
erdnderungen von weniger als 0.2 %, was im Vergleich zur
experimentellen Messgenauigkeit vernachldssigbar ist und
daher ignoriert werden kann.

Aus den Linescan-Messungen wurden TCSPC-
Histogramme berechnet und mit einer biexponentiellen
Zerfallskurve gefittet, wie in Abbildung 1c gezeigt. Fir
die statistische Analyse teilten wir die in jeder Messung
registrierten Photonen (mit mehr als 10° Photonen pro
Probe) in kleinere Datensitze von jeweils 107 Photonen auf.
Aus diesen Datensétzen berechneten wir TCSPC-Kurven und
fitteten sie mit einem biexponentiellen Zerfallsmodell, um
separate Lebensdauerwerte fiir jede Monolage zu erhalten
(sieche Abbildung S4 und Abbildung S5 in den Supporting
Information).

Die gefitteten Werte fiir die Fluoreszenzlebensdauern
betrugen 7, = 0.99 £ 0.1 ns und 7; = 1.83 &+ 0.2 ns und
entsprechen den Fluoreszenzlebensdauern von Farbstoffen
in der proximalen und distalen Monolage. Die kiirzeren
Lebensdauern der Farbstoffe in der proximalen Monolage
resultieren aus deren groBeren Néahe zur Graphenschicht.
Mithilfe der GIET-Kalibrationskurve wurden diese Lebens-
dauerwerte in Hohenwerte umgewandelt. Basierend auf
den Fluoreszenzlebensdauern schitzten wir die Dicke des
s-SLB auf 5.0 £+ 0.08 nm und die Dicke der darunter-
liegenden Hydratationsschicht auf 1.3 £ 0.3 nm, was mit
friiheren Rasterkraftmikroskopie-Messungen iibereinstimmt,
welche einen Kopfgruppe-zu-Kopfgruppe-Abstand von 4.6 £
0.2 nm ergaben.[*®! Es sei darauf hingewiesen, dass die hier
bestimmte Doppelschichtdicke die Entfernung zwischen den
Farbstoffpositionen in der proximalen und distalen Monolage
darstellt. Diese Distanz ist grofer als der Kopfgruppe-zu-
Kopfgruppe-Abstand, da sowohl die endliche Linkerldnge
als auch die GroBe der Farbstoffmolekiile beriicksichtigt
werden miissen.

Anschlieend wurden die beiden monoexponentiellen
Komponenten der biexponentiellen Fluoreszenzabkling-
kurven genutzt, um Filterfunktionen zur Berechnung
von lebensdauerspezifischen raum-zeitlichen Fluoreszenz-
Korrelationskarten zu erhalten (siche Abbildung S6 in der
Supporting Information), wie in Abbildung 1d dargestellt
und in der Supporting Information n#her erldutert. Kurz
gesagt bilden diese Filterfunktionen eine orthonormale
Basis fiir Fluoreszenz-Zerfallsmuster: Werden sie Bin
fir Bin mit den Fluoreszenzabklingkurven multipliziert
und dann aufsummiert, ist das Ergebnis entweder Eins
oder Null - abhéngig davon, ob die Filterfunktion zum
gegebenen Fluoreszenzzerfall korrespondiert oder nicht.[*]
Werden diese Filterfunktionen vor der Berechnung
der Korrelationsfunktionen auf die TCSPC-Bins der
registrierten Photonen angewendet, resultieren daraus zwei
unterschiedliche raum-zeitliche Autokorrelationsfunktionen
gii(x,t) — eine fiir jede Lebensdauersignatur ii = 1,2 (siehe
Experimental Methods, GI. 3, Supporting Information).

In Abbildung 1d,e zeigt die x-Achse die rdumliche
Korrelationssvariable, widhrend die y-Achse die diskrete
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Korrelationszeit ¢ angibt. Die raum-zeitlichen Autokorre-
lationsfunktionen beschreiben die Wahrscheinlichkeit, ein
Photon von einem Molekiil an der Position x zum Zeit-
punkt ¢ zu detektieren, wenn zuvor ein Photon desselben
Molekiils an der Position x = 0 und zur Zeit t = 0 registriert
wurde. Die Abhéngigkeit dieser Autokorrelationsfunktionen
(Abbildung 1d,e) von der rdumlichen Korrelationsvariablen
x wird durch die GroBe und Form des Anregungsfokus
bestimmt, wihrend der Zerfall und die Verbreiterung der
zeitlichen Korrelation mit der Zeit ¢ durch die laterale
Diffusion der Molekiile bestimmt wird. Wie aus Abbildung le
ersichtlich, zerfillt die Autokorrelationsfunktion der ldnge-
ren Fluoreszenzlebensdauer (bei rdaumlichem Versatz = 0)
signifikant schneller als die Autokorrelationsfunktion der
kiirzeren Fluoreszenzlebensdauer. Dies deutet auf einen lang-
sameren Diffusionskoeffizienten der Lipide in der proximalen
Monolage hin.

