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Zusammenfassung

Kationische Lipide und DNA kondensieren in wissriger Losung zu mesoskopisch ge-
ordneten Lipid-DNA-Komplexen. In dieser Arbeit werden die thermodynamischen
und strukturellen Eigenschaften von lamellaren Kondensaten aus doppelstrangiger
DNA und Lipidmischungen aus dem kationischen Lipid Dimyristolyltrimethylamoni-
umpropan (DMTAP) und Dimyristolylphosphatidylcholin (DMPC) und deren Wech-
selwirkung mit den anionischen Polymeren Dextransulfat und Hyaluronsédure unter-
sucht.

Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS), Weitwinkelrontgenstreuung (WAXS), Kalo-
rimetrie (DSC) und Gefrierbruchelektronenmikroskopie (EM) wurden eingesetzt, um
das Phasenverhalten von Vesikeln aus bindren Mischungen des kationischen Lipides
DMTAP mit dem neutralen Helferlipid DMPC zu untersuchen und mit dem Phasen-
verhalten korrespondierender Lipidmischungen komplexiert mit DNA zu vergleichen.
Fiir die reinen und mit DNA komplexierten Lipidmischungen konnten kalorimetrisch
jeweils vollstdndige Phasendiagramme aufgenommen werden, wobei die auftreten-
den Phasen mittels Rontgenstreuung und Elektronenmikroskopie detailliert in ihrer
Struktur charakterisiert wurden.

Im bindren Lipidphasendiagramm dominieren die lamellaren Lipid-Phasen L und
Lg. In der Lz —Phase zeigt sich nichtideales Mischverhalten, das bei x;4p = 0.5 zu
einer gegeniiber den einzelnen Lipidkomponenten erhéhten Hauptumwandlungstem-
peratur fithrt. Durch DNA-Interkalation bilden sich stabile Lipid-DNA-Komplexe,
was das Phasenverhalten der Lipide mafigeblich beeinflufit: (i) die Phaseniibergangs-
temperatur von L, nach Lg erhoht sich und (ii) eine Entmischungsliicke tritt bei
niedrigen Molbriichen von DMTAP (x;4p< 0.25) auf, in der Lipidvesikel und Lipid—
DNA-Komplexe verschiedener Lipidzusammensetzungen koexistieren. Die Erhohung
der Hauptumwandlungstemperatur wird mit Hilfe eines thermodynamischen Modells
durch elektrostatische Abschirmung der positiv geladenen Lipidképfe durch DNA er-
klart.

Der DNA-Abstand wurde in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung der Li-
pidmembran und des Ladungsverhéltnisses von kationischen Lipidgruppen zu DNA—
Phosphatgruppen untersucht. Dazu wurden Lipid—-DNA-Komplexe mit zwei verschie-
denen neutralen Helferlipiden DMPC und DMPE (Dimyristoylphosphatidylethano-
lamin) verwendet und die Ergebnisse miteinander verglichen. Wahrend der DNA-
Abstand in DMPC / DMTAP-Komplexen einen theoretisch vorhergesagten Sprung
am isoelektrischen Punkt macht, bleibt er im DMPE / DMTAP - DNA System kon-
stant. Eine mogliche Erklarung hierfiir liefern die unterschiedlichen Protonierungs-
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bzw. Deprotonierungseigenschaften von DMPC und DMPE.

Kontrastvariation wurde in Kombination mit Kleinwinkelneutronenstreuung ein-
gesetzt, um die absoluten Schichtdicken von Wasser (zwischen DNA und Lipidképfen),
Lipidkopfen selbst, und den CHy und CHj Bereichen der Lipidketten auf etwa 1 bis
2 A genau zu bestimmen. Dies wurde durch Austausch der protonierten gegen deu-
terierte Lipidketten einerseits und D,O gegen HoO andererseits erreicht. Die hohe
rdumliche Auflésung resultiert aus der simultanen Auswertung der grofien Anzahl
von Datensétzen.

