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Wechselwirkung zwischen Lipiden und DNA —

Auf dem Weg zum Kkiinstlichen Virus

Kurzfassung

Weltweit versuchen Wissenschaftler, kiinstliche Viren fiir den Gentransfer zu konstruieren, die
nicht reproduktionsfahig sind. Diese sollen die Vorteile der natiirlichen Viren besitzen (effizienter
Transport von genetischem Material), jedoch keine Antigene auf ihrer Oberflache tragen, die
Immunreaktionen ausldsen.

Ziel dieses Projektes ist es, einen kiinstlichen Viruspartikel herzustellen, dessen Basis eine
Polyelektrolytenhohlkugel bildet, die mit einer Lipiddoppelschicht bedeckt ist. Um intakte
Doppelschichten zu erzeugen, muss die Wechselwirkung zwischen Lipid und Polyelektrolyt (z.B.
DNA) verstanden und optimiert werden. Dazu ist es notwendig, die strukturelle Grundlage der
Interaktion aufzukldren. Positiv geladene Lipide gehen zwar starke Wechselwirkungen mit der
negativ geladenen DNA ein, sie wirken jedoch toxisch auf biologische Zellen. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher die durch zweiwertige Kationen vermittelte Kopplung von genomischer oder
Plasmid-DNA an zwitterionische oder negativ geladene Phospholipide an zwei Modellsystemen
untersucht.

1. Modellsystem: Lipidmonoschicht an der Wasser/Luft-Grenzfliche

Methoden: Filmwaagentechnik in Kombination mit IR-Spektroskopie (IRRAS), Rontgenreflexion
(XR), Rontgendiffraktion (GIXD), Brewsterwinkel-Mikroskopie = (BAM),
Rontgenfluoreszenz (XRF) und Oberflachenpotentialmessungen

Resultate:

e Die Anwesenheit der zweiwertigen Kationen Ba®", Mg*", Ca®* oder Mn*" in der Subphase hat
keinen nachweisbaren Einfluss auf die Struktur der zwitterionischen DMPE- (1,2-
Dimyristoyl-phosphatidyl-ethanolamin) Monoschicht.

e In der Subphase geloste DNA adsorbiert nur in Gegenwart dieser Kationen an der DMPE-
Monoschicht.

e Sowohl die Adsorption genomischer Kalbsthymus-DNA als auch der Plasmid-DNA pGL3
bewirkt eine Reduktion des Neigungswinkels der Alkylketten, die auf einen verdnderten
Platzbedarf der Kopfgruppe zuriickzufiihren ist. Durch die Umorientierung der Kopfgruppe
wird die elektrostatische Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Stickstoffatomen
der Lipidkopfgruppen und den negativ geladenen DNA-Phosphaten erhoht.

e Die adsorbierte DNA weist eine geordnete Struktur auf, wenn sie durch Barium-,
Magnesium-, Calcium- oder Manganionen komplexiert ist. Der Abstand zwischen parallelen
DNA-Strangen hingt dabei von der Grofe der DNA-Fragmente sowie von der Art des
Kations ab. Die grofiten Abstéinde ergeben sich mit Bariumionen, gefolgt von Magnesium-
und Calciumionen. Die kleinsten DNA-Abstinde werden durch Komplexierung mit
Manganionen erhalten. Diese Ionenreihenfolge stellt sich sowohl fiir genomische DNA als
auch fiir Plasmid-DNA ein.

e Die DNA-Abstinde werden durch die Kompression des Lipidfilms nicht beeinflusst.
Zwischen der Lipidmonoschicht und der adsorbierten DNA besteht demnach nur eine
schwache Wechselwirkung. Offensichtlich befindet sich die durch zweiwertige Kationen
komplexierte DNA als weitgehend eigenstidndige Schicht unter dem Lipidfilm.



2. Modellsystem: Lipiddoppelschicht an der fest/fliissig-Grenzfliache
Methoden: Neutronenreflexion (NR) und Quarzmikrowaage (QCM-D)

Resultate:

e Das zwitterionische Phospholipid DMPC (1,2-Dimyristoyl-phosphatidylcholin) bildet keine
Lipiddoppelschicht auf planaren Polyelektrolytmultischichten aus, deren letzte Lage das
positiv geladene PAH (Polyallylamin) ist.

e Hingegen bildet DMPC auf dem negativ geladenen PSS (Polystyrolsulfonat) eine
Doppelschicht aus, die jedoch Defekte aufweist.

e FEine Adsorption von genomischer Kalbsthymus-DNA auf dieser Lipidschicht findet nur in
Gegenwart von Calciumionen statt. Andere zweiwertige Kationen wurden nicht untersucht.

e Das negativ geladene Phospholipid DLPA (1,2-Dilauryl-phosphatidsdure) bildet auf dem
positiv geladenen PAH eine Lipiddoppelschicht aus, die Defekte aufweist.

e DNA adsorbiert ebenfalls erst in Anwesenheit von Calciumionen in der Losung an die DLPA-
Schicht.

e Durch die Zugabe von EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) werden die Calciumionen dem
DLPA/DNA-Komplex entzogen, wodurch dieser dissoziiert. Demnach ist die
calciuminduzierte Bildung dieser Komplexe reversibel.



Interaction between lipids and DNA —
On the way to the artificial virus

Abstract

All over the world scientists are trying to engineer artificial viruses, which do not replicate, for
gene delivery. These artificial viruses should have the advantages of natural viruses such as
efficient transport of genetic material, but they should not carry antigens, which cause immune
reactions, on their top portion.

The aim of this project is to develop an artificial virus particle that is based on a polyelectrolyte
hollow capsule which is covered by a lipid bilayer. To create intact bilayers, it is crucial to
understand and optimize the interaction between lipids and polyelectrolytes (e.g. DNA).
Therefore the structural basis of that interaction must be elucidated. Positively charged lipids
interact strongly with the negatively charged DNA but they cause toxic reactions in biological
cells. Hence the present work used two model systems to study the coupling of genomic or
plasmid DNA to zwitterionic or negatively charged phospholipids induced by divalent cations.

1. Model system: Lipid monolayer at the air/water-interface

Methods:  Langmuir filmbalance in combination with IR-spectroscopy (IRRAS), X-ray
reflectometry (XR), X-ray diffraction (GIXD), Brewster angle microscopy (BAM),
X-ray fluorescence (XRF), and surface potential measurements

Results:

e The presence of the divalent cations Ba*', Mg®", Ca®* or Mn*" in the subphase has no traceable
influence on the structure of a zwitterionic DMPE (1,2-dimyristoyl-phosphatidyl-
ethanolamine) monolayer.

e DNA which is dissolved in the subphase adsorbs to the DMPE-monolayer only if divalent
cations are present.

e The adsorption of genomic calf thymus DNA as well as of the plasmid DNA pGL3 causes a
reduction of the tilt angle of the lipid alkyl chains. The tilt reduction can be ascribed to a
change in the space required by the lipid head group. This change in head group orientation
increases the electrostatic interaction between the positively charged nitrogen atoms in the
lipid head and the negatively charged DNA phosphates.

e  The adsorbed DNA exhibits an ordered structure if it is complexed by barium, magnesium,
calcium or manganese ions. The spacing between parallel DNA strands depends on the size
of the DNA fragments as well as on the kind of cation. The largest DNA-spacings are
observed with barium ions, followed by magnesium and calcium ions. DNA-complexation
with manganese ions causes the smallest spacings. This order of ions is observed for both
genomic and plasmid DNA.

e Compression of the monolayer does not influence the DNA spacings. Thus the interaction

between the lipid monolayer and adsorbed DNA is only weak. The DNA must exist as a more
or less separate layer under the lipid film.



2. Model system: Lipid bilayer at the solid/fluid-interface
Methods:  Neutron reflectometry (NR), and Quartz crystal microbalance (QCM-D)
Results:

e  The zwitterionic phospholipid DMPC (1,2-dimyristoyl phosphatidylcholine) does not form
lipid bilayers on top of planar polyelectrolyte multilayers covered with the positively charged
PAH (polyallylamine).

e In contrast, DMPC forms a lipid bilayer with defects on top of the negatively charged PSS
(polystyrolsulfonate) terminated polyelectrolyte cushion.

e  Genomic calf thymus DNA adsorbs only to the DMPC layer in presence of calcium ions.
Different ions were not examined.

e The negatively charged phospholipid DLPA (1,2-dilauryl-phosphatidic acid) also forms a
lipid bilayer with defects on top of the PAH-terminated cushion.

e The DNA adsorbs also to the DLPA layer only in the presence of calcium ions in the solution.

e By addition of EDTA (ethylenediaminetretraacetic acid) the calcium cations are removed
from the DLPA/DNA-complex and the complex dissociates. Thus the calcium induced
formation of that complex is reversible.
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1 Einleitung Sandra Gromelski

1 Einleitung

Weltweit versuchen Wissenschaftler, effiziente Gentransfersysteme fiir die Gentherapie
zu entwickeln.'” Das Ziel dieser Therapie ist es, Gene zielgerichtet in das Erbgut des
Patienten einzubringen und nicht bzw. schlecht funktionierende Gene zu ersetzen. Eine
weitere therapeutische Anwendung ist beispielsweise die sequenzspezifische Regulation
zur Verringerung von Genexpression und / oder anschlieBender Proteinbiosynthese. Die
Insertion von Genen durch Transportsysteme auf Virenbasis stellt den grofiten Anteil in
den bisher durchgefithrten Studien dar.* Allerdings steht ihre hohe Effizienz in der
Genexpression, den potentiellen Gesundheitsgefahren wie Immunreaktionen oder
Toxizitdt gegeniiber. Aus diesem Grund hat sich eine zweite Klasse von
Gentransportsystemen entwickelt, die auf der Verwendung von nichtviralen Vektoren
beruht.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Volkswagen-Projektes
Biocomposite Capsules as Artificial Viruses angefertigt. Ziel dieses Projektes ist es, durch
supramolekulare Assemblierung ein kiinstliches Virus herzustellen. Dieses System
biologischer Zusammensetzung soll die Vorteile der viralen Vektoren beziiglich des
Gentransfers aufweisen, aber die Viruspathogenitét nicht mehr besitzen. Dazu wird zuerst
eine Polyelektrolytkapsel durch sukzessive Beschichtung eines 18slichen Templates mit
gegensitzlich geladenen Polyelektrolyten (Layer-by-Layer assembly, LbL) gewonnen.>”’
Diese Kapsel wird anschlieBend mit einer Lipidschicht belegt, in die virale
Membrankomponenten  integriert werden. Zu diesem Zweck werden die
biophysikalischen Grundlagen der Wechselwirkung der Polyelektrolytmatrix mit der
Lipidmembran auf molekularer Ebene untersucht.

Langmuir-Monoschichten von geladenen oder zwitterionischen Lipiden, an denen
(entgegengesetzt) geladene Polyelektrolyte koppeln konnen, stellen ein Modellsystem
dar, mit dem man die Grenzflidche zwischen Amphiphil und Polymer untersuchen kann.®
Bei der sogenannten Filmwaagentechnik koénnen Molekiil- und Ladungsdichten beider
Komponenten sowie die ionische Umgebung sehr definiert verdndert werden (vgl.
Abschnitt 3, Methoden). Um strukturelle Informationen {iber Lipide bzw. Polyelektrolyte
zu erhalten, kann diese Technik mit anderen Methoden kombiniert werden. Dazu gehoren
Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (grazing incidence X-ray diffraction,
GIXD), Rontgenreflektivitit, Brewsterwinkel-Mikroskopie oder Infrarot-Reflexions-
Absorptions-Spektroskopie (infrared reflection absorption spectroscopy, IRRAS). Diese
Methoden, wurden bei dieser Arbeit verwendet. Neben der Kopplung negativ geladenener
Phospholipiden an positiv geladene Polyelektrolyte’ wurde auch die Interaktion positiv
geladenener Lipiden mit negativ geladenen Polyelektrolyten wie DNA, untersucht'®"”.
Komplexe bestehend aus kationischen Lipiden und DNA (Lipoplexe)'* stellen das in

klinischen Studien am zweithdufigsten angewandte nichtvirale Vektorsystem dar.* Radler

_12-
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et al. untersuchten Komplexe aus dem kationischen Lipid DOTAP (1,2-Dioleoyl-
trimethylammoniumpropan) und A-DNA mittels Kleinwinkelstreuung (small angle X-ray
diffraction, SAXS) und optischer Mikroskopie." Sie fanden alternierende DOTAP/DNA-
Schichten. An Monoschichtexperimenten mittels Rontgendiffraktion unter streifendem
Einfall wurde festgestellt, dass genomische Kalbsthymus-DNA in geordneten Strukturen
an das kationische Lipid TODAB (Trioctadecyl-methylammoniumbromid) adsorbiert."
Die Kompression der Monoschicht bewirkte eine Verringerung des interaxialen DNA-
Abstandes von 49 A auf 32 A. Diese Experimente zeigen, dass kationische Lipide sehr
leicht stabile Komplexe mit der DNA bilden. Es stellte sich allerdings heraus, dass
Komplexe dieser Art immunotoxische Reaktionen hervorrufen, die viel stirker sind, als
bei Verabreichung der DNA bzw. des kationischen Lipids allein.'®"”

Komplexe aus neutralen Lipiden und Polyelektrolyten stellen eine Alternative dar. Huster
et al zeigten, dass es eine calciumvermittelte Wechselwirkung zwischen dem
zwitterionischen Phospholipid DMPC (1,2-Dimyristoyl-phosphatidylcholin) und dem
negativ geladenen Polyelektrolyt Dextransulfat gibt.'"®!* De Meijere et al. untersuchten
das zwitterionische Phospholipid DPPE (1,2-Dipalmitoyl-phosphatidylethanolamin) und
seine calciumvermittelte Wechselwirkung mit Dextransulfat an der Wasser/Luft-
Grenzfliche mittels Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall und Ellipsometrie.”” Die
Kopplung hatte eine Kondensation der Monoschicht zur Folge, begleitet von einer
Emiedrigung des Neigungswinkels der Alkylketten und des Phasenumwandlungsdrucks.
Auch DNA kann mit zwitterionischen Lipiden in Wechselwirkung treten - allerdings nur,
wenn diese durch zweiwertige Kationen vermittelt wird.”"** McLoughlin et al. stellten
fest, dass die Wechselwirkung zwischen DNA und neutraler Phospholipidmonoschicht
ionenspezifisch ist: die Anwesenheit von Calciumionen fithrt zu einer stirkeren
Wechselwirkung als die von Magnesium- oder Bariumionen.® Die fliissig-kondensierten

Dominen nehmen eine elongierte Form in Anwesenheit von DNA und Calcium an.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, die strukturelle Grundlage der Wechselwirkung
zwischen zwitterionischen Lipiden (Phosphatidylethanolamin und -cholin) und
Polyelektrolyten (v. a. DNA) und den Einfluss zweiwertiger Kationen auf die Interaktion
zu untersuchen. Im Mittelpunkt der Arbeit steht die Wechselwirkung zwischen DMPE
(1,2-Dimyristoyl-phosphatidylethanolamin) und genomischer Kalbsthymus-DNA bzw.
zirkuldrer Plasmid-DNA an der Wasser/Luft-Grenzfliche. Die DNA adsorbiert aus der
Subphase an die DMPE-Monoschicht unter Anwesenheit von zweiwertigen Kationen.
Mit Hilfe von Druck/Flachen-Isothermen in Kombination mit Brewsterwinkel-
Mikroskopie = (BAM), Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie =~ (IRRAS),
Rontgenreflexion (XR), wie auch Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (GIXD)
wird die grundlegende Struktur des Lipid/DNA-Komplexes untersucht.
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2 Grundlagen

2.1 Nichtviraler Gentransfer - Wozu?

2.1.1 Gentransfer mittels viraler Vektoren

Natiirliche Viren sind Parasiten. Sie bringen ihre Erbinformationen in Wirtszellen ein und
rufen dort deren Genexpression hervor.'"*** Ziel vieler Forschungsprojekte ist es,
natiirliche Viren so zu verdndern, dass sie ihrem normalen Replikationsmechanismus
nicht mehr folgen konnen und somit zum Werkzeug der Wissenschaft gemacht werden.
Virale Vektoren mit verdindertem genetischem Code haben beispielsweise eine grof3e
Bedeutung bei der Vorbeugung oder Behandlung von Infektionskrankheiten, Krebs oder
Herzkrankheiten. Adenoviren und Retroviren sind noch immer die bedeutendsten

13,4

Werkzeuge in Laborversuchen und klinischen Studien ~”, da sie sehr gut fiir den

Gentransfer geeignet sind. Sie sind darauf spezialisiert, nur spezifische Gewebe zu
befallen, dringen in Zellen ein und manipulieren anschlieBend den Zellapparat so, dass er
virale Proteine herstellt. Leider konnen sie nur ein- bis zweimal in einen Patienten
injiziert werden, bevor die Immunantwort, die sie hervorrufen, zur Gefahr wird. Im Jahr
1999 verlor Jesse Gelsinger, ein Jugendlicher, der als Freiwilliger an einer klinischen
Gentherapie-Studie an der Universitdit von Pennsylvania in Philadelphia teilnahm,
dadurch sein Leben.* AuBerdem kann die Immunantwort den viralen Vektor oder die
infizierte Zelle zerstoren und somit die Produktion des Zielproteins verhindern.

Retrovirus 28% (n = 234
B Adenovirus 26% (n = 240)
0 Naked/Plasmid DNA 14% (n=132)
i Lipofection 9.3% (n = 85)
0 Pox virus 5.7% (n = 52)
) Vaccinia virus 3.3% (n = 30)
Herpes simplex virus 2.8% (n = 26)
0 Adeno-associated virus 2.1% in= 19
B RNA transfer 1.1 {n = 10)
Others 3% (n=23)
@NCE 1% in=47)

Abbildung 1: Vektoren fiir die Gentherapie in klinischen Studien von 1989 bis
2004 (n = Anzahl der klinischen Versuche).?
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Abbildung 1 zeigt die prozentuale Verteilung der in klinischen Studien verwendeten
viralen und nichtviralen Vektoren im Zeitraum von 1989 bis 2004.* In iiber 70 % aller
Studien wurden virale Vektoren verwendet. Retrovirale Vektoren waren die ersten, die in
der Gentherapie eingesetzt wurden. Sie sind noch immer die am hiufigsten verwendeten
Vektoren (28 %). Sie haben eine relativ begrenzte GroBenkapazitit, um therapeutische
Gene aufzunehmen. Allerdings infizieren sie sich teilende Zellen mit hoher Effizienz. Da
sie sich in das Chromosom der Zielzelle integrieren, ermdglichen Retroviren einen
stabilen Gentransfer. Darin liegt aber zugleich ihr groBer Nachteil: Es besteht das Risiko
einer insertionalen Mutagenese aufgrund von willkiirlicher Integration des retroviralen
Genoms in das Wirtsgenom.

Adenoviren stellen den zweitstirksten Vertreter der natiirlichen Viren dar (26 %). Sie
konnen groflere Mengen DNA aufnehmen als Retroviren, allerdings ist ihre Kapazitit
noch immer zu klein, um den Anforderungen der Gentherapie zu geniigen. Der grofite
Vorteil von adenoviralen Vektoren liegt in ihrer hohen Transduktionseffizienz und dem
hohen Grad an Genexpression, obwohl diese transient auftritt und daher relativ schnell
abklingt. Auerdem sind Adenoviren in der Lage, sich nicht teilende Zellen zu infizieren.
Allerdings gibt es auch hier groBe Bedenken, da sie eine starke Immunantwort und
Entziindungsreaktionen auslosen, was im oben erwdhnten Fall von Jesse Gelsinger zu
dessen Tod fiihrte.

2.1.2 Gentransfer mittels nichtviraler Vektoren

Die Limitierungen viraler Vektoren, insbesondere ihre relativ kleine Kapazitdt fiir
therapeutische DNA, ihr Hervorrufen starker Immunantworten und ihre signifikante
Toxizitdt fithrten zur Entwicklung synthetischer Vektoren, die nicht auf viralen Systemen
basieren. Ein Viertel der klinischen Studien wurde mit nichtviralen Gentransfermethoden
durchgefiihrt. Diese haben u. a. den Vorteil, dass ihre molekulare Zusammensetzung
kontrollierbar ist, dass sie leichter herzustellen und zu analysieren sind und dass sie
flexibel in der GroBe der zu transportierenden Gene sind.**® Die meisten nichtviralen
Vektoren werden vom Immunsystem nicht erkannt. Allerdings sind sie beim Transport
von Genen in Zellen bei Weitem nicht so effizient wie kiinstliche Viren, und die Gene,
die eingeschleust werden, bleiben nicht lange aktiv. Immunogenitét ist zwar noch immer
vorhanden, jedoch wesentlich geringer als bei viralen Vektoren.””

Abbildung 1 zeigt, dass die Verwendung von ,nackter* DNA die einfachste und am
héufigsten verwendete Methode des nichtviralen Gentransfers ist.* Die DNA wird direkt
ins jeweilige Gewebe, zumeist Muskelgewebe, injiziert und ermdglicht eine starke
Genexpression, die jedoch wesentlich geringer ist, als bei viralen Vektoren. Diese
Methode ist limitiert durch die schnelle Degradation der DNA durch Nucleasen im
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Serum.’' Die einfache Anwendung dieses Systems hat dennoch dafiir gesorgt, dass es mit
14 % das meist benutzte nichtvirale System bei den klinischen Studien ist.*

Einen Durchbruch erzielten Felgner et al. mit ihrer Methode Lipofection."* Hierbei
verwendeten sie kleine unilamellare Liposomen, die eine 1:1 (mol/mol) Mischung aus
DOTMA (Dioleyl-Trimethylammoniumchlorid), einem positiv geladenen Lipid und dem
zwitterionischen Helferlipid DOPE (Dioleyoyl-phosphatidylethanolamin) enthielten, und
mit DNA spontan Lipid/DNA-Komplexe (Lipoplexe) formten. Die positive Ladung hilft
diesem Konstrukt, mit der Zellmembran zu fusionieren und Gene in die Zellen zu
transportieren. Lipofection ist mit 9,3 % das am zweithdufigsten angewendete nichtvirale
Vektorsystem.* Andere Wissenschaftler komplexierten DNA mit verschiedenen

32-34 337 um Gene in bestimmte Gewebe zu

Kombinationen aus Polymeren oder Lipiden
schleusen.

Weiterhin wurden physikalische Methoden entwickelt die den Gentransfer unterstiitzen
sollen.® Mit Hilfe der Elektroporation soll die Penetration von DNA in die Zellen
erleichtert werden.” Dafiir werden mit Hilfe von elektrischen Impulsen kleine Poren in
der Membran erzeugt, durch die die DNA in die Zelle eindringen kann. Bei der gene gun-
Methode werden kleine Goldpartikel, mit DNA beschichtet und unter hohem Druck mit
hoher Geschwindigkeit auf die Zellen geschossen.* Jedoch ist es nicht sehr
wahrscheinlich, dass solche schroffen physikalischen Methoden fiir klinische Studien in
groBem Umfang akzeptabel sind.’

Viele Krankheiten konnen bisher noch nicht durch nichtviralen Gentransfer behandelt
werden, da die meisten dieser Methoden nur einen geringen Prozentsatz aktiver Gene
iibertragen und ihre Wirkung nur fiir kurze Zeit anhilt.' Daher wird versucht, die
Vektoren so zu optimieren, dass sie in mehr Zellen des Zielgewebes eindringen kénnen
und einen ldngeren Aufenthalt der Gene in den Zellen ermdglichen. Diese MaBBnahmen

sollen zu einer hoheren Proteinproduktion iiber einen ldngeren Zeitraum beitragen.

2.1.3 Barrieren des nichtviralen Gentransfers

Die Ineffizienz von nichtviralen Gentransfersystemen ist in erster Linie das Ergebnis der
Vielzahl an Barrieren, welche die Vektoren auf dem Weg zum Nucleus zu iiberwinden
haben. Hierzu gehoren die physikalische und chemische Stabilitit der DNA und ihres
Transportsystems im extrazelluliren Raum, die zelluldre Aufnahme durch Endozytose,
das Entkommen der DNA aus dem Endosom vor dem Ubergang zum Lysosom, der
Transport im Cytosol und das Eindringen des Plasmids in den Zellkern, um die

Transkription zu ermdglichen.
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Barrieren des nichtviralen
Gentransfers am Beispiel eines cationic lipid/DNA complex (CLDC).?
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Abbildung 2 verdeutlicht diese Barrieren schematisch:> A) Nach dem Einbringen des
Komplexes in die extrazellulire Umgebung binden die CLDCs (cationic lipd/DNA
complex) an die Proteoglycane (heparin sulfate proteoglycan, HSPG) an der
Zelloberflaiche. B) Die Neutralisation des Komplexes durch Polyanionen wie
Glycosaminoglycane und Proteine in der extrazelluldiren Umgebung kénnten die Bindung
an die Zelloberfliche stark beeinflussen. Nach der Adhésion an der Oberflache wird der
Komplex iiber Endocytose ins Zellinnere aufgenommen. C) Es bilden sich endocytische
Vesikel. D) In diesem Stadium kann der Komplex entweder zuriick an die Zelloberfléche
transportiert werden oder E) das Vesikel fusioniert mit einem Endosom wobei der pH-
Wert von 6 auf 5,5 erniedrigt wird. F) Um einen effektiven Gentransfer zu ermoglichen,
muss die DNA aus dem Endosom entkommen. Andernfalls wird der Komplex zum
Lysosom transportiert, wo die DNA bei pHS5 durch saure Hydrolasen endgiiltig
degradiert wird. G) Diese Freisetzung der DNA soll moglich werden, indem sich die
kationischen Lipide aus dem Lipid/DNA-Komplex mit den anionischen Lipiden der
endosomalen Membran vermischen. Auch die Interaktion kationischer Polymere mit der
endosomalen Membran konnte diese zerstoren. Der genaue Zeitpunkt, zu dem dies
geschieht, ist allerdings noch nicht bekannt. Ist die DNA im Cytosol, muf3 sie sich im
perinuclearen Raum aufhalten, um die Auflésung der Kernmembran abzuwarten (H).
Sonst wird die DNA aktiv oder passiv durch die Kernporen transportiert (I). J) Verbleibt
die DNA allerdings im Cytosol, ist sie der Degradation durch Nucleasen ausgesetzt.
Kationische Polymere konnten diesen Schritt unterbinden, da die Assoziation des
Polymers mit der DNA im Cytosol den Zugang der Nucleasen zur DNA sterisch
behindert. Zu den aufgezihlten, physikalischen und chemischen Hindernissen kommen

zusitzlich die biologischen Barrieren wie Immunantworten auf den Vektor selbst.”*'

2.1.4 Anforderungen an nichtvirale Vektoren

Unter den in den letzen Jahren untersuchten Methoden des nichtviralen Gentransfers

haben sich zwei Systeme als besonders interessant herausgestellt: auf Polymeren

32-34

basierende Systeme®*>* und auf Lipiden basierende Systeme®>>"*°_ Da sich diese Arbeit

mit der Wechselwirkung zwischen Lipiden und DNA beschéftigt, werden in den weiteren
Aufithrungen die Anforderungen an lipidbasierte Transportsysteme in den Mittelpunkt

gestellt. In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Arten auf Lipiden basierender

L - 4243, . o - 42,44
Systeme untersucht: anionische Liposomen™™; anionische, pH-sensitive Liposomen™™";

PEG-stabilisierte, pH sensitive Liposomen***’; kationische, pH-sensitive Liposomen®’**;

lipidbeschichtete kationische Liposomen*™’; stabilisierte Plasmid/Lipid-Partikel’'*?;

52,53

DNA enthaltende, mit PEG verkniipfte Immunoliposomen oder kiinstliche

virusihnliche Partikel**.
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In Abschnitt 2.1.3 wurde gezeigt, welche Hindernisse nichtvirale Vektorsysteme
iiberwinden miissen, um einen effektiven Gentransfer zu gewéhrleisten. Daraus kann man
allgemeine Anforderungen, die an das ideale Vektorsystem gestellt werden, ableiten:
chemische und physikalische Stabilitdt des Vektors wihrend der Zirkulation im Blut,
Vermeidung der Wechselwirkung von Nucleinsduren mit Blutbestandteilen, um DNA-
Degradation sowie
Verringerung der Toxizitdt, Zellspezifitit als auch Sicherstellung, dass die DNA ihren

3,42

Wirkungsort erreichen kann.”™ Um letzteres zu erreichen, kdnnen Liganden eingesetzt

werden, die kovalent an das Liposom gebunden sind. Mdgliche Liganden sind

56,57

beispielsweise derivatisiertes Albumin’’, Folatrezeptoren58, Transferrinrezeptorensz,

261 oder Antikorperfragmente® sein.

Lactoferrin®®®, Antikorper
Wird ein Vektor mittels rezeptorvermittelter Endocytose in die Zelle aufgenommen, gilt
es sicherzustellen, dass die DNA aus dem Endosom befreit wird. Es gibt zwei
grundlegende Prinzipien, nach denen diese Freisetzung ablaufen konnte:

1) Eine Destabilisierung der endosomalen Membran fiihrt zur Fusion zwischen
Lipiden aus dem DNA/Lipid-Komplex und der negativ geladenen endosomalen Membran
und damit zum Freisetzen der DNA. Diese Destabilisierung kann beispielsweise durch
sdurelabile Lipide®, Lipide, die hexagonale Strukturen bevorzugen®' (z. B.
Phosphatidylethanolamine) oder kationische Lipide® erreicht werden.

2) Die osmotische Zerstdrung des Endosoms mit Hilfe von protonenfangenden

Polykationen (proton sponge mechanism) kann die Freisetzung der DNA aus dem
Endosom bewirken®®®’. Die Aminogruppen der Polykationen werden protoniert, da die
ATP-abhingigen Protonenpumpen in der endosomalen Membran Protonen ins Endosom
pumpen. Um die Elektroneutralitit im endosomalen Kompartiment zu erhalten, wird die
Anreicherung mit Protonen vom Einstromen der Chloridionen begleitet. Dies fithrt zum
osmotischen Anschwellen des Endosoms und anschlieend zum Platzen der endosomalen
Membran.
Bis jetzt ist unklar, ob die freigewordene Plasmid-DNA den Nucleus durch Diffusion
oder mit Hilfe eines (Vesikel-) Transportmechanismus erreicht. Vor allem ein Grund
spricht dafiir, dass nur ein geringer Teil der DNA-Molekiile nach der Dissoziation des
Lipidkomplexes in der Nucleus eindringt: Die Nucleasen des Cytoplasmas konnen die
Polynucleotide degradieren.®*® Durch Komplexierung der DNA mit Polykationen wie
PEI (Polyethylenimin) kann dieser Abbau der DNA verhindert werden.”
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Andererseits scheint der Transport der DNA vom Cytosol iiber die nucleare Membran in
den Nucleus eines der Haupthindernisse zu sein. Die direkte Injektion von Plasmid-DNA
in den Nucleus von sich nicht teilenden Zellen hat Genexpression gezeigt. Fiir DNA die
ins Cytosol injiziert wurde traf das nicht zu.”” Andere Experimente haben ergeben, dass
die Transfektion in proliferierenden Zellen effektiver ist als in nicht proliferierenden
Zellen.”! Um vom Cytoplasma in den Nucleus transportiert zu werden, erfordern
Molekiile, die groBer als 30 kDa sind (auch Proteine und Plasmid-DNA), einen aktiven
Transport durch die Kernporen. Dazu sind sie auf spezifische Signalsequenzen, die
Kernlokalisierungssequenzen angewiesen.”?

Zusammenfassend konnen folgende Anforderungen an nichtvirale Gentransfersysteme

formuliert werden:®

o Kondensation der DNA (Schutz vor Degradation durch Nucleasen)

o Neutrale und kationische Lipide oder kationische Polymere

o Verkniipfung mit PEG fiir die Serumstabilitit und lange Zirkulationszeiten

o Auf die Zielstruktur (Zielzelle) gerichtete Liganden

o Eine destabilisierende Einheit fiir eine schnelle endosomale DNA-Freisetzung
o Eine Kernlokalisierungssequenz, die an das Polynucleotid gebunden ist

2.2 Phospholipide und DNA

2.2.1 Phospholipide

Als Lipide bezeichnet man die grole Gruppe der Substanzen biologischen Ursprungs, die
sich in organischen Losungsmitteln wie Methanol, Aceton, Chloroform und Benzol gut
16sen. In Wasser sind sie nicht oder nur schlecht 16slich. In biologischen Membranen
finden sich verschiedene Arten von Lipiden: Phospholipide, Cholesterol und Glycolipide.
Phospholipide wie Phosphatidylcholin, Phosphatidyl-ethanolamin, Phosphatidylserin als
auch Phosphatidylinositol und Sphingophospholipide wie Sphingomyelin bestehen aus
einer hydrophilen Kopfgruppe und zwei hydrophoben Kohlenwasserstoffketten. Ihr
gemeinsames Merkmal ist eine Phosphatgruppe, aufgrund derer die Phospholipide bei
pH 7 mindestens eine negative Ladung tragen. Glycerophospholipide sind Derivate der
Phosphatidséuren, bei denen Glycerin mit zwei Fettsduren {iber eine Esterbindung in sn/-
und sn2-Position und ein polarer Alkohol {iber eine Phosphodiesterbindung in sn3-
Position verkniipft sind. Abbildung 3 zeigt die chemische Struktur einiger Phospholipide.
Die héufigste natiirliche Anordnung dieser Lipide ist die Lipiddoppelschicht. Trotz der
relativ starken Ordnung solcher Doppelschichtenschichten bilden die Lipide keine starren

Strukturen, sondern liegen bei physiologischen Bedingungen in einem fliissig-kristallinen
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Zustand vor. Innerhalb der Lipiddoppelschicht konnen die Lipidmolekiile durch Rotation,
Translation oder flip flop-Bewegungen ihre Position &ndern. Die elektrostatischen,
sterischen und polaren Eigenschaften der Phospholipide bedingen die physikalisch-

chemischen Parameter einer Membran.