Der Fit jeder Autokorrelationsfunktion mit einem zwei-
dimensionalen Scan-und-Diffusionsmodell ermoglichte die
Bestimmung der Diffusionskoeffizienten fiir beide Mono-
lagen (Abbildung 1d.e).’") Diese Analyse liefert wertvolle
Einblicke in das unterschiedliche Diffusionsverhalten in
der proximalen und distalen Monolage in einer gestiitz-
ten Lipiddoppelschicht. Wir wandten die gleiche wie oben
beschriebene statistische Methode an, um raum-zeitliche
Korrelationskarten aus Photonensitzen mit jeweils 107 Pho-
tonen zu generieren. Der Diffusionskoeffizient der mar-
kierten Lipide in der distalen Monolage wurde zu 1.95 +
0.12 pum?/s bestimmt, was mehr als achtmal schneller ist
als der Wert in der proximalen Monolage, welcher zu
0.23 £ 0.06 um?/s gemessen wurde (Abbildung 1f). Dieser
signifikante Unterschied in den Diffusionskoeffizienten ver-
deutlicht die unterschiedlichen mobilen Eigenschaften der
Lipidmolekiile in den einzelnen Monolagen und unterstreicht
den erheblichen Einfluss der Substratwechselwirkung auf die
proximale Monolage. Diese Wechselwirkungen behindern die
Lipiddiffusion in der proximalen Monolage erheblich, im
Unterschied zur distalen Monolage.

Nachdem wir erfolgreich zeigen konnten, dass GIET-
ISFLCS zur simultanen Messung der Doppelschichtdicke
und monolagen-spezifischen Diffusion in s-SLBs verwendet
werden kann, nutzten wir unsere Methode als nichstes
zur Untersuchung verschiedener p-SLB-Systeme. Unsere
Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf drei bereits
in fritheren Studien umfangreich verwendete Arten von
PEG-modifizierten Lipiddoppelschichten:[!2>27]

1. Lipid-PEGylierte gestiitzte Lipiddoppelschicht (I-
PEG-SLB) (Abbildung 2a):°>>*1 Dieses System wurde
durch die Fusion von PEGylierten Liposomen auf einem
GIET-Substrat erzeugt. Die Liposomen bestanden aus
DOPC und einem Anteil von 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglykol)-2000]
(PEG2000-PE), wobei die linearen PEG-Ketten direkt an die
Lipidkopfgruppen gebunden sind. Dadurch bildet sich eine
PEG-Schicht unter der Membran, ohne dass die einzelnen
PEG-Ketten kovalent an das Substrat gebunden sind. Wir
analysierten 1-PEG-SLBs mit unterschiedlichen Anteilen an
PEG2000-PE, um zu untersuchen, wie die PEG-Dichte die
Membraneigenschaften beeinflusst.
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Abbildung 2. Schema der drei untersuchten Arten von p-SLBs.
a) I-PEG-SLB. b) t-PEG-SLB. c) PEG-c-SLB.

2. Tethered-PEGylierte gestiitzte Lipiddoppelschicht (t-
PEG-SLB) (Abbildung 2b): In diesem System wurden die
PEG-Ketten iiber NH,-PEG2000-PE kovalent an die Silica-
Oberflache auf dem GIET-Substrat gebunden. Im Gegensatz
zur 1-PEG-SLB sind die terminalen Aminogruppen der
PEG-Ketten in der t-PEG-SLB chemisch an die Oberfldche
gebunden,[>>*°] was eine stabilere Verankerung garantiert
aber potenziell das Membranverhalten verdndert.