Im Rahmen der Rontgenstreuexperimente wurde eine neue Phase entdeckt, in
der die DNA-Molekiile in einem zweidimensionalen rhombisch zentrierten Gitter an-
geordnet sind. Diese Entdeckung fiithrte zur theoretischen Vorhersage der , gleitend
kolumnaren“ Phase [23], 58, 24]. Es gelang erstmals, Messungen an orientierten Pro-
ben von Lipid-DNA-Komplexen in der Lg- und L¢-Phase durchzufithren, mit de-
nen die Korrelationsldngen in Richtung senkrecht (Lg:llOO A, L¢:44 A) und parallel

(Lg:1750 A, L€:419 A) zu den Membranen unabhéingig voneinander bestimmt werden
konnten. Ein systematischer Anstieg der Korrelationslédnge im DNA-Gitter mit dem
DNA-Abstand konnte gemessen werden. Demnach héngen die Korrelationsldngen
vom DNA-Abstand in den Komplexen ab. Die rhombisch zentrierte Korrelation ist
in der Gelphase wesentlich stirker ausgepréigt als in der fluiden Phase der Ketten.
Zweidimensionale Elektronendichterekonstruktionen mit einer kanonischen Auflésung
von etwa 8 A zeigen, daB die Membranen in der kolumnaren Phase um die DNA-
Molekiile herum gekriimmt sind. Diese beiden Beobachtungen, fiihren zu der Inter-
pretation, dafl die DNA-Ordnung durch korrelierte mikromechanische Deformationen
der Membranen hervorgerufen wird.

Um die Wechselwirkung von weiteren anionischen Polymeren mit kationischen Li-
piden und Lipid-DNA-Komplexen zu untersuchen wurden Dextransulfat (DS) und
Hyalorunséure (HS) als biologisch relevante Polyelektrolyte verwendet. Mit kationi-
schen Lipidmembranen bilden beide Polymere éhnlich wie DNA multilamellare Kom-
plexe, wobei in SAXS Messungen kein Hinweis auf parallele Anordnung der Polymere
gefunden wurde. Vierkomponentige Mischungen aus Dextransulfat, DNA und kationi-
schen Lipiden fithren zur Ausprigung von heterogenen Lipid-DNA-DS—Komplexen.
Mischt man Dextransulfat zu vorher préaparierten Lipid-DNA-Komplexen, wird die
interkalierte DNA durch das stéirker geladene DS substituiert. Die Front der DS—
reichen Phase dringt dabei mit ca. 4pum/min vor.



Einleitung

Wechselwirkungen zwischen Polyelektrolyten und entgegengesetzt geladenen Amphi-
philen riefen in den letzten zwei Jahrzehnten wachsendes Interesse im Bereich der
Polymer- und Biophysik hervor und fanden biologische und industrielle Anwendun-
gen ([101] und enthaltene Referenzen). Diese Wechselwirkungen sind relativ stark
und fithren zur Ausbildung von Komplexen, die hdufig durch Selbstorganisation hoch

geordnete Strukturen aufweisen.

Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den geladenen Komponenten einer-
seits und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den unpolaren Molekiilunterein-
heiten wie z.B. Lipid—Alkylketten andererseits spielen bei dem Selbstassemblierung-
prozef die dominierende Rolle [2, [76]. Unter gewissen Umsténden bilden sich selbst-
organisierte, hochgeordneten Strukturen auf mesoskopischer Léngenskala, also im Be-
reich von wenigen bis Tausenden von A. Die Untersuchung der gebildeten Strukturen
wiederum a3t Riickschliisse auf Art und Grofle der Wechselwirkungen zu. Eine de-
taillierte Kenntnis der Wechselwirkungen macht es moglich, gezielt Anwendungen in
Medizin, Biologie, Nahrungsmitteltechnologie und Kosmetik, aber auch fiir industri-

elle Farben oder verbesserte Olriickgewinnung zu entwickeln.