Q 9— CH,CH,N’{(CH,), Cl)f CH,CH,NH,
0:?—0' o:|‘:\70' O—I‘L o
9 0 ¢ o
HZC—CI:—C.“.H2 HZC-?*(‘?H; |-|zt'5—(.“,—CH2
?9Q Q9 9
o=C CZ=0 c)c:Z céo CH:Z c=0
Phosphatidséiure (PA) Phosphatidylcholin (PC) Phosphatidylethanolamin (PE)

Abbildung 3: Chemische Struktur einiger Phospholipide.

Lipidmonoschichten sind stark vereinfachte Modellsysteme fiir Zellmembranen.
Untersuchungen der thermodynamischen Eigenschaften von Lipidmonoschichten geben
Aufschluss iiber das Phasenverhalten quasi-zweidimensionaler — Systeme.”>”’*
Phaseniibergéinge in Langmuir-Monoschichten koénnen durch isotherme Messungen des
Oberflachendrucks 7z in Abhingigkeit von der molekularen Fliche A untersucht werden.
Abbildung 4 zeigt eine allgemeine n/A-Isotherme einer Langmuir-Monoschicht eines
Lipids. Bei sehr grolen Fldachen pro Molekiil weist die Monoschicht eine sehr geringe
Lipiddichte auf und kann als ein zweidimensionales Gas (G) beschrieben werden. Mit
abnehmender Fldche pro Molekiil steigt der Oberflichendruck und die Monoschicht
durchliuft die fliissig-expandierte (/iquid-expanded, LE) Phase, in der keine Fernordnung
der Alkylketten vorliegt. Weitere Kompression der Monoschicht fiihrt zu einer
Phasenumwandlung der fliissig-expandierten Phase zur fliissig-kondeniserten (liguid-
condensed, LC) Phase, in der die Alkylketten geordnet und geneigt sind. An die LC-
Phase schlie3t sich die feste (condensed, C) Phase an, in der die Ketten ungeneigt sind.
Diese Phasen miissen jedoch nicht durchlaufen werden. Die C-Phase kann sich
beispielweise direkt an die LE-Phase anschlieBen ohne ein ausgeprigtes
Phasenkoexistenzgebiet zu durchlaufen.

Die G/LE- und LE/LC- Koexistenzgebiete weisen im m/A-Diagramm ein (fast)
horizontales Plateau auf, was auf Phaseniibergénge erster Ordnung hinweist. Der LE/LC-
Ubergang wird als Hauptphasenumwandlung bezeichnet. Der entsprechende
Ubergangsdruck =, steigt mit Erhdhung der Temperatur, zunechmender Ladung der
Kopfgruppe und abnehmender Lange der Alkylketten.
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Abbildung 4: Allgemeine n/A-Isotherme eines Phospholipids.

Wie in einem dreidimensionalen System kann man auch aus einem zweidimensionalen
System Informationen {iber thermodynamische Parameter ableiten, die eine
Phasenumwandlung erster Ordnung charakterisieren. Die modifizierte Clausius-
Clapeyron-Gleichung beschreibt die Temperaturabhédngigkeit des
Phasenumwandlungsdrucks z..”*” Sie verkniipft die Entropiedifferenz pro Molekiil AS
und die Phasenumwandlungsenthalpie AH = T-AS zwischen zwei koexistierenden
Phasen wihrend einer Phasenumwandlung erster Ordnung mit der Flichenidnderung pro
Molekiil AA4:

d
AS = e -AA Gleichung 1
dT

Um Anderungen der Entropie und der Enthalpie in Bezug auf die
Hauptphasenumwandlung  bestimmen  zu  kOnnen,  ermittelt man  den
Phasenumwandlungsdruck w., wie auch die Flichenidnderung pro Molekiil wiahrend der
Umwandlung als Funktion der Temperatur. Durch Extrapolation von AH auf
AH=0kJ/mol kann eine kritische Temperatur berechnet werden. Oberhalb dieser
Temperatur kollabiert der Monofilm direkt aus der expandierten Form, d. h., der
kondensierte Zustand kann durch Kompression nicht mehr erreicht werden.

Phaseniibergéinge zwischen verschiedenen LC-Phasen oder von der LC- zur C-Phase sind
meist hoherer Ordnung (z,). Eine weitere Kompression fithrt zu einem irreversiblen

Kollaps der Monoschicht und zur Bildung von Multischichten.
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2.2.2 DNA

Die Deoxyribonucleinsdure (DNS oder DNA) ist ein sehr langer, fadenformiger,
anionischer  Polyelektrolyt, in dem Nucleotide aufeinanderfolgend durch
Phosphodiesterbindungen verkniipft sind. Ein Nucleotid besteht aus einer Pentose, einem
Phosphatrest sowie einer Stickstoffbase und hat ein Monomergewicht von ca. 335 g/mol.
In der DNA kommen die vier Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin
(C) vor. Die DNA-Doppelhelix besteht aus zwei Polydeoxynucleotid-Molekiilen. Jede
Base eines Strangs ist mit einer komplementédren Base im anderen Strang iiber zwei bzw.
drei Wasserstoffbriickenbindungen verkniipft (A=T und G=C). Die in der Zelle
vorherrschende Konformation der DNA ist die B-Form. Die sogenannte B-DNA ist zu
einer rechtsgingigen Doppelhelix gewunden. Der Anstieg pro Basenpaar betragt 0,34 nm,
und eine Helixwindung enthélt 10,5 Basenpaare (bp). Der Durchmesser der B-DNA misst
2 nm.
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Abbildung 5: Vektorkarte des Plasmids pGL3.

Um die Grundlagen der DNA/Lipid-Wechselwirkung zu verstehen, wurden die
Experimente in erster Linie mit genomischer Kalbsthymus-DNA, die in der B-Form
vorliegt, durchgefiihrt. Dazu wurde die kommerziell erworbene DNA und NaCl in
Millipore-Wasser gelost und iiber Nacht im Kiihlschrank geriihrt. Fiir die Anwendung in
der Gentherapie spielt allerdings ringférmige Plasmid-DNA die entscheidende Rolle. Zu
diesem Zweck wurde das ca. 4,8 kb groBe Modell-Plasmid pGL3 (vgl. Abbildung 5)
prapariert und in seinem ringformigen Zustand in den Versuchen eingesetzt. Abschnitt
4.1 erlautert die Praparation der Plasmid-DNA aus dem E. coli — Stamm TG1.
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3 Methoden

3.1 Filmwaagentechnik

Die ecingesetzten Lipide sind amphiphile, wasserunldsliche Molekiile. An der
Wasser/Luft-Grenzfliche setzen sie die Oberflichenspannung des Wassers (72,75 mN/m
bei 20 °C) herab, wodurch freie Energie gewonnen wird. Dieser Energiegewinn sowie die
attraktiven Wechselwirkungen zwischen den hydrophilen Kopfgruppen der Lipide und
den polaren Wassermolekiilen fithren dazu, dass Lipide monomolekulare Filme
(Monoschichten) an der Wasser/Luft-Grenzflaiche bilden. Alle hier verwendeten
Methoden zur Untersuchung von Lipidstrukturen an der dieser Grenzfléche basieren auf
der Verwendung der Langmuir-Filmwaage. Abbildung 6 =zeigt die schematische

Darstellung einer Filmwaage mit dem Wilhelmy-Messsystem.

Wilhelmy-

System bewegliche

Barriere

Teflon-Trog

Abbildung 6. Schematische Darstellung einer Filmwaage mit Wilhelmy-

Messsystem.

Der laterale Oberflichendruck = einer Einzelschicht hdngt von der Flachendichte, der
Temperatur und den intrinsischen Eigenschaften der filmbildenden Substanz ab. Er ergibt
sich aus der Differenz der Oberflichenspannungen y von reinem Wasser und jener von
der Wasser/Lipid-Monoschicht:

T = 7/ Wasser 7/ Monoschicht GleiChung 2

Die Bestimmung der Oberflichenspannung erfolgt mit Hilfe der Wilhelmy-Methode.
Hierbei wird die Kraft gemessen, mit der eine vollstindig benetzbare Platte in die
Subphase gezogen wird. Das Wilhelmy-Plittchen besteht aus Filterpapier und héangt
senkrecht in der wéssrigen Subphase. Diese befindet sich in einem temperierten Trog, der

mit Teflon (hydrophob) {iiberzogen ist. Eine definierte Menge des in organischem
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Losungsmittels (meist ein Gemisch aus Chloroform und Methanol) geldsten Lipids wird
mit einer Hamilton-Spritze vorsichtig, Tropfen fiir Tropfen auf der fliissigen Subphase
gespreitet. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels sind die wasserunloslichen Lipide
auf der Subphase verteilt. Hierbei zeigen die hydrophilen Kopfe der Lipide ins Wasser,
wéhrend die hydrophoben Schwinze das Medium Luft bevorzugen. Der molekulare
Flachenbedarf 4,, kann aus der Zahl der gespreiteten Molekiile N und der zur Verfiigung
stehenden Fliche 4y errechnet werden: 4,, = Ar/ N. Durch Kompression der Monoschicht
mittels beweglicher Teflonbarrieren kann die zur Verfiigung stehende Gesamtflache
verringert und damit die Lipiddichte erhoht werden. Eine Verringerung der Flache fiihrt
daher zur Erh6hung des lateralen Oberflichendruckes z. Die resultierende Druck/Fléche-
(n/A-) Isotherme gibt Aufschluss iiber das Phasenverhalten des Lipids und die Fliache, die
ein Lipidmolekiill bei unter einem bestimmten Druck und gegebener Temperatur
beansprucht.

Die elektronische Steuerung der Filmwaage und die Datenaufnahme erfolgen iiber ein
Steuergerit mit AD/DA-Wandlern (Analog/Digital-/Digital/Analog-Wandler), das an
einen PC angeschlossen ist. Uber die Position der Barriere wird die Fliche pro Molekiil
und der laterale Druck iiber den Spannungswert des Wilhelmy-Kraftmesssystems

ermittelt.

3.2 Messung des Oberflachenpotentials

Die Anwesenheit einer Monoschicht dndert das elektrische Potential der Wasser/Luft-
Grenzflache. Die Potentialdifferenz AV bezogen auf die freie Wasseroberfliche wird auch
als Oberflachen- oder Grenzfldchenpotential bezeichnet. Das Oberflichenpotential einer
ungeladenen Monoschicht ist abhingig von der Dipoldichte p senkrecht zur Oberflache

und von der relativen dielektrischen Konstante & (g = 8,9 - 10"* C Nm?):"

AV = P Gleichung 3

£-&,

Durch Messung von AV kann man das Dipolmoment x pro Molekiil ableiten:

H=D" A Gleichung 4
Hierbei ist A die Fliche pro Molekiil. Es wird vorrausgesetzt, dass & bekannt ist, was
allerdings ein Problem darstellt: & verringert sich beim Ubergang von Wasser zu Luft von
80 auf 1 und kann daher an der Grenzflache stark variieren. D. h., das Dipolmoment u
hingt stark von der lokalen Umgebung der polaren Gruppen der amphiphilen Molekiile
ab. So muss z. B. beriicksichtigt werden, dass ihr Einfluss auf Wassermolekiile deren
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Beitrag zum Oberflichenpotential verdndern kann. Aus diesem Grund ist eine
quantitative Auswertung der Oberfldchenpotentialmessungen sehr problematisch.

Das Oberflichenpotential wird mit einem Schwingkondensator gemessen.”” Eine der
Elektroden ist eine in der Luft schwingende Platte. Die Gegenelektrode ist die Subphase,
deren Potential durch eine Platinplatte fixiert wird. Die mechanische Schwingung
verursacht eine periodische Anderung der Kapazitit (C = Cy + C; - sin er). Dadurch flieft
ein Wechselstrom (/ =V - dC/dt), der mit Hilfe einer Kompensationsspannung auf Null
abgeglichen wird. Aus der bendtigte Kompensationsspannung wird das
Oberflachenpotential bestimmt, aus dem man ein effektives Dipolmoment errechnen

kann.

3.3 Brewsterwinkel-Mikroskopie (BAM)

David Brewster erkannte 1815, dass beim Auftreffen einer Lichtwelle auf eine
Grenzfliche zwischen zwei Medien mit unterschiedlichen Brechungsindices, eine
Polarisationsrichtung des Lichts unter einem bestimmten Winkel nicht reflektiert wird.””
Entsprechend wird dieser Winkel Brewsterwinkel genannt. Untersucht man die
Reflektivititen fiir s-polarisiertes Licht 7, (senkrecht zur Einfallsebene) und p-polariertes
Licht r, (parallel zur Einfallsebene) in Abhédngigkeit vom Einfallswinkel ¢, stellt man
fest, dass r, stets verschieden von Null bleibt, wihrend 7, bei einem bestimmten Winkel
eine Nullstelle besitzt. Dieser Brewsterwinkel ¢p ist charakteristisch fiir das untersuchte

System und kann mit Hilfe von Brewsters Gesetzt ermittelt werden:

n
tang, = —+ Gleichung 5

ny

Wie in Abbildung 7 (links) dargestellt, ist n, der Brechungsindex des optisch diinneren
Mediums (z. B. Luft) und n; der des optisch dichteren Mediums (z. B. Wasser). Es gilt:
ng < n;. Der Brewsterwinkel fiir die Luft/Wasser-Grenzflache betrdgt 53,1°. In Gegenwart
eines diinnen Films wie einer Lipidmonoschicht mit dem Brechungsindex n; wird Licht
reflektiert (vgl. Abbildung 7, rechts). Reflektivititsunterschiede ergeben sich aus dem
gegeniiber Wasser verschiedenen Brechungsindex, Unterschieden in der Schichtdicke und
durch optische Anisotropie der Monoschicht.

Brewsterwinkel-Mikroskopie (Brewster angle microscopy, BAM) wurde an der
Université Henry Poincaré Nancy 1 (Nancy, Frankreich) in der Gruppe von Prof. Ewa
Rogalska durchgefiihrt. Die Morphologie des Lipidfilms wurde mittels einer PC-
gesteuerten KSV 2000 Filmwaage in Kombination mit einem Brewsterwinkel-Mikroskop
(Optrel BAM 300 von KSV, Helsinki, Finnland) untersucht.
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DB

Abbildung 7 (links): keine Reflexion von p-polarisiertem Licht an der Wasser/Luft-
Grenzfliche beim Brewsterwinkel. (rechts): Lipidmonoschicht fiihrt zu einer messbaren
Reflexion.

Ein p-polarisierter Lichtstrahl, erzeugt von einem 10 mW HeNe-Laser (633 nm), wird
unter dem Brewsterwinkel auf eine reine Wasseroberflache eingestrahlt, sodass die von
der Wasseroberflache reflektierte Intensitit nahezu Null ist. Ein schwarzes Bild erscheint
auf dem Monitor.

Nach dem Spreiten des Lipids wird eine n/4-Isotherme aufgenommen und gleichzeitig
die Morphologie der Monoschicht untersucht, um die Bilder mit dem jeweiligen
Oberflaichendruck bzw. der molekularen Fliche korellieren zu konnen. Wéhrend der
Kompression werden erst im Koexistenzgebiet von LE- und LC-Phase helle Doménen
sichtbar. Diese kondensierten Bereiche (LC) der Lipidmonoschicht bewirken eine
Verianderung des Brechungsindex an der Grenzflache, wodurch bei dem eingestellten
Brewsterwinkel der auftreffende Laserstrahl reflektiert wird. Der reflektierte Strahl wird
mit einer CCD-Kamera digital detektiert (400 x 300 um?). Die Form, Grofie und Anzahl
dieser Doménen héngt stark von den individuellen Eigenschaften der Molekiile ab, aber
auch von der Geschwindigkeit der Kompression, der Temperatur oder der Anwesenheit
weiterer Molekiile an der Grenzfliche wie beispielsweise Cholesterol, Proteine oder
DNA.™

3.4 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

IR-Spektroskopie

Das Prinzip der Infrarot- (IR) Spektroskopie beruht auf der Bestrahlung von Molekiilen
mit elektromagnetischen Wellen des mittleren Infrarot-Bereichs (A = 2,5 um bis 50 um).
Charakteristische Frequenzen des infraroten Lichts konnen bestimmte Teile der Molekiile
zu Schwingungen oder Rotationen anregen. Die detektierten Schwingungsfrequenzen

sind daher empfindlich fiir Konformation und Orientierung von Lipiden, Proteinen,

_27-


http://de.wikipedia.org/wiki/Elektromagnetische_Welle
http://de.wikipedia.org/wiki/Infrarotstrahlung

3 Methoden Sandra Gromelski

Peptiden oder DNA. Ist die chemische Struktur der untersuchten Molekiile bekannt,
konnen aus kleinen Verschiebungen der Absorptionsbanden Riickschliisse iiber intra- und
intermolekulare Wechselwirkungen sowie deren Umgebung gezogen werden.

Beim Auftreffen auf die Probe wird aus dem IR-Spektrum die Wellenlédnge absorbiert, die
die richtige Energie hat, um einen Schwingungsiibergang im Molekiil anzuregen. Dies ist
genau dann der Fall, wenn die Frequenz der infraroten Strahlung v gleich der

Eigenfrequenz vj des molekularen Oszillators ist. Die Eigenfrequenz ergibt sich aus

1 |k
Vo =—"—.— Gleichung 6
2w\ 1

mit der reduzierten Masse der gegeneinander schwingenden Atome x4 und der
Kraftkonstante der Schwingung &k, die die Stirke der beteiligten Bindungen
wiederspiegelt. Wechselwirkung zwischen elektromagnetischer Strahlung und einem
Molekiil kann jedoch nur auftreten, wenn im Molekiil bewegte elektrische Ladung zur
Verfiigung steht. Das ist immer dann der Fall, wenn das Molekiil entweder ein
verdnderbares oder ein induzierbares Dipolmoment aufweist (IR-aktiv). In Molekiilen mit
Schwingungen, die symmetrisch zum Symmetriezentrum liegen, treten keine Anderungen
des Dipolmoments auf (IR-inaktiv). Daher liefern polare Molekiile intensive
Rotationsiibergange. Wird linear polarisiertes Licht eingestrahlt, so ist die Absorption
maximal, wenn Polarisationsrichtung und Richtung der Dipolmomentinderung
iibereinstimmen.

Die moglichen Molekiilschwingungen werden in verschiedene Klassen unterteilt: die
Streckschwingungen v (stretching vibration), bei denen sich die Bindungsldngen &ndern
und die Deformationsschwingungen o (scissoring), bei denen sich die Bindungswinkel
dndern, wobei die Bindungslingen anndhernd konstant bleiben. Je nachdem, ob die
Molekiilsymmetrie erhalten bleibt, unterscheidet man zwischen symmetrischen (s) und
asymmetrischen (as) Schwingungen. In Tabelle 1 sind die charakteristischen IR-Banden
von Phospholipiden und DNA aufgelistet.

Das aufgenommene Absorptionsspektrum ist sehr spezifisch fiir die chemische Struktur
der Molekiile an der Grenzflache. Stirkere chemische Bindungen und Atome kleinerer
Masse verursachen im IR-Spektrum Absorptionsmaxima bei groBen Wellenzahlen (hohe
Energie), groBe Massen hingegen verursachen IR Absorptionsmaxima bei kleinen
Wellenzahlen (niedrige Energie). Die Energie ist proportional zum Quadrat des

permanenten Dipolmomentes.
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Tabelle 1: Frequenzen charakteristischer IR-Banden von Phospholipiden und DNA.”**

Symbol Wellenzahl (cm ')  Anmerkung

Frequenzen charakteristischer IR-Banden von Phospholipiden

V. (CH3) 2956
v, (CH,) 2854 fliissige Phase (gauche -Konformation)
.g v, (CH,) 2849 kondensierte Phase (all-trans -Konformation)
E v, (CHy) 2924 fliissige Phase (gauche -Konformation)
=
£ v, (CHy 2919 kondensierte Phase (al/l-trans -Konformation)
5]
¥ 6 (CH,) 1462, 1474 orthorombische Packung (Duplett)
0 (CH,) 1468 hexagonale oder trikline Packung
v (C=0) 1723-1728 Frequenzen empfindlich fiir
v (C=0) 1740-1742 Wasserstoffbriickenbindung und Hydratation
¢ (HOH) 1645
v, (POyY) 1085-1090 Frequenz empfindlich Hydratation
=
< v, (POyY) 1205-1240 Frequenzen empfindlich fiir lonenbindung,
g Hydratation und Wasserstoffbriickenbindung
s (Dehydratation: Verschiebung zu hoheren
s Wellenzahlen)
£
2
E‘ V.. (POLY) 1074-1086

v, (CO-0-C) 1085
V4 (CO-0-C) 1170
v (CO-0-PO,) 1070
vy (CN-C) 970

Frequenzen charakteristischer IR-Banden von DNA (B-Form)

V. (POY) 1220-1250
v (DNA) 970 DNA-Riickgrat
v (AT-bp) 938 AT-Basenpaare in B-Form-Helices
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IRRAS - IR-Spektroskopie and der Wasser/Luft-Grenzfliiche

Die Kombination von Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (infrared reflection
absorption spectroscopy, IRRAS) mit der Filmwaagentechnik ermoglicht die direkte
Korrelation von molekularen Strukturen mit Phasenumwandlungen oder molekularen
Flachen der z/4-Isothermen. So ist z. B. die im Verlauf der Kompression eines Lipidfilms
gemessene Frequenzabnahme der konformationsempfindlichen
Methylenstreckschwingungen direkt mit einer Zunahme der Ordnung in den
Kohlenwasserstoffketten der Lipide verbunden.®' Weiterhin kann die Adsorption von
Biomolekiilen wie DNA an der Lipidschicht detektiert werden.* Abbildung 8 zeigt eine
schematische Darstellung der IRRAS-Messeinheit.

s-polarisiertes oder
p-polarisiertes Licht

Messtrog mit
Lipidmonoschicht

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer IRRAS-Messeinheit
(Abbildung von K. Wagner).

Die IRRA-Spektren wurden mit Hilfe eines IFS 66 FT-IR Spektrometers (Bruker,
Deutschland) aufgenommen. Der IR-Strahl durchléuft einen Thalliumbromid und -iodid
gemischten cristal wiregrid-Polarisator (KRS-5 Graseby Specac Ltd., Orpington, Kent,
UK) und tritt als s-polarisiertes oder p-polarisiertes Licht unter einem bestimmten Winkel
auf die Wasser/Luft-Grenzflache. Der reflektierte Strahl wird anschlieBend von einem
MCT-Detektor, der mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wird, detektiert. In den
durchgefiihrten Experimenten wurde ein Einfallswinkel von 40° (d.h. kleiner als der
Brewsterwinkel fiir eine Wasser/Luft-Grenzflache) und s-polarisiertes Licht verwendet.
Eine computergesteuerte Technik ermdglicht es, zwischen Referenz- und Messtrog zu
wechseln.** Der Messtrog enthélt die Probe, d.h. die Subphase mit gespreitetem Lipid,
wihrend der Referenztrog nur mit der Subphase gefiillt ist. Beide Troge sind iiber kleine
Kandle miteinander verbunden. Auf diese Weise wird gewihrleistet, dass der
Wasserstand in beiden Trogen gleich hoch ist. Um das Signal des Wasserdampfs zu
eliminieren, wird das Referenzspektrum R, vom Probenspektrum R abgezogen und man

erhdlt das Reflexions-Absorptionsspektrum (—Ig(R/Ry) gegen Wellenzahl). Die
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Messanordnung befindet sich in einem geschlossenen Container, der eine konstante
Atmosphire ~ (Wasserdampfgehalt)  wdhrend der  Messung  gewahrleistet.
Fouriertransformierte Infrarot- (FT-IR) Spektren wurden bei einer Auflésung von 8 cm™

aufgenommen.

3.5 Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (GIXD)

Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (grazing incidence X-ray diffraction, GIXD)
ist eine hochsensitive Methode, mit der nur geordnete Bereiche von Lipidmonoschichten
an der Wasser/Luft-Grenzflache hinsichtlich ihrer Struktur untersucht werden kénnen. Sie
ermoglicht die Bestimmung von Gitterparametern, von Neigungsrichtung und
Neigungswinkeln der Lipidketten wie auch Aussagen iiber die Positionskorrelation. Da
solche Monoschichten nur sehr wenige Streuzentren aufweisen, nutzt man
hochenergetische Rontgenstrahlung, die am Synchrotron erzeugt werden kann.
GIXD-Messungen wurden am Diffraktometer der Undulator-Beamline BW1*™® des
Hamburger Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB, DESY) durchgefiihrt. Das
Diffraktometer ist mit einem thermostatisierten Langmuir-Trog (R&K, Potsdam,
Deutschland) ausgestattet. Um die Streuung der Rontgenstrahlung an den Molekiilen der
Luft so gering wie moglich zu halten, ist der Trog in einer mit Helium gefiillten Box
eingeschlossen. Mittels eines Berylliumkristalls (002) wurde der Synchrotronstrahl auf
die Wellenlinge 1,304 A monochromatisiert. Um die Oberflichensensitivitit zu
maximieren, wird der Strahl so justiert, dass er unter einem Winkel von o; = 0,85 a, auf
die Wasseroberflache trifft. o, ist der kritische Winkel der totalen externen Reflexion
(0,13°)%. Ist a; kleiner oder gleich dem kritischen Winkel, so wird die gebrochene Welle
zu einer evaneszenten Welle, die sich entlang der Grenzflache ausbreitet und im Medium
exponentiell geddmpft wird.

3 Monoschicht

Subphase

Abbildung 9: Geometrie der Rontgenbeugung unter streifendem
Einfall.
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Die Intensitit des gebeugten Strahls wird mit Hilfe eines positionsempfindlichen
Detektors (position sensitive detector, PSD) (OED-100-M, Braun, Garching,
Deutschland) als Funktion des vertikalen Streuwinkels a, detektiert. Die Auflosung des
horizontalen Beugungswinkels 26,, wird durch einen Soller-Collimator gegeben, der sich
vor dem PSD befindet, wobei 20,, der Winkel zwischen dem einfallenden und dem
gebeugten Strahl ist. Die Geometrie der Rontgenbeugung unter streifendem Einfall ist in
Abbildung 9 dargestellt.

Durch Scannen von 26,, konnen die horizontale (in plane) Komponente Q,, und die

vertikale (out of plane) Komponente Q. des Streuvektors Q gleichzeitig bestimmt werden.

Ar . 20

Qxy = 7 -SIn 2xy Gleichung 7
2z .

QZ = 7 -SIn O{f Gleichung 8

Bei der Modellierung der Peaks werden die Intensititsprofile fiir die horizontale (Bragg
peak) und die vertikale Komponente (Bragg rod) durch eine Lorentz-Funktion bzw. eine
Gauss-Funktion beschrieben. Aus der Position des Bragg peak konnen die
Netzebenenabstinde dj; (b und k sind die Millerschen Indices) iiber die Bragg-Gleichung
bestimmt werden:
27 A .
= Q_)’:yk = m Gleichung 9

Daraus konnen wiederum die Gitterparameter a, b, y und die Flache der Einheitszelle 4.,

errechnet werden:
A, =ab-siny Gleichung 10

Die Halbwertsbreite der Diffraktionspeaks (full width at half maximum, FWHM) gibt
Informationen iiber die Positionskorrelation & und kann iiber die Scherrer-Formel**®*

bestimmt werden:

0.88-27

"7 A

Gleichung 11

A ist die intrinsische Halbwertsbreite:
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A= Azpeak - Azdet Gleichung 12

Die gemessene Halbwertsbreite A, muss mit der Detektorlinienbreite Age = 0,008 A’
korrigiert werden.

Amphiphile Molekiile kénnen nur in einer begrenzten Anzahl von Kristallgittern gepackt
sein. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die mdglichen Kristallgitter, deren Merkmale und

die Berechnungen des Neigungswinkels.

Tabelle 2: Merkmale der Kristallgitter von Amphiphilen (contour plot = Héhenliniendiagramm der Intensitdt
als Funktion der horizontalen und der vertikalen Streuvektorkomponenten Q,, und Q. n = nicht
degenerierter Peak, d = degenerierter Peak, Neigung NN / NNN = Lipidketten neigen sich in Richtung des
ndchsten, bzw. iiberndchsten Nachbarn, Verzerrung = Verzerrung der Einheitszelle, ¥, = Neigungsazimuth
zwischen Neigungsrichtung und dem korrespondierenden reziproken Gittervektor).

Gitter Hexagonal Rechtwinklig (rectangular) Schiefwinklig (oblique)
Gitterparameter a = b, y = 120° a=b, y#120° a=b#c, azf#y
" 0."'0
Qz =0 n d _
0.":0."=2:1

Neigungsrichtung: NN Neigungsrichtung: NNN

contour plots Qz q Qz

0 a ()
az " 0 az

Qxy Qxy

Verzerrung: NN Verzerrung: NN O O

Qxy Qxy
n

n
Qxy O Qxy
Verzerrung: NNN Verzerrung: NNN
Berechnung od o . .
des Neigungs- =0 tan £ = > tan 1 = == 0™ = 0™ -cos ¥y - tan(7)
winkels \/Q ff} - (0% / 2)2 Oxy
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3.6 Rontgenreflexion (XR)

Biologische Membranen sind im Allgemeinen stark ungeordnete Systeme. Daher sind
Diffraktionsmessungen oft nicht geeignet, um biologische Systeme zu charakterisieren.
Im Gegensatz zu Diffraktionmessungen sind Reflexionsmessungen nicht an geordnete
Systeme gebunden. Mittels gerichteter Rontgenreflexion (specular X-ray reflectivity, XR)
erhilt man Aussagen 1iber die Elektronendichteverteilung o entlang der
Oberflachennormalen z, Schichtdicken und Rauhigkeiten von Grenzflichenfilmen. Die

Reflektivitit R kann liber folgende Formel errechnet werden:

RQ) | dp o 2y

= Gleichung 13
R (Q.) |p,” dz

Hierbei ist p,, die durchschnittliche Elektronendichte der Subphase, Re(Q.) ist die Fresnel-
Reflektivitat fiir eine perfekt scharfe Grenzflache zwischen Luft und der Subphase und Q,

die vertikale Komponente des Streuvektors Q:
4r .
Q. =—sina Gleichung 14
A

mit der Wellenlinge des eingestrahlten Lichts A (hier: 1,304 A), und seinem
Einfallswinkel a.

Z
Q, = 2k sin o
X K
ol K : ol

v

Subphase

Abbildung 10: Geometrie der Rontgenreflexion.

Wie auch die GIXD-Messungen wurden die XR an der Undulator-Beamline BW1%* des
Hamburger Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB, DESY) durchgefiihrt. Die XR-

Messungen wurden in der Geometrie a; = oy= o aufgenommen, wobei a; und o der
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Einfalls- bzw. Ausfallswinkel ist (vgl. Abbildung 10). Die Reflektivitdit wurde als
Funktion des Einfallswinkels a; (0,05° — 5°) mittels eines eines Nal-Scintillationszdhlers
detektiert. Die Hintergrundstreuung der Subphase wurde bei 26,, = 0,7° aufgenommen
und von dem gemessenen Signal bei 26,, = 0 abgezogen. Der footprint-Bereich auf der
Probe ist indirekt proportional zum Einfallswinkel. Eine direkte Fouriertransformation
der Reflektivitdt in die Elektronendichteverteilung ist nicht moglich, da man das absolute
Quadrat einer komplexen Zahl und nicht die Phase misst.

Ausgehend von der Reflektivititskurve wurde unter Verwendung des Programms
Parrat® mit einer bestimmten Anzahl verinderlicher Parameter und der 7-Methode ein
Elektronendichteprofil modelliert. Fiir die Interpretation der Daten konnen zwei Modelle
genutzt werden, die von Schalke ef al.’' beschrieben wurden. In dieser Arbeit wurde das
sogenannte Boxenmodell verwendet, welches die submolekularen Einheiten der

Phospholipide als molekular homogene Boxen betrachtet.”

3.7 Rontgenfluoreszenz (XRF)

Die Rontgenfluoreszenz (X-ray fluorescence, XRF) von Atomen ist ein Effekt, welcher
zur zerstorungsfreien Untersuchung von Stoffen genutzt wird. Sie ist eine der am
hiufigsten eingesetzten Methoden zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der
atomaren bzw. chemischen Zusammensetzung fester und fliissiger Proben.