3. PEG-gepolsterte Lipiddoppelschicht (PEG-c-SLB)
(Abbildung 2c):"¥] Diese Doppelschicht wurde durch
Ablagerung von Lipidvesikeln auf einem GIET-Substrat
erzeugt, welches vorher mit einer PEG-Biirste (PEG-Brush)
modifiziert wurde. Diese Biirste wurde durch kovalente
Anbindung eines Endes von aminfunktionalisierten
PEG(2000)-Polymeren an das Substrat hergestellt, wobei
das andere Ende mit Palmitinsdureresten verkoppelt wurde.
Diese Anordnung schafft eine weiche, gepolsterte Zwischen-
schicht zwischen der Doppelschicht und dem Substrat,
wodurch direkte Lipid-Substrat-Wechselwirkungen reduziert
werden.

Es ist wichtig anzumerken, dass fiir alle drei SLB-
Systeme PEG-Ketten mit identischen Molekulargewichten
(MW = 2000) verwendet wurden. Unsere Untersuchung
zielte darauf ab, drei wichtige Figenschaften dieser p-SLBs
und s-SLBs zu vergleichen: die Membranhoche iiber dem
Substrat (der Abstand zwischen der proximalen Monolage
und der Silica-Oberfliche), die Membrandicke, und die
monolagen-spezifischen Diffusionskoeffizienten.

Die strukturellen und dynamischen Eigenschaften von
I-PEG-SLBs werden mafgeblich durch die PEG2000-PE-
Konzentration innerhalb der Doppelschicht beeinflusst.[>]
Um das System zu optimieren, ermittelten wir zuné4chst die
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Abbildung 3. Struktur und Dynamik von |-PEG-SLBs in Abhingigkeit von
der PEG2000-PE-Konzentration. a) Veranderungen der Dicke und Hohe
von |-PEG-SLBs als Funktion der PEG2000-PE-Konzentration. Zur
besseren Veranschaulichung sind auch Least-Squares-Fits parabolischer
Kurven an die Daten gezeigt. Diese Fits dienen dazu, den allgemeinen
Trend der Abhangigkeit von Dicke/H6he von der PEG-Konzentration zu
veranschaulichen, implizieren jedoch keine tatsichliche physikalische
quadratische PEG-Konzentrationsabhingigkeit.

b) Diffusionskoeffizienten in der proximalen und distalen Monolage in
Abhingigkeit von der PEG2000-PE-Konzentration. Die Fehlerbalken
stellen Standardabweichungen dar. Die Zahlenwerte sind in Tabelle S1
aufgefiihrt. c) Schematische Darstellung der durch die freistehende
Geometrie verursachten Dicken-Verkleinerung. d) Schematische
Darstellung des potenziell durch Polymer-Clustering verursachten
lokalen Entkopplungseffekts.

ideale PEG2000-PE-Konzentration, indem wir die Struk-
tur und Diffusion von I-PEG-SLBs mit unterschiedlichen
PEG2000-PE-Konzentrationen charakterisierten (Abbildung
S7, Supporting Information). Abbildung 3a zeigt die Bezie-
hung zwischen der Dicke eines -PEG-SLB und der Hohe
seiner proximalen Monolage in Abhidngigkeit von der
PEG2000-PE-Konzentration. Bemerkenswerterweise stellten
wir fest, dass die Membranhohe der I-PEG-SLBs nicht
von der PEG2000-PE-Konzentration abhing und durchgéngig
etwa 3 nm betrug. Unsere Ergebnisse stimmen mit fritheren
Studien iiberein, die von einer ungefihren Hohe von 4 nm fiir
1-PEG-SLBs mit ca. 15 Gew.-% PEG2000-PE berichteten.[>?]
In unseren Experimenten untersuchten wir einen PEG2000-
PE-Konzentrationsbereich von 0 Gew.-% bis 30 Gew.-%, da
hohere Konzentrationen die Vesikelruptur auf der Oberflache
verhinderten (Abbildung S8, Supporting Information). Zum
Vergleich sei angemerkt, dass ein s-SLB eine Hydratations-
schicht von 1.3+ 0.1 nm Dicke zwischen der proximalen
Monolage und dem Substrat aufweist.

Die tiiber verschiedene PEG2000-PE-Konzentrationen
hinweg gleichbleibenden Membranhohen von 1-PEG-SLBs
stellen eine bemerkenswerte Anomalie dar, die von her-
kommlichen Erwartungen abweicht. Typischerweise ist der
Abstand zwischen den PEG-Ankerpunkten deutlich groer
als der PEG-Gyrationsradius wenn PEG-Ketten mit gerin-
ger Oberflaichenkonzentration angebunden werden. Dadurch
werden laterale Wechselwirkungen minimiert und die Ketten
nehmen isolierte, globuldire Konformationen an, welche fiir
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liegt.>*1 Die fehlende Hohenéinderung in unserem System
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die PEG-Ketten
nicht kovalent an das Substrat gebunden sind.