Nur wenige Techniken, darunter Kleinwinkelréntgen-, Kleinwinkelneutronenstreu-
ung, Nuklear-Magnet—Resonanz oder Elektronenmikroskopie sind zur Strukturunter-
suchung im mesoskopischen Bereich geeignet. Besondere Bedeutung kommt wegen
der oft auftretenden Periodizitédten in geordneten Strukturen den Streumethoden zu.
Eine weitere Methode Ordnungsphédnomene in mesoskopischen Phasen zu untersu-
chen ist DSC (differential scanning calorimetry). Damit konnen direkt enthalpische
Uberginge quantitativ gemessen werden, die in fast allen Fillen mit Verdinderun-
gen des Ordnungsparameters koinzidieren, und damit Phaseniibergéinge anzeigen. Die
Kombination der Untersuchungen aus thermodynamischen und strukturellen Unter-

suchungen gibt Einblicke in das Phasenverhalten der mesoskopischen Verbundphasen.

Ein typisches Beispiel fiir selbstassemblierte Strukturen aus Polyelektrolyten und
Amphiphilen sind Komplexe aus DNA und kationischen Lipiden. Lipid-DNA-Komple-

xe fanden zunéchst grofles Interesse wegen ihrer vielversprechenden Figenschaften als
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Abb. 1: Polymorphismus von Lipid-DNA-Phasen. Welche Phase ausgebildet wird, hingt mafigeb-
lich von der Zusammensetzung der bindren Lipidmischungen, von dem Verhéltnis von DNA—
Ladungen zu Lipid-Ladungen und nicht zuletzt von der spontanen Kriimmung der Lipid-
membran ab. (A): lamellar isotrop, (B): lamellar orthorhombisch, (C): invertiert hexagonal,
(D): isotrop, (E): mizellar, (F): tubulér.

hocheffiziente, nichtvirale Genvektoren in eukaryotische Zellen [22]. Die Effizienz sol-
cher Genvektoren héngt mafigeblich von physikalischen Parametern Partikel ab, die
die Erbsubstanz tragen ([56] und enthaltene Referenzen). Besonders interessant ist
dabei, daB man durch Anderung der Mischungsverhéltnisse der einzelnen Komponen-
ten, insbesondere der Ladungstriger (DNA und kationische Lipide), maBgeblich die

physikalischen Eigenschaften wie Grofie und Gesamtladung der Partikel kontrollieren

kann [62].

Komplexe aus kationische Lipiden und DNA zeigen einen reichen Polymorphismus
an Phasen. In Abb. [I] sind verschiedene mogliche Konformationen von Lipid-DNA—
Mischungen zusammengefafit. In der unteren Reihe ist eine hypothetische isotrope
Phase gezeigt, in der jede Form von langreichweitiger Ordnung fehlt (D). Die mizellare
Phase (E) wurde von Boukhnikachvili et al. beschrieben [7]. Elektronenmikroskopische
Studien weisen klar auf die Existenz von tubuldren Strukturen (F) hin [82], deren
Stabilitéit auch theoretisch untersucht wurde [52] [17]. Fir die Existenz der invertierten



hexagonalen Phase HS, in Abb. (1| C, ist ein genau definiertes Ladungsverhiltnis der
DNA-Oberfliche und der sie umgebenden Lipidoberfliche notig. Die Tatsache, daf3
diese Phase nur in einem extrem kleinen Bereich des terndren Phasendiagramms stabil
ist [43], ist ein typisches Beispiel fiir die Empfindlichkeit mesoskopischer Systeme

gegeniiber dem Mischungsverhalten der Einzelkomponenten.

Rédler et al. konnten durch Kleinewinkelstreuexperimente die Struktur der lamel-
laren Lipid-DNA-Komplexe aufkléren [63]. Demnach interkalieren die DNA-Molekii-
le zwischen die gestapelten Lipiddoppelschichten in Galerien, in denen die DNA-
Molekiile parallel angeordnet sind. Die wichtigsten meflbaren Parameter dieses Sy-
stems sind der Membranwiederholabstand d,,,,, der DNA—Wiederholabstand dpya
und der mittlere Abstand der Lipidketten in der Membran d.. Eine interessante Fra-
gestellung ist, ob bzw. wie d,em, dpya und d, iiber die molekularen Kréfte innerhalb

der Komplexe miteinander verkniipft sind.