Die Bestrahlung der Probe mit polychromatischer Rontgenstrahlung fiihrt zur Anregung
der Atome, wodurch meist kernnahe FElektronen entfernt werden. Die angeregten
Zustinde sind sehr kurzlebig (ca. 10" s) und die Reorganisation der Elektronenhiille
fiihrt zur Emission von sekundirer Rontgenstrahlung, der Fluoreszenzstrahlung. Jedes
Element in der Probe erzeugt Rontgenstrahlung mit charakteristischer Wellenldnge. Die
Intensitit einzelner Linien im Fluoreszenzspektrum ist proportional der Anzahl der
emittierenden Atome und damit der Konzentration eines bestimmten Elementes in der
Probe. Meist wird die Konzentration jedoch aus dem Vergleich mit Referenzmaterialien
bekannter Zusammensetzung bestimmt

Die XRF-Messungen an der Wasser/Luft-Grenzfliche wurden an der Undulator-
Beamline ID10B Troika II am ESRF in Grenoble, Frankreich von Antje Fischer
durchgefiihrt. Ein Synchrotronstrahl wurde mittels Bragg-Reflexion an zwei
Diamantkristallen (111) auf 12,5 keV monochromatisiert und traf die (mit der
Lipidmonoschicht bedeckte) Wasseroberfliche unter einem Winkel von 22,9 m°.
Senkrecht tiber der Schnittstelle zwischen Strahl und Grenzfliche wurde die Intensitét als
Funktion der Energie (in eV) durch einem energiedispersiven Silicium-Drift-Detektor

(Rontec) erfasst.
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3.8 Neutronenreflexion (NR)

Ahnlich wie die Rontgenreflexion ist auch die Neutronenreflexion (neutron reflectometry,
NR) eine wichtige Technik, um Adsorption an Grenzflichen zu untersuchen. Sie
ermoglicht es, Informationen iiber Struktur, Zusammensetzung, Dicke und Rauhigkeit
einer bis zu 500 nm dicken adsorbierten Schicht entlang der Oberfldchennormalen mit
einer Auflésung von bis zu 0,2 nm zu untersuchen.””* Da Neutronen nur schwach mit
den meisten Materialien in Wechselwirkung treten, ist die Durchfithrung von
Experimenten in situ an der fest/fliissig-Grenzfliche mdglich. Vorteilhaft ist, dass die
Probe nicht beschéadigt wird, selbst wenn sie sehr lange dem Neutronenstrahl ausgesetzt
ist. Der Wellencharakter der Neutronen ist Ursache fiir die Analogie mit der klassischen
Optik. Mit geringen Modifikationen folgen Neutronenwellen bei der Reflexion der
Beugung und beim Interferrieren den physikalischen Regeln der Optik.”>*®

Analog zur Rontgenreflektivitit basiert die gerichtete Neutronenreflexion auf der
Anderung der spekularen Reflexion R an der Grenzfliche zwischen zwei Phasen mit Q.,
der vertikalen Komponente des Streuvektors @ (Gleichung 14). Bei der
Neutronenreflexion wird der Einfallswinkel meist mit 6 bezeichnet. Die Anderung der
Reflektivitit hdngt von der Komposition der Grenzflache in z-Richtung ab, die durch die

Streuldngendichte p, (scattering length density, SLD) charakterisiert wird:
P, = z I’libi Gleichung 15

Dabei ist n;, die Zahlendichte des Elements i und b; seine Streuldnge. Unterschiedliche
Isotope werden durch verschiedene Werte fiir b; charakterisiert. Die Verwendung von
Zusammensetzungen mit unterschiedlichen Isotopen des gleichen chemischen Elements
gestattet der NR, bestimmte Regionen von diinnen Filmen zu untersuchen, ohne die
gesamte chemische Struktur zu stéren. Wichtigste Grundlage der meisten Messungen ist
der SLD-Unterschied von 'H und *H (oder D) mit -0,56 - 10° A2 bzw. +6,37 - 10° A=

In Proben, die aus mehreren Schichten aufgebaut sind, wird der Strahl an jeder
Grenzflache reflektiert und gebrochen. Die einzelnen Reflektivititen iiberlagern sich.
Erfillt die Wellenldnge dabei die Bragg-Bedingung (Gleichung 9), tritt konstruktive
Interferenz auf. Dies fiihrt zu Oszillationen der detektierten Reflektivitdt entlang von Q..
Aus der Reflektivititskurve kann somit die Schichtdicke d iiber den Abstand zwischen

zwel Minima AQ, bestimmt werden:

27

AQ.

d= Gleichung 16
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Gleichung 14 zeigt, dass Reflektivitdtsmessungen als Funktion von O entweder durch
Variation von 6 oder von 4 erreicht werden kdnnen. An Neutronenstrahlungsquellen, die
einen monochromatischen Strahl mit festgelegter Wellenldnge produzieren, wird 6
variiert. An gepulsten Neutronen-Strahlungsquellen hingegen wird einen Breitbandstrahl
(weiBer Strahl) von polychromatischem Licht verwendet. 4 wird mittels der time of flight-
Methode (TOF) bei fixiertem 6 bestimmit.

Fiir diese Arbeit wurden beide Varianten in einer fest/fliissig-Experimentierzelle und in
der 6/26-Geometrie angewendet. Als Templat diente ein Siliciumblock, der mit
Polyelektrolytmultischichten aus PSS (Polystyrensulfonat), PAH (Polyallylamin-
hydrochlorid) und DNA (Kalbsthymus-DNA) unter Verwendung der layer by layer-
Technik (4.2) iiberzogen war. Die Messungen erfolgten in D,O. Am Reflektometer V6°
des Hahn-Meitner-Instituts (Berlin) wurde die Reflektivitit bei einer Wellenldnge von
4 =0,47 nm tiber den ganzen Bereich der Einfallswinkel (0° bis max. 2°) gescannt. Da
sich der footprint auf der Probe fiir verschiedene 6 &ndert, wurden die gemessenen
Reflektivititsdaten entsprechend korrigiert. Die Messungen am Reflektometer AMOR™
des Paul-Scherrer-Instituts (Villigen, Schweiz) wurden bei drei verschiedenen
Einfallswinkeln (0,4°; 0,9° und 1,5°) iiber den gesamten Q-Bereich im TOF-Modus
durchgefiihrt. Der Hintergrund wurde direkt vom spekularen Signal abgezogen, um die
korrigierte Reflektivitit zu ermitteln. Die gemessenen Reflektivitdtskurven wurden unter
Verwendung des Programms Parratf’® und der p’-Methode mit dem Boxenmodell’
gefittet. Auf Grundlage der berechneten Kurven wurde ein Streulingendichteprofil

erstellt.

3.9 Quarzmikrowaage (QCM)

Die Quarzmirkrowaage (quartz crystal microbalance, QCM) zdhlt zu den resonanten
Quarzsensoren.  Diese  analytische = Methode macht die Detektion von
Grenzflachenprozessen wie z.B. die Massenabscheidung auf Oberflichen, in situ
moglich. Die Empfindlichkeit der QCM-Technik liegt im unteren Nanogrammbereich
und ist damit um etwa den Faktor 100 empfindlicher als verfiigbare elektromechanische
Waagen.

Der inverse piezoelektrische Effekt erlaubt es, Quarzkristalle durch Anlegen einer
Wechselspannung mit ihrer Eigenfrequenz in Schwingung zu versetzen. Diese
Schwingung breitet sich in Form einer transversalen akustischen Welle senkrecht zur
Quarzoberflache durch den Quarz hindurch aus.

Die Eigenfrequenz f; wird durch die Dicke der Quarzscheibe und den Winkel, in dem sie

aus dem Kristall herausgeschnitten wird, bestimmt. Sie berechnet sich iiber:
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LA

Jo=—
2d, \ p,

Gleichung 17

Dabei ist d, die Dicke des Quarzes, p, die Dichte des Quarzmaterials (2,648 g/cm®) und
g sein Schermodul (2,947-10" g/ cn/ 7).

Die Methode basiert auf der Anderung der Eigenfrequenz (Resonanzfrequenz) der
piezoelektrischen Kristallscheibe, sobald diese mit einer Fremdmasse der Schichtdicke
Ad beladen wird. Bereits 1959 stellte Giinter Sauerbrey eine lineare Beziehung zwischen
Massebeladung Am und der Anderung der Resonanzfrequenz Af'von Schwingquarzen fest

und stellte folgende Formel auf:”

_ forAd 217 -Am

Af =
d, A\/pq"uq

Hierbei ist A die Elektrodenfliche auf dem Quarz und C ein Konstante. Fiir das

=—C-Am Gleichung 18

verwendete 5 MHz-Quarz bedeutet das, dass eine Masseanlagerung von 17,7 ng auf einer
Fliche von 1 cm® eine Frequenzinderung von 1 Hz hervorruft. Die Sauerbrey-Gleichung
gilt jedoch nur fiir starre Filme, weshalb die QCM-Technik lange Zeit nur als
Massendetektor fiir Gase eingesetzt wurde. Die Adsorption von Biomolekiilen an

Oberflachen erzeugt jedoch elastische Filme.

Obere Elektrode ! » Stromkreis )

I 1 geschlossen Stromkreis offen
L o
, €
\
2%
2 g5
Quarzkristall = %

Damptung

Untere Elektrode "H"

Abbildung 11 (links): Schema eines QCM-D-Systems. (rechts): Verringerung der Amplitude nach dem
Offnen des Stromkreises ermoglicht Ermittlung der Dimpfung.

Wie auch die umgebende Fliissigkeit, erzeugen diese elastischen Filme eine erhebliche
Déampfung (dissipation, D), die in der QCM-D-Technik zusammen mit der
Massenédnderung bestimmt wird. Das QCM-D System der Firma Q-Sense, (Goteborg,
Schweden) kombiniert diese Prinzipien. Mit Hilfe dieser Technik lassen sich
Informationen tiber die viskoelastischen Eigenschaften der adsorbierten Filme gewinnen.
Abbildung 11 (links) zeigt den schematischen Aufbau des Systems. Ein Quarzkristall
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wird periodisch zur Schwingung in seiner Grundfrequenz sowie im dritten, fiinften und
siebten Oberton (n =3, 5 oder 7) angeregt und anschlieBend von der antreibenden
Spannungsquelle wieder getrennt.

In der spannungslosen Phase, in der der Quarzsensor ausschwingt, kann die Ddmpfung D,
aus dem zeitlichen Abfall der Schwingungsamplitude ermittelt werden (vgl.
Abbildung 11, rechts). D ergibt sich aus dem Quotienten des Energieverlusts pro
Schwingung und der Gesamtenergie des Oszilators und hat daher keine Einheit. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden sogenannte AT-cut Quarze verwendet.'” Sie zeichnen sich
durch eine sehr geringe Temperaturabhingigkeit der Resonanzfrequenz aus. Die Kristalle

sind auf Ober- und Unterseite mit einer Gold- bzw. Siliciumdioxidelektrode bedampft.

3.10 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine Methode zur Messung von
GroBenverteilungen und mittleren Partikelgroflen im Bereich von 2 nm bis etwa 2 pum.
Prinzipiell ~bestimmt man Diffusionskoeffizienten bzw. Verteilungen von
Diffusionskoeffizienten. Mit der Stokes-Einstein-Beziehung lassen sich dann unter der
Annahme, dass sphirische Teilchen vorliegen, aus den Diffusionskoeffizienten die
hydrodynamischen Radien der diffundierenden Teilchen berechnen. Die wesentlichen
Komponenten eines DLS-Gerétes sind Laser, Probenhalter und Photomultiplier (PM) zur
Detektion der gestreuten Strahlung bei einem festen Winkel.

Das bei der sogenannten Photonenkorrelations-Spektroskopie verwendete Laserlicht ist
kohérent, d. h., die Wellenbewegung senkrecht zur Fortpflanzungsrichtung des Lichts ist
in Phase. Durch Interferenz des an den einzelnen Teilchen gestreuten Lichts entstehen
Beugungsmuster. Sind die Teilchen stationar, ist ein Beugungsmuster von hellen Flecken
zu sehen. In diesem Muster entspricht jeder Fleck einer Kohérenzfliache, also der Fléche
auf der die auftreffenden, von unterschiedlichen Streuzentren ausgehenden Streuwellen
noch eine feste Phasenbeziehung zueinander aufweisen. Befinden sich die Teilchen
jedoch in Bewegung (z. B. in einer kolloidalen Dispersion), wird auch das Punktmuster
dynamisch. Die Streuzentren in der Probe bewegen sich und damit dndert sich der
Abstand der Streuzentren zueinander. Somit fluktuiert auch die Streulichtintensitét eines
Flecks. Die Fluktuationen werden durch einen Photonenkorrelator analysiert, der die
zeitliche Korrelation in den Fluktuationen der Lichtintensitdt im Millisekundenbereich
bestimmt. Aus der gemessenen Autokorrelationsfunktion erhédlt man die
Autokorrelationsfunktion g.(7) des elektrischen Feldes £ der Streuwelle, welche die
Beziehung zwischen der durchschnittlichen Intensitit zu einer Zeit (¢ + 7) und der

Intensitit zur Zeit t wiedergibt:
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_ 2
g.(r)=1+e e Gleichung 19

Hierbei ist 7 die Korrelationszeit, D der Diffusionskoeffizient der Partikel und % der

Streuvektor. Dieser ist gegeben durch:

4
k = an sin(g) Gleichung 20

N, ist der Brechungsindex des Dispersionsmittels, A ist die Wellenldnge des Laserlichts
und 6 der Streuwinkel. In der Praxis wird 7 bei verschiedenen Streuwinkeln gemessen.
Trégt man 1/7 gegen & auf (7= 1/D&), erhilt man zunichst den Diffusionskoeffizienten
und unter Annahme der Stokes-Einstein-Gleichung den hydrodynamischen Radius r der

Teilchen:

kT
r= .
67nD

Gleichung 21

T ist die absolute Temperatur, £ die Boltzmann-Konstante und 7 die Viskositdt des

Dispersionsmittels.
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4 Praparation

4.1 Praparation von zirkularer Plasmid-DNA

Die Priparation der Plasmid-DNA wurde an der Université Henry Poincaré Nancy 1
(Nancy, Frankreich) in Kooperation mit Prof. Lionel Domenjoud durchgefiihrt.

Fermentation von E. coli TG1(pGL3)

Der E. coli Stamm TGI1 enthilt das Plasmid pGL3, welches ein Gen trigt, das fiir eine
Ampicillin-Resistenz codiert. Somit wird sicher gestellt, dass sich in Anwesenheit von
Ampicillin nur die Zellen vermehren konnen, die das Plasmid tragen. Die Fermentation
wurde bei 37 °C iiber Nacht im Schiittelkolben durchgefiihrt.

Aufreinigung der Plasmid-DNA

Die Schiittelkultur wird 5 min bei 7000 rpm zentrifugiert und das Pellet in EDTA-
haltigem (10 mM) Puffer in Anwesenheit von RNase A resuspendiert. EDTA komplexiert
zweiwertige Kationen, die fiir die Stabilitdt der Bakterienzellwédnde wichtig sind und
destabilisiert diese somit. Der Zusatz von Lysozym bewirkt eine enzymatische Spaltung
des Mureins in den Zellwédnden von E. coli. Es folgt die alkalische Lyse der
Bakterienzellen nach Birnboim und Doly mit Hilfe von 200 mM NaOH und 1 % SDS
(Sodiumdodecylsulfat). Die zugefiigten Komponenten wurden kurz mit der
Zellsuspension gemischt und auf Eis gestellt. SDS lagert sich in die Phospholipidschicht,
bewirkt somit deren Auflosung und der Zellinhalt tritt aus. Die alkalischen Bedingungen
denaturieren chromosomale und Plasmid-DNA wie auch Proteine. Die Plasmide sind
jedoch klein genug, um die lysierten Zellen zu verlassen. Eine optimierte Einwirkzeit der
lysierenden Komponenten erlaubt eine maximale Ausbeute an Plasmid-DNA ohne
chromosomale DNA, wobei nur wenig Plasmid-DNA denaturiert wird. Werden die
Zellen zu lange den lysierenden Bedingungen ausgesetzt, besteht die Gefahr, dass
Plasmide irreversibel denaturieren. Diese denaturierte Form der Plasmide lduft im
Agarose-Gel schneller, ist Restriktionsenzymen gegeniiber resistent und ldsst sich
schlechter mit Ethidiumbromid anfirben. Das Lysat wird anschlieBend mit 2,8 M
Kaliumacetat-Puffer (pH 5,1) neutralisiert und auf Eis gestellt. Dies bewirkt die
Prézipitation von SDS (bei 4 °C), was grofle Zellbestandteile wie chromosomale DNA,
Proteine oder Zellbruchstiicke mit ins Pellet reiit, wiahrend die Plasmide im Uberstand
verbleiben. Der Uberstand wird abgenommen und mittels Phenol/Chloroform-Extraktion
von Proteinen befreit, die sich and der Phasengrenze sammeln. Das Plasmid verbleibt in

der oberen wissrigen Phase und wird anschlieBend mit 0,6 Volumen Isopropanol gefillt.
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Das Pellet wird fiir 10 min bei 10 000 rpm abzentrifugiert und zwei Mal mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, um noch vorhandene Salze zu entfernen. Im Anschluss wird das
Ethanol entfernt, das Pellet getrocknet, in 500 puL Wasser aufgenommen und die
Konzentration sowie die Qualitét der praparierten DNA iiberpriift.

Zeigt die Qualitdtskontrolle mittels Messung der optischen Dichte (OD)
Verunreinigungen mit RNA oder Proteinen, so schliefit sich ein Verdau mit RNAse A
bzw. Proteinase K fiir jeweils 30 min bei 37 °C an. Darauf folgen erneut
Phenol/Chloroform-Extraktion, Prizipitation, Waschen und Trocknen der DNA. Nach
dem Losen der Plasmid-DNA in Wasser werden Konzentration und Qualitdt der DNA

erneut gepriift.

Analyse der aufgereinigten Plasmid-DNA

Die Bestimmung der Konzentration und der Qualitit der aufgereinigten DNA erfolgte
spektroskopisch durch Messungen der optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm. Fiir
die Konzentrationsbestimmung gilt: Eine OD von 1 bei 260 nm und 1 cm Weglidnge
entspricht ca. 50 pg Plasmid-DNA pro mL. Der Quotient OD,4,/OD5g gibt Informationen
iiber die Qualitét der praparierten DNA. Liegt er zwischen 1,8 und 1,9, handelt es sich um
reine DNA. OD-Werte iiber 1,9 deuten auf das Vorhandensein von RNA hin, wiahrend
Werte unter 1,8 auf die Anwesenheit von Proteinen und Phenol schliefen lassen. Die
GroBe der DNA-Fragmente wurde mittels Gelelektrophorese in 0,8 %iger Agarose
gepriift. Die DNA wurde dazu mit dem interkallierenden Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid markiert. Als GroBen-Marker diente A/EcoRI + Hind III (Fa. Fermentas).

4.2 Layer-by-Layer-Technik

G. Decher stellte 1997 eine Technologie zur Herstellung ultradiinner organischer Filme
vor, wobei durch Selbstorganisation schrittweise entgegengesetzt geladene
Polyelektrolytmolekiile an geladenen festen Substraten adsorbiert werden.'”’ Das
Verfahren beruht auf der elektrostatischen Anziehung und Komplexbildung von
Polyanionen und -kationen zum Aufbau supramolekularer Polyelektrolytmultischichten.
Dabei kénnen Schichtdicken von 5 — 500 nm erreicht werden. Die so erzeugten Filme
weisen zwar keine hohe molekulare Ordnung auf, haben aber den Vorteil, dass sie sehr
stabil und einfach zu préparieren sind. Mit der Layer-by-Layer- (LbL-) Technik kénnen
verschiedene Molekiile wie Proteine, Nanopartikel oder Polymere schichtweise adsorbiert
werden, 6102103
Zu Beginn der Préparation wird das Substrat (hier: mit Siliciumdioxid oder Gold

beschichtet) mit Piranha-Losung gereinigt. Der Adsorptionscyclus beginnt mit dem
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Aufbringen von positiv geladenen Polykationen (10 mM Polyethylenimin, PEI) auf das
gesduberte Substrat (Schritt 1). Nach 20-miniitiger Adsorption wird das Templat drei Mal
fiir jeweils zwei Minuten in Millipore-Wasser gewaschen. In einem ndchsten Schritt
adsorbiert das anionische Polyelektrolyt Polystyrolsulfonat (PSS) fiir 20 Minuten an das
Substrat  (Schritt 2). Nach erneutem Waschen wird dann das kationische
Poly(allylaminohydrochlorid) (PAH) adsorbiert (Schritt 3). Diese Cyclus setzt sich so
lange fort, bis die Polyelektrolyt-Multischicht die gewiinschte Dicke erreicht hat. Der
Aufbau dieser Sandwichstruktur wird beendet, indem man das beschichtete Substrat unter
einem Stickstoffstrom trocknet. Die Struktur der verwendeten Polyelektrolyte wird in

Abbildung 12 dargestellt.
( —CH, CH —)

* HCI
(— NH CH, CH, i{—ér?l—CHE CH, )y Cen E:ZE
CH,CH,NH, SO Na 2 n
PEI (+) PSS (-) PAH (+)

Abbildung 12: Strukturen der Polyelektrolyte PEIL, PSS und PAH.

4.3 Praparation kleiner unilamellarer Lipidvesikel

Losungen der entsprechenden Lipide werden mit einer Konzentration von 5 mg/ml in
Chloroform hergestellt. Das Losungsmittel wird anschliefend in einem Stickstoffstrom
verblasen. Das Lipid schlédgt sich dabei in Form eines diinnen Films an der Glaswand des
Reagenzglases nieder. Der so erhaltene Lipidfilm kann gekiihlt fiir mehrere Wochen
gelagert werden. Der Lipidfilm wird in 2 ml Millipore-Wasser aufgenommen, fiir 15
Minuten im Wasserbad auf eine Temperatur oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur
des Lipids erhitzt, dabei mit Ultraschall behandelt und 30 Sekunden gevortext. Nach 15-
miniitigem Aquilibrieren bei Raumtemperatur wurde das Lipid erneut erhitzt u.s.w..
Dieser Zyklus wurde 5 — 10 Mal wiederholt.

Die erhaltene Lipidsuspension wurde anschlielend oberhalb der
Hauptphasenumwandlungstemperatur des Lipids mittels eines Extruders (Avanti Polar
Lipids, USA) durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengrofie von 400, 200 und
100 nm gedriickt. Die entstandenen Vesikel sind unilamellar. Wihrend der gesamten
Pridparation  sollte die  Temperatur der  Suspension nicht unter die
Phasenumwandlungstemperatur des verwendeten Lipids oder der Lipidmischung fallen.
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5 Ergebnisse Teil I: Untersuchung der Struktur von Komplexen aus
DNA, zweiwertigen Kationen und zwitterionischen Lipiden an der
Wasser/Luft-Grenzflache

Bereits 1980 verdffentlichten Budker ef al. Experimente, in denen die Ausbildung stabiler
Komplexe von DNA und zwitterionischen Lipidvesikeln in Gegenwart von MgCl, durch
' Der Zusatz von EDTA bewirkte eine

schlagartige Verringerung der Triibung auf den Ausgangswert. In Abwesenheit von

Triilbungsmessungen nachgewiesen wurde.

Magnesiumionen wurden keine Komplexe gebildet. Komplexe dieser Art stellten sich als
ernstzunehmende Alternative zu Komplexen zwischen DNA und kationischen Lipiden fiir
den Gentransfer heraus, weshalb ihre Struktur, ihre physiologischen und
physikochemischen Eigenschaften mehr und mehr untersucht wurden.?>'%41%

DSC-Messungen (differential scanning microscopy) und Elektronenmikroskopie fiihrten
zu dem Ergebnis, dass die Bildung von DNA/Calcium/DPPC-Komplexen eine erhebliche
Verdnderung im Phasenverhalten des Lipids bewirkt, wobei das Lipid trotzdem
Doppelschichten bildet.'” Zudem war die Ausbildung von dichten, wurmartigen DNA-
Clustern mit sich wiederholenden Abstinden von 4-6 nm auf der Membran erkennbar.
Kharakoz et al. schlussfolgerten nach Untersuchungen des DNA/Calcium/DPPC-
Komplexes mittels Ultraschallinterferrometrie, dass ein Lipid/DNA-Verhéltnis von 5:1
vorliegt.'" Die Untersuchung der Struktur von Komplexen aus DNA, zweiwertigen
Metallionen (Mn®", Co*", Fe*", Mg*" und Ca’") und Phosphatidylcholinen durch
Rontgendiffraktion mit  Synchrotronstrahlung ergaben, dass eine geordnete,
mehrschichtige  Struktur gebildet wird, wobei eine DNA-Schicht in zwei
Lipiddoppelschichten in einem bestimmten Lipid/DNA-Verhilnis eingebettet ist. '
Als Mechanismus dieser Wechselwirkung, wurden zwei Mdoglichkeiten in Betracht
gezogen: A) Es erfolgt eine Verbriickung der negativen Phosphateinheit der
Lipidkopfgruppe mit den Phosphaten der DNA durch zweiwertige Kationen. B) Die
zweiwertigen Kationen treten mit dem Phosphat der Kopfgruppe in Wechselwirkung
wodurch die Monoschicht effektiv positiv geladen und die DNA elektrostatisch

angezogen wird.
Die folgenden Ergebnisse stellen die neusten Erkenntnisse iiber den Mechanismus der

Bildung von Komplexen aus DNA, zwitterionischen Lipiden und zweiwertigen Kationen

dar.
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5.1 Komplexe mit genomischer DNA

5.1.1 m/A - Isothermen

Die Messung von n/A-Isothermen war die Grundlage fiir alle Methoden an der
Wasser/Luft-Grenzfliche. Die zuvor préparierte Subphase wurde in den Trog gefiillt und
1 mM Lipidldsung bei 20 °C gespreitet. Bei Messungen mit DNA gab es eine zusétzliche
Adsorptionszeit von einer Stunde. DNA (0,1 mM) sowie zweiwertige Kationen (5 mM)
wurden immer in Kombination mit NaCl (1 mM) eingesetzt. Die Berechnungen der
DNA-Konzentration beziehen sich auf ein Monomergewicht von 370 g/mol unter der

11

Annahme, dass das Monomer zu ca. 10 % hydratisiert ist.''' Fiir alle dargestellten

Isothermen betrug die Kompressionsgeschwindigkeit 5 A*Molekiil/min.

4041
Subphasen:
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Abbildung 13: n/A-Isothermen von DMPE-Monoschichten auf
Wasser (schwarz) sowie auf Kalbsthymus-DNA in Anwesenheit von
NaCl und BaCl, (griin), MgCl, (blau), CaCl, (rot) oder MnCl,
(orange) bei 20 °C.

Abbildung 13 zeigt n/A-Isothermen von DMPE auf Wasser sowie auf wissrigen
Losungen von DNA in Gegenwart von Ba*’-, Mg®"-, Ca®- oder Mn®"-Ionen. Alle
Isothermen zeigen den typischen Verlauf fiir Monoschichtsysteme, die ein Gebiet der
Koexistenz von fliissig-expandierter (LE) und fliissig-kondensierter (LC) Phase
durchlaufen (vgl. Abschnitt 2.2.1.). Diese Hauptphasenumwandlung ist ein
Phaseniibergang erster Ordnung und beginnt fiir DMPE auf Wasser bei einem
Phasenumwandlungsdruck 7. von 5,3 mN/m. Bei weiterer Kompression beschreibt die
Isotherme einen Knick bei 7, =32 mN/m, der auf eine Phasenumwandlung zweiter
Ordnung vom geneigten zum ungeneigten Zustand der Lipidketten hinweist. Das
Kompressionsverhalten von DMPE auf Wasser ist dquivalent zu dem auf wéssrigen
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Losungen von NaCl, DNA + NaCl und NaCl + zweiwertige Kationen. Aus diesem Grund
werden diese Isothermen durch die von DMPE auf Wasser in Abbildung 13 reprisentiert.
Die Anwesenheit von DNA und BaCl,, MgCl, oder CaCl, in der Subphase bewirkt nur
eine sehr kleine Erniedrigung von 7z, um bis zu 0,8 mN/m. Allerdings ist die Monoschicht
stirker expandiert, was durch eine Verschiebung der Isotherme zu gréBeren Flidchen
deutlich wird. Ursache hierfiir ist die Penetration der DNA-Molekiille in die
Lipidmonoschicht. Auch bei DNA und MnCl, in der Subphase ist diese Expansion der
Isotherme zu beobachten. Allerdings findet die Hauptphasenumwandlung schon bei
w.=3 mN/m statt. Die Phasenumwandlung zweiter Ordnung =z, findet in den vier
Systemen bei 28-30 mN/m statt. Uber 7, entspricht die molekulare Fliche der von DMPE
auf Wasser, was zeigt, dass die DNA-Molekiile aus der Lipidschicht heraus gedriickt

werden.

5.1.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Alle IRRA-Spektren wurden mit s-polarisiertem Licht unter einem Einfallswinkel von
40° aufgenommen. Abbildung 14 zeigt ein typisches IR-Spektrum eines Phospholipids
wie DMPE und seine charakteristischen Banden (vgl. Tabelle 1).

0,020 {H,0)
0,015 4
0,010 4

0,005

0,000 +

Reflexionsabsorption [a.u.]

'01005 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™]

Abbildung 14: Typisches IRRA-Spektrum eines Phospholipids.

CH,-Streckschwingungen

Die Untersuchung der CH,-Streckschwingungen von Lipiden ermdglicht es, Aussagen
iiber den Ordnungszustand der Lipidketten zu treffen. Die CH,-Streckschwingungen
treten im spektralen Bereich von 3000 bis 2800 cm™ auf. Die asymmetrischen und die

symmetrischen Methylenstreckschwingungen befinden sich bei 2924-2918 cm™ und
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2854-2849 cm™. Thre Frequenz spiegelt das Verhiltnis der all-trans/gauche-

Konformationen in den Lipidketten wieder.
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Abbildung 15 (links): IRRA-Spektren von DMPE auf Wasser (A4), auf NaCl+ MgCl, (B), auf
mM Kalbsthymus-DNA + NaCl (C) sowie auf Kalbsthymus-DNA + mM NaCl + MgCl, (D) bei 40 mN/m,
aufgenommen unter einem Einfallswinkel von 40° mit s-polarisiertem Licht. Zum besseren Verstdndnis sind
die Kurven verschoben. (rechts): Symmetrische CH,-Steckschwingung bei verschiedenen Driicken von DMPE
auf Wasser (4), auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + BaCl, (), auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (m), auf
Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (o) sowie auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MnCl, (®) und n/A-Isotherme
von DMPE auf Wasser bei 20 °C.

In Abbildung 15 (rechts) sind die Positionen der 1(CH,)-Bande bei verschiedenen
Driicken fiir DMPE auf Wasser sowie auf wéssrigen Losungen von DNA + BaCl,,
MgCl,, CaCl, oder MnCl, aufgetragen. Die sigmoide Form dieses Graphen édhnelt dem
Verlauf der 7/4-Isotherme, die zum Vergleich auf der unteren Skala dargestellt ist. Die
Messungen von DMPE auf den verschiedenen Subphasen zeigen alle das gleiche
Verhalten: Bei groen molekularen Flidchen tritt die symmetrische CH,-
Streckschwingung bei 2854 cm” auf Die Alkylketten sind ungeordnet. Die
Methylengruppen befinden sich also in der gauche-Konformation. Durch die
Kompression des Lipidfilms verschiebt sich die Position der v,(CH,)-Bande zu kleineren
Wellenzahlen. Dabei erhoht sich der Anteil der geordneten Alkylketten und damit auch
der Anteil an all-trans-Konformeren. Ab ca. 30 mN/m tritt die symmetrische CH,-
Streckschwingung bei 2849 cm” auf. Die Lipidmonoschicht befindet sich in der
kondensierten Phase und die Methylengruppen liegen in der a//-trans-Konformation vor.

Abbildung 15 (links) zeigt reprasentative Spektren von DMPE auf Wasser (A) sowie auf
wassrigen Losungen von 1 mM NaCl + 5 mM MgCl, (B), 0,1 mM Kalbsthymus-DNA +
1 mM NaCl (C) und 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM MgCl, (D) bei

40 mN/m. Es wird deutlich, dass sich die Positionen der symmetrischen als auch der
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asymmetrischen CH,-Streckschwingung nicht unterscheiden. Dies zeigt, dass der
Ordnungszustand der Alkylketten von DMPE auf allen Subphasen gleich ist.

PO; -Streckschwingungen

Die symmetrischen und asymmetrischen PO, -Streckschwingungen v,(PO,") und v,(PO;)
treten im spektralen Bereich von 1085 — 1090 cm™ bzw. 1205-1240 cm™ auf. Die Lage
der v,,(PO,)-Bande ist ein Indikator fiir den Hydratationsgrad der Lipidkopfgruppe.''*'"
Findet eine Wechselwirkung der zweiwertigen Kationen mit den Phosphaten der
Lipidkopfgruppen statt, so ist zu erwarten, dass diese dehydratisiert wird. In diesem Fall
wiirde sich die Position der v,(PO;)-Bande zu hoheren Wellenzahlen verschieben.'"
IRRAS-Messungen des DMPE auf Wasser sowie auf Subphasen, die zweiwertige
Kationen (5§ mM) und NaCl (1 mM) enthalten, weisen auBlerhalb der Fehlergrenzen

jedoch die gleichen Positionen der v,(PO,)-Bande auf (vgl. Abbildung 16).