In 1-PEG-SLBs, in denen PEG-Ketten an Lipidmole-
kiile gebunden sind, konnte die laterale Mobilitdt sowohl
von PEG2000-PE als auch der Lipide innerhalb der fle-
xiblen Membran denjenigen Kriften entgegenwirken, die
fiir eine vertikale Kettenausrichtung erforderlich wiren.
Bemerkenswerterweise zeigten frithere Studien, dass selbst
bei PEG2000-PE-Konzentrationen von bis zu 5 mol% (etwa
20 Gew.-%) die Diffusion der PEG2000-PE-Molekiile nur um
die Hilfte reduziert war.53] Dieses Verhalten widerspricht
herkommlichen Modellen der PEG-Kettenwechselwirkungen
und deutet darauf hin, dass zusétzliche Einflussfaktoren eine
Rolle spielen konnten, wie etwa spezifische Wechselwirkun-
gen zwischen PEG-Ketten, Lipiden und dem Substrat.

Wihrend die Membranhohen iiber weite PEG2000-
PE-Konzentrationen hinweg konstant blieben, fiihrte ein
niedrigerer PEG-PE-Gehalt (im Bereich von 1 Gew.-%
bis 3.5 Gew.-%) zu einer reduzierten Doppelschichtdicke
(Abbildung 3a). Zum Beispiel ist bei 3.5 Gew.-% PEG2000-
PE die Dicke der Doppelschicht (4.4 + 0.4 nm) um etwa
0.6 nm geringer als die eines s-SLBs (5.0 + 0.08 nm). Das
konnte durch Verdnderungen in der Lipid-Packungsdichte
verursacht sein,[>*! welche zur Bildung von ,,freistehenden*
Lipiden fithren konnte — ein charakteristisches Merkmal
des ,,Pilz*-Regimes (Abbildung 3c). Dariiber hinaus konnte
bei hoher PEG-Kettendichte die gleichméBige Verteilung
der PEG-Ketten auf beiden Seiten der Doppelschicht zu
einer Entkopplung beider Monolagen fiihren,[®!] was zu
der beobachteten Zunahme der Doppelschichtdicke bei den
20 Gew.-% und 30 Gew.-% PEG2000-PE-Proben beitrégt
(Abbildung 3d).

Im weiteren bestimmten wir die Diffusionskoeffizi-
enten fir die proximale (D xima) und distale (Dgisar)
Monolagen in allen I-PEG-SLBs (Abbildung 3b). Auf-
fallig war, dass in allen Proben die distalen Monolagen
nahezu identische Diffusionskoeffizienten aufwiesen, wel-
che durchgehend grofler waren als die der proximalen
Monolagen. Allerdings zeigten die proximalen Monolagen
ein unterschiedliches Verhalten in Abhédngigkeit von der
PEG2000-PE-Konzentration. Im Bereich von 1 Gew.-% bis
3.5 Gew.-% PEG2000-PE wiesen die proximalen Monolagen
eine schnelle Diffusion mit Diffusionskoeffizienten &hnlich
denen der distalen Monolagen auf (Dgigq ~ 1.4 pm?/s). Im
Gegensatz dazu waren die D ,ima-Werte in -PEG-SLBs
mit héheren PEG2000-PE-Konzentrationen (5 Gew.-% bis 20
Gew.-%) deutlich niedriger und dhnelten denen von s-SLBs
(~ 0.2 um?/s).
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Abbildung 4. Struktur und Dynamik verschiedener SLBs. a) Dicke und Hohe von vier verschiedenen SLBs. b) Diffusionskoeffizienten in den
proximalen und distalen Monolagen fiir die vier SLBs. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. Die Zahlenwerte sind in Tabelle S1 aufgefiihrt.