Aus Sicht der Physik von Fliissigkristallen stellt die Untersuchung der Anordnung
der DNA innerhalb der Lipidmembranen eine besondere Herausforderung dar. Dabei
wird die DNA als in zwei Dimensionen gefangenes semiflexibles Polymer betrachtet.
Die parallele Anordnung der DNA bezeichnet man als 2D-smektische Phase. Sal-
ditt et al. konnten numerisch die Peakform des diffusen DNA-Peaks mit dem fiir
die 2D-smektische Phase berechneten Formfaktor angepassen [73) [74]. Eine kleine
systematische Abweichung fiihrte dabei zur Annahme, dafl zwischen benachbarten
DNA-Galerien moglicherweise schwache, rdumliche Positionskorrelation der DNA—
Molekiile bestehen konnte.

In den genannten Arbeiten wurden bisher ausschliellich fluide Lipid-Membranen
verwendet, die eine hohe Flexibilitdt aufweisen. Welchen Einflufl hat eine erhohte
Steitheit der Membran bzw. héhere Ordnung der Lipidketten in der Membran auf
die Struktur von Lipid-DNA-Komplexen? Diese Frage wird experimentell durch Ver-
wendung von gelartigen Membranen untersucht, in denen die geséttigten Lipidketten

yeingefroren® sind.

Diese Fragestellung wird in Kap. b|genau betrachtet. Anders als in fritheren Arbei-
ten werden in der vorliegenden Arbeit Lipid-DNA-Komplexe untersucht, die geséttig-
te Lipide anstelle von ungesattigten enthalten. Die geséttigten Lipide zeigen bei nied-
rigen Temperaturen die Gelphase Lg und unter Umsténden die Rippelphase Ps. Das
Auftreten dieser Phasen in Lipid—-DNA-Komplexen machte es moglich, tatsédchlich

eine geordnete Uberstruktur des DNA-Gitters nachzuweisen.



Aufbau der Arbeit

In Kap. [1] werden die experimentellen Aufbauten und physikalischen Konzepte zur
Auswertung der Daten vorgestellt. In Kap. [2| wird das experimentelle System und
dessen Einzelkomponenten sowie Praparationen erklért.

In Kap. |3| wird das thermotrope und lyotrope Phasenverhalten von Lipidvesikeln
und von Lipid-DNA-Komplexen mit gleichen Mischungsverhéltnissen der Lipide un-
tersucht und miteinander verglichen. Dabei steht das Phasenverhalten der Lipidmem-
branen in den Komplexen im Vordergrund.

Die Kap. [ und [5| beschéftigen sich mit der Struktur der Lipid-DNA-Komplexe.
Dabei werden die in den vorher konstruierten Phasendiagrammen auftretenden Pha-
sen genau strukturell charakterisiert. Es wird dariiberhinaus gezeigt, dafl die zwischen
den Membranen interkalierte DNA ein zweidimensionales Ubergitter ausbildet, das
interessante Ordnungsphénomene aufweist.

Die gewonnen Ergebnisse werden in Kap. [6] angewendet, um die Wechselwirkung
von Lipid-DNA-Komplexen mit den anionischen Polymeren Hyaluronsdure und Dex-
transulfat zu untersuchen.

Am Ende werden Vorschliage fiir weiterfithrende Experimente zu offenen Frage-

stellungen diskutiert.