®C=0) v(PO,)
ACH,) v (PO,)

Reflexionsabsorption [a.u.]

T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Wellenzahl [cm™]
Abbildung 16: IRRA-Spektren von DMPE auf Wasser (A) auf
NaCl + MgCl, (B), auf Kalbsthymus-DNA + NaCl (C) und auf
Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (D) bei 40 mN/m, aufgenommen

bei 20 °C unter einem Einfallswinkel von 40° mit s-polarisiertem
Licht.

Folglich haben zweiwertige Kationen keinen signifikanten Einfluss auf die Hydratation

der Kopfgruppe. Erst bei Konzentrationen ab 50 mM MgCl, kann eine geringe
Verschiebung der v,,(PO,’)-Bande zu hoheren Wellenzahlen beobachtet werden.
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DNA-Adsorption

Der spektrale Bereich von 1800 bis 700 cm” enthdlt mehr als 30 DNA-
Absorptionsbanden.'"* Sie geben wichtige Informationen z. B. iiber die Basenpaarungen
oder die Helixkonformation der DNA. Zwei charakteristische Banden treten bei 970 cm™
und 938 cm™ auf. Sie werden von der 2’Endodeoxyribose-Konformation des DNA-

Riickgrats bzw. von der AT-Basenpaarung in B-Helices verursacht.''*

DNA-
Ruckgrat

Reflexionsabsorption [a.u.]

T T T T T T T T T

1300 1200 1100 1000 900 800
Wellenzahl [cm™]

Abbildung 17: Differenzspektren von DMPE auf NaCl + MgCly/

subtrahiert: DMPE auf NaCl (A) und DMPE auf Kalbsthymus-DNA +

NaCl + MgCly subtrahiert: DMPE auf NaCl+ MgCl, (B) bei
40 mN/m.

Abbildung 17 zeigt reprisentative Differenzspektren von DMPE auf 1 mM NaCl +
5mM MgCl,/ subtrahiert: DMPE auf 1mMNaCl (A) und DMPE auf
0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM MgCl,/ subtrahiert: DMPE auf
1 mM NaCl + 5 mM MgCl, (B). Nach der Subtraktion der Spektren weist Graph A keine
Banden mehr auf, was zeigt, dass die Anwesenheit von MgCl, in der Subphase keinen
Einfluss auf die Struktur der Monoschicht hat. Das Differenzspektrum B zeigt nach der
Subtraktion die charakteristischen Signale bei 970 cm™ und 938 cm’, die durch die
Adsorption von DNA-Molekiilen an der Monoschicht hervorgerufen werden. Sie treten
nur in Gegenwart der DNA und des jeweiligen zweiwertigen Kations in der Subphase
auf.

Sowohl das Phospholipid als auch die DNA enthalten Phosphatgruppen, die einen Beitrag
zu der Intensitdt der symmetrischen und asymmetrischen PO, -Streckschwingung leisten.
In Gegenwart der DNA und zweiwertiger Kationen in der Subphase ist daher eine
Intensititserhdhung der PO, -Streckschwingungen zu beobachten. Im Differenzspektrum
wird der Beitrag der DNA-Phosphate zu den Banden der PO, -Streckschwingungen
deutlich. Auch eine verdnderte Orientierung der DMPE-Kopfgruppe kann zu dieser
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Erhohung der Intensitit beisteuern. Die IR-Signale, die durch die Adsorption der DNA
and die Monoschicht verursacht werden, treten erst ab Lateraldriicken von ca. 5 mN/m
auf. Unterhalb dieses Drucks werden diese Signale nicht detektiert. Offensichtlich ist die
Menge an penetrierter DNA zu gering, um detektiert zu werden.
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Abbildung 18: OH-Streckschwingungen — IRRA-Spektren von DMPE auf
Wasser (A), auf NaCl + MgCl, (B), auf Kalbsthymus-DNA + NaCl (C) und
auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (D) bei 40 mN/m, aufgenommen bei
20 °C unter einem Einfallswinkel von 40° mit s-polarisiertem Licht.

Einen zusitzlichen Nachweis fiir die Prdsenz von DNA an der Grenzfliache gibt die OH-
Streckschwingung, die in Abbildung 18 dargestellt ist. Die erhohte Intensitit dieser
Bande bei DMPE auf wissrigen Losungen von DNA und MgCl, resultiert aus einer
adsorbierten DNA-Schicht, die Wassermolekiile verdringt. Die WH,0)-Bande im
Messtrog ist in Gegenwart einer Monoschicht immer geringer als im Referenztrog ohne
die adsorbierte Schicht. Das resultierende Differenzspektrum weist daher eine positive
U H,0)-Bande mit noch hoherer Intensitdt auf. Je dicker die Schicht im Messtrog ist, um
so hoher ist die Reflexionsabsorption. In Gegenwart von DNA und BaCl,, CaCl, oder
MnCl, in der Subphase findet diese Intensitdtserhohung der OH)-Bande durch DNA-
Adsorption in gleichem MaBe statt. Eine Quantifizierung dieser Ergebnisse ist schwierig,
da es keine Standardmessung gibt, {iber die die Menge der adsorbierten DNA bestimmen
werden kann.

Auch bei Messungen von DMPE auf DNA geldst in 10 mM Citratpuffer (pH 4) tritt die
charakteristische Bande bei 970 cm™ (in Abwesenheit zweiwertiger Kationen) auf. Der
pKapp der Phosphatidylethanolamin betrigt < 3,5.'"% Bei pH 4 ist die DMPE-Kopfgruppe
daher iiberwiegend positiv geladen, was die elektrostatische Anziechung der DNA
bewirkt.
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Im Adsorptionsexperiment an der Wasser/Luft-Grenzfliche ohne Lipidmonoschicht tritt
die DNA-Markerbande bei 970 cm™ nach ca. 24 h in Anwesenheit von NaCl, DNA und

CaCl, in der Subphase auf. In Abwesenheit zweiwertiger Kationen ist dies nicht der Fall.

5.1.3 Rontgenreflexion (XR)

Reflexionsdaten von DMPE auf wéssrigen Losungen von 0,1 mM Kalbsthymus-DNA,
1 mM NaCl in An- und Abwesenheit von 5 mM CaCl, bzw. 5 mM MgCl, bei 20 mN/m
werden in Abbildung 19 dargestellt.

Abbildung 19 (links): Reflektivitit R/Rr als Funktion von Q. von DMPE auf
Kalbsthymus-DNA + NaCl (4), Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (B) und
Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (C), bei 20 mN/m. Zum besseren
Verstindnis sind die Kurven versetzt dargestellt.

Um die Elektronendichteprofile aus diesen Daten zu ermitteln, wurde jede Kurve mit dem
Box-Modell gefittet. Dabei wurden Schichtdicke, Rauhigkeit und Elektronendichte mit
dem Parratt-Programm angepasst. Abbildung 20 stellt die Elektronendichteprofile
entlang der Oberflachennormalen der DMPE-Monoschicht auf verschiedenen Subphasen
dar. Graph A (DMPE auf DNA + NaCl) zeigt eine repriasentative Kurve des
Elektronendichteprofils einer Lipidmonoschicht, die durch zwei Boxen beschrieben wird:
den hydrophoben Kettenbereich (17,1 A) und den Kopfgruppenbereich (6,1 A).

Die Phosphoratome der Lipidkopfgruppe haben eine hohe Elektronendichte. Deshalb
weist die Lipidkopfgruppe eine hohere Elektronendichte auf, als der Kettenbereich. Diese
Messungen stimmen gut mit den Ergebnissen der Reflexionsmessungen von DMPE auf
Wasser iiberein.”® Demzufolge adsorbiert die DNA in der alleinigen Gegenwart von NaCl
nicht an der Monoschicht. Auf Subphasen, die neben DNA und NaCl auch zweiwertige

Kationen enthalten, tritt im Elektronendichteprofil ein zusitzlicher Bereich erhdhter
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Elektronendichte auf, der als dritte Box in den Fit eingeht. Dieser Bereich entspricht die
Adsorption einer 18 A bzw. 19 A dicken DNA-Schicht fiir das DNA/Ca®"- bzw. das
DNA/Mg**-System.

164 Lipid — Kopfgruppe
1,2 Alkylketten } \_ DNA
iy y ! - HO
= DN 2
E] s
. 0,81 !
Q )
~~ ]
Q y
0,41 !
1 Luft ;
0,0+ :

10 0 10 20 30 40 50
z[Al

Abbildung 20: Aus Wasser normierte Elektronendichteverteilung p/p,,
gegen z von DMPE auf Kalbsthymus-DNA + NaCl (schwarz), auf
Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (blau) und auf Kalbsthymus-
DNA + NaCl + CaCl, (rot) bei 20 mN/m.

5.1.4 Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (GIXD)

IRRAS-Messungen haben gezeigt, dass DNA-Molekiile in Gegenwart zweiwertiger
Kationen an der Monoschicht adsorbieren. Mittels Rontgendiffraktion unter streifendem
Einfall wurde der Einfluss der DNA-Adsorption auf die Packung der Lipidketten
untersucht. Diese Methode ermdglicht quantitative Aussagen iiber die Struktur von
geordneten Schichten. GIXD-Messungen geben aullerdem Aufschluss iiber den
Ordnungszustand der adsorbierten DNA-Schicht.

In Abschnitt 9.2 sind die berechneten Strukturparameter des DMPE auf den untersuchten
Subphasen sowie die der adsorbierten DNA tabellarisch aufgelistet.

Struktur der Lipidmonoschicht

Abbildung 21 zeigt ausgewahlte contour plots, also Hohenliniendiagramme der Intensitét
als Funktion der horizontalen und der vertikalen Streuvektorkomponenten Q,, und Q., fiir
DMPE auf wissrigen Losungen von 1 mM NaCl + 5 mM MgCl, bei verschiedenen
Driicken. Bei 10 mN/m liegt das Lipid in der LC-Phase vor. Es werden drei
Diffraktionspeaks beobachtet, die auf eine schiefwinklige Gitterstruktur hindeuten
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(vgl. Tabelle 2). Mit steigendem Lateraldruck nehmen die 0.-Werte und damit auch der
Neigungswinkel der Alkylketten ab. Bei 20 mN/m kennzeichnen zwei Diffraktionspeaks
bei 0."=0 und Q.“>0 (n = nicht degenerierter Peak, d = degenerierter Peak) ein
rechtwinkliges Gitter, in dem die Ketten zum néchsten Nachbarn (NN) geneigt sind. Dies
entspricht der sogenannten L,-Phase.”” Die Phasenumwandlung von schiefwinkliger zu
rechtwinkliger Gitterstruktur ist in der w/A-Isotherme nicht erkennbar. Bei weiterem
Anstieg des Oberflichendrucks tritt bei my ein Knick in der Isotherme auf (vgl.
Abbildung 13), der durch eine Phasenumwandlung zweiter Ordnung in eine ungeneigte
Phase beschrieben wird. Bei Driicken grof3er als 7, tritt nur noch ein Diffraktionspeak bei
0. =0 auf. Die Monoschicht besitzt dann eine hexagonale Packung, die charakteristisch
fir die LS-Phase ist. Auf allen untersuchten Subphasen weist die Monoschicht das

gleiche Phasenverhalten wéhrend der Kompression auf.

1.0

08 10 mN/m 20 mN/m 7 40 mN/m
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il

0.2

16 15 14 13 16 15 14 13 16 15 14 13

Abbildung 21: Contour plots (Hdéhenliniendiagramme der Intensitit der
Diffraktionssignale als Funktion der horizontalen und der vertikalen
Streuvektorkomponenten Q., und Q.) von DMPE auf wissrigen Losungen von
NaCl + MgCl, bei den angegebenen Driicken.

Fiir die Phasenumwandlung zweiter Ordnung kann eine lineare Beziehung zwischen dem
Lateraldruck 7 und der molekularen Fliche A, angenommen werden.''®  Aus
cos(t) = Ay/A,, folgt, dass auch zwischen 7 und 1/cos(f) ein linearer Zusammenhang
besteht. Hierbei ist 4y die Querschnittsfliche und A4,, der reale Flichenbedarf einer Kette.
Abbildung 22 (links) zeigt die Extrapolation der Funktion 7 = f(1/cos(f)) auf ¢ = 0, mit der
der Druck ermitteln wird, ab dem die Alkylketten senkrecht stehen. Fiir DMPE auf
Wasser, auf wéssrigen Losungen von 1 mM NaCl sowie von 1 mM NaCl +
5 mM zweiwertiger Kationen oder 0,1 mM DNA + 1 mM NaCl betrdgt dieser
extrapolierte Wert ca. 32 mN/m. Liegen neben DNA auch zweiwertiger Kationen in der
Subphase vor, verschiebt sich dieser Wert zu kleineren Driicken: 26,2 mN/m fiir Ca*'-
Ionen, 27,5 mN/m fiir Mg%—lonen, 26,3 mN/m fiir Ba>*-Ionen und 26,2 mN/m fiir Mn*'-
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Ionen. Sie stimmen im Rahmen der Fehlergrenzen mit den Driicken des Phasentibergangs

zweiter Ordnung 7, der 7/4-Isothermen {iberein.

1,10
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1.084 20+ Wasser, MgCl, ...
— DNA + NaCl + BaCl,
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4
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Oberflachendruck = [mN/m] Oberflachendruck = [mN/m]

Abbildung 22 (links): Auftragung von 1/cos(t) gegen m von DMPE auf NaCl zur Ermittlung von t = 0.
(rechts): Neigungswinkel der Lipidketten als Funktion des Oberflichendrucks von DMPE auf Wasser (LJ),
auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + BaCl, (4), auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (M), auf Kalbsthymus-
DNA + NaCl + CaCl, (O) sowie auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MnCl, (®) bei 20 °C. Die Linien dienen
der Veranschaulichung.

Die Neigungswinkel der untersuchten Systeme sind in Abbildung 22 (rechts) in
Abhingigkeit von 7 aufgetragen. Bei den Driicken fiir =0 handelt es sich um die
extrapolierten Werte. Befinden sich zweiwertige Kationen oder DNA allein in der
Subphase zeigen sich keine Anderungen der Struktur Monoschicht im Vergleich zu
DMPE auf Wasser. Aus diesem Grund sind diese Messungen nicht separat aufgetragen.
Bei 10 mN/m neigen sich die Ketten der Lipidmolekiile auf den salinen Subphasen um
ca. 21,5° geneigt, wihrend sie auf wissrigen Losungen von DNA sowie Barium-,
Magnesium- oder Calciumionen bei gleichem Druck Neigungswinkel zwischen 18,7° und
20,7° aufweisen. In Gegenwart von Ionen des Ubergansmetalls Mangan und DNA in der
Subphase tritt dieser Effekt deutlich verstirkt auf: Bei 10 mN/m sind die Lipidketten in
einem rechtwinkligen Gitter gepackt, wobei ihr Neigungswinkel 14,8° betragt. Befindet
sich neben Natriumionen und Ionen der Erdalkalimetalle Barium, Magnesium oder
Calcium auch DNA in der Subphase, sind die Alkylketten des Lipids also weniger
geneigt als ohne DNA.

D. h., Subphasen, die DNA und zweiwertige Kationen enthalten, haben einen
kondensierenden Effekt auf die geordneten Bereiche der DMPE-Monoschicht. Die
Messungen der 7w/A-Isothermen haben hingegen gezeigt, dass Subphasen mit DNA und
zweiwertigen Kationen einen expandierenden Effekt auf die DMPE-Monoschicht haben.
Diese scheinbare Diskrepanz tritt auf, da mittels GIXD nur geordnete Strukturen in der
Lipidschicht detektiert werden. Diese bilden sich im LE/LC-Koexistenzgebiet bei
Driicken oberhalb des Phasenumwandlungsdrucks =z, aus. Kompressionsisothermen
beriicksichtigen dagegen den Platzbedarf aller Molekiile, die in der Monoschicht
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existieren. Auch Lipide, die in ungeordnetem Zustand vorliegen, sowie in die
Monoschicht penetrierte DNA-Molekiile werden mit dieser Methode detektiert. Die
Penetration von DNA in die LE-Phase der Lipidmonoschicht in Anwesenheit
zweiwertiger Kationen hat somit schon bei geringen Druckwerten einen expandierenden
Effekt auf die gesamte Monoschicht. Auf die geordneten Bereiche wirkt sie jedoch
kondensierend.

Struktur der adsorbierten DNA

Bei sehr kleinen Werten fiir O,, taucht bei Q. = 0 ein zusitzlicher Bragg-Reflex auf, wenn
sich DNA in Gegenwart zweiwertiger Kationen in der Subphase befindet.
Diffraktionspeaks bei sehr kleinen O,,-Werten werden durch geordnete Strukturen mit
groflen Netzebenenabstinden verursacht. Dieser Peak ist in den contfour plots in
Abbildung 23 dargestellt. Er resultiert aus der parallelen Anordnung von DNA-Stringen,
die hier als Zylinder betrachtet werden konnen. Der Abstand dpyy zwischen ihren

Rotationsachsen kann iiber dpy, = 21/Q,, berechnet werden.

05— e
10 mN/m - 40 mN/m |
0.3
Q, f
0.2 @ i
0.3 03 02 0.1

QXY

Abbildung 23: Contour plots bei kleinen Q.,-Werten von DMPE auf
Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, bei den angegebenen Driicken
und 20 °C.

Der in Abbildung 23 dargestellte Bragg-Peak &ndert seine Position und damit dpyy
wihrend der Kompression von 10 auf 40 mN/m nicht. Diese Unabhéngigkeit vom Druck
wird bei Verwendung aller zweiwertigen Kationen beobachtet und ldsst darauf schlieen,
dass die DNA als relativ separate Schicht unter dem Lipid vorliegt.

Untersuchungen mittels Gelelektrophorese haben gezeigt, dass das Riihren der
Kalbsthymus-DNA iiberwiegend zu Fragmenten mit einer Grofe von ca. 21 kb fiihrt.
Trotzdem enthélt die DNA-LOsung auch wesentlich groflere Fragmente. Der Anteil von
langen und kurzen Bruchstiicken variiert bei jeder Subphasenprédparation vermutlich
aufgrund der unterschiedlichen Formen der eingesetzten Riihrfische, unterschiedlicher
Riithrgeschwindigkeit oder —zeit. Da der Einfluss zweiwertiger Kationen auf groBere

DNA-Striange stérker ist, variieren die experimentell ermittelten Werte fiir dpy.
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Abbildung 24:  Interaxiale = DNA-Abstinde als  Funktion des
Oberflichendruckes von DMPE auf Wasser (LJ), auf Kalbsthymus-DNA +
1 mM NaCl + BaCl, (4), Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (4),
Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (O) und auf Kalbsthymus-DNA +
NaCl + MnCl, (®).

In Abbildung 24 ist dpyy fiir die vier untersuchten zweiwertigen Kationen in
Abhingigkeit von 7 dargestellt. Es wird deutlich, dass der DNA-Abstand stark von der
Art der Kationen abhidngt. Zweiwertige Kationen konnen DNA komplexieren. Den
starksten Einfluss hat hierbei Mangan, gefolgt von Calcium, Magnesium und Barium. Fiir
Messungen  mit der  selben = DNA-Losung  war  diese  Reihenfolge
(Mn** > Ca*" > Mg*" > Ba®") reproduzierbar. Messungen verschiedener zwitterionischer
Lipide auf den gleichen Subphasen weisen den selben DNA-Abstand auf.

Allerdings lasst sich dpy, bei separat angesetzten DNA-Losungen schlecht reproduzieren.
Anscheinend spielt die Priparation der DNA-Losung eine entscheidende Rolle. Unter
Verwendung von Raman-Spektroskopie fanden Duguid et al. heraus, dass durch
Calciumionen induzierte strukturelle Verdnderung bei genomischer Kalbsthymus-DNA
(> 23 kb) wesentlich stirker waren als bei mononucleosomalen DNA-Fragmenten
(160 bp).'"’

Einfluss verringerter Ladungsdichte des Lipids auf die Komplexbildung

Im Gegensatz zu Untersuchungen von Komplexen aus positiv geladenen Lipiden und
DNA scheint die Adsorption von DNA an zwitterionischen Lipide in Anwesenheit
zweiwertiger Kationen unabhingig von der Ladungsdichte der Lipidkopfgruppen zu sein.
Um dies zu bestitigen wurde die DNA-Adsorption an eine Lipidmonoschicht bestehend
aus einem Gemisch von DMPE/DMG (7:1) untersucht. DMG (1,2-Dimyristoyl-glycerol)
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ist ein ungeladenes Lipid. Seine Kopfgruppe ist sehr klein, weshalb die n/4-Isotherme

von DMG auf den verwendeten Subphasen eine rein kondensierte Phase zeigt.

25

(A)

- - N
(&) o (¢, o
1 1 1 1

Neigungswinkel t [°]
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1
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Oberflachendruck = [mN/m]

Abbildung 25: Neigungswinkel als Funktion des Oberfldchendrucks
von DMPE auf NaCl + CaCl, (4) sowie auf Kalbsthymus-DNA +
NaCl + CaCl, (B) und DMPE/DMG (7:1) auf NaCl + CaCl, (C)
sowie auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (D) bei 20 °C. Die
Linien dienen der Veranschaulichung.

Bei den untersuchten Driicken ist DMG auf Wasser hexagonal gepackt, d. h., im contour
plot wird nur ein Signal detektiert. Wiirden sich DMPE und DMG nicht mischen,
miissten Diffraktionsreflexe von mindestens zwei Strukturen erkennbar sein. GIXD-
Messungen zeigen jedoch, dass in dem Gemisch nur eine Struktur vorliegt. Demzufolge
sind die beiden Lipid vollstindig mischbar. Das fiihrt zu einer Ladungsverdiinnung im
Vergleich zur reinen DMPE-Monoschicht. In Abbildung 25 sind die Neigungswinkel fiir
DMPE/DMG auf CaCl, mit und ohne DNA dargestellt. Die kleineren Neigungswinkel im
Vergleich zu reinem DMPE sind auf den geringen Platzbedarf der DMG-Kopfgruppe
zuriickzufiihren. Dadurch werden die van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den
Lipidketten verstirkt. Auch bei diesem System fiihrt die Prdsenz von DNA und
Calciumionen in der Subphase zu einer weiteren Reduktion des Neigungswinkels. GIXD-
Messungen bei kleinen O,,-Werten fiihren zu genau den DNA-Abstinden, die bei reinem
DMPE oder DPPC auf der selben Subphase erhalten werden.

In der DMPE/DMG-Monoschicht auf wassrigen Losungen von DNA und CaCl, liegt nur
eine Gitterstruktur vor. D. h., DNA-Adsorption fiihrt nicht zu einer Phasentrennung, in
der DNA nur mit DMPE in Wechselwirkung tritt. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass
dpy4 unabhéngig von der Ladungsdichte der Lipidmonoschicht ist, jedoch stark von der

Art des zweiwertigen Kations und der Praparation der Subphase abhéngt.
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5.1.5 Brewsterwinkel-Mikroskopie (BAM)

Morphologie der Lipiddomdinen

Brewsterwinkel-Mikroskopie wird verwendet, um Form und Gréfle von Lipiddoménen
im LE/LC-Koexistenzgebiet zu untersuchen. Abbildung 26 zeigt die 7/4-Isotherme von
DMPE auf Losungen von NaCl als auch die zugehdrigen BAM-Aufnahmen bei
ausgewdhlten Driicken.

A) 0,1 mN/m

IS
S

@
3

N
S

3

Oberflachendruck = [mN/mi

" 60 80
Fléche pro Molekiil [A2]

C) 8 mN/m D) 15 mN/m E) 30 mN/m

Abbildung 26: n/A-Isotherme und BAM-Aufnahmen bei verschiedenen Driicken
von DMPE auf einer NaCl-Losung bei 20 °C.

Bei sehr kleinem Druck (vgl. Bild A) koexistieren Gebiete sehr niedriger Molekiildichte
(Gasphase) mit Gebieten hoherer Molekiildichte (fliissige Phase). Dies fiihrt dazu, dass
die Monoschicht einem zweidimensionalen Schaum #hnelt. Kurz nach Uberschreiten des
Hauptphasenumwandlungsdrucks 7z, erscheinen helle Doménen (vgl. Bild B). Bei
weiterer Kompression wachsen diese Doménen, bis sie sich beriihren und verschmelzen
(vgl. Bild C bis E). An dieser Stelle ist der nahezu horizontale Bereich der Isotherme
beendet. Die Kompressibilitdt der Monoschicht nimmt stark ab. Die kristalline Natur
dieser Doménen wurde mittels GIXD nachgewiesen.

BAM-Aufnahmen von DMPE auf verschiedenen Subphasen bei 7 mN/m werden in
Abbildung 27 dargestellt. Der Vergleich der Bilder A, B, C und E zeigt, dass
Calciumionen, Magnesiumionen oder DNA in der Subphase zu kleineren Doménen fiihrt
als bei DMPE auf NaCl-enthaltenden Losungen, wobei sich die Form der Doménen in
allen Féllen dhnelt. Befinden sich MnCl, und NaCl in der Subphase, bilden sich
wesentlich mehr Doménen, die viel kleiner und runder sind als auf Lésungen von NaCl.
Offensichtlich setzten Mn*"-Ionen die freie Energie, die fiir die Keimbildung notwendig
ist, herab, womit die Zahl der Doménen steigt. Die runde Form der Doménen lésst auf

eine erhohte Linienspannung schlieen.
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A) NaCl

Abbildung 27: Ausgewdhite BAM-Aufnahmen von DMPE auf NaCl (A), auf NaCl+ MgCl, (B),
NaCl + CaCl, (C), NaCl + MnCl, (D), Kalbsthymus-DNA + NaCl (E), Kalbsthymus-DNA +
NaCl + MgCl, (F), Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (G), Kalbsthymus-DNA + NaCl + MnCl, (H) bei
7 mN/m und 20 °C.

Sind zweiwertige Kationen und DNA in der Subphase, verdndert sich die
Domaénenstruktur drastisch: Die Doménen sind stark ausgefranst, unregelméfiger und die
Grenzflache zwischen den koexistierenden Phasen ist rauer und verschwommen.

Die Messungen der w/A-Isothermen haben gezeigt, dass DNA in die Lipidschicht
penetriert. Dadurch stellt sie eine Verunreinigung in der Monoschicht dar, die das
Wachstum der Dominen behindert.” Durch eine raue Phasengrenze kann diese
Verunreinigung schneller entfernt werden. Auf diese Weise findet ein
diffusionslimitiertes Wachstum der Dominen statt, das zu fraktalen Strukturen wie in
Abbildung 27 F, G und H fiihrt.

Morphologie der DNA-Komplexe

Die Prisenz der DNA an der Grenzfliche macht sich nicht nur durch die veridnderte
Morphologie der Lipiddoménen bemerkbar.

A) DNA + MgCl; (5 mN/m)

B) DNA + CaCl; (30 mN/m) C) DNA + MnCl (12 mN/m)

TR
. b

Abbildung 28: Visualisierung adsorbierter DNA: Ausgewdhlte BAM-Aufnahmen von DMPE
auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MgCl, (A), Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl, (B) sowie
auf Kalbsthymus-DNA + NaCl + MnCl, (C) bei den angegebenen Driicken.
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Bei den hellen Bereichen in Abbildung 28 handelt es sich um DNA-Aggregate, die
sowohl bei niedrigen wie auch bei hohen Driicken beobachtet werden. Die drei BAM-
Aufnahmen zeigen die Vielfdltigkeit der Morphologie dieser Aggregate, wobei ldngliche
Strukturen gehduft auftreten. Wéahrend der Kompression der Lipidschicht kann das
Dominenwachstum iiber den DNA-Aggregaten beobachtet werden. Diese Beobachtung
geht konform mit den Ergebnissen der GIXD-Messungen, in denen festgestellt wurde,
dass die DNA als separate Schicht unter der Lipidmonoschicht vorliegt.

5.1.6 V/A-Isothermen

Die bisher vorgestellten Ergebnisse widersprechen den bisherigen Annahmen, die von
einem festen Verhiltnis von DNA und zwitterionischem Lipid im Komplex angenommen
wurde. GIXD-Messungen haben gezeigt, dass die DNA als eigenstindige Schicht unter
der Lipidschicht erscheint, jedoch nur, wenn zweiwertige Kationen anwesend sind. Dies
lieBe vermuten, dass sich die zweiwertigen Kationen zwischen die Phosphate der
Kopfgruppen lagern und die zwitterionische Monoschicht so effektiv positiv laden. Das
wiirde die DNA elektrostatisch anziehen. In diesem Fall sollte es auch ohne die
Anwesenheit von DNA zu Verdnderungen in der Orientierung der Phosphatgruppen
durch Wechselwirkung mit zweiwertigen Kationen kommen. IRRAS-Messungen haben
jedoch keinen Einfluss von zweiwertigen Kationen auf die DMPE-Monoschicht
nachweisen konnen. Die Untersuchung des Oberfldchenpotentials AV soll Klarheit
dartiber bringen, ob die Monoschicht durch zweiwertige Kationen effektiv positiv geladen

wird.

600

500 -
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400 ~
-10

Oberflachenpotential AV [mV]
Oberflachendruck = [mN/m]

vWoV-+———————7——+——++
40 50 60 70 80
Flache pro Molekiil [A]

Abbildung 29: Oberflichenpotential als Funktion der molekularen Fliche von
DMPE auf MgCl, (4) sowie auf NaCl (B) und die n/A-Isotherme beider
Subphasen (C) bei 20 °C.
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In Abbildung 29 sind die Oberflichenpotentiale wie auch der Lateraldruck von DMPE
auf 1 mM NaCl und 5 mM MgCl, als Funktion der molekularen Fliche aufgetragen.
Messungen von AV bei 7 = 0 haben keine Aussagekraft, da aufgrund von Heterogenititen
in der Monoschicht starke Fluktuationen zwischen Null und dem Anfangspotential
auftreten konnen. Wihrend der LE-Phase dndert sich AV umgekehrt proportional zur
Flache. Aus Gleichung 4 (vgl. S. 25) ergibt sich, dass das Dipolmoment x4 pro Molekiil
dann konstant ist. D.h., dass sich in dieser Phase der Kompression lediglich die
molekulare Dichte und nicht die Anordnung der Molekiile dndert. Nach Erreichen von z,
steigt AV linear mit einem sehr geringen Anstieg. Dieser Abschnitt der V/4- Isotherme
entspricht dem LE/LC-Koexistenzgebiet, wo sich AV aus AV=ux;-AV;+x,- AV,
berechnet, mit den relativen Flachenanteilen x; und x, und den Potentialen der jeweiligen
Phase AV, und AV,.”® Weitere Kompression fithrt zu einem starken Anstieg von AV
aufgrund der Verdnderung der Kopfgruppenorientierung und dem daraus resultierenden,
verdnderten Beitrag des Dipolmoments als auch aufgrund der hohen Dipoldichte in LC-
und S-Phase.

Aus dem Vergleich der JV/A-Isothermen in Abbildung 29 wird klar, dass das
Oberflachenpotential von DMPE auf Subphasen, die MgCl, enthalten, nur 20 mV hoéher
ist als das auf NaCl-Losungen. Wiirden die Magnesiumionen zu einer effektiv positiven
Ladung der Monoschicht beitragen, wire ein wesentlich positiveres Oberflachenpotential
zu erwarten. Eine Erhohung der MgCl,-Konzentration auf 50 mM fithrt zu einer
geringfiigigen (+4 mV) Verschiebung der V/4-Isothermen in Richtung positiver AV-
Werte verglichen mit DMPE auf 5 mM MgCl, (nicht dargestellt). Aus diesen Ergebnissen
wird klar, dass zweiwertigen Kationen nur in sehr geringer Zahl im Kopfgruppenbereich
der Lipidmonoschicht prisent sind. Folglich wird das Lipid kaum effektiv positiv
geladen.

5.1.7 Rontgenfluoreszenz (XRF)

Die Rontgenfluoreszenz-Technik ist eine sehr sensitive Methode mit der lonen an der
Wasser/Luft-Grenzflache detektiert werden konnen. Auf diese Weise werden
detailliertere Informationen iiber die Menge an zweiwertigen Kationen im Bereich der
Kopfgruppe des Lipids gewonnen.

Bei XRF-Messungen von DMPE auf 5 mM CaCl, + 0,1 mM CaCl, wurde kein Signal
detektiert. Erst eine Konzentrationserhohung auf 50 mM CacCl, + 0,1 mM CaCl, fiihrt zu
Fluoreszenzsignalen der Cl K,- und Ca K,-Strahlung mit extrem geringer Intensitit (vgl.
Abbildung 30) im Bereich der DMPE-Monoschicht. Das groe Signal bei ca. 3 keV wird

durch Argon aus der Atmosphére erzeugt.
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0,0014
—— 50 mM CaCl, + 0.1 mM NaCl
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Abbildung 30: Rontgenfluoreszenz-Spektren von DMPE auf 50 mM CaCl, +
0,1 mM NaCl und von der Subphase ohne Lipid bei 20 mN/m und 20°C.