Interessanterweise zeigte die 1-PEG-SLB-Membran mit
30 Gew.-% PEG2000-PE eine im Vergleich zu den anderen
Proben verringerte Lipidmobilitét in der distalen Monolage.
Die beobachteten Unterschiede in der Diffusion innerhalb
der proximalen Monolage korrespondieren zu den Anderun-
gen der Membrandicke bei unterschiedlichen PEG2000-PE-
Konzentrationen. Die langsamere Diffusion in I-PEG-SLBs
mit hoheren PEG2000-PE-Konzentrationen deutet auf starke
Wechselwirkungen zwischen proximalen Lipiden und den
PEG-Ketten hin. Im Gegensatz dazu wiesen 1-PEG-SLBs
mit niedrigeren PEG2000-PE-Konzentrationen (1 Gew.-%
bis 3.5 Gew.-%) deutlich geringere Wechselwirkungen mit der
Polymerlage auf. Unsere Ergebnisse einer reduzierten Mobi-
litdt in - PEG-SLBs stimmen mit fritheren FRAP-Messungen
iiberein.[>3621

Basierend auf diesen Beobachtungen wihlten wir I-
PEG-SLBs mit 2.5 Gew.-% PEG-PE (bezeichnet als 2.51-
PEG-SLB) fiir den weiteren Vergleich mit anderen SLBs,
bei denen PEG-Ketten an der Oberfliche verankert sind
(Abbildung 2). Des Weiteren verwendeten wir GIET-ISFLCS,
um die strukturellen Eigenschaften und die monolagen-
spezifische Diffusion von t-PEG-SLB- und PEG-c-SLB-
Membranen umfassend zu untersuchen und einen direkten
Vergleich mit anderen SLBs vorzunehmen (Abbildung 4).

Wie in Abbildung 4a dargestellt, wiesen sowohl t-PEG-
SLBs als auch PEG-c-SLBs dhnliche Membrandicken wie
SLBs ohne Polymer auf. Allerdings waren ihre Membranho-
hen deutlich groBer als die von s-SLBs und 2.51-PEG-SLBs:
Die proximale Monolage der t-PEG-SLBs hatte eine Hohe
von 8540.1 nm, wihrend dieser Wert fiir PEG-c-SLBs
6.2 £ 0.3 nm betrug. Diese vergroBBerte Hohe ist auf das
Vorhandensein von PEG-Ketten zuriickzufiihren, die an die
feste Oberfliche gebunden sind und ein ,,Biirsten‘-Regime
(brush regime) bilden.

Der beobachtete Hohenunterschied zwischen I-PEG-
SLBs und t-PEG-SLBs stimmt mit fritheren Ergebnissen
aus Neutronen- und Rontgenreflexionsmessungen iiberein,
die von Watkins et al. berichtet wurden.!’] Thre Studie
zeigte, dass die Membranhohe von 1-PEG-SLBs der von s-
SLBs dhnelt, wihrend t-PEG-SLBs etwa 7 nm iiber der
Oberflache liegen, wenn die terminalen Enden der Lipopo-
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lymere am Substrat verankert sind. Sie fithrten das Fehlen
einer Hohenzunahme in 1-PEG-SLBs darauf zuriick, dass
sich alle Lipopolymere in die obere Monolage umvertei-
len, sodass kein Polymerkissen unterhalb der Doppelschicht
verbleibt. Im Gegensatz dazu zeigen unsere Messungen
eine Erhohung der Membranhohe um 1 nm sowie eine
erhohte Diffusion in I-PEG-SLB bei niedriger Lipopolymer-
Konzentration, was darauf hindeutet, dass sich doch einige
Lipopolymere unterhalb der Doppelschicht befinden. Hin-
sichtlich der monolagen-spezifischen Diffusionskoeffizienten
(Abbildung 4b) zeigten sowohl die t-PEG-SLBs als auch die
PEG-c-SLBs eine deutlich schnellere Diffusion im Vergleich
zu 1-PEG-SLBs und s-SLBs — sowohl in der proximalen als
auch der distalen Monolage.

Die vergleichsweise langsame Diffusion in der distalen
Monolage der 1-PEG-SLBs konnte auf Wechselwirkungen
zwischen den distalen Lipiden und den PEG(2000)-Ketten
zuriickzufiihren sein. Obwohl alle untersuchten Membranen
aus DOPC-Lipiden bestanden, zeigen die Unterschiede in
den D,iuu-Werten zwischen den verschiedenen SLBs, dass
das Verhalten der distalen Monolagen nicht unbeeintrachtigt
ist. Vielmehr kommt es zu einer signifikanten Durchmi-
schung und Kopplung zwischen den Monolagen, bei der die
Eigenschaften einer Monolage die der gegeniiberliegenden
Monolage erheblich beeinflussen.[12-226463]