1. Experimentelle Methoden

1.1 Kleinwinkelstreuung

1.1.1 Grundlagen

Biologische Materie besteht grofitenteils aus organischen Verbindungen und Wasser.
Lipide und DNA bestehen ausschlielich aus den Elementen Wasserstoff (H), Sauer-
stoff (O), Stickstoff (N), Kohlenstoff (C) und Phosphor (P). Fiir Rontgenstreuuntersu-
chungen bedeutet das, dafl einfallende Wellen nur schwach gestreut werden und damit
die Bornsche Nédherung anwendbar ist. Das gleiche gilt fiir Neutronen, die im allge-
meinen schwicher mit Materie wechselwirken als elektromagnetische Strahlung. In
der ersten Bornschen Naherung geht man davon aus, dafl die Intensitét der einfallen-
den Welle im gesamten Probenvolumen konstant ist, d.h. dal ein vernachléssigbarer
Teil der Intensitéit durch Absorption und Streuvorgénge innerhalb der Probe verloren
geht. In schwach streuenden Materialien werden einmal gestreute Wellen nur mit ex-
trem niederiger Wahrscheinlichkeit ein zweites mal gestreut. Mehrfachstreuung kann
also vernachléssigt werden. Dies und die i.a. hohe Mosaizitéit in Kristallen aus biologi-
scher Materie sind verantwortlich, daf§ die im Vergleich zur dynamischen Streutheorie
wesentlich einfachere kinematische Streutheorie angewendet werden kann. Letztere
benotigt man im Falle von nahezu perfekten Kristallen etwa aus Germanium und
Silizium.

In der kinematischen Theorie wird elastische Streuung einer einfallenden ebenen
Welle an Materie in Verbindung mit der ersten Bornschen Néherung dadurch be-
schrieben, daf} jedes Streuzentrum in der Materie angeregt durch die einfallende Welle
eine Kugelwelle gleicher Wellenlénge erzeugt. Konstruktive Interferenz entsteht dabei
in Richtungen in denen der Wegldngenunterschied der Kugelwellen zweier Streuzen-
tren genau einem ganzzahligen Vielfachen der Wellenlinge entspricht (Abb. . Bei
Beugungsexperimenten mifit man die durch die Superposition dieser Kugelwellen ent-
stehenden Interferenzmuster der Intensitét. Bei den Streuzentren handelt es sich um
einzelne Atome, Molekiile bzw. Anordnungen von diesen. Mathematisch 148t sich die-

ser Sachverhalt ausdriicken durch die Summe von Kugelwellen e~ gewichtet mit

5



6 1. EXPERIMENTELLE METHODEN

Y

Y

Abb. 1.1: (A) Von links fillt eine planare, kohéirente Wellenfront entlang dem Einheitsvektor Sy auf
die Streuzentren O und M. Im Falle elastischer Streuung werden von den Streuzentren
Kugelwellen ausgesandt, die positiv miteinander interferieren, wenn der von der Rich-
tung S abhingige Weglingenunterschied mM + Mn einem ganzzahligem Vielfachen der
Wellenléinge A ist. (B) Die Interferenz héngt nur vom Impulsiibertrag ¢, der durch die
Impulsdifferenz zwischen einfallenden und gestreuten Wellen definiert ist.

dem Streufaktor f,, des n-ten Streuzentrums am Ort %,. ¢ ist der Impuls der Welle

mit |¢] = 2 und zeigt in Richtung der Ausbreitungsrichtung:

A =) foe '™ (1.1)

In realen Experimenten ist die Anzahl von Streuzentren N derart grof3, dafl die diskrete

Darstellung durch ein Integral ersetzt werden kann:
A(Q) = / p(Z) e " du, (1.2)
v

p(Z) 1aBt sich auffassen als die Summe einzelner Streuzentren mit jeweiligen Mittel-

—

punkt @,, p(Z) = S0, pn(Z — ). Damit 1Bt sich die Amplitude schreiben als:

N
AlQ = /an(f— Zn)e P o,
n=1

N

= D [ / pu(E = Fp)e Ty, (1.3)

n=1

Das Integral in den eckigen Klammern entspricht genau dem Streufaktor f, von

Gl [



1.1. KLEINWINKELSTREUUNG 7

Rontgenstrahlen werden als elektromagnetische Strahlung vor allem am elektri-
schen Potential der Elektronenwolken um die Atomkerne gestreut, d.h. p(Z) représen-
tiert die Elektronendichte der Probe am Ort Z. In erster Naherung ist p(Z) propor-
tional zur Kernladungszahl.