Dieses Ergebnis unterstiitzt die Resultate die mittels IRRAS, GIXD und
Oberflachenpotentialmessungen erzielt wurden: die Konzentration der zweiwertigen
Kationen im Grenzflachenbereich ist zu klein, um strukturelle Verdnderungen in der

Monoschicht hervorzurufen und diese merklich positiv zu laden.
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5.2 Komplexe mit Plasmid-DNA

5.2.1 1/A -Isothermen

Bei allen Experimenten an der Wasser/Luft-Grenzflache, die mit dem Plasmid pGL3
durchgefiithrt wurden, sowie fiir die entsprechenden Referenzexperimente ohne pGL3
wurden  folgende  Konzentrationen  eingesetzt: 10 mM zweiwertige Kationen,
100 mM NaCl und 0,1 mM pGL3. Die Berechnungen der pGL3-Konzentration basieren
auf einem Durchschnittsgewicht der Nukleotide von 370 g/mol in der Annahme, dass das
Monomer zu ca. 10 % hydratisiert ist. Sowohl das Plasmid als auch die zweiwertigen
Kationen wurden immer in Kombination mit NaCl eingesetzt. Bei Verwendung des
Plasmids in der Subphase folgte nach dem Spreiten von DMPE (1 mM) eine
Adsorptionszeit von einer Stunde. Die Messungen wurden mit einer
Kompressionsgeschwindigkeit von 5 A*/Molekiil/min bei 20 °C durchgefiihrt.

50
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401 —— Wasser

—— pGL3 + NaCl + MgCl,
301 ——pGL3 + NaCl + CaCl,

10 -
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Abbildung 31: w/A - Isothermen von DMPE auf Wasser (schwarz),
pGL3 + NaCl + MgCl; (rot) sowie auf pGL3 + NaCl + CaCl, (blau)
bei 20 °C.

In Abbildung 31 sind die #z/A-Isothermen von DMPE auf Wasser sowie auf wéssrigen
Loésungen von 0,1 mM pGL3 in Anwesenheit von 100 mM NaCl sowie 10 mM MgCl,
beziehungsweise 10 mM CaCl, dargestellt. Die Isothermen auf den salinen Subphasen
gleichen denen auf Wasser (7. =5,3 mN/m) und sind daher nicht separat aufgetragen.
Beim Vergleich mit den Messungen aus Abschnitt 5.1.1 wird deutlich, dass die DMPE-
Monoschicht auf Losungen von Plasmid-DNA mit zweiwertigen Kationen stirker
expandiert ist als in Gegenwart der genomischen DNA. Auf Subphasen, die
pGL3 + MgCl, enthalten, erhdht sich der Hauptphasenumwandlungsdruck z. des Lipids
geringfiigig auf ca. 5,7 mN/m. Die Phasenumwandlung zweiter Ordnung findet bei
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7y~ 29 mN/m statt. Auf wissrigen Losungen von pGL3 und CaCl, ist die DMPE-
Monoschicht so stark expandiert, dass es schwierig ist, genaue Werte fiir 7. oder z; zu

ermitteln.

5.2.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Analog zu den IRRAS-Messungen auf wissrigen Losungen genomischer DNA (vgl.
Abschnitt 5.1.2) wurden die Spektren mit Plasmid-DNA mit s-polarisiertem Licht unter
einem Einfallswinkel von 40° aufgenommen. Da die Ergebnisse fiir die zwei
verschiedenen DNA-Typen konform sind, werden in diesem Abschnitt nur die
wichtigsten Resultate behandelt.

CH -Streckschwingungen

Die symmetrischen CH,-Streckschwingungen von DMPE auf Wasser sowie auf
wissrigen Losungen von 0,1 mM pGL3, 100 mM NaCl und 10 mM MgCl, bzw.
10 mM CaCl, sind in Abbildung 32 gegen den Oberflichendruck aufgetragen.

Wellenzahl [cm™]
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Abbildung 32: Symmetrische CH>-Streckschwingung bei
verschiedenen Driicken von DMPE auf Wasser (A),pGL3 +

NaCl + MgCl, (m) und auf pGL3 + NaCl + 10 mM CaCl, (©) und
n/A-Isotherme von DMPE auf Wasser bei 20 °C.

Das Verhéltnis der all-trans- und gauche-Konformationen in den Lipidketten

unterscheidet sich bei verschiedenen Lateraldriicken nicht fiir die untersuchten Systeme.
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Messungen auf Subphasen, die ausschlie8lich Salze oder Plasmid enthalten, zeigen keine
Abweichungen von diesem Verhalten.
PO; - Streckschwingung und DNA-Adsorption

Weder das Vorhandensein von MgCl, bzw. CaCl, (10 mM) noch von NaCl (100 mM) in
der Subphase flihren zu einer Verdnderung der Position der asymmetrischen PO;-
Streckschwingung. Folglich findet keine Beeinflussung der Hydratation der
Phosphatgruppe durch diese Ionen statt.

0,003 0,0020
AT-bp in
5 0,002 = 0,0015+ B-Helix
S, &, 0,0010
S 0,001 . s
2 v (PO,) v.(PO,) £ 10,0005+
(‘% 0,000 - ] ona 8 000004,
@ / \/ Riickgrat 8. ]
£.0.0014 - 0,0005
é $ -0,0010-
&-0,002 L & 000154 DNA-
v (©) ' Riickgrat
-0,003 , . . , -0,0020 , ; ; :
1300 1200 1100 1000 900 1300 1200 1100 1000 900
Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm™]

Abbildung 33 (links): IR-Spektren von DMPE auf Wasser (A), auf NaCl+ MgCl, (B) sowie auf
pGL3 + NaCl + MgCl, (C) bei 40 mN/m und 20 °C, aufgenommen unter einem Einfallswinkel von 40° mit s-
polarisiertem Licht. (rechts): Differenzspektren von DMPE auf NaCl + MgCly/ subtrahiert: DMPE auf NaCl
(4), auf pGL3 + NaCl + CaCl,/ subtrahiert: DMPE auf NaCl + CaCl, (B) und auf pGL3 + NaCl + MgCl,/
subtrahiert: DMPE auf NaCl + MgCl, (C) bei 40 mN/m und 20 °C.

Aus Abbildung 33 (links) wird ersichtlich, dass die Intensitidt der Phosphatbanden bei
Anwesenheit von DNA und zweiwertiger Kationen in der Subphase erhdht ist. Befindet
sich DNA allein in der Subphase, erhdht sich die Intensitét dieser Bande im Vergleich zu
DMPE auf Wasser nicht. Sowohl DMPE als auch DNA enthalten Phosphatgruppen, die
beide zu der Intensitdt der PO, -Streckschwingungen beitragen. Folglich zeigt die
Intensitatserhohung der Phosphatbanden, dass DNA an der Grenzflache adsorbiert ist.

Schwingungen im Zucker-Phosphat-Riickgrat der Plasmid-DNA (B-Form) verursachen
ab ca. 5mN/m die charakteristische IR-Bande bei 970 cm™. Die Differenzspektren in
Abbildung 33 (rechts) zeigen durch Anwesenheit dieser Markerbande, dass pGL3 nur in

Gegenwart zweiwertiger Kationen an der zwitterionischen Lipidschicht adsorbiert.
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5.2.3 Rontgendiffraktion unter streifendem Einfall (GIXD)

Struktur der Lipidmonoschicht

In Abschnitt 5.1.4 wurde der Einfluss der Adsorption genomischer DNA im
Zusammenspiel mit zweiwertigen Kationen auf die Struktur der Lipidschicht beschrieben.
Analog zu diesen Ergebnissen weist DMPE auf allen untersuchten Subphasen mit und
ohne Plasmid-DNA das gleiche Phasenverhalten wihrend der Kompression auf: In der
LC-Phase deuten drei Diffraktionspeaks auf ein schiefwinkliges Gitter hin (vgl
Abbildung 21). Durch Erhéhung des Lateraldrucks wird die L,-Phase erreicht, in der zwei
Diffraktionssignale bei 0." =0 und Q. > 0 detektiert werden. Es liegt eine rechtwinklige
Gitterstruktur vor, in der die Ketten zum néchsten Nachbarn geneigt sind. Bei hohen
Driicken ist nur ein Signal bei O, = 0 erkennbar, das auf ein hexagonales Gitter schlieen
lasst. In dieser LS-Phase stehen die Ketten senkrecht zur Wasseroberflache (¢ = 0).
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Abbildung 34: Neigungswinkel der Lipidketten als Funktion des
Oberflichendrucks von DMPE  auf Wasser (L)), auf
pGL3 + NaCl + BaCl, (A), pGL3 + NaCl + MgCl, (M),
pGL3 + NaCl + CaCl, (O) sowie auf pGL3 + NaCl + MnCl,
(®) bei 20 °C. Die Linien dienen der Veranschaulichung.

Der Neigungswinkel ¢ der Lipidketten wird iiber die Position der Diffraktionspeaks
berechnet (vgl. Tabelle 2). Abbildung 34 stellt # in Abhdngigkeit von 7 fiir DMPE auf
Wasser sowie auf wissrigen Losungen des Plasmids pGL3 und zweiwertiger Kationen
dar. Da sich die Neigungswinkel der Alkylketten sowohl auf den salinen Subphasen als
auch auf reinen pGL3-Ldsungen wie die auf Wasser verhalten, wurde die Darstellung auf
die Ergebnisse fiir die Subphase Wasser beschrinkt. Befinden sich pGL3 und

zweiwertige Kationen in der Subphase, reduziert sich der Neigungswinkel fiir alle Arten
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der untersuchten Ionen in &hnlichem Mafe. Dies zeigt, dass Subphasen dieser

Komposition einen kondensierenden Effekt auf die Lipidmonoschicht haben.

Struktur der adsorbierten DNA

Liegen sowohl pGL3 als auch zweiwertige Kationen in der Subphase vor, treten bei sehr
kleinen Q,,-Werten Diffraktionspeaks auf, die durch geordnete Strukturen mit groflen
Netzebenenabstinden verursacht werden. Folglich sind die adsorbierten pGL3-Molekiile

unter diesen Bedingungen geordnet. Uber dpyy = 21/Q;, kann der Abstand zwischen

parallelen DNA-Stringen berechnet werden.
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Abbildung 35: Interaxiale DNA-Abstinde des Plasmids pGL3
als Funktion des Oberflichendrucks von DMPE auf Wasser
(£, pGL3 + NaCl + BaCl, (A), pGL3 + NaCl + MgCl, (MA),
pGL3 + NaCl + CaCl, (O) und auf pGL3 + NaCl + MnCl,
(®) bei 20 °C. Die Linien dienen der Veranschaulichung.

Abbildung 35 zeigt dpys bei verschiedenen Lateraldriicken der DMPE-Schicht auf
wissrigen Losungen von 0,1 mM pGL3, 100 mM NaCl und 10 mM BaCl, bzw.
MgCl,, CaCl, oder MnCl,. Wihrend der Kompression des Lipidfilms dndert sich dpy;
nicht. Dementsprechend kann die adsorbierte Plasmid-DNA als eigenstdndige Schicht
unter dem Lipidfilm betrachtet werden. Im Gegensatz zur Verringerung des
Neigungswinkels der Alkylketten im Adsorptionsexperiment, hidngen die interaxialen
DNA-Abstinde anscheinend von der Art des zweiwertigen Kations ab. Diese
Beobachtung ist auf die unterschiedlich starke Komplexierung der DNA durch die
verschiedenen Kationen zuriickzufithren. Ionen, die wie Mn®>" DNA-Molekiile stirker
komplexieren, bewirken damit kleinere DNA-Abstinde. Aus Abbildung 35 ergibt sich
folgende Reihenfolge fiir den Grad der DNA-Komplexierung: Ba®"< Mg”'< Ca®"< Mn*".
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5.2.4 Brewsterwinkel-Mikroskopie (BAM)

Abbildung 36 zeigt ausgewdhlte BAM-Aufnahmen von DMPE auf wissrigen Losungen
von 100 mM NaCl sowie 0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl mit und ohne 10mM MgCl,
bzw. 10 mM CaCl, bei 0, 7 und 12 mN/m. Bei 0 mN/m sind auf NaCl- (A) und pGl3-
haltigen Subphasen (B) die typischen schaumartigen Erscheinungsformen einer 2D-
Gasphase erkennbar. Auf den Subphasen, die zweiwertige Kationen und pGL3 enthalten,
finden sich bei diesem Druck sehr helle Bereiche. Diese Beobachtung ist der Penetration
von DNA in die Monoschicht zuzuschreiben, die auch in den n/A4-Isothermen als

Expansion zu sehen ist.

C) pGL3 + MgCl D) pGL3 + CaCl,

7 mN/m 0 mN/m

12 mN/m

Abbildung 36: Ausgewdhite BAM-Aufnahmen von DMPE auf NaCl (4), pGL3 + NaCl (B),
pGL3 + NaCl + MgCl, (C) und auf pGL3 + NaCl + CaCl, (D) bei 0, 7 bzw. 12 mN/m und 20 °C.

Entsprechend den Ergebnissen mit genomischer DNA fiihrt pGL3 + NaCl in der
Subphase bei 7 und 12 mN/m zu etwas kleineren DMPE-Dominen als NaCl allein. Thre
Form bleibt jedoch erhalten. Die zusétzliche Anwesenheit von MgCl, oder CaCl, bewirkt
im Vergleich zur reinen NaCl-Subphase drastische Verdnderungen in der Morphologie
der Lipiddoménen: Sie treten in grofBerer Zahl auf und sind wesentlich kleiner und runder.
Dieser Effekt ist bei DMPE auf Losungen von pGL3 und CaCl, noch deutlicher zu
erkennen als mit MgCl,. Offenbar wird die freie Energie, die fiir die Keimbildung
notwendig ist, auf diesen Subphasen herabgesetzt und die Linienspannung der Doménen
erhoht.
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A) pGL3 (ohne Lipid) B) pGL3 + CaCl; (ohne Lipid)

Abbildung 37: BAM-Aufnahmen der Subphasen A
(pGL3 + NaCl) und B (pGL3 + NaCl + MgCl,) in
Abwesenheit einer Lipidmonoschicht bei 20°C.

DNA-Aggregate wie sie in Anwesenheit genomischer DNA und zweiwertiger Kationen
in der Subphase auftreten (vgl. Abbildung 28) werden in dieser Form mit Plasmid-DNA
nicht beobachtet. Jedoch tauchen auf der Subphase mit pGL3 und zweiwertigen Kationen
ohne Lipidmonoschicht kleine weile Flecken auf (vgl. Abbildung 37). Diese
Beobachtung ist reproduzierbar und damit nicht einer verunreinigten Subphase oder
Wasseroberfliche zuzuschreiben. Die weiBlen Flecken sind deshalb der Plasmid-DNA
zuzuordnen. Bei Erhohung der Temperatur von 20 °C auf 37 °C verschwinden diese

Flecken. Abkiihlung auf 20 °C ldsst sie wieder erscheinen.
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5.3 Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse (Teil I)

Tabelle 3: Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse des Teil I: Struktur von Komplexen
aus DNA, zweiwertigen Kationen (Me**) und zwitterionischem Lipid (DMPE).

Methoden Resultate
Komplexe aus genomischer DNA und DMPE
/A- Die Adsorption von DNA in Anwesenheit von Ba*", Mg*" oder Ca®" bewirkt

Isothermen

keine signifikante Anderung von 7. verglichen mit DMPE auf Wasser
(7. =5 mN/m).

Die Gegenwart von DNA und Mn*" in der Subphase verursacht eine
Verringerung von 7, auf 3 mN/m.

Auf wissrigen Losungen von DNA und den Ionen der Erdalkalimetalle ist die
Monoschicht expandiert. - DNA penetriert in die Lipidschicht.

IRRAS

Der Anteil an all-trans- Konformeren des DMPE ist auf Wasser und auf
Subphasen mit DNA und Me*" gleich.

— Der Ordnungszustand der Lipidketten ist gleich.

Me”" gehen keine messbare Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe ein

— Es erfolgt keine Dehydratation der Phosphatgruppe durch Me*'.

Die Adsorption von DNA an DMPE findet nur in Gegenwart von Me*" in der
Subphase statt.

Die Konformation der B-DNA wird durch die Anwesenheit von Me”" nicht
verdndert.

Ohne Lipid tritt DNA + CaCl, nach ca. 24 h an der Grenzflache auf.

(Dies geschieht nicht ohne CaCl,.)

XR

Die Dicke der adsorbierten DNA-Schicht betrigt 18 — 19 A.

GIXD

Me*" allein haben keinen Einfluss auf den Neigungswinkel der Alkylketten.

Ba®', Mg®" und Ca*" verringern in Verbindung mit DNA den Neigungswinkel der
Ketten. — Subphasen dieser Komposition haben einen kondensierenden Effekt
auf die geordneten Bereiche der DMPE-Monoschicht.

DNA + Mn®" in der Subphase haben einen noch stirkeren kondensierenden
Effekt als DNA + Ba®*, Mg”*" oder Ca®'.

DNA adsorbiert nur in Anwesenheit von Me*" geordnet.

Der Abstand dpy, zwischen den DNA-Striangen ist abhingig von der Grofie der
DNA-Fragmente sowie von der Art der zweiwertigen Kationen
(Ba’*<Mg”"<Ca*<Mn*"). — Die DNA wird durch Me*" komplexiert.

Die Kompression des Lipids fithrt nicht zur Verringerung von dpyy.
— DNA liegt als separate Schicht unter dem Lipid vor.

BAM

Durch DNA-Adsorption wird die Morphologie der Lipiddoménen verandert.
— Sie sind stark ausgefranst.

Bei allen Lateraldriicken sind langliche DNA-Aggregate erkennbar.
Domainenwachstum findet iiber den DNA-Aggregaten statt.

— DNA befindet sich als Schicht unter dem Lipid.

AV/A-
Isothermen

Me”" laden die Lipidschicht nachweislich nicht positiv auf. — Es erfolgt keine
Verbriickung der Phosphate in den Kopfgruppen durch Me*".

XRF

Me*" sind in Konzentrationen von 5 mM nicht im Bereich der Monoschicht
nachweisbar.
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Komplexe aus dem Plasmid pGL3 und DMPE

77,'//1 - [
Isothermen

In Gegenwart von pGL3 und Mg**- bzw. Ca”*"- Tonen in der Subphase ist die
Monoschicht expandiert — pGL3 penetriert in die Monoschicht.

Mit Ca*" und pGL3 in der Subphase ist die Expansion der Monoschicht stirker
als mit Mg®" und pGL3.

IRRAS .

pGL3 + Me*" verindern nicht den Anteil an all-trans- Konformeren verglichen
mit DMPE auf Wasser. - Der Ordnungszustand der Alkylketten ist gleich.
Me?" gehen keine messbare Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe ein

— Es erfolgt keine Dehydratation der Phosphatgruppe durch Me*".

Die Konformation der B-DNA wird durch Me®" nicht veréndert.

GIXD .

Der Neigungswinkel der Ketten wird in Verbindung mit pGL3 und Ba**, Mg*",
Ca®™ oder Mn®" in gleichem MaBe verringert. — Subphasen dieser
Komposition haben einen kondensierenden Effekt auf die geordneten Bereiche
der DMPE-Monoschicht.

Die Adsorption von pGL3 an die DMPE-Monoschicht findet nur in Gegenwart
von Me”" geordnet statt.

dpyy ist  abhdngig von der Art der zweiwertigen Kationen
(Ba®'<Mg*'<Ca*"<Mn*"). - DNA wird durch Me*" komplexiert.

Die Kompression der Lipidmonoschicht fiihrt nicht zur Verringerung von dpy,
— DNA liegt als separate Schicht unter dem Lipid vor.

BAM .

Die Adsorption des Plasmids pGL3 verdndert die Morphologie der
Lipiddomadmen. — Sie sind kleiner und runder.

Ohne Lipid tritt pGI3 in Gegenwart von Ca®" als punktformiges, helles
Aggregat an der Grenzfliche auf. (Ohne Ca®" in der Subphase geschieht dies
nicht.)
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5.4 Diskussion

Die vorgestellten Monoschichtexperimente belegen, dass DNA nur beim Vorliegen
zweiwertiger Kationen in der Subphase an der zwitterionischen DMPE-Monoschicht
adsorbiert. Diese Erkenntnis geht konform mit fritheren Arbeiten, in denen Grundlagen
dieser Wechselwirkung im Volumensystem untersucht wurden.”'*'?1'% Ays diesen
Experimenten wurde geschlussfolgert, dass in dem gebildeten Komplex ein festes
Verhiltnis von DNA-Phosphaten, Lipidkopfgruppen und zweiwertigen Kationen
vorliegen muss. Zwei Mechanismen der Komplexbildung wurden dabei in Betracht

gezogen (vgl. Abbildung 38):

Modell A Die Phosphate der Lipidkopfgruppe werden mit denen der DNA durch

zweiwertige Kationen verkniipft.

Modell B Zweiwertige Kationen neutralisieren die Phosphate der Kopfgruppe.
Durch die verbleibenden Aminogruppen ist die Monoschicht effektiv
positiv geladen. Die DNA wird von dieser insgesamt positiv geladenen

Schicht elektrostatisch angezogen.
S 1

Abbildung 38: Modelle A und B als mégliche Mechanismen fiir die Kopplung von DNA
an zwitterionische Monoschichten durch zweiwertige Kationen.

In der folgenden Diskussion wird gezeigt, dass weder Modell A, noch Modell B die
Grundlagen der DNA/Lipid-Wechselwirkung an der Wasser/Luft-Grenzflache
hinreichend beschreibt. Es wird Modell C vorgestellt, dass sich aus den Ergebnissen der

Untersuchungen an der Wasser/Luft-Grenzflache ergibt.
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5.4.1 Einfluss zweiwertiger Kationen auf die DMPE-Monoschicht

In der Annahme, dass Modell B auf die DNA/Lipid-Wechselwirkung zutrifft, kann man
davon ausgehen, dass zweiwertige Kationen die Phosphate der Kopfgruppen
neutralisieren. Folglich wiirde die zwitterionische DMPE-Monoschicht allein durch die
Gegenwart zweiwertiger Kationen in der Subphase effektiv positiv geladen werden.

Bei der Wechselwirkung zweiwertiger Kationen mit den Phosphatgruppen der Lipidkdpfe
ist zu erwarten, dass die Phosphatgruppen partiell dehydratisiert werden. In den IR-
Messungen wiirde diese Dehydratation durch eine Verschiebung der Position der
v,s(POy)-Banden zu hoheren Wellenzahlen erkennbar sein. Die IRRA-Spektren von
DMPE auf wissrigen Subphasen, die zweiwertige Kationen enthalten, gleichen jedoch
denen von DMPE auf Wasser. Eine Wechselwirkung zwischen den Kationen und den
Kopfgruppen wurde nicht beobachtet. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den
Experimenten von Flach e al. sowie von Binder und Zschornig.'*'"* Sie beobachteten
eine Verschiebung der 1,(PO,)-Banden des zwitterionischen POPC (1-Palmitoyl-2-
oleoyl-phosphatidylcholin) bzw. DPPC (1,2-Dipalmitoyl-phsophatidylcholin) zu héheren
Wellenzahlen, wenn Calcium- oder Magnesiumionen in der Subphase prisent waren.
Diese Bandenverschiebung deutet auf eine partielle Dehydratation der Phosphatgruppe
durch Wechselwirkung mit den Ionen der Erdalkalimetalle. Unter anderem stellte die
Arbeitsgruppe fest, dass Be’", Cu®" und Zn*" die Position der asymmetrischen PO, -
Streckschwingungen zu kleineren Wellenzahlen verschieben. Sie schlussfolgerten daraus,
dass bei diesen lonen eine relativ starke Wechselwirkung mit den nicht veresterten
Sauerstoffatomen auftritt.

Uber den Grund, warum diese partielle Dehydratation der Phosphatgruppe durch
zweiwertige Kationen nicht bei DMPE erkennbar ist, ldsst sich nur mutmaBen.
Moglicherweise ist die positive Ladung des Stickstoffatoms beim Phosphatidylcholin
starker durch die gebundenen Methylgruppen abgeschirmt. Bei der Aminogruppe des
Phosphatidylethanolamins ist dies nicht der Fall, was zu einer stirkeren elektrostatischen
AbstoBung der Kationen fiihren konnte.

Mit keiner der in der vorliegenden Arbeit angewendeten Methoden wurden zweiwertige
Kationen in Konzentrationen von 5—10 mM im Grenzflachenbereich detektiert. Die
Messung des Oberflichenpotentials AV zeigt, dass AV von DMPE auf Lésungen von
5 mM MgCl, um nur 20 mV grofer ist als auf Losungen von 1 mM NaCl. Aus GIXD-
Messungen ist bekannt, dass die Strukturen des Lipids auf den beiden Subphasen gleich
sind. Damit ist auch ihr Beitrag des Dipolmoments gleich. Anderungen von AV sind
daher nur bei verdnderten Ladungsverhéltnissen zu erwarten. Bleiben die
Ladungsverhiltnisse gleich, dndert sich AV nicht. Die verschwindend geringe Anderung
des Oberflachenpotentials reicht nicht aus, um einer effektiv positiven Aufladung der

zwitterionischen Monoschicht durch zweiwertige Kationen zu entsprechen. Auch
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Rontgenfluoreszenzmessungen zeigen keine Pridsenz der untersuchten Kationen im
Kopfgruppenbereich der Lipidmonoschicht.

Zusétzlich wire bei der Umladung der Monoschicht, wie sie in Modell B stattfinden soll,
zu erwarten, dass sich der Platzbedarf der Kopfgruppen verdndert und damit die
Neigungswinkel der Lipidketten variiert werden. GIXD-Messungen von DMPE auf
Wasser und auf wissrigen Losungen zweiwertiger Kationen weisen im Rahmen der
Fehlergrenzen jedoch die gleichen Neigungswinkel auf. Demzufolge liefert Modell B
keine hinreichende Beschreibung fiir die DNA/Lipid-Wechselwirkung.

5.4.2 Komplexierung der DNA durch zweiwertige Kationen

IRRAS-Messungen haben gezeigt, dass die Adsorption von DNA in Gegenwart der
untersuchten zweiwertigen Kationen (Ba®’, Mg*, Ca’™* und Mn®") zu der
charakteristischen DNA-Bande bei 970 cm™ im IR-Spektrum fiihrt.

Zweiwertige Kationen konnen DNA komplexieren. Duguid et al. stellten mittels Raman-
Spektroskopie fest, dass zweiwertige Ubergangsmetalle (Mn*", Co**, Ni**, Cu®", Pd*" und
Cd*") die groBten strukturellen Verdnderungen in der B-DNA hervorrufen.'” Stérungen
im Carbonylbereich sind meist Folgen einer metallinduzierten Denaturierung der DNA-
Doppelhelix, die sich an entsprechenden spektralen Verdnderungen erkennen lisst. Das
deutet darauthin, dass die Metallionen die Basen der denaturierten DNA verkniipfen. Die
Wechselwirkungen der Ubergangsmetallionen mit den DNA-Phosphaten sind viel
schwicher als mit den Basen. Das Raman-Spektrum der B-DNA wird durch Mg*’, Ca*’,
Sr** und Ba*" kaum beeinflusst. Dies ldsst auf eine schwichere Wechselwirkung der
Erdalkalimetalle mit den Basen als auch den Phosphaten der DNA im Vergleich zu den
Ubergangsmetallen schliefen.

Tabelle 4: lonenradius und hydrodynamischer Radius zweiwertiger Kationen."”

Ion Ionenradius Hydrodynamischer Radius
Mg 0,065 nm 0,431 nm

Ca* 0,099 nm 0,412 nm

Ba®* 0,135 nm 0,404 nm

Mn** 0,091 nm

Wechselwirkungen zwischen DNA und Metallkationen sowie deren Effekte auf die
Struktur der DNA wurden mit einer Anzahl verschiedenen Techniken untersucht:
Sedimentations-Gleichgewichtsmessungen, UV-Vis-Spetrophotometrie, Circular-

Dichroismus, Vibrations-Spektometrie und NMR-Spektroskopie. Diese Methoden
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kommen einstimmig zu dem Ergebnis, dass die Metallionen der folgenden Elemente in
der aufgefiihrten Reihenfolge eher mit den Basen als mit den Phosphatgruppen der DNA
wechselwirken: Hg > Cu> Pb > Cd > Zn > Mn > Ni > Co > Fe > Ca > Mg > Ba.

Auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten GIXD-Messungen haben gezeigt, dass der
Abstand zwischen parallelen DNA-Stringen von der Art der zweiwertigen Kationen
abhiingig ist. Der groBte Abstand wurde in Verbindung mit Ba®* in der Subphase
gemessen, gefolgt von Mg*", Ca’ und Mn?". Trotzdem diese Abfolge mehrfach
nachgewiesen wurde, ist weiterhin unklar, warum z. B. Bariumionen den geringsten Grad
der Komplexbildung mit der DNA aufweisen. Weder die Reihenfolge der Grofle der
Ionenradien noch die der hydrodynamischen Radien (vgl. Tabelle 4) stimmen mit der
experimentell ermittelten Reihenfolge iiberein. Die ermittelte Reihenfolge ldsst sich
weder durch die Grofe der lonenradien noch die der hydrodynamischen Radien erkldren.
Der geringere interaxiale DNA-Abstand in Verbindung mit Calciumionen im Vergleich
zu Magnesiumionen konnte auf den kleineren hydrodynamischen Radius der
Calciumionen zuriickgefiihrt werden. Dies steht jedoch im Gegensatz zu der schwécheren
Komplexierung der DNA durch Bariumionen im Vergleich zu Calciumionen, obwohl
erstere den kleinsten hydrodynamischen Radius aufweisen.

Neben der Art der zweiwertigen Kationen ist der interaxiale DNA-Abstand auch von der
Lange der DNA-Fragmente abhingig. GIXD-Messungen haben gezeigt, dass dpy, beim
Vergleich separat priparierter Subphasen der gleichen Konzentrationen unterschiedliche
Werte annimmt. Messungen verschiedener zwitterionischer Lipide auf der selben
Subphase wiesen gleiche DNA-Abstidnde auf. Die Ursache fiir diese Beobachtungen liegt
in der Priparation der Subphase. Verschiedene Geometrien der Riihrfische,
unterschiedliche Riithrgeschwindigkeiten oder Riihrzeiten konnen dazu fithren, dass der
Anteil von langen und kurzen DNA-Fragmenten bei jeder Préparation variiert. Mittels
Raman-Spektroskopie wurde gezeigt, dass durch Calciumionen induzierte strukturelle
Verianderung bei genomischer Kalbsthymus-DNA (> 23 kb) wesentlich stirker waren als

U7 Damit ist der Einfluss

bei mononucleosomalen DNA-Fragmenten (160 bp).
zweiwertiger Kationen auf grofere DNA-Molekiile stirker als der auf kleinere
Fragmente, wodurch sich kleinere Werte fiir dpyy ergeben. Metalle mit sehr starker
Affinitdit zu den Basen storen die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Basenpaaren, destabilisieren somit die B-Form der DNA und stabilisieren alternative
Strukturen. Umgekehrt stabilisieren Kationen mit starker Affinitdt zu den Phosphaten die
B-DNA, offensichtlich durch Ladungsneutralisation ihres Zuckerphosphatriickgrats.''” In
der Annahme, dass Manganionen die B-DNA destabilisieren, sollten IRRAS-Messungen
zu einer Aufsplittung der Markerbande bei 970 cm™ fithren:''” Sowohl fiir A-DNA als
auch fiir Z-DNA wiirde sich ein Triplett bei 977, 968 und 952 cm’ bzw. bei 970, 951 und
925 cm™ ergeben.*” Bei den durchgefiihrten IR-Experimenten wurde jedoch keine

Aufsplittung dieser DNA-Bande beobachtet wenn DNA und Mn*" in der Subphase geldst
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sind. Ein  Konzentrationseffekt ist auszuschlieBen, da die eingesetzte
Mangankonzentration 50 mal hoher ist als die der DNA. Moglicherweise spielt hier die
Anwesenheit von 1 mM NaCl eine Rolle. Jedoch haben die GIXD-Messungen gezeigt,
dass Manganionen eine besondere Stellung bei der Bildung des DNA/Lipid-Komplexes
einnehmen. Diese Beobachtung wird spiter im Zusammenhang mit der Verringerung der

Neigungswinkel diskutiert.