Molekulardynamik-Simulationen bestétigen eine erhebli-
che Durchmischung zwischen den Monolagen und schétzen,
dass in DOPC-Doppelschichten etwa 71 % der Lipide an
einem solchen Austausch beteiligt sind.[*?! Diese Durchmi-
schung zwischen den Monolagen beeinflusst erheblich die
Mobilitdt in der distalen Monolage, da sie durch die Dyna-
mik in der proximalen Monolage beeinflusst wird. Folglich
ist die schnellere Diffusion in der distalen Monolage der
t-PEG-SLBs und PEG-c-SLBs auf die erhohte Diffusionsrate
in der jeweiligen proximalen Monolage zuriickzufiihren. Im
Gegensatz dazu wird in den 2.51-PEG-SLBs die Lipiddiffusion
in der distalen Monolage durch die Wechselwirkungen mit
den PEG-Ketten verlangsamt.

Unsere Vergleiche (Abbildung 4, Tabelle S1) zeigen,
dass t-PEG-SLB- und PEG-c-SLB-Membranen aufgrund
ihres groBeren Abstands zum Substrat und ihrer hoheren
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Diffusionsraten bessere Plattformen fiir biophysikalische
Untersuchungen darstellen. Allerdings ist ihre Herstellung
auch aufwendiger und zeitintensiver. Im Gegensatz dazu sind
I-PEG-SLBs einfacher herzustellen, was sie zu einer beliebten
‘Wahl fiir Studien macht, die die Plasmamembran nachbilden
sollen.[323460-91 Aber es ist Vorsicht geboten, insbesondere
bei PEG2000-PE-Konzentrationen im Bereich von 1.5 mol%
bis 5 mol% (entsprechend 5 Gew.-% bis 20 Gew.-%), da
diese Konzentrationen zu Diffusionsraten fiihren konnen,
die mit denen von s-SLBs vergleichbar sind. Zudem ist die
durch PEG2000-PE in 1-PEG-SLBs erzeugte Membranhohe
auf 3 nm begrenzt, was fiir bestimmte Transmembranpro-
teine oder Anwendungen, die eine grof3ere Membranhohe
erfordern, moglicherweise unzureichend ist.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend demonstriert unsere Studie, dass GIET-
ISFLCS eine leistungsfihige und vielseitige Methode zur
Charakterisierung sowohl der strukturellen als auch der
dynamischen Eigenschaften von SLBs ist, die es erlaubt,
detaillierte und wichtige Einblicke in die Biophysik von
Membranen und Membranproteinen zu erhalten. Durch
die Untersuchung von drei hédufig verwendeten p-SLBs
mit unterschiedlichen PEG-Kettenkonformationen konnten
wir zeigen, wie die Polymerarchitektur die Membranhohe
und die Lipiddiffusion maBgeblich beeinflusst. Dies liefert
wichtige Informationen fiir das Design von SLB-Systemen fiir
biotechnologische und medizinische Anwendungen.

Dariiber hinaus gibt unsere Untersuchung der monolagen-
spezifischen Lipiddiffusion wertvolle Einblicke in die Kopp-
lungsmechanismen zwischen den Monolagen, die unser
Verstdndnis der Physik von Lipiddoppelschichten und insbe-
sondere von asymmetrischen Membranen erweitern. Diese
Erkenntnisse vertiefen nicht nur grundlegend unser Wis-
sen der Membranbiophysik, sondern erdffnen auch neue
Moglichkeiten zur Untersuchung von Lipidwechselwirkun-
gen in komplexen biologischen Systemen. Die Vielseitigkeit
von GIET-ISFLCS macht diese Methode zudem zu einem
vielversprechenden Werkzeug fiir die Membranforschung
im weiteren Sinne. Sie ermoglicht die Untersuchung des
Verhaltens von Lipiddoppelschichten unter unterschiedlichs-
ten Bedingungen und ermoglicht die Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen Membranen und biologischen
Molekiilen.
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Das Manuskript untersucht die
strukturellen und dynamischen
Eigenschaften von Polyethylenglykol-
gestitzten Lipiddoppelschichten unter
Verwendung einer Methode, die auf
Graphen-induziertem Energietransfer
und Line-Scan-Fluoreszenz-Lebenszeit-
Korrelationsspektroskopie basiert.
Diese Technik erméglicht eine ] |
subnanometer-genaue raumliche 0 5 10 15 20 25 30
Auflésung und eine zeitliche Auflésung Distance from surface (nm)

im Millisekundenbereich innerhalb eines

einzigen Experiments.
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