Neutronen dagegen werden an Atomkernen gestreut. In diesem Fall wird p als

kohérente Streuldngendichte bezeichnet und durch seine J Atome mit Streulénge b,
beschrieben (V Molekiilvolumen):

1 J
p(Z) = v Z b;j6(Z — ;) (1.4)

Die Streuldngen konnen fiir verschiedene Isotope sehr stark variieren. Am stérk-
sten ist die Variation im Fall von Wasserstoff und Deuterium. Durch Austausch von
Wasserstoff gegen Deuterium kann man also Streuldngendichten bestimmter Bereiche
der Proben gezielt verdndern, was als Kontrastvariation bezeichnet wird. Streulédngen-

dichten verschiedener biologischer Materialien finden sich z.B. in [37].

1.1.2 Das reziproke Gitter

Zu den wichtigsten Anwendungen der Streuexperimente zéhlt die Untersuchung von
periodischen Anordnungen von Atomen und Molekiilen in Gittern. Von grundlegender
Bedeutung ist, dafl die Fouriertransformierte eines periodischen Gitters wiederum ein
periodisches Gitter ist, das reziproke Gitter.

Das reale Gitter p.(Z) 148t sich auffassen als eine Faltung der Elektronendichte
der Einheitszelle p(Z) mit Dirac-Funktionen an den Stellen z;, = 7, mit Ty =
p-a+q- b+r-¢ (p,q,r € N). Die Vektoren @, b und ¢ spannen des reale Gitter als

Translationsvektoren auf:

pe(T) = p(7) @ [2(Z) - ()] (1.5)

z(#) beschreibt die Positionen der Einheitszellen, o(x) beriicksichtigt die endliche
GroBe des Kristalls(V Volumen des Kristalls):

A7) =D Y (T —Epy) und o() = {

Fiir die Interpretation von Streudaten benétigt man die Fouriertransformierte von

1 : ZeV

0 : sonst
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Gl. [L.5t
A = / pol@)e T du,
]R3
= /p(f’)e_i‘ﬁdvgc-/z(f)e_i‘ﬁcluE (1.6)
v

14

-~ -~

F(q) S5(9)

F(q) wird im allgemeinen als Formfaktor, S(¢) als Strukturfaktor bezeichnet. Die

Amplitude ist gleich dem Formfaktor der Einheitszelle multipliziert mit dem Struk-
turfaktor des Gitters [

Der Strukturfaktor entspricht der Fouriertransformierten des realen Gitters und
wird verwendet, die Symmetrie des Gitters zu bestimmen. Die Bragg-Peaks des Struk-
turfaktors sind die Gitterpunkte G = ha* + kb* + Ic* des reziproken Gitters, wobei
die Vektoren a*, b* und ¢ das reziproke Gitter aufspannen.

Der Formfaktor entspricht der Fouriertransformierten der Einheitszelle. Aus ihm
148t sich durch Riicktransformation die Elektronenverteilung innerhalb der Einheits-
zelle bestimmen (Kap. [1.1.6)).

Die durch Streumessungen zugangliche Grofie ist das Quadrat des Absolutbetrages

der Amplitude, ndmlich die Intensitét.

(@) =A@ =F(@)I* 5@ (1.7)

Bei der Messung der Intensitéit geht die Phaseninformation verloren. Die Bestim-
mung der Elektronendichte der Einheitszelle durch inverse Fouriertransformation der
Streuamplitude ist also unmoglich. Man muf3 auf indirekte Methoden der Phasenbe-
stimmung zuriickzugreifen, um die Elektronendichte bestimmen zu kénnen. Die bei-
den im Falle von Fliissigkristallen wichtigsten Methoden werden in Abschnitt
geklart.