5.4.3 Vergleichende Betrachtung von genomischer DNA und Plasmid-DNA

Adsorption von DNA an der Wasser/Luft-Grenzfliche

In Gegenwart der zwitterionischen DMPE-Monoschicht in der Gaspahse wird die durch
zweiwertige Kationen komplexierte, genomische DNA nach ca. 24 h an der Wasser/Luft-
Grenzflache mittels IRRAS detektiert. BAM-Aufnahmen einer Subphase, die pGL3
sowie zweiwertige Kationen enthilt, zeigen ohne Lipidmonoschicht schon nach wenigen
Minuten weille Flecken, die anscheinend dem komplexierten Plasmid pGL3 zuzuordnen
sind. Sind die zweiwertigen Kationen nicht vorhanden, ist diese Grenzflichenaktivitét
nicht zu beobachten. Folglich fiihrt die Bildung von Komplexen aus DNA und
zweiwertigen Kationen zu Bereichen, die aufgrund der Ladungsneutralisierung der
Phosphatgruppen durch die Kationen ungeladen sind. Aufgrund der verstirkten
Hydrophobizitit der Komplexe werden diese von der Wasser/Luft-Grenzfldche sowie von
den Lipidketten angezogen. Da kleinere Strukturen wie Plasmide schneller diffundieren,
werden sie auch frither mittels BAM detektiert. Die Erhohung der Temperatur von 20 °C
auf 37 °C fihrt zum Verschwinden dieser Flecken. Die Temperaturerniedrigung auf
20 °C lasst sie wieder erscheinen. Moglicherweise fiihrt die durch Temperaturerhdhung
grofler gewordene Dissoziationskonstante dazu, dass effektiv weniger zweiwertige
Kationen die DNA komplexieren. Dadurch bilden sich weniger ungeladene Bereiche im
Komplex. Somit wiirde die DNA nicht mehr von der Wasser/Luft-Grenzflache oder den

Lipidketten angezogen werden.

Penetration der DNA in die Lipidmonoschicht

Die Priasenz der zwitterionischen DMPE-Monoschicht scheint die Adsorption der DNA
an der Wasser/Luft-Grenzfliche zu stimulieren. Offensichtlich werden die negativen
Ladungen des DNA-Komplexes von der Monoschicht elektrostatisch angezogen. Auch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Lipidketten und den ungeladenen
Bereichen der DNA-Komplexe kdnnten die Ursache fiir die beschleunigte Adsorption der
DNA an der Grenzflache in Gegenwart der Monoschicht sein.
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Im Vergleich zu den #/4-Isothermen von DMPE auf Wasser sind die auf Losungen mit
den Ionen der Erdalkalimetalle und genomischer DNA oder Plasmid-DNA zu gréferen
molekularen  Flichen  verschoben. In  Abbildung39 sind sowohl die
Kompressionsisothermen als auch die durch Rontgendiffraktion ermittelten Flichen 4,, in
Abhingigkeit des Lateraldrucks # aufgetragen. Die molekularen Flichen 4,, fir DMPE
auf Losungen der genomischen DNA sowie der Plasmid-DNA in Gegenwart
zweiwertiger Kationen sind vergleichbar mit den 4,,-Werten von DMPE auf Wasser: Bei
20 mN/m betrigt die Flache A4,, eines DMPE-Molekiils mit zwei Lipidketten auf Wasser
42,4 A*. Auf wissrigen Losungen von 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl +
5 mM CaCl, sowie von 0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl, nimmt ein
Lipidmolekiil eine Fliche von 4., =42,0 A? ein. Dieser A,,-Wert ist etwas geringer als
der von DMPE auf Wasser, da die Lipidketten aufgrund ihres kleineren Neigungswinkels
einen geringeren Platzbedarf haben.
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Abbildung 39: n/A-Isothermen von DMPE auf Wasser (schwarz), auf
0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM CaCl, (rot) und auf
0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl, (blau) sowie die mittels
GIXD bestimmten realen molekularen Flichen A, von DMPE auf
0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM CaCl, (O)  und  auf
0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl, (4).

Dennoch sind die durch GIXD-Messungen ermittelten molekularen Flichen wesentlich
kleiner als die, die durch die Messungen der Kompressionsisothermen erhalten werden:
Bei 20 mN/m betrégt die in den n/4-Isothermen gemessene molekulare Fliche 4 von
DMPE auf wissrigen Losungen von 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl +
5 mM CaCl, 45 A% Auf Loésungen von 0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl,
ergibt sich bei diesem Druck eine Fliche von 4 = 52,3 A%, Es besteht also ein Unterschied
zwischen den molekularen Flichen, die durch GIXD und #n/4-Isothermen ermittelt
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werden. Die Ursache fiir diese scheinbare Diskrepanz liegt darin, dass mittels
Rontgendiffraktion nur geordnete Strukturen in der Lipidschicht detektiert werden,
wiéhrend bei der Messung der Kompressionsisothermen der Platzbedarf aller in der
Monoschicht vorliegender Molekiile gemessen wird. Damit werden auch Lipide in
ungeordnetem Zustand sowie penetrierte DNA-Molekiil detektiert. Die Differenzen der
Flachenwerte, die durch die beiden Methoden ermittelt werden deuten daher daraufhin,
dass ein heterogenes System vorliegt.

Die n/A-Isotherme von DMPE auf wissrigen Losungen von 0,1 mM genomischer DNA,
1 mM NaCl und 5 mM CaCl, weist einen Knick bei ca. 28 mN/m auf, der aus einer
Phasenumwandlung zweiter Ordnung resultiert. Ab diesem Druck korrespondiert die
Isotherme mit der von DMPE auf Wasser. Das zeigt, dass die penetrierten DNA-
Molekiile aus der Monoschicht gedriickt werden. Die Kompressionsisotherme von DMPE
auf Losungen von 0,1 mM pGL3, 100 mM NaCl und 10 mM CaCl, ist wesentlich
expandierter als die mit genomischer DNA. Offensichtlich ist das Herausdriicken der
Plasmid-DNA schwieriger. Durch ihre ringformigen Struktur, die auch in sich verdreht
sein kann (super coiled), ist Plasmid-DNA relativ stabil und nicht so flexibel wie
genomische DNA. Deshalb konnte sich die Plasmid-DNA auch bei hoheren
Oberfldchendriicken ldnger an der Grenzflache/in der Lipidmonoschicht halten. Auch
eine hohere Grenzflachenaktivitit der Plasmid-DNA kann der starken Penetration in die
Lipidschicht zugrunde liegen. Es ist aulerdem denkbar, dass die Desorptionskinetik der
Plasmid-DNA aufgrund ihrer stabilen Struktur wesentlich langsamer ist, als die der
genomischen DNA. Weiterhin formt genomische DNA mit zweiwertigen Kationen
Komplexe, die wesentlich groBer sind als die mit Plasmid-DNA. Die groBeren Komplexe
diffundieren nicht nur langsamer, sie lassen sich auch leichter aus der Monoschicht
herausdriicken.

Bei geringen Driicken kann die penetrierte DNA weder mit IRRAS noch mit GIXD
nachgewiesen werden. Erst ab ca. 5 mN/m, dem Beginn des LE/LC-Koexistenzgebietes,
wird die charakteristische DNA-Bande bei 970 cm™ im IR-Spektrum sichtbar.
Moglicherweise kann im IR-Spektrum erst ein Signal erhalten werden, wenn durch
Kompression der Monoschicht eine gewisse Dichte der penetrierten DNA-Molekiile
erreicht wird. Um diese Annahme zu bestdtigen, ist es sinnvoll, weitere
Adsorptionsexperimente durchzufiihren. Dazu miisste die konzentriertere DNA-L&sung
in Gegenwart zweiwertiger Kationen bei unterschiedlichen Kompressionsstadien der
Lipidschicht in die Subphase injiziert werden. Da die DNA-Penetration bei kleineren
molekularen Fldchen vermutlich eingeschrinkt ist, wire zu erwarten, dass die DNA-
Injektion bei hoheren Lateraldriicken in der Monoschicht zu einem schwécheren IR-
Signal bei 970 cm™ fiihrt als bei den Messungen, bei denen die Penetration der DNA bei
groflen molekularen Fldchen stattfindet. Der Anteil adsorbierter DNA sollte bei beiden
Versuchen gleich sein.
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Einfluss der DNA-Adsorption auf den Neigungswinkel der Lipidketten

In der Annahme, dass Modell A gilt, wiirde die Adsorption der DNA an der
Lipidmonoschicht bedingen, dass sich die Kopfgruppe stirker horizontal ausrichten. Auf
diese Weise wiirde sich die AbstoBung zwischen den positiv geladenen Stickstoffatomen
der Kopfgruppe und den Kationen vermindern. Damit wiirden die Phosphatgruppen der
Lipidkopfe leichter mit denen der DNA {iiber zweiwertige Kationen verkniipft werden.
Fiir diesen Fall ist zu erwarten, dass der Neigungswinkel ¢ durch die verdnderte
Orientierung der Kopfgruppe grofler wird. Die GIXD-Experimente zeigen jedoch, dass
das Gegenteil eintritt: Die Adsorption komplexierter DNA an die zwitterionische DMPE-
Monoschicht bewirkt eine Verringerung des Neigungswinkels der Lipidketten.

Die Ursache liegt anscheinend darin, dass es in den Komplexen aus DNA und
zweiwertigen Kationen Bereiche gibt, die trotz der partiellen Neutralisation von
Phosphatgruppen noch gentigend negative Ladungen besitzen, um eine elektrostatische
Anziehung zu den Lipidkopfgruppen zu ermdglichen. Um die Interaktion mit diesen
negativen Bereichen der Komplexe zu optimieren, muss die Kopfgruppe ihre
Orientierung so verdndern, dass ihr positiv geladener Teil stérker in die Subphase taucht.
Dadurch wird der Platzbedarf der Kopfgruppe verkleinert und der Neigungswinkel ¢ der
Ketten reduziert sich. Gegeniiber salinen Subphasen verringert sich der Neigungswinkel ¢
von DMPE auf allen Subphasen mit Komplexen bestehend aus genomischer DNA und
Ba®", Mg*" oder Ca®", sowie von Komplexen aus Plasmid-DNA und Ba*", Mg*, Ca*
oder Mn*" in gleichem MaBe. Die Messungen mit Ca®" und Kalbsthymus-DNA dienen
deshalb als repridsentatives Beispiel: Wéhrend die Ketten von DMPE auf wissrigen
Losungen von 1 mM NaCl + 5 mM CaCl, bei 20 mN/m um 15,2° geneigt sind, betrigt
der Neigungswinkel von DMPE auf Losungen mit 0,1 mM Kalbsthymus-DNA +
I mM NaCl + 5mM CaCl, nur 12,4°. Komplexe aus genomischer DNA und
Manganionen fithren zu einer deutlich stirkeren Reduktion von 7 Bei 20 mN/m betragt
der Neigungswinkel der Ketten von DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA +
1 mM NaCl + 5 mM CaCl, nur 9,4°.

In der Annahme, dass die Interaktion zwischen Mangan und den Basen stérker ist als die
mit den Phosphaten der DNA, lasst sich schlussfolgern, dass der DNA/Mn*"-Komplex
durch die Anwesenheit freier Phosphatgruppen stirker negativ geladen ist als Komplexe
mit Erdalkalimetallen. Daher ist die Wechselwirkung der positiv geladenen
Stickstoffatome der Lipidkopfgruppe mit dem DNA/Mn*"-Komplex stirker. Die
Kopfgruppe des Lipids neigt ihren positiven Bereich noch weiter in die Subphase und ist
damit stdrker senkrecht zur Oberfliche orientiert. Dadurch wird die Fliache verkleinert,
die das Molekiil beansprucht, und der Neigungswinkel der Alkylketten herabgesetzt.
Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung mit der DNA und der daraus
resultierenden Verringerung der molekularen Fldche, erhoht sich die Lipiddichte in den

kondensierten Bereichen der Monoschicht. Dies fiihrt zur Reduktion des
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Hauptphasenumwandlungsdrucks z. auf ca. 3 mN/m verglichen mit DMPE auf Wasser
(7. = 5,3 mN/m). Dagegen wird 7 fiir DMPE auf wissrigen Losungen von genomischer
DNA und Ionen der Erdalkalimetalle im Vergleich zu DMPE auf Wasser, nur um
maximal 0,7 mN/m reduziert.
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Abbildung 40: Neigungswinkel t in Abhdngigkeit von & von DMPE
auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl, (e)
und auf 0,1 mM pGL3 + 100 mM NaCl + 10 mM CaCl, (0). Die
Linien dienen der Veranschaulichung.

In Abbildung 40 sind die Neigungswinkel in Abhéngigkeit des Oberfldchendrucks von
DMPE auf Losungen von 0,1 mM genomischer DNA oder pGL3, 100 mM NaCl und
10 mM CaCl, dargestellt. Aus der guten Ubereinstimmung von ¢ kann man schlieBen,
dass die beiden DNA/Ca®*-Komplexe in gleichem MaBe negativ geladen sind. Die
dargestellten Neigungswinkel ergeben sich auch fiir DMPE auf Subphasen, die pGL3,
NaCl sowie eins der anderen untersuchten zweiwertigen Kationen enthalten. Anscheinend
ist der Einfluss von Manganionen auf die Ladung des Plasmidkomplexes nicht so stark
wie im Komplex mit genomischer DNA. Mdglicherweise liegt die Ursache darin, dass die
kondensierende Wirkung zweiwertiger Kationen auf kleine DNA-Molekiile geringer ist
als auf grofBe. Fiir diesen Fall sollten jedoch auch die Neigungswinkel in Anwesenheit
von pGL3 und Erdalkalimetallen groBer sein.

Einfluss der Kompression des Lipidfilms auf dpy 4

In der Annahme, dass Modell A die Lipid/DNA-Wechselwirkung beschreibt,
wiren die Phosphatgruppen der DNA und der Lipidkopfgruppen iliber zweiwertige
Kationen miteinander verkniipft. Die Kompression der Lipidmonoschicht wiirde
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dadurch den interaxialen DNA-Abstand verringern. Diese Beobachtung machten
Symietz et al. bei der Kompression eines positiv geladenen Lipids von 10 auf
40 mN/m.'® Dabei verringerte sich dpyy um ca. 22%. Dies deutet auf eine starke
Wechselwirkung des positiv geladenen Lipids mit der DNA hin.

Die GIXD-Messungen bei kleinen O, -Werten haben zwar gezeigt, dass sowohl
genomische als auch Plasmid-DNA adsorbieren, die Kompression der DMPE-
Monoschicht ruft in beiden Féllen jedoch keine Verdnderungen des interaxialen
DNA-Abstands hervor. Die durch zweiwertige Kationen induzierte
Wechselwirkung zwischen dem zwitterionischen DMPE und der DNA ist also
relativ schwach. Anscheinend liegt DNA als weitgehend eigenstindige Schicht
unter dem Lipidfilm vor. Modell A beschreibt diese Interaktion also nicht

hinreichend.

Einfluss der DNA-Adsorption auf die Morphologie der Lipiddomdiinen

Sowohl die Penetration von komplexierter genomischer DNA als auch von komplexierter
Plasmid-DNA fiihrt zur Expansion der Lipidschicht und zu Verdnderungen in der
Morphologie der Doménen: sie fransen aus und die Phasengrenze wird rauer.

Die penetrierte DNA stellt sie eine Verunreinigung in der Lipidmonoschicht dar, die das
Wachstum der Dominen behindert.”” Durch eine raue Phasengrenze kann diese
Verunreinigung  schneller entfernt werden. Auf diese Weise findet ein
diffusionslimitiertes Wachstum der Doménen statt, das zu fraktalen Strukturen fiihrt. Die
Adsorption komplexierter Plasmid-DNA an der Lipidmonoschicht verdndert die
Morphologie der Dominen in anderem Ausmal: Verglichen mit den Doménen auf
Wasser sind sie kleiner, runder und treten in groBerer Zahl auf. Komplexierte Plasmid-
DNA hat also einen dhnlichen Einfluss auf Form, Gré8e und Zahl der DMPE-Doménen
wie Manganionen allein. Es ist anzunehmen, dass sie die freie Energie, die fiir die
Keimbildung notwendig ist, herabsetzten. Damit steigt auch die Zahl der Doménen. Die
runde Form der Doménen lésst auf eine erhdhte Linienspannung schlie3en.

Trotz der durch Adsorption der beiden DNA-Typen vollig verschiedenen
Erscheinungsformen der Lipiddoméanen weisen die Lipidketten gleiche Neigungswinkel
auf. Aus welchem Grund diese Unterschiede in der Morphologie der Doménen auftreten
bedarf weiterer Erklarung. Anscheinend spielen GroBe und Art der komplexierten DNA-

Molekiile sowie ihre Grenzflichenaktivitit eine grofle Rolle.
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5.5 Zusammenfassung und Modell (Teil I)

Weder Modell A noch Modell B konnten die Resultate hinreichend beschreiben (vgl.
Abbildung 38). Aus den diskutierten Ergebnissen geht deshalb ein neues Modell C
hervor: Zweiwertige Kationen gehen keine merkliche Wechselwirkung mit der
Lipidschicht ein. Sie befinden sich nur in duflerst geringen Konzentrationen im Bereich
der Grenzflache. Die Struktur der zwitterionischen DMPE-Monoschicht wird also nicht
verdndert (vgl. Abbildung 41 links). DNA wird durch zweiwertige Kationen komplexiert.
Die Ionen der Erdalkalimetalle Barium, Magnesium und Calcium gehen vorrangig
Wechselwirkungen mit den Phosphaten der DNA ein. Die Ionen des Ubergangsmetalls
Mangan interagieren vorwiegend mit den Basen der DNA, ohne ihre Struktur
nachweislich zu verdndern. Die DNA-Komplexe adsorbieren an der Wasser/Luft-
Grenzflache auch in Abwesenheit einer Lipidmonoschicht. Dies geschieht bei Plasmid-
DNA nach einigen Minuten, wihrend Komplexe mit genomischer DNA, vermutlich
aufgrund ihres geringeren Diffusionskoeffizienten erst nach ca. 24 h an der Grenzflache
detektiert werden. Folglich besteht eine attraktive Wechselwirkung zwischen der
Wasser/Luft-Grenzfliche und Bereichen in der DNA, die aufgrund der Komplexierung

ungeladen sind.

il |

Abbildung 41: Modell C: DMPE auf MgCl, (links) und auf mit Magnesiumionen
komplexierter DNA (rechts).

In Anwesenheit der DMPE-Monoschicht ist die Adsorption an der Wasser/Luft-
Grenzflache fiir genomische DNA in Gegenwart zweiwertiger Kationen beschleunigt.
Offenbar werden die Komplexe durch Bereiche negativer Ladung von dem positiv
geladenen Stickstoff der Lipidkopfgruppen elektrostatisch angezogen. Um diese
Wechselwirkung zu optimieren, dndert die Kopfgruppe ihre Orientierung so, dass ihr
positiv geladener Bereich stirker in Richtung Subphase geneigt ist (vgl. Abbildung 41
rechts). Diese Anderung verringert den effektiven Flichenbedarf der Kopfgruppe und
fiihrt damit zur Reduktion des Neigungswinkels der Alkylketten. Dieser kondensierende
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Effekt auf die geordneten Bereiche der Monoschicht wird durch alle Komplexe,
bestehend aus genomischer oder Plasmid-DNA und den Ionen der Erdalkalimetalle, in
gleichem Mafe bewirkt. Auch Manganionen fiihren in Verbindung mit pGL3 in der
Subphase zu diesem Effekt. Komplexe bestehend aus Manganionen und genomischer
DNA in der Subphase bewirken jedoch eine wesentlich stirkere Reduktion des
Neigungswinkels. Da die Ionen des Ubergangsmetalls Mangan hauptsichlich mit den
Basen der DNA in Wechselwirkung treten, sind mehr Phosphatgruppen in dem Komplex
negativ geladen als in Komplexen mit den lonen der Erdalkalimetalle. Dadurch ist die
elektrostatische Anziehung zu den Stickstoffatomen der Kopfgruppe grofer, und fiihrt
einer stirkeren Verringerung des Neigungswinkels. Kurze DNA-Molekiile werden
weniger stark komplexiert als lange. Dies konnte die Ursache dafiir sein, dass sich die
Neigungswinkel der DMPE-Ketten auf wéssrigen Losungen von pGL3 mit Manganionen
so verhalten wie auf Losungen von pGl3 und den lonen der Erdalkalimetalle.

Die DNA-Komplexe weisen eine geordnete Struktur auf. Der Abstand zwischen
parallelen DNA-Strangen dpy, ist von der Art zweiwertiger Kationen sowie von der
GroBe der DNA-Fragmente abhidngig. DNA-Komplexe mit Bariumionen weisen den
groBten interaxialen Abstand auf, gefolgt von Magnesium-, Calcium- und Manganionen.
Bei langen DNA-Fragmenten ist dpys kleiner als bei kurzen Fragmenten. Eine
Kompression der Lipidschicht hat keinen Einfluss auf die DNA-Abstinde. Demnach liegt
die DNA als eigenstindige Schicht unter dem Lipid vor.

In Abwesenheit zweiwertiger Kationen findet keine Adsorption der DNA an der

Wasser/Luft-Grenzfliche mit oder ohne Lipidmonoschicht statt.
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6 Ergebnisse Teil Il: Aufbau von Multischichten aus PAH, PSS,
DNA und zwitterionischen oder negativen Lipiden

Die im ersten Teil dieser Arbeit vorgestellten Experimente geben wichtige und
grundlegende Informationen iiber den Mechanismus der DNA/Lipid-Wechselwirkung.
Allerdings stellen Lipidmonoschichten nur ein stark vereinfachtes Modellsystem fiir
biologische Membranen dar. Praxisrelevanter sind Experimente an Lipiddoppelschichten.
Auch sie dienen als vereinfachtes Modellsystem, weisen aber die grundlegende Struktur
von biologischen Membranen auf — die Lipiddoppelschicht. Die Informationen, die aus
den Versuchen an Monoschichten gewonnen werden, dienen als Basis flir die

Experimente an den Lipiddoppelschichten.

Von der Idee ausgehend, kiinstliche Viren auf der Grundlage von mit
Lipiddoppelschichten iiberzogenen Polyelektrolythohlkugeln zu erzeugen, wird im
folgenden Ergebnisteil der Aufbau von Multischichten, bestehend aus Polyelektrolyten
und  zwitterionischen  Lipiden, auf flachen Substraten untersucht. Die
Polyelektrolytmultischichten werden durch Anwendung der Layer-by-Layer- (LbL-)
Technik erzeugt.'”" Planare Lipiddoppelschichten kénnen durch spontanes Spreiten von
Lipidvesikeln auf einem Substrat gebildet werden.'*

Untersuchungen dieser Art sind wichtig, um optimale Bedingungen fiir die Bildung von
geschlossenen Lipiddoppelschichten auf dem Polyelektrolytsubstrat zu finden. Intakte
Doppelschichten sind die Vorraussetzung fiir eine gute Fusion mit der Zellmembran der
Zielzelle. Zudem schiitzen sie vor unspezifischen Wechselwirkungen der Polyelektrolyte
mit Proteinen oder anderen geladenen Biomolekiilen des Serums.

Neben der Untersuchung neutraler Lipide sind auch Experimente mit negativ geladenen
Lipiden von groBem Interesse. Sie befinden sich hauptsidchlich auf der Innenseite von
Zellmembranen. Fiir den Gentransfer mittels kiinstlicher Viren konnten sie daher einen
Beitrag zur endosomalen Freisetzung des Vektors im Inneren der Zelle leisten.

Um die Qualitdt der Lipidbedeckung auf der Polyelektrolytmultischicht zu verbessern,
spielen die Optimierung von Parametern wie Lipidzusammensetzung, Temperatur, die
Art der Polyelektrolyte und die eingesetzten Salzkonzentrationen eine entscheidende
Rolle. Der folgende Abschnitt stellt erste Versuche dieser Optimierung vor. Es wird
gepriift, ob die Ladung des Polyelektrolyts fiir die Adsorption des neutralen Lipids
DMPC (1,2-Dimyristoyl-phosphatidylcholin) eine Rolle spielt. Des Weiteren wird der
Aufbau von Multischichten aus Polyelektrolyten mit DMPC bzw. mit dem negativ
geladenen Phospholipid DLPA (1,2-Dilauroyl-phosphatidsdure) in situ beobachtet.
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6.1 Multischichten mit DMPC

6.1.1 Neutronenreflexion (NR)

Die Neutronenreflexionsmessungen wurden am Reflektometer V6 des Hahn-Meitner-
Instituts (Berlin) durchgefiihrt. Mittels NR koénnen Schichtdicke, Rauhigkeit und
Streuldngendichte der hergestellten, planaren Polyelektrolytfilme sowie der darauf
adsorbierten Lipiddoppelschicht ermittelt werden. Als Substrat fiir die Adsorption des
Lipids dient eine Polyelektrolyt- (PE-) Multischicht. Sie bestehet aus alternierenden
Lagen des positiv geladenen Polyallylamin (PAH) und des negativ geladenen
Polystyrolsulfonat (PSS), die unter Verwendung der LbL-Technik (vgl. Abschnitt 4.2) auf
ein festes, planares Substrat (Silicium) aufgebracht werden. In Abhingigkeit davon, ob
PAH oder PSS die abschlieBende Schicht bilden soll, werden insgesamt 12 bzw. 13
Adsorptionszyklen durchgefiihrt. Durch spontanes Spreiten von Vesikel auf dem
Polyelektrolytsubstrat soll eine Lipiddoppelschicht gebildet werden. Dazu werden nach
der Messung der Reflektivitét der Polyelektrolytschicht in D,O unilamellare Lipidvesikel
(0,5 mg/mL) bei einer Temperatur, die iiber ihrer Phasenumwandlungstemperatur 7, des
Lipids liegt, in die fest/fliissig-Experimentierzelle injiziert. Fiir das untersuchte neutrale
Phospholipid DMPC liegt T, bei 24 °C. Bei tieferen Temperaturen befindet sich das Lipid
in geneigtem Zustand in der Gelphase (LB’—Phase). Temperaturen iiber 7, {iberfithren das
Lipid in den fliissig-kristallinen Zustand (L,-Phase). Der Durchmesser der Vesikel betragt
100 nm und wurde mittels dynamischer Lichtstreuung (vgl. Abschnitt 3.10) bestimmt.

100 100
10 k= 10 p=
1 ba 1=
n\c° 0,1 gc’ 0,1
04 4
o 0.0 o 0,01
o o
" 1E-3 " 1E-3
1E-4 1E-4
1E-51 1E-5
1E-6 L L L L 1E-6
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
-1 -1
Q, [A] Q, [AT]

Abbildung 42. Reflektivititskurven der PAH-terminierten Polyelektrolytschicht [PEI(PSS/PAH)s] (4), von
DMPC auf PEI(PSS/PAH)s (B), der PSS-terminierten Polyelektrolytschicht [PEI(PSS/PAH)sPSS] (C) sowie
von DMPC auf PEI(PSS/PAH)sPSS (D) in D,0 bei 26 °C. Zum besseren Verstindnis sind die Kurven
verschoben.
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Die Messungen erfolgten bei 26 °C, also iiber der Phasenumwandlungstemperatur von
DMPC. Bei der Anpassung der Reflektivititskurven mit dem Parratt—Programm wurden
die PE-Schicht und der Kettenbereich der Lipiddoppelschicht als jeweils eine Box
betrachtet.

Die Reflektivititskurven der DMPC-Schichten auf den PAH- und PSS-terminierten
Polyelektrolytmultischichten sowie die Ergebnisse der Anpassung der Kurven sind in
Abbildung 42 dargestellt. Die dazugehorigen Ergebnisse sind in den Tabellen des
Abschnitts 9.3 zu finden. Aus dem Abstand zwischen zwei Minima AQ, kann die
Schichtdicke d iiber Gleichung 16 berechnet werden. Kleine AQ.-Werte entsprechen
groflen Schichtdicken. Beim Vergleich der PAH-terminierten Reflektivititskurven vor
und nach der Inkubation mit den DMPC-Vesikeln (vgl. Abbildung 42, links) wird
deutlich, dass sich die Positionen der Minima im Rahmen der Fehlergrenzen nicht
unterscheiden. Die Dicke der Polyelektrolytschicht von (334 +2) A hat sich demnach
nicht verdndert. Eine gute Anpassung der Ergebnisse wird jedoch nur erhalten, wenn zwei
zusitzliche Boxen mit Streulingendichten von 6,37 - 10® und 1,7 - 10° A eingebracht
werden, deren Dicke d =0 ist. Die Rauhigkeit & dieser Boxen ist mit (54 +6) A und
(98 £9) A sehr hoch (vgl. Tabelle 16). Das deutet daraufhin, dass sehr vereinzelt
Bereiche vorliegen in denen DMPC-Vesikel oder —Schichten adsorbiert sind. Eine
vollstdndige Bedeckung des Substrats liegt jedoch nicht vor.
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Abbildung 43: Streulingendichte- (SLD-) Profile der PSS-terminierten
Polyelektrolytmultischicht [PEI(PSS/PAH)sPSS] (A) sowie von DMPC auf
dieser PSS-terminierten Schicht (B) in D,0 bei 26 °C.

Hingegen zeigt die Reflektivititskurve von DMPC auf der mit dem negativem PSS
belegten  Polyelektrolytmultischicht  (vgl. Abbildung 42, rechts) eine klare
Positionsverschiebung der Minima zu kleineren Q.-Werten gegeniiber der Messung der
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Polyelektrolytschicht ohne Lipid. Die damit einhergehende Reduktion von AQ, deutetet
auf eine VergroBerung der Schichtdicke d hin. Daraus lésst sich ableiten, dass auf dem
PSS eine DMPC-Schicht adsorbiert hat. Abbildung 43 =zeigt die ermittelten
Streuléngendichteprofile der PSS-terminierten Polyelektrolytschicht vor und nach der
Inkubation mit DMPC-Vesikeln. In Abwesenheit von DMPC konnen die
Reflektivititskurven einem Modell aus drei Boxen — Silicium, Polyelektrolytschicht und
Wasser (D,O) — angepasst werden. Hierbei hat die PE-Schicht eine Dicke von
(380 +3) A, eine Streulidngendichte von (3,8 +0,2)-10° A? und eine Rauhigkeit von
(2£0,1) A. Die Inkubation mit DMPC resultiert in einer zusétzlichen Schicht mit einer
Dicke von Ad = (45 +2) A. Der beste Fit ergibt sich fiir ein Modell, das aus insgesamt
fiinf Boxen besteht: 1) Silicium, 2) PE-Multischicht, 3) D,O/hydratisierte Kopfgruppe,
4) Lipidketten und 5) D,O/hydratisierte Kopfgruppe. Zwischen der PE-Multischicht und
dem Kettenbereich existiert also ein ca. (12 + 1) A dicker Bereich, der eine SLD von
5,5-10° A hat und sowohl Wassermolekiile als auch DMPC-Kopfgruppen enthilt. Dies
lasst darauf schlieBen, dass die PE-Schicht und die Lipiddoppelschicht durch einen
diinnen Wasserfilm getrennt werden. Der Kettenbereich der Lipiddoppelschicht hat eine
Dicke von (30 £ 1) A sowie eine Streuldngendichte von 1,4 - 10® A, Ein komplexeres
Boxenmodell, das die Doppelschicht in zwei Kopfgruppenbereiche und einen
Kettenbereich gliedert, ergibt shnliche z’-Werte, liefert jedoch keine zusitzlichen

Informationen iiber die Struktur der Doppelschicht.

6.1.2 Quarzmikrowaage (QCM-D)

Die Messungen mit der Quarzmikrowaage ermdglichen das Studium molekularer
Wechselwirkungen sowie der Kinetik der Adsorption von Lipiden auf Oberflichen wie
beispielsweise Polymeren. Dabei wird zum einen die Masse an die Oberflache
gebundener, diinner Filme bestimmt, zum anderen werden Informationen iiber
strukturelle (viskoelastische) Eigenschaften dieser Filme gewonnen. Alle Messungen
erfolgen in Echtzeit. Die in den Experimenten eingesetzten DMPC-Vesikel hatten eine
Konzentration von 0,5 mg/mL sowie einen Durchmesser von 100 nm. Die Messungen
fanden bei 26 °C statt, d.h. 2°C {ber der Phasenumwandlungstemperatur des
zwitterionischen DMPC (T, = 24°C). Als Substrat fiir die Adsorptionsexperimente diente
ein mit Siliciumdioxid bedampfter Quarzkristall, der zusdtzlich mit einer
Polyelektrolytmultischicht [Si/PEI/(PSS/PAH),PSS] belegt ist. Dabei bildet der negativ
geladene Polyelektrolyt PSS die abschlieBende Lage. Der so préparierte Kristall wurde
bei seiner Grundfrequenz (5 MHz) angeregt. Fiir die Bewertung der Anderung der
Frequenz Af und der Diampfung AD wurde der fiinfte Oberton (n=5) bei 25 MHz
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verwendet. Messungen bei der Grundfrequenz von 5 MHz zeigen den gleichen Verlauf
der Kurven, jedoch ist das Signal des Obertons stabiler.

Der zeitliche Verlauf von Af und AD wéhrend der Injektionsschritte (A) bis (D) wird in
Abbildung 44 gezeigt. Dabei ist Af auf 5 MHz normiert (Af/n). Die ermittelten Werte fiir
Afund AD sind im Anhang in Tabelle 19 dargestellt. Einige Sekunden nach der Injektion
der Dispersion der DMPC-Vesikel in Schritt (A) nimmt die Frequenz ab. Dies entspricht
einer Erhohung der Masse auf dem Quarzkristall, die durch Anlagerung der Lipide an die
PE-Schicht verursacht wird. Gleichzeitig steigt der Energieverlust pro Schwingung AD,
d. h., die Viskositit des Films nimmt zu. Nach ca. 60 min hat die Dampfung ihr
Maximum bei AD = 0,9 - 10-6 und gleichzeitig die Frequenz ihr Minimum bei Af= -
35 Hz erreicht. Mit dem sich anschlieSenden Spiilen der Zelle mit Wasser werden nicht
adsorbierte Vesikel beseitigt. Dies bewirkt keine signifikante Verdnderung der
Basislinien. Wie in der Diskussion ndher erldutert wird, ldsst dieses Resultat auf die
Adsorption einer DMPC-Doppelschicht schlieSen.

20 A B _¢Cc D 5
DMPC DNA + NaCl CaCIz DNA + NaCl +
: ; cacl,
04 L4

Frequenz Af/in [Hz]
Dampfung AD [10°]

0 100 200 300
Zeit [min]

Abbildung 44: QCM-D-Echtzeitmessung der Anderung der auf 5 MHz
normierten Frequenz Af/n (rot) sowie der Dimpfung AD (blau) des mit einer
PSS-terminierten Polyelektrolytmultischicht [Si/PEI/(PSS/PAH),PSS]
bedeckten Quarzkristalls bei 26°C nach folgenden Injektionsschritten: A)
DMPC-Vesikel (d =100nm), B) Kalbsthymus-DNA + NaCl, C) CaCl,, D)
Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl,. Jedem Injektionsschritt folgt nach
beendeter Adsorptionszeit ein Waschvorgang mit H,O (w).

Entsprechend den Monoschichtexperimenten in Abschnitt 5 wird mit dem néichsten
Injektionsschritt (B) untersucht, ob DNA in Abwesenheit zweiwertiger Kationen an der
DMPC-Doppelschicht adsorbiert. Nach der Injektion von 1 mM Kalbsthymus-
DNA + 10 mM NaCl und anschlieBendem Waschen wird keine signifikante Anderung
von f'oder D beobachtet. Eine Adsorption von DNA findet unter diesen Bedingungen also
nicht statt. In Schritt (C) werden 100 mM CaCl, in die Experimentierzelle injiziert. Nach
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ca. 30 min wird die Zelle mit Wasser gespiilt. Bezogen auf Schritt (B) fiihrt dies zu einer
Reduktion der Frequenz um Af=~-5,5 Hz, wihrend die Dampfung um AD ~ 0,4 -10°
verstirkt wird. Es ist denkbar, dass die Calciumionen durch eventuell vorhandene kleine
Locher in der Lipidschicht in die Polyelektrolytmultischicht diffundieren. Dort konnten
sie mit dem negativ geladenen PSS in Wechselwirkung treten. Durch die zusétzliche
Anwesenheit von Calciumionen in der PE-Schicht erhoht sich die Masse des adsorbierten
Films. Bei der anschlieBenden Injektion von 1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl +
100 mM CacCl, (D) sinkt die Frequenz schon nach wenigen Sekunden. Folglich erhoht
sich die adsorbierte Masse. Nach dem Spiilen ergeben sich Anderungen von Af'~ -15 Hz
und AD =~ 1,1 - 10, Unter diesen Bedingungen findet also eine Adsorption der DNA an
der Lipidschicht statt. Die Differenzen von Af und AD sind signifikant aber dennoch
relativ gering und lassen daher vermuten, dass die DNA-Schicht nicht die gesamte Flache
bedeckt.

6.2 Multischichten mit negativ geladenen Lipiden

6.2.1 Neutronenreflexion (NR)

Die Neutronenreflexionsmessungen wurden am Reflektometer AMOR des Paul-Scherrer-
Insituts (Villigen, Schweiz) durchgefiihrt. Der positiv geladene Polyelektrolyt PAH
wurde bei der Priparation mittels LbL-Technik als letzte PE-Schicht auf das
Siliciumtemplat aufgetragen. Negativ geladene DLPA-Vesikel wurden bei 35 °C in die
fest/fliissig-Experimentierzelle  injiziert. Diese  Temperatur liegt iiber der
Phasenumwandlungstemperatur von DLPA (7, =32 °C). Der Durchmesser der Vesikel
betrug 100 nm und wurde mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Das Lipid
befindet sich also in der fliissig-kristallinen L,-Phase. Bei der Anpassung der
Reflektivitdtskurven mit dem Parratt-Programm wurden die PE-Schicht und der
Kettenbereich der Lipiddoppelschicht als jeweils eine Box betrachtet.

In  Abbildung 45 sind die  Reflektivititskurven = der = PAH-terminierten
Polyelektrolytschicht (A) sowie von DLPA auf eben dieser Schicht (B) aufgetragen. Nach
der Adsorption von DLPA ist eine Verringerung von AQ, zu beobachten, die einer
Erhéhung der Gesamtschichtdicke von (265 +2) A auf (293 £2) A gleichkommt. Die
Rauhigkeit gegeniiber D,O erhdht sich dabei auf 5= (14 +0,2) A. Abbildung 46 zeigt die
berechneten Streuldngendichteprofile der PSS-terminierten PE-Multischicht vor und nach
der Inkubation mit DMPC-Vesikeln.
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Abbildung 45: Reflektivitdtskurven der PAH-terminierten
Polyelektrolytschicht [PEI(PSS/PAH)s] (A) und von DLPA auf
PEI(PSS/PAH)s (B) in D;0 bei 35 °C. Zum besseren Verstdindnis sind
die Kurven verschoben.

Der beste Fit ergibt sich fiir ein aus fiinf Boxen bestehendes Modell: 1) Silicium,
2) Polyelektrolytschicht, 3) D,O/hydratisierte Kopfgruppe, 4) Lipidketten und
5) D,O/hydratisierte Kopfgruppe. Die Boxen 3 und 5 stellen demnach einen Wasserfilm
dar, in dem sich auch die Lipidkopfgruppen befinden. Box 3 weist eine SLD von
(5,8+0,1)- 10°A? auf. Dabei betrigt die Dicke von Box drei (12+1)A. Der
Kettenbereich der DLPA-Doppelschicht (SLD = (1,3 £0,1) - 10° A?) ist (26 + 1) A dick.

7.0x1 0° ‘ Si H PEI (PAH/ PSS),PAH H D,O ‘

6,0x10°

d [A]

1,0x1o-6-_ ’ PEI (PAHI PSS), = & '

0,0 T T T T T T T

0 100 200 300
d [A]

Abbildung 46: Streuldngendichte- (SLD-) Profile der PAH-terminierten

Polyelektrolytmultischicht [PEI(PSS/ PAH)s] (A) sowie von DLPA auf
dieser Schicht (B) in D,0 bei 35 °C.

DLPA
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Ein komplexeres Boxenmodell, das die Doppelschicht in zwei Kopfgruppenbereiche und
einen Kettenbereich gliedert ergibt dhnliche y’-Werte, liefert jedoch keine zusitzlichen
Informationen tiber die Struktur der Doppelschicht.

6.2.2 Quarzmikrowaage (QCM-D)

Ein mit Gold bedampftes Quarzkristall, das  zusétzlich mit einer
Polyelektrolytmultischicht  [Au/PEI/(PSS/PAH),] belegt war, diente in den
durchgefiihrten QCM-Messungen als Substrat. Der positiv geladenen Polyelektrolyt PAH
bildete die abschlieBende Schicht. Das Kristall wurde bei seiner Grundfrequenz (5 MHz)
angeregt. Fiir die Bewertung der Anderung der Frequenz Afund der Dampfung AD wurde
der fiinfte Oberton (n = 5) bei 25 MHz verwendet. Messungen bei der Grundfrequenz von
5 MHz zeigen den gleichen Kurvenverlauf wie bei 25 MHz, jedoch ist das Signal des
Obertons stabiler. Die eingesetzten negativ geladenen DLPA-Vesikel hatten eine Grofie
von 100 nm und wurden in Konzentrationen von 0,5 mg/mL eingesetzt. Wéhrend der
gesamten Messung wurde die Experimentierzelle auf einer Temperatur von 35 °C

gehalten, also 3 °C {iber der Phasenumwandlungstemperatur des DLPA (T, = 32 °C).

20 A B C D E

; ‘ ‘ : 5
DLPA ! DNA+ CaCl,i DNA+ | EDTA
i NaCl i NaCl+ !
0+ : s P CaCl, -4

Frequenz Af/in [Hz]
Dampfung AD [10°]

T : T - — | T -1
0 100 200 300 400
Zeit [min]

Abbildung 47: QCM-D-Echtzeitmessung der Anderung der auf 5 MHz
normierten Frequenz Af/n (rot) sowie der Dimpfung AD (blau) des mit einer
PAH-terminierten Polyelektrolytmultischicht [Au/PEI/(PSS/PAH),] bedeckten
Quarzkristalls bei 35°C nach folgenden Injektionsschritten: A) DLPA-
Vesikeldispersion (d =100 nm), B) Kalbsthymus-DNA + NaCl, C) CaCl,,
D) Kalbsthymus-DNA + NaCl + CaCl,, E) EDTApH 7. Jedem Injektions-
schritt folgt nach beendeter Adsorptionszeit ein Waschvorgang mit H,O (w).

Abbildung 47 zeigt den zeitlichen Verlauf der Anderung der auf 5 MHz normierten

Frequenz Af/n sowie der Anderung des Energieverlustes pro Schwingung AD wihrend

_9] -



6 Ergebnisse Teil Il Sandra Gromelski

der Injektionsschritte (A) bis (E). Die Ergebnisse der QCM-D-Messungen sind im
Anhang in Tabelle 20 dargestellt. Nach der Injektion der DLPA-Vesikeldisperion in
Schritt (A) sinkt die Frequenz, d. h., die Masse des adsorbierten Films erhoht sich. Die
Dampfung steigt dabei nur geringfiigig. Nach ca. 1,5 h hat Af einen Wert von -33 Hz
angenommen. Das anschlieende Spiilen der Zelle mit Wasser (w) fiihrt jedoch zu einer
Erhohung der Frequenz, sodass die Frequenzidnderung Af bezogen auf den Ausgangswert
vor Injektion nur um ca. -17,8 Hz gesunken ist. Demzufolge wurde ein Teil der
adsorbierten Doppelschicht oder auch der adsorbierten Vesikel durch das Waschen
entfernt. Die resultierend Frequenzidnderung ldsst vermuten, dass nur Teile der
Polyelektrolytschicht mit DLPA bedeckt sind. Im Vergleich zu dem Zustand vor der
Injektion der DLPA-Vesikel hat sich AD kaum veréndert.

Sowohl die im Ergebnisteil ] vorgestellten Monoschichtexperimente mit dem
zwitterionischen Phospholipid DMPE als auch die QCM-D-Messungen mit dem
zwitterionisch DMPC haben gezeigt, dass DNA nur in Gegenwart zweiwertiger Kationen
mit dem Lipid einen Komplex bildet. Mit den folgenden Injektionsschritten wird
untersucht, ob Komplexe dieser Art auch mit dem negativ geladenen DLPA gebildet
werden konnen. In Schritt (B) wird dazu zuerst eine Losung aus 1 mM Kalbsthymus-
DNA + 10 mM NaCl in die Experimentierzelle injiziert. Schon nach wenigen Sekunden
sinkt Af, wihrend AD steigt. Nach ca. 30 min erreicht Af ein Minimum und AD ein
Maximum. Fiir beide Parameter stellen sich jedoch nach dem Spiilen mit Wasser wieder
die Ausgangswerte ein, die vor der Injektion der DNA-Losung geherrscht haben. Unter
diesen Bedingungen kann die DNA folglich nicht an der Lipidschicht adsorbieren. In
Schritt (C) erfolgt anschlieend die Injektion von 10 mM CaCl,. Nach ca. 30 min wird
die Zelle gespiilt. Bezogen auf den Zustand vor der Injektion von CaCl, hat sich die
Frequenz um Af'~ -5 Hz reduziert, wihrend AD um ca. 0,5 - 10 gestiegen ist. Ahnlich
wie bei dem DMPC-Messungen ist hier denkbar, dass die Calciumionen in die PE-
Mulitschicht diffundieren und mit PSS in Wechselwirkung treten. Dadurch wiirde sich
die Masse des adsorbierten Films erhohen. Im nichsten Schritt (D) wird eine Losung mit
1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl + 10 mM CaCl, injiziert. Schon wenige
Sekunden spéter ist eine drastische Verringerung von Af bzw. Erhéhung von AD zu
beobachten. Nach dem Spiilen mit Wasser stellen sich Werte von Af=-44,3 Hz und
AD~24-10° ein. Dies entspricht einer durch Wechselwirkungen entstandenen
Erhohung der Masse auf dem Quarzplattchen, die mit einer Viskosititserhohung des
adsorbierten Film einhergeht. In Gegenwart zweiwertiger Kationen findet demnach eine
Adsorption der DNA an das negativ geladene DLPA statt. Um zu untersuchen, ob diese
Komplexbildung in Anwesenheit der zweiwertigen Kationen reversibel ist, wird in Schritt
(E) eine 250 mM EDTA- (Ethylendiamintetraessigsdure-) Losung pH7  in die
Experimentierzelle injiziert. EDTA ist ein starker Komplexbildner, insbesondere fiir
zweiwertige Kationen. Der drastische Anstieg der Frequenzénderung sowie die starke
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Verringerung der Ddmpfungsidnderung nach der Injektion zeigen, dass an das Substrat

adsorbierte Molekiile durch die Gegenwart von EDTA abgelost werden. Nach dem

Spiilvorgang stellen sich anndhernd die Werte fiir Af und AD ein, die vor dem

Injektionsschritt (A) vorlagen. Durch die Anwesenheit von EDTA wurde also nicht nur
die adsorbierte DNA-Schicht entfernt, sondern auch die darunter liegende DLPA-Schicht.
Moglicherweise diffundiert das negativ geladene EDTA in den Wasserbereich zwischen
dem DLPA-Film und der PE-Schicht. Durch die Wechselwirkung zwischen EDTA und

dem positiv geladenen PAH konnte das Polyelektrolyt neutralisiert werden. Somit wiirde

DLPA nicht mehr elektrostatisch vom PAH angezogen und desorbiert von dem Substrat.

6.3 Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Tabelle 5:  Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse von Teil II:  Aufbau von
Multischichten aus PAH, PSS, DNA und zwitterionischen oder negativen Lipiden.

Methoden Resultate
DMPC auf PAH und PSS
XR e Das zwitterionische DMPC (in der fliissig-kristallinen Phase) adsorbiert besser
auf dem negativ geladenen PSS als auf dem positiv geladenen PAH.

e Die DMPC-Doppelschicht bedeckt das PSS-terminierte Substrat nicht
vollstindig, d. h., sie weist Defekte auf.

o Unter der Annahme, dass zwischen der Lipidschicht und der PE-Schicht ein ca.
5 A dicker Wasserfilm existiert, hat die Kopfgruppe eine Dicke von ca. 7 A.

e Die Gesamtdicke der Doppelschicht betrigt ca. 44 A.

QCM-D e Durch das Spreiten der DMPC-Vesikel auf der PSS-terminierten PE-Schicht
wird eine Lipiddoppelschicht gebildet.

e In der Abwesenheit von CaCl, findet keine Adsorption der DNA an die
DMPC-Doppelschicht statt. - DNA adsorbiert nur in Gegenwart von CaCl, an
der zwitterionischen Lipidschicht.

DLPA auf PAH
XR e Die negativ geladene DLPA-Doppelschicht bedeckt das positiv geladene,
PAH-terminierte Substrat nicht vollstindig, d. h., sie weist Defekte auf.

o Unter der Annahme, dass zwischen der Lipidschicht und der PE-Schicht ein ca.
5 A dicker Wasserfilm existiert, hat die Kopfgruppe eine Dicke von ca. 7 A.

e Die Gesamtdicke der Doppelschicht betrigt ca. 40 A.

QCM-D o DNA adsorbiert nur in Anwesenheit von CaCl, an der DLPA-Schicht.

Die DNA/Lipid-Komplexbildung ist durch den Einsatz von EDTA reversibel.
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6.4 Diskussion

6.4.1 Messungen der Neutronenreflexion

Adsorption von DMPC auf PAH und PSS

Das Adsorptionsverhalten der zwitterionischen DMPC-Vesikel auf positiv und negativ
geladenen, planaren  Polyelektrolytmultischichten ~ wurde  mittels  spekularer
Neutronenreflexion untersucht. Nach der Inkubation mit den DMPC-Vesikeln verdndert
sich die Dicke der PAH-terminierten PE-Schicht nicht. Allerdings ist eine Anpassung der
Kurven nur moglich, wenn zwei zusdtzliche Boxen eingebracht werden mit (SLD:
6,37 -10°und 1,7 - 10° A'z), deren Dicke d = 0 ist. AuBBerdem ist die Rauhigkeit ¢ dieser
Boxen mit (54 £6) A und (98 +9) A sehr hoch. Es ist daher anzunchmen, dass sehr
vereinzelt Bereiche vorliegen in denen DMPC-Vesikel oder —Schichten adsorbiert sind.
Demnach bildet sich keine flichenbedeckende DMPC-Doppelschicht auf dem PAH-
Substrat aus.

Auf dem negativ geladenen, PSS-terminierten Substrat verschiebt sich AQ, zu kleineren
Werten nach der Injektion der Vesikel. Das entspricht einer Zunahme der Schichtdicke.
Demnach adsorbiert DMPC auf dem PSS-Substrat. Moglicherweise ist die
Wechselwirkung des DMPC mit dem negativ geladenen Substrat besser, da die DMPC-
Kopfgruppe geringfiigig geneigt ist, sodass ihr positiv geladenes Stickstoffatom gut mit
dem PSS in Wechselwirkung treten kann. Bei der Anpassung der Reflektivitdtskurven
von DMPC auf PSS mit dem Parratt-Programm ergab sich der beste Fit fiir ein Modell,
in dem der Kettenbereich der Lipiddoppelschicht als eine Box behandelt wird. Die Dicke
dieser Box betrigt d=(30+ 1) A. Friihere Untersuchungen zur Linge von fluiden
Alkylketten ergaben, dass eine CH,-Einheit die Kette um ca. 1 A verlingert.'””' Der
Beitrag der terminalen CH;-Gruppe ist um ca. 0,2 A gréBer als der der CH,-Gruppen.'"’
Daraus kann folgende Berechnung fiir die Lange einer fluiden Alkylkette abgeleitet

werden:
Lgauhy = (n - 1 A+ 1,2 A) Gleichung 22

Hierbei ist n die Anzahl der CH,-Gruppen. Fiir die Ketten eines DMPC-Molekiils
(n=13) in der L,-Phase ergibt sich damit eine maximale Linge /ayche) von ca. 14,2 A.
Der Kettenbreich einer DMPC-Doppelschicht ist demnach ca. 28,4 A dick. Da dieser
Wert gut mit der ermittelten Dicke der Box iibereinstimmt, ist davon auszugehen, dass
sich eine Lipiddoppelschicht ausgebildet hat. Die Streulédngendichte des Kettenbereichs
der Doppelschicht betrigt (1,4+0,1)-10° A2 Sie ist von der Packungsdichte der
Alkylketten abhingig. Beispielsweise ergibt eine Lipiddichte von 60 A*Molekiil eine
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SLD von -0,1-10°A%'"2 Die experimentell erhaltene Streulingendichte von
(1,4£0,1) - 10 A2 ist jedoch wesentlich grofer. Das ldsst vermuten, dass die adsorbierte
Doppelschicht Defekte aufweist, in denen D,O (SLD = 6,37 - 10° A?) vorliegt. Ob das
Wasser gleichméBig in der Schicht verteilt ist oder ob es sich in Lochern der
Doppelschicht konzentriert, kann nicht bestimmt werden, da die NR keine strukturellen
Informationen {iber die untersuchten Schichten in horizontaler Richtung liefert. Das
berechnete Boxenmodell zeigt, dass zwischen dem Kettenbereich und der
Polyelektrolytschicht eine ca. (12+1)A dicke Schicht mit einer erhdhten
Streuldngendichte von (5,5+0,1) - 10° A existiert. Dieser Bereich umfasst sowohl die
Lipidkopfgruppen als auch einen diinnen Wasserfilm, der sich zwischen den
Kopfgruppen und der PE-Schicht befindet. Frithere Untersuchungen ergaben, dass dieser
Wasserfilm ein Dicke von ca. 5 A hat.'"'* In der Annahme, dass dieser Film in der
durchgefiihrten Messung die gleiche Dicke aufweist, ergibt sich fir den
Kopfgruppenbereich eine Dicke von ca. (7 £1) A. Die DMPC-Lipiddoppelschicht weist
in der L,-Phase somit eine Dicke von ca. (44 1) A auf. Dieser Wert stimmt gut mit

anderen Literaturdaten tiberein.'**

Adsorption von DLPA auf PAH

Auch bei der Anpassung der Reflektivititskurven von DLPA auf PAH ergab sich der
beste Fit fiir ein Modell, in dem der Kettenbereich der Lipiddoppelschicht als eine Box
behandelt wird. Diese Box hat eine Dicke von d = (26 + 1) A. Die iiber Gleichung 22
berechnete Linge einer DLPA-Alkylkette (n = 11) in der gauche-Konformation betragt
ca. 12,2 A. Der Kettenbereich der entsprechenden Doppelschicht hat demnach eine
maximale Dicke von ca. 24,4 A, was gut mit der ermittelten Dicke der Box des
Kettenbereichs iibereinstimmt. Folglich hat eine DLPA-Doppelschicht auf dem Substrat
adsorbiert.  Die  Streulingendichte der Region der  Alkylketten  betrigt
(1,3+0,1)- 10° A Sie ist also vergleichbar mit der SLD der DMPC-Ketten. Es kann
daher ebenso geschlussfolgert werden, dass DLPA keine geschlossene Doppelschicht auf
der PAH-terminierten Polyelektrolytmultischicht bildet.

Der Bereich zwischen den Lipidketten und der PE-Schicht hat eine Dicke von (12 + 1) A
und eine Streulidngendichten von (5,8 +0,1) - 10° A Er umfasst sowohl die Region der
Lipidkopfgruppen als auch einen diinnen Wasserfilm, der sich zwischen den
Kopfgruppen und der PE-Schicht befindet. In der Annahme, dass dieser Film eine Dicke
von 5 A besitzt,''*?
(7 +1) A. Die DLPA-Doppelschicht hat in der L,-Phase somit eine Gesamtdicke von
40 A. Dieser Wert findet gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur verdffentlichten

125
Daten.

ergibt sich fiir den Kopfgruppenbereich erneut eine Dicke von ca.
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6.4.2 QCM-D-Messungen

Injektionsschritt (A): Ausbildung einer Lipiddoppelschicht

Kasemo et al. fanden unter Verwendung der QCM-D-Technik heraus, dass die
Ausbildung einer Lipiddoppelschicht durch das Spreiten von Vesikeln des
Phosphatidylcholins (PC) aus Eigelb (von Hiihnereiern) auf planaren Substraten des
negativ geladenen SiO, in zwei Schritten abliuft:'*® 1) Direkt nach der Zugabe der
Vesikeldispersion nimmt die Frequenz stark ab, d. h., die Schichtdicke wird grofler. 2)
AnschlieBend durchlauft die Frequenz ein Minimum bei Af,,;, ~ -58 Hz und nimmt dann
wieder zu, bis sie einen konstanten Wert erreicht. Nach dem Spiilen ergibt sich eine
Frequenzénderung gegeniiber der Ausgangsfrequenz von Af;, = -24,5 Hz. Dieser Wert
entspricht der Massenbelegung einer etwa 55 A dicken Lipiddoppelschicht. Kasemo et al.
schlussfolgerten, dass die Erhohung der Masse in Schritt 1 durch die Adsorption intakter
Vesikel an dem Substrat verursacht wird. Erreichen die Vesikel auf der Oberflidche eine
kritische Dichte, bilden sie eine Lipiddoppelschicht aus. Das in den Vesikeln
eingeschlossene Wasser wird freigesetzt, wodurch sich die adsorbierte Masse verringert.
Gleichzeitig wird ein Frequenzanstieg detektiert (Schritt 2). Auch andere Arbeitsgruppen
kamen zu dem Ergebnis, dass die Ausbildung einer intakten Lipiddoppelschicht zu einer
Frequenzinderung von Af ~ -24 bis -26 Hz fiihrt.'*"'**

Weiterhin stellten die Kasemo et al. fest, dass der Adsorptionsvorgang stark von der
Beschaffenheit der Oberfliche abhingt.'”® Auf der hydrophilen Oberfliche von
oxidiertem Gold erfolgt die Adsorption der PC-Vesikel in nur einem Schritt: Nach ihrer
Injektion in die Experimentierzelle sinkt die Frequenz wesentlich stérker ab als bei der
Adsorption auf der SiO,-Oberfldche. Nach dem Spiilen ergibt sich ein Af von ca. -90 Hz.
Daraus wurde geschlussfolgert, dass die intakten Vesikel dicht gepackt auf dem Substrat
adsorbiert sind.

Auch in den in dieser Arbeit vorgestellten QCM-D-Experimenten wurde kein Minimum
von Af wihrend der Adsorption der DMPC- oder DLPA-Vesikel an der jeweiligen
Polyelektrolytmultischicht detektiert. Anscheinend wird die kritische Vesikeldichte nicht
erreicht. Moglicherweise verlieren die Vesikel schon nach kurzem Kontakt mit dem
Substrat ihre Integritit und bilden Doppelschichten aus.'”’

Nach der Adsorption der zwitterionischen DMPC-Vesikel auf dem negativ geladenen
PSS verringert sich die Frequenz um Af'~ -35 Hz gegeniiber der Ausgangsfrequenz. Diese
ermittelte Frequenzidnderung ist zu gering fiir die Adsorption dicht gepackter, intakter
Vesikel auf dem Substrat. Fiir die Ausbildung einer intakten Lipiddoppelschicht ist sie
jedoch zu hoch. Deshalb muss angenommen werden, dass auf der zur Verfiigung
stehenden Fliche sowohl Lipiddoppelschichten als auch Vesikel adsorbiert sind.

Demnach wird also nur ein Teil der Vesikel nach dem Kontakt mit dem Substrat zerstort.
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Diese Annahme wird unterstiitzt durch die relativ starke Erhohung der Dampfung
(AD = 0,9 - 10°) verglichen mit dem Wert vor der Injektion der Vesikeldispersion. Der
Anteil adsorbierter Vesikel erhoht folglich die Viskositét des Films.

Wihrend der Adsorption der negativ geladenen DLPA-Vesikel an das positiv geladenen
PAH reduziert sich die Frequenz um Af~-33 Hz. Dieses Verhalten ist bis dahin
vergleichbar mit der Adsorption von DMPC an PSS. Durch das anschlieende Spiilen
reduziert sich jedoch die adsorbierte Masse. Gegeniiber der Ausgangsfrequenz ergibt sich
eine effektive Anderung von Af~ -17,8 Hz. Wahrscheinlich desorbieren die Vesikel beim
Spiilen, wobei nur die Lipiddoppelschicht auf dem Substrat zuriickbleibt. Diese Annahme
wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass die resultierende Dampfung im Vergleich mit
dem Ausgangswert keine merkliche Verdnderung aufweist. Die Viskositidt der
adsorbierten DLPA-Doppelschicht ist also gering.

Die Adsorption der DMPC-Vesikel an die PSS-terminierte Polyelektrolytschicht erfolgte
in  Abwesenheit von zweiwertigen Kationen und NaCl. Die geschilderte
Adsorptionskinetik dhnelt der, die Seantier et al. fiir die Adsorption von DMPC auf SiO,
in Abwesenheit von NaCl und CaCl, beschrieben.'”” Die Geschwindigkeit der Adsorption
war in diesem Fall langsamer als bei den gleichen Messungen in Gegenwart der
genannten lonen. Daraus wurde geschlussfolgert, dass in Abwesenheit von Salzen starke
van-der-Waals- sowie elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Vesikeln und der
Oberfliache auftreten. Dadurch bevorzugt das System eine moglichst groe Kontaktfliache.

129 Es ist auBerdem

Dies fiihrt zur Destabilisierung der Vesikel und damit zu ihrem Zerfall.
moglich, dass die Ursache fiir die langsame Bildungsrate der Doppelschichten durch die
AbstoBung zwischen den Bereichen bereits adsorbierter Doppelschichten und den
Vesikeln in der Dispersion hervorgerufen wird. Mit steigender lonenstirke &dndern sich
sowohl die Eigenschaften der Vesikelmembran als auch die der Oberflache aufgrund der
Abschirmung der Ladungen durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den Ionen.'”
Als Folge verringert sich die Stirke der Wechselwirkungen zwischen der Oberfldche und
den Lipiden, und die adsorbierten Lipidvesikel werden stabilisiert.

Die Gruppe von Kasemo hat kiirzlich gezeigt, dass die Kinetik der Ausbildung der
Lipiddoppelschichten auch temperaturabhéngig ist.””*"*' An SiO,-Oberflichen wurde die
kritische Vesikeldichte bei hoheren Temperaturen eher erreicht als bei tieferen. Da die
Adsorption der DMPC- sowie der DLPA-Vesikel bei unterschiedlichen Temperaturen
erfolgte, ist ein Vergleich der Adsorptionskinetik der beiden Phospholipide demzufolge
nicht moglich.
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Injektionsschritt (B): Wechselwirkung zwischen der adsorbierten Lipidschicht und
DNA in Abwesenheit zweiwertiger Kationen

Die Injektion einer Losung von 1 mM Kalbstyhmus-DNA + 10 mM NaCl in die
Experimentierzelle, die den mit einer DMPC-Schicht belegten Quarzkristall enthélt,
bewirkte keine Verdnderungen von Af bzw. AD gegeniiber dem Ausgangszustand.
Demnach findet unter diesen Bedingungen keine DNA-Adsorption an der DMPC-Schicht
statt. Diese Beobachtung bestétigt die Resultate der Monoschichtexperimente im
Ergebnisteil I: In Abwesenheit zweiwertiger Kationen findet keine DNA-Adsorption an
zwitterionischen Lipidschichten statt.

Auch an der negativ geladenen DLPA-Schicht wird keine Adsorption der DNA
beobachtet. Da die Phospholipide keine geschlossene Doppelschicht auf dem Substrat
ausbilden, wére eine Wechselwirkung der DNA mit dem unter der Lipidschicht
liegenden, positiv geladenen PAH theoretisch mdglich. Da aber keine Frequenzidnderung
nach der DNA-Injektion gemessen werden konnte, ist davon auszugehen, dass es durch
die abstoBende Wirkung zwischen den beiden negativ geladenen Molekiilen DLPA und
DNA nicht zur Wechselwirkung zwischen PAH und DNA kommt.

Injektionsschritt (C): Interaktion von CaCl, mit der adsorbierten Lipidschicht

Durch das Spiilen nach Schritt (B) wurde die DNA aus der Experimentierzelle entfernt,
da nachweislich keine Adsorption erfolgte. Somit bildet das zwitterionische DMPC noch
immer die abschlieBende Schicht auf dem Polyelektrolytsubstrat. Nach der Injektion der
CaCl,-Losung (100 mM) und anschlieBendem Spiilen der Zelle wird eine Verringerung
der Frequenz um Af=~-5,5Hz beobachtet. Ahnliche Ergebnisse werden fiir den
Quarzkristall erhalten, dessen abschlieBende Schicht durch das negativ geladenen DLPA
gebildet wird. Nach der Injektion der 10 mM CaCl,-Losung und dem anschlieBendem
Waschen verringert sich die Frequenz um Af= -5 Hz. Folglich erhoht die zusétzliche
Anwesenheit der Calciumionen die Masse des Films auf dem Quarzkristall. Diese
Frequenzinderung kann aber nicht allein durch die Anlagerung von Ca®* an die
Lipidkopfgruppen erklért werden. Es ist daher anzunehmen, dass die zweiwertigen
Kationen durch Defekte in den adsorbierten Lipiddoppelschichten auch in die
Polyelektrolytmultischicht diffundieren. Dort kénnen sie mit dem negativen PSS in
Wechselwirkung treten. Dadurch erhdhen sie die Masse der adsorbierten Schicht, und

reduzieren somit Af.
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Injektionsschritt (D): Wechselwirkung zwischen der adsorbierten Lipidschicht und
DNA in Gegenwart zweiwertiger Kationen

Um die Interaktion der DNA mit der adsorbierten DMPC-Schicht in Gegenwart
zweiwertiger Kationen zu untersuchen, wird in Schritt (D) eine Losung von
1 mM Kalbsthymus-DNA, 10 mM NaCl sowie 100 mM CacCl, injiziert. Als Folge sinkt
die Frequenz drastisch ab, wéhrend die Dampfung stark steigt. Nach dem Waschen
ergeben sich Anderungen von Af~-15Hz und AD=1,1-10° gegeniiber den
Ausgangswerten. Demzufolge findet eine Adsorption der DNA an die DMPC-Schicht
statt. Sie fithrt zu einer Erhohung der Masse des adsorbierten Films und setzt dessen
Viskositdt herauf.