1.1.3 Diffuse Streuung an gestorten Kristallgittern

Messung von Fluktuationen mittels Rontgenstreuung

Der Strukturfaktor eines perfekt periodischen Gitters besteht aus einer Summe von

Dirac-Distributionen. Streumessungen an idealen Gittern sind folglich durch eine

LAn dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dafl die Nomenklaturen und Definitionen von Struktur-
und Formfaktor in der Literatur stark voneinander abweichen. In dieser Arbeit wird die Nomenklatur
von Ref. [26] verwendet.
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Abb. 1.2: Zur Interpretation von Form- und Strukturfaktor: Links oben ist der Formfaktor, links un-
ten der Strukturfaktor schematisch dargestellt. Rechts die daraus resultierende Amplitude.
Man beachte, dafl durch die Auspragung des reziproken Gitters die Amplitude bzw. das
Amplitudenquadrat nur an den Peakpositionen mefibar ist. Dort ist sie proportional zur
Anzahl der geordneten Streuzentren, was eine Messung bei hohen q—Werten erméglicht.

Peakform charakterisiert, die durch Faltung der Gerétefunktion mit einer Diracdis-
tribution entsteht. Die Geratefunktion wird durch Strahlprofil und -divergenz und die
Detektorauflosung bestimmt und kann durch Abbildung des abgeschwichten, direkten

Strahles gemessen werden.

In natura wird jedes Gitter durch thermische Anregung dadurch gestort, dafi Pho-
nonen mit einer mittleren Energie von kgT erzeugt werden. Die Atome bzw. Einheits-
zellen befinden sich also nicht in Ruhe, sondern folgen kollektiven Schwingungsanre-
gungen. Dies 148t sich dadurch ausdriicken, daf3 die Positionen der n-ten Einheitszelle
in Gl durch eine Stoérung 1, (¥) gegeniiber dem idealen Gitter verschoben sind.

Die Elektronendichte im realen Kristall 1483t sich schreiben als:

p@) =Y p(B+ 7t @) =Y pulR) (1.8)

Dabei zeigt der Vektor 7, auf das Zentrum der n-ten Einheitszelle, und R ist die
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Position relativ zum Zentrum der Einheitszelle. Die gemessen Intensitéat ist dann:

g - / o(&)p" (F)e— ) By
_ Z (/ pn(R’> (RE’/) G(R—R") d3R d3R/) —uj(ﬁn—ﬂn/)e—izj‘(Fn—Fn/)

n,n’

_ an 6T, =i =) (1.9)

Fiir den Fall, daf} die Storung des Gitters ausschlieSlich durch rdumliche Verzerrung
und nicht durch Substitution der Streuzentren verursacht wird, sind die Streufaktoren
fn real. Fithrt man die Variable %, = Z,y — &, ein, lift sich Gl. folgendermafen

umschreiben:

Z anfner it qum (110)

Die charakteristischen Zeiten der Gitterschwingungen sind gegeniiber der typischen
Mefdauer kurz und die Anzahl der Einheitszellen grof3, was dazu fithrt, daf§ das Mit-
tel der Storungen beobachtet wird. Von Interesse ist also nur das Mittel {iber eine
geniigend grofle Anzahl von Streuzentren P. Man erhélt als rdumliche Korrelation-

funktion :

P
VYN 1 I
g(T) = <€—lq(u($)—u(0))> =5 E f2eimTm (1.11)
p=1

Dabei zeige 1(0) per definitionem die Auslenkung der Einheitszelle am beliebig gewéhl-
ten Ursprung. Man beachte, dafl ¢, impliziert, dafl die Reflexe im q—Raum an der
gleichen Stelle auftreten wie im ungestorten Kristall. Fiir kleine Stérungen kann man
den Fluktuationsterm entwickeln: (e ‘@@ @~} ~ (1 —ig(@(Z) — @(0)) — $|q1*| (%) —
@(0)|?). Der lineare Term ist im Mittel Null. Auferdem gilt e~ 2/@*(#H-FO0F)
(1 — 3|q1?@(Z) — @(0)[?). Bei