Auch auf der negativ geladenen DLPA-Schicht adsorbiert die DNA unter diesen
Bedingungen. Gegeniiber dem Zustand vor der Injektion der DNA/CaCl,-Losung
verindert sich die Frequenz um Af~ -44,3 Hz und die Dampfung um AD ~ 2.4 - 10°. Es
adsorbiert also wesentlich mehr DNA an das System mit DLPA als an das mit DMPC.
Wabhrscheinlich werden DLPA und DNA iiber Calciumionen verbriickt. Weiterhin ist
anzunehmen, dass DNA zusétzlich mit der obersten positiv geladenen PAH-Schicht in
Wechselwirkung tritt. Dadurch kann mehr DNA an dem Substrat adsorbiert werden als in

dem System, in dem DMPC an dem negativ geladenen PSS adsorbiert ist.

Injektionsschritt (E): Einfluss von EDTA auf den DNA/DLPA/Ca’*-Komplex

In Schritt (E) wird eine Losung mit 250 mM EDTA (pH 7) in die Experimentierzelle
injiziert, in der der DNA/DLPA/Ca*-Komplex auf dem PE-bedeckten Quarzkristall
vorliegt. Nach ca. 1 h wird die Zelle mit Wasser gespiilt. Dabei erreichen die Frequenz
und die Dadmpfung anndhernd die Werte, die sie vor dem Injektionsschritt (A) aufwiesen.
Demnach desorbiert unter Einfluss von EDTA sowohl die DNA als auch die darunter
liegende DLPA-Schicht.

EDTA ist ein Chelatbildner, der besonders mit zweiwertigen Kationen stabile Komplexe
eingeht. Dadurch werden die Calciumionen dem DLPA/DNA-Komplex entzogen. Dieser
Vorgang fithrt zur Zunahme der elektrostatischen Abstoung zwischen den beiden
negativ geladenen Molekiilen, womit die DNA vom Substrat desorbiert. Ahnliche
Beobachtung machten auch Budker et al. bei Triibungsmessungen von Nucleinsiuren.*’
Die Gegenwart von MgCl, fiihrte zur Bildung stabiler Komplexe zwischen DNA und den
Vesikeln aus zwitterionischen Phosphatidylcholinen, was durch eine Erhéhung der
Triibung detektiert wurde. Der Zusatz von EDTA fiihrte zur Komplexierung der Mg*'-
Ionen und bewirkte somit die Verringerung der Triibung auf ihren Ausgangswert. In
Abwesenheit von MgCl, in der Losung wurden keine Komplexe mit der DNA gebildet.
Die Inkubation mit EDTA in Schritt (E) fiihrt allerdings auch zur Desorption der DLPA-
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Schicht. Moglicherweise diffundiert EDTA in den Wasserfilm zwischen Lipid- und PE-
Schicht. Durch seine negative Ladung konnte es mit dem positiv geladenen PAH in
Wechselwirkung. Durch diese Konkurrenzreaktion wiirde DLPA desorbieren, was die

Erhohung von Af erkléren wiirde.

6.5 Zusammenfassung (Teil Il)

Die Untersuchungen des Adsorptionsverhaltens von Vesikeln des zwitterionischen
DMPC auf positiv und negativ geladenen, planaren Polyelektrolytschichten zeigen, dass
das Phospholipid auf dem positiv geladenen PAH keine Doppelschichten ausbildet. Auf
dem negativ geladenen PSS spreiten die Vesikel aus und bilden eine Doppelschicht mit
einer Dicke von ca. 44 A (L,-Phase). Allerdings bedeckt diese Schicht das Substrat nicht
vollstandig, d. h., sie weist Defekte auf. Zusétzlich scheinen intakte Vesikel auf dem
negativ geladenen PSS zu adsorbieren. In Gegenwart der zweiwertigen Calciumionen
adsorbiert DNA an der DMPC-Schicht. In Abwesenheit der Calciumionen findet keine
DNA-Adsorption statt.

Vesikel des negativ geladenen Phospholipids DLPA spreiten auf dem positiv geladenen
PAH und bilden eine Doppelschicht mit einer Dicke von ca. 40 A (L,-Phase). Auch diese
Lipidschicht weist Defekte auf. Dennoch adsorbiert DNA nur in Gegenwart von
Calciumionen an dieser Schicht. Die Bildung des DNA/Lipid-Komplexes ist durch das
Zufiigen von EDTA, das zweiwertige Kationen komplexiert, reversibel.

Diese Resultat zeigen, dass es nicht gelungen ist, intakte Lipiddoppelschichten zu
erzeugen. Um die Bedingungen zu ermitteln, unter denen dies moglich wird, sollte eine
systematische Studie durchgefiihrt werden, in denen Parameter wie die Salzkonzentration,
die GroBe und die Konzentration der Vesikel sowie ihr Préparationsweg untersucht
werden. Auch die Mischung mit anderen Lipiden sowie eine Optimierung des pH-Werts
kann zur Ausbildung von geschlossenen Doppelschichten beitragen. Sie sind die
Vorraussetzung fiir die Erzeugung von Multischichtsystemen, die fiir den Gentransfer
mittels kiinstlicher Viren eingesetzt werden kdnnen.

Basierend auf den Ergebnissen der Monoschichtexperimente konnte auch fiir die
Lipiddoppelschichten = gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen
zwitterionischen oder negativ geladenen Phospholipiden und DNA nur in Gegenwart

zweiwertiger Kationen stattfindet.

- 100 -



7 Zusammenfassung Sandra Gromelski

7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wechselwirkung zwitterionischer und negativ
geladener Phospholipide mit genomischer Kalbsthymus-DNA sowie mit Plasmid-DNA
anhand zweier Modellsysteme untersucht: 1.) Fiir die Monoschichtexperimente an der
Wasser/Luft-Grenzfliche wurde die Filmwaagentechnik in Kombination mit IR-
Spektroskopie, Rontgenreflexion, Rontgendiffraktion, Brewsterwinkel-Mikroskopie,
Rontgenfluoreszenz- und  Oberflichenpotentialmessungen  eingesetzt. 2.) Die
Untersuchungen mit Lipiddoppelschichten wurden an der fest/fliissig-Grenzfldche mittels
Neutronenreflexion und der Quarzmikrowaage durchgefiihrt.

Zu 1.) Die Monoschichtexperimente zeigen, dass die Anwesenheit der zweiwertigen
Kationen Ba>", Mg®", Ca*" oder Mn" in der Subphase keinen nachweisbaren Einfluss auf
die Struktur der zwitterionischen DMPE-Monoschicht hat. In der Subphase geloste DNA
adsorbiert nur in Gegenwart dieser Kationen an der DMPE-Monoschicht. Sowohl die
Adsorption genomischer DNA als auch von Plasmid-DNA bewirkt eine Reduktion des
Neigungswinkels der Lipidketten, die vermutlich auf eine stirkere Neigung der
Kopfgruppe zuriickzufithren ist. Durch diese Umorientierung wird die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Stickstoffatomen der Lipidkopfgruppen
und den negativ geladenen DNA-Phosphaten erhdht.

Die adsorbierte DNA weist eine geordnete Struktur auf, wenn sie durch Barium-,
Magnesium-, Calcium- oder Manganionen komplexiert ist. Der Abstand zwischen
parallelen DNA-Stringen hédngt dabei von der Grofle der DNA-Fragmente sowie von der
Art des Kations ab. Die groBiten Abstinde ergeben sich mit Bariumionen, gefolgt von
Magnesium- und Calciumionen. Die kleinsten DNA-Abstinde werden durch
Komplexierung mit Manganionen erhalten. Diese lonenreihenfolge stellt sich sowohl fiir
genomische DNA als auch fiir Plasmid-DNA ein. Die DNA-Abstinde werden durch die
Kompression des Lipidfilms nicht beeinflusst. Zwischen der Lipidmonoschicht und der
adsorbierten DNA besteht demnach nur eine schwache Wechselwirkung. Offensichtlich
befindet sich die durch zweiwertige Kationen komplexierte DNA als weitgehend

eigenstindige Schicht unter dem Lipidfilm.

Zu?2.) Die Untersuchungen an der fest/fliissig-Grenzfliche zeigen, dass das
zwitterionische DMPC keine Lipiddoppelschicht auf planaren Polyelektrolyt-
multischichten ausbildet, deren letzte Lage das positiv geladene PAH ist. Hingegen bildet
DMPC auf dem negativ geladenen PSS eine Doppelschicht aus, die jedoch Defekte
aufweist. Eine Adsorption von genomischer DNA auf dieser Lipidschicht findet nur in
Gegenwart von Calciumionen statt. Andere zweiwertige Kationen wurden nicht

untersucht.
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Auch das negativ geladene Phospholipid DLPA bildet auf dem positiv geladenen PAH
eine Lipiddoppelschicht aus, die Defekte aufweist. DNA allein adsorbiert nicht an dieser
Schicht. Erst die Anwesenheit von Calciumionen in der Ldsung fiihrt zur DNA-
Adsorption. Durch die Zugabe von EDTA werden die Calciumionen dem DLPA/DNA-
Komplex entzogen, wodurch dieser dissoziiert. Demnach ist die calciuminduzierte

Bildung dieser Komplexe reversibel.

8 Ausblick

Es ist von entscheidender Bedeutung, dass auf dem kiinstlichen Viruspartikel eine
geschlossene Lipidschicht vorhanden ist, da diese zwei wichtige Funktionen erfiillen soll:
Zum einen bildet diese Schicht die Vorraussetzung fiir eine gute Fusion mit der
biologischen Membran zur Aufnahme des Partikels in die Zelle, zum anderen schiitzt sie
vor unspezifischen Wechselwirkungen der Polyelektrolyte mit Proteinen oder anderen
geladenen Biomolekiillen im Serum. Der Prozess der Ausbildung von intakten
Lipiddoppelschichten auf Polyelektrolytsubstraten ist jedoch noch nicht vollstindig
aufgeklart. Deshalb muss die Grundlage der Lipid/Polyelektrolyt-Wechselwirkung noch
besser verstanden und optimiert werden. Weitreichendere Kenntnisse iiber den
Adsorptionsprozess zwitterionischer Vesikel an verschiedene Polyelektrolytsubstrate
koénnen durch die Hinzunahme zusétzlicher Messtechniken erlangt werden. So ermdglicht
die Kombination von Neutronenreflexion, QCM-Messungen, Kraftmikroskopie und
Oberfldchenplasmonresonanzspektroskopie Aussagen iiber Dicke, Rauhigkeit, Viskositit,
Wassergehalt sowie die Morphologie des adsorbierten Lipidfilms.

Biologische = Membranen  enthalten neben  zwitterionischen  Lipiden  wie
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin auch negativ geladene Lipide wie
Phosphatidsdure und Phosphatidylserin. Um die Fusion mit diesen Membranen so
optimal wir moglich zu gestalten, ist es daher sinnvoll, in zukiinftigen Projekten
Mischungen dieser Lipide in den Modellsystemen zu untersuchen.

Weiterhin ist es wichtig, die Lipid/DNA-Wechselwirkung unter mdglichst
physiologischen Bedingungen zu erforschen. Dazu sollten zukiinftige Experimente unter
Verwendung eines geeigneten Puffersystems durchgefiihrt werden. Somit kann der
Einfluss niedriger pH-Werte, wie sie in den Endosomen vorliegen, auf den DNA/Lipid-

Komplex untersucht werden.
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9 Anhang

9.1 XR -Tabellen

Tabelle 6: Ergebnis der Modellierung der
Rontgenreflexionsmessungen der DMPE-Monoschicht auf Wasser
bei 20 °C und 20 mN/m mit der Schichtdicke d, der Elektronendichte

p sowie der Rauhigkeit O.

Box d/A o A gA

Luft

DMPE (Ketten) 17,1 0,338 33

DMPE (Kopfgruppe) 6,1 0,633 2

H,O 0,336 1,6
Tabelle 7: Ergebnis der Modellierung der
Rontgenreflexionsmessungen der DMPE-Monoschicht auf einer
wdssrigen Lésung von 0,1 mM Kalbsthymus-

DNA + 1 mM NaCl + 5 mM MgCl, bei 20 °C und 20 mN/m mit der
Schichtdicke d, der Elektronendichte p sowie der Rauhigkeit o.

Box d/A o A gA

Luft

DMPE (Ketten) 17,1 0,338 3,3

DMPE (Kopfgruppe) 6,1 0,633 2

DNA + Mg** 19 0,422 2,4

H,O 0,336 1,3
Tabelle 8: Ergebnis der Modellierung der
Rontgenreflexionsmessungen der DMPE-Monoschicht auf einer
wdssrigen Losung von 0,1 mM Kalbsthymus-

DNA + 1 mM NaCl + 5 mM CaCl, bei 20 °C und 20 mN/m mit der
Schichtdicke d, der Elektronendichte p sowie der Rauhigkeit 6.

Box d/A pl A® oA
Luft

DMPE (Ketten) 17,1 0,338 33
DMPE (Kopfgruppe) 6,1 0,633 2
DNA + Ca* 18 0,422 2,8
H,0 0,336 1,5
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9.2 GIXD - Tabellen

9.2.1 DMPE auf genomischer DNA

Tabelle 9: Horizontale und vertikale Streuvektorkomponenten Q. und Q. , Verzerrung der Einheitszelle d,
Neigungswinkel t, Neigungsrichtung, projizierte Fliche pro Lipidkette A,, und Querschnittsfliche Ay von
DMPE auf verschiedenen Subphasen bei unterschiedlichen Driicken und 20 °C.

i/ mN m" Q. /A" Q/ A" d go OB LR avkl
richtung

DMPE auf Wasser

12,4 1,418 1,447 1,477 0,467 0,373 0,095 0,04707 19,3 oblique 21,8 20,6
20,6 1,449 1,468 1,484 0,353 0,243 0,110 0,02757 14,0  oblique 21,2 20,6
28,8 1,484 1,491 0,198 0 0,00628 8,8 NN 20,6 204
DMPE auf 5 mM BaCl, + 1 mM NaCl
9,6 1,408 1,434 1,472 0,523 0,422 0,100 0,05178 21,6  oblique 222 205
14,5 1,431 1,448 1,476 0,428 0,315 0,113 0,03620 17,3  oblique 21,6 20,6
19,5 1,441 1,462 1,480 0,358 0,264 0,094 0,03085 14,5  oblique 214 20,7
24,6 1,460 1,476 1,485 0,287 0,208 0,079 0,01982 11,5  oblique 21,0 20,6
29,5 1,483 1,490 0,191 0 0,00629 8,5 NN 20,7 204
39,3 1,497 0 0 0 204 203
35,2 1,495 0 0 0 204 204
DMPE auf 5 mM MgCl, + 1 mM NaCl
8,2 1,396 1,432 1,472 0,520 0,408 0,112 0,061127 21,5 oblique 222 207
12,4 1,410 1,442 1,475 0,480 0,376 0,104 0,05203 19,8  oblique 21,9 20,6
16,5 1,429 1,455 1,479 0,420 0,322 0,098 0,03969 17,1 oblique 21,6 20,6
20,6 1,444 1,465 1,482 0,352 0,254 0,098 0,03000 14,2  oblique 21,3 20,6
24,7 1,460 1,475 1,486 0,310 0,210 0,100 0,02044 12,2  oblique 21,0 20,5
28,8 1,482 1,489 0,192 0 0,00629 8,5 NN 20,7 20,5
329 1,495 0 0 0 204 204
DMPE auf 5 mM CaCl, + 1 mM NaCl

10,0 1,408 1,441 1,475 0,495 0,390 0,105 0,05350 20,4  oblique 22,0 20,6
20,0 1,447 1,467 1,483 0,380 0,277 0,103 0,02840 15,2  oblique 21,2 20,5
25,0 1,469 1,481 1,489 0,290 0,190 0,100 0,01570 11,4  oblique 20,8 204
30,0 1,493 0,834 0 0 NN 204 204
40,0 1,499 0 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 5 mM MnCl, + 1 mM NaCl

10,0 1,408 1,434 1,473 0,490 0,370 0,120 0,05263 20,0  oblique 22,1 20,7
14,6 1,431 1,454 1,478 0,416 0,306 0,110 0,03732 16,8  oblique 21,6 20,6
19,5 1,445 1,465 1,481 0,361 0,263 0,098 0,02843 14,5  oblique 21,3 20,6
24,6 1,466 1,479 1,486 0,280 0,203 0,077 0,01585 11,2  oblique 20,9 20,5
29,6 1,486 1,490 0,174 0 0,00359 7,7 NN 20,6 204
39,6 1,498 0 0 0 20,6 20,5
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Tabelle 10: Horizontale und vertikale Streuvektorkomponente Q., und Q. , Verzerrung der Einheitszelle d,
Neigungswinkel t, Neigungsrichtung, projizierte Fliche pro Lipidkette A, und Querschnittsfliche Ay von DMPE
auf'verschiedenen Subphasen bei unterschiedlichen Driicken und 20 °C.

Neigungs- .
2/ mN m" 0,/A" 0/ A" d o ceumes A 4y &
richtung

DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl

10,0 1,413 1,443 1,476 0,527 0,449 0,078 0,05040 21,9 oblique 21,9 20,3
20,0 1,444 1,466 1,483 0,369 0,287 0,082 0,03081 15,0 oblique 21,3 20,5
30,0 1,486 1,493 0,173 0 0,00628 7,7 NN 20,6 20,4
40,0 1,499 0 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM BaCl,

10,0 1,424 1,453 1,477 0,464 0,339 0,124 0,04219 18,7 oblique 21,7 20,5
15,0 1,443 1,463 1,480 0,400 0,270 0,130 0,02924 15,8 oblique 21,3 20,5
20,0 1,469 1,485 0,270 0 0,01450 12,0 NN 21,0 20,5
25,0 1,490 0 0 0 20,5 20,5
30,0 1,494 0 0 0 20,4 20,4
40,0 1,499 0 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM MgCl,

10,0 1,410 1,440 1,476 0,500 0,400 0,100 0,05296 20,7 oblique 21,9 20,5
20,0 1,452 1,471 1,485 0,332 0,252 0,080 0,02601 13,4 oblique 21,1 20,5
25,0 1,476 1,488 0,185 0 0,01083 8,3 NN 20,8 20,6
30,0 1,494 0 0 0 20,4 20,4
40,0 1,500 0 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM CacCl,

10,0 1,416 1,449 1,478 0,500 0,370 0,130 0,04920 20,2 oblique 21,8 20,4
20,0 1,460 1,478 1,487 0,297 0,310 0,230 0,02149 12,4 oblique 21,0 20,5
25,0 1,484 1,491 0,100 0 0,00628 7,8 NN 20,6 20,5
30,0 1,495 0 0 20,4 20,4
40,0 1,500 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 0,1 mM Kalbsthymus-DNA + 1 mM NaCl + 5 mM MnCl,

10,0 1,452 1,475 0,330 0 0,02100 14,8 NN 21,4 20,6
15,0 1,462 1,480 0,280 0 0,01177 12,4 NN 20,9 20,5
20,0 1,471 1,484 0,210 0 0,01177 9,4 NN 20,9 20,6
25,0 1,487 0 0,00000 0 20,6 20,6
30,0 1,494 0 0,00000 0 20,4 20,4
40,0 1,500 0 0,00000 0 20,3 20,3
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Tabelle 11: Horizontale Streuvektorkomponente Q.,, Halbwertsbreite des Peaks FWHM und interaxialer
DNA-Abstand dpy, bei verschiedenen Lateraldriicken m von DMPE auf DNA + zweiwertige Kationen bei
20 °C.

"/ mlN " 0,/A" FWHM/A™ dpysl A 0./A" FWHM/A™ dpya A
DMPE auf 5 mM BaCl, + 1 mM NaCl + DMPE auf 5 mM MgCl, + 1 mM NaCl +
0,1 mM Kalbsthymus-DNA 0,1 mM Kalbsthymus-DNA
10 0,150 0,081 41,8 0,166 0,041 37,7
15 0,152 0,070 41,3 0,161 0,032 39,0
20 0,149 0,070 42,3 0,161 0,040 38,9
30 0,151 0,071 41,6 0,162 0,045 38,7
40 0,147 0,074 42,7 0,163 0,039 38,6
0,150 0,081 41,8 0,166 0,041 37,8
DMPE auf 5 mM CaCl, + 1 mM NaCl + DMPE auf 5 mM MnCl, + 1 mM NaCl +
0,1 mM Kalbsthymus-DNA 0,1 mM Kalbsthymus-DNA
10 0,198 0,022 31,7 0,220 0,016 28,6
15 0,199 0,023 315 0,219 0,017 28,8
20 0,198 0,030 31,8 0,219 0,018 28,7
30 0,201 0,022 31,2 0,222 0,015 28,3
40 0,201 0,022 31,2 0,220 0,017 28,5
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9.2.2 DMPE/ DMG (7:1) auf genomischer DNA

Tabelle 12: Horizontale und vertikale Streuvektorkomponente Q., und Q. , Verzerrung der Einheitszelle d,
Neigungswinkel t, Neigungsrichtung, projizierte Fliche pro Lipidkette A, und Querschnittsfliche Ay von DMPE
auf'verschiedenen Subphasen bei unterschiedlichen Driicken und 20 °C.

Neigungs-

2/ mN m 0,/A" 0/ A" d f° ) Ayl AT 4, A’
richtung .

DMPE/DMG (7:1) auf 5 mM CaCl, + 1 mM NaCl

5,0 1,439 1,463 1,479 0,387 0309 0,078 0,032 17,2 oblique 21,4 20,4
10,0 1,454 1,474 1,482 0330 0274 0,056 0,023 14,5 oblique 21,1 20,4
12,5 1,449 1,470 1,483 0300 0270 0,030 0,027 12,8 oblique 21,2 20,6
15,0 1,471 1,485 0255 0 0,013 11,4 NN 20,9 20,5
20,0 1,482 1,493 0,112 0 0,010 5,0 NN 20,7 20,5
25,0 1,494 0 0 0 20,4 20,4
DMPE/DMG (7:1) auf 5 mM CaCl, + 1 mM NaCl + 0.1 mM Kalbsthymus-DNA

5,0 1,435 1,459 1,480 0,410 0,350 0,060 0,036 17,2 oblique 21,5 20,5
10,0 1,463 1,475 1,487 0,320 0,270 0,050 0,019 13,3 oblique 21,0 20,4
12,5 1,468 1,481 1,489 0,270 0,260 0,010 0,017 11,8 oblique 20,8 20,4
15,0 1,478 1,489 0228 0 0,010 10,1 NN 20,8 20,4
20,0 1,494 0 0 0 20,4 20,4

Tabelle 13:  Horizontale Streuvektorkomponente Ou»
Halbwertsbreite des Peaks FWHM und interaxialer DNA-
Abstand dpy, bei verschiedenen Lateraldriicken m von
DMPE/DMG (7:1) auf DNA + CaCl, bei 20 °C.

7/ mN m™ 0,/A" FWHM/ A™ dpnal A

DMPE/DMG auf 5 mM CaCl, + 1 mM NaCl +
0.1 mM Kalbsthymus-DNA

9,8 0,189 0,032 333
12,4 0,186 0,039 33,8
15,0 0,190 0,029 33,1
19,9 0,186 0,039 33,8
24,9 0,192 0,029 32,7
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9.2.3 DMPE auf pGL3

Tabelle 14: Horizontale und vertikale Streuvektorkomponente Q., und Q. , Verzerrung der Einheitszelle d,
Neigungswinkel t, Neigungsrichtung, projizierte Fliche pro Lipidkette A, und Querschnittsfliche Ay von DMPE
auf verschiedenen Subphasen bei unterschiedlichen Driicken und 20 °C.

Neigungs

7/ mN m" 0,/A" 0/ A? d e . Ay AT A4, A2
-richtung

DMPE auf 10 mM BaCl, + 100 mM NaCl + 0.1 mM pGI3

0,0 1,407 1,439 1,474 0,493 0,403 0,090 0,05375 20,5 oblique 22,0 20,6
15,0 1,430 1,456 1,479 0,430 0,346 0,084 0,03888 17,7  oblique 21,6 20,5
20,0 1,445 1,466 1,482 0,331 0,253 0,078 0,02924 13,5 oblique 21,3 20,6
25,0 1,468 1,480 1,487 0,224 0,219 0,005 0,01500 9,9 oblique 20,9 20,6
30,0 1,491 0 0 20,5 20,5
40,0 1,497 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 10 mM MgCl, + 100 mM NaCl + 0.1 mM pGL3

10,0 1,405 1,437 1,473 0,498 0,368 0,130 0,05464 20,3 oblique 22,0 20,6
15,0 1,426 1,456 1,478 0,420 0,300 0,120 0,04141 16,9 oblique 21,6 20,6
20,0 1,450 1,470 1,482 0,300 0,290 0,010 0,02541 13,2 oblique 21,2 20,6
25,0 1,467 1,488 1,481 0,228 0,223 0,005 0,01668 10,0  oblique 20,2 20,5
30,0 1,490 0 0 0 20,2 20,5
40,0 1,498 0 0 0 20,3 20,3
DMPE auf 10 mM CacCl, + 100 mM NaCl + 0.1 mM pGL3

10,0 1,416 1,452 1,477 0,496 0,359 0,138 0,04879 19,9  oblique 21,8 20,5
15,0 1,439 1,463 1,482 0,411 0,301 0,110 0,03402 16,5 oblique 21,4 20,5
20,0 1,458 1,475 1,486 0,302 0,249 0,052 0,02209 12,5 oblique 21,0 20,5
25,0 1,482 1,491 0,200 0 0,00809 8,9 NN 20,7 20,4
30,0 1,497 0 0 0 20,3 20,3
40,0 1,503 0 0 0 20,2 20,2
DMPE auf 10 mM MnCl, + 100 mM NaCl + 0.1 mM pGL3

10,0 1,412 1,44 1,48 0,470 0,339 0,1301  0,05475 19,1 oblique 21,9 20,6
15,0 1,432 1,458 1,480 0,423 0,323 0,099 0,03806 17,2 oblique 21,5 20,5
20,0 1,452 1,470 1,484 0,353 0,302 0,051 0,02521 14,7  oblique 21,1 20,4
25,0 1,471 1,484 1,489 0,249 0,218 0,031 0,01447 10,5 oblique 20,8 20,4
30,0 1,490 0 0 0 20,5 20,5
40,0 1,500 0 0 0 20,3 20,3
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Tabelle 15: Horizontale Streuvektorkomponente Q.,, Halbwertsbreite des Peaks FWHM und interaxialer
DNA-Abstand dpy, bei verschiedenen Lateraldriicken @ von DMPE auf pGL3 + zweiwertige Kationen bei

20 °C.
a/mNm' | Q,/A" FWHM/ A™ dpnal A 0,/A" FWHM/ A™ dpnal A
DMPE auf 10 mM BaCl, + 100 mM NaCl + DMPE auf 10 mM MgCl, + 100 mM NaCl +
0.1 mM pGL3 0.1 mM pGL3
10,0 0,118 0,058 53,23
15,0 0,123 0,041 51,22
25,0 0,101 0,026 62,23
30,0 0,099 0,039 63,65
40,0 0,097 0,047 64,77
DMPE auf 10 mM CacCl, + 100 mM NaCl + DMPE auf 10 mM MnCl,; + 100 mM NaCl +
0.1 mM pGL3 0.1 mM pGL3
10,0 0,144 0,040 43,63 0,172 0,037 36,63
15,0 0,167 0,030 37,51 0,178 0,036 35,38
20,0 0,169 0,030 37,20 0,181 0,030 34,73
25,0 0,171 0,028 36,65 0,181 0,035 34,64
30,0 0,168 0,034 37,33 0,176 0,030 35,72
40,0 0,176 0,025 35,79 0,176 0,035 35,65
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9.3 NR -Tabellen

Tabelle 16: Ergebnis der Modellierung der Neutronenreflexionsmessungen von PEI(PSS/PAH)s (links) sowie
nach Adsorption von 0,5 mg/mL DMPC-Vesikel (100 nm) auf PEI(PSS/PAH)s (rechts) bei 26 °C mit der
Schichtdicke d, der Streuldngendichte p sowie der Rauhigkeit o.

Box d/A P/ 10° A oA Box d/A o/ 10° A2 oA
Silicium 2,38 Silicium 2,38
PAH 33442 35£0,2 2+0,1 PAH 334+2 3,5+0,2 2+0,1
D,O/DMPC-
D,O 6,37 5+0,2 0 6,37 3845
Kopfgruppe
DMPC
1,7+0,3 54+6
(Ketten)
D,O 6,37 98+£9

Tabelle 17: Ergebnis der Modellierung der Neutronenreflexionsmessungen von PEI(PSS/PAH)sPSS (links) sowie
nach Adsorption von 0,5 mg/mL DMPC-Vesikel (100 nm) auf PEI(PSS/PAH)sPSS (rechts) bei 26 °C mit der
Schichtdicke d, der Streuldngendichte p sowie der Rauhigkeit o.

Box d/A P 10° A -\ Box d/A o/ 10° A2 oA
Silicium 2,38 Silicium 2,38
PSS 380+3 3,8+0,2 2+0,1 PSS 380+3 3,8+0,2 2+0,1
D,O/DMPC-
DO 6,37 5+0,2 12+1 55+0,1 5+0,2
Kopfgruppe
DMPC
0+1 1,4+£0,1 3+0,1
(Ketten)
DO 6,37 7+0,2

Tabelle 18: Ergebnis der Modellierung der Neutronenreflexionsmessungen von PEI(PSS/PAH)s (links) sowie
nach Adsorption von 0,5 mg/mL DLPA-Vesikel (100 nm) auf PEI(PSS/PAH)s (rechts) bei 35 °C mit der
Schichtdicke d, der Streuldngendichte p sowie der Rauhigkeit 6.

Box d/A p10° A oA Box d/A p/10° A oA
Silicium 2,38 Silicium 2,38
PAH 265+2 35402 240,1 PAH 265 +2 3,5+0,2 240,1
D,O/DMPC-
D,0 6,37 5402 12+1 58+0,1 7402
Kopfgruppe
DLPA
6+1 1,3+0,1 6+0,2
(Ketten)
D,0 6,37 14+0,2
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9.4 QCM-D - Tabellen

Tabelle 19: Anderungen der auf 5 MHz normierten Frequenz Afin (n = Zahl des Obertons) sowie Anderungen
der Ddimpfung AD der QCM-D-Messungen des mit einer PSS-terminierten Polyelektrolytmultischicht
[Si/PEI/(PSS/PAH),PSS] bedeckten Quarzkristalls bei 26 °C nach den Injektionsschritten A bis D. Af sowie
AD wurden nach dem jeweiligen Waschschritt ermittelt und beziehen sich auf den Zustand vor der Injektion.

Injektionsschritt Af/n [Hz] AD [10°]
A 0,5 mg/mL DMPC-Vesikeldispersion -35,0 +0,9
B 1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl / /

C 100 mM CaCl, -55 +0,4
D 1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl + 100 mM CaCl, -15,0 +1,1

Tabelle 20: Anderungen der auf' 5 MHz normierten Frequenz Af/n (n = Zahl des Obertons) sowie Anderungen
der Ddmpfung AD der QCM-D-Messungen des mit einer PAH-terminierten Polyelektrolytmultischicht
[Au/PEI/(PSS/PAH),] bedeckten Quarzkristalls bei 35 °C nach den Injektionsschritten A bis E. Af sowie AD
wurden nach dem jeweiligen Waschschritt ermittelt und beziehen sich auf den Zustand vor der Injektion.

Injektionsschritt Af/n [Hz] AD [10°]
A 0,5 mg/mL DLPA-Vesikeldispersion -17,8 /

B 1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl / /

C 10 mM CaCl, -50 +0,5
D 1 mM Kalbsthymus-DNA + 10 mM NaCl + 10 mM CaCl, -443 +2,4
E 50 mM EDTA pH 7 +77,3 -29
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9.5 Materialien

Tabelle 21: Verwendete Materialien.

Substanz Abkiirzung Hersteller/ Reinheit

Lipide:

1,2-Dimyristoyl-phosphatidylethanolamin =~ DMPE Avanti Polar Lipids (USA) /99 %

1,2-Dimyristoyl-phosphatidylcholin DMPC Avanti Polar Lipids (USA) /99 %

1,2-Dilauryl-phosphatidséure DLPA Avanti Polar Lipids (USA) /99 %

1,2-Dimyristoyl-glycerol DMG Avanti Polar Lipids (USA) /99 %

Salze:

Natriumchlorid NaCl Merck/ 99,5 %

Magnesiumchlorid MgCl, Fluka/ 98 %

Bariumchlorid BaCl, Fluka/ 99 %

Calciumchlorid CaCl, Fluka/ 99 %

Manganchlorid MnCl, Fluka/ 99 %

Polyelektrolyte:

Kalbsthymus-DNA Sigma-Aldrich

Plasmid-DNA pGL3 pGL3 Prépariert im Labor von Prof. L.
Domenjoud (Frankreich)

Polyallylamin (50 000 — 60 000 g/mol) PAH Sigma-Aldrich

Polystyrensulfonat (70 000 g/mol) PSS Sigma-Aldrich

Polyethylenimin (60 000 g/mol) PEI Sigma-Aldrich

Losungsmittel:

Deuterium D,0 Isotec (Thio)

Chloroform CHCl, Merck/ 99,4 %

Methanol CH;0H Sigma/ 99,8 %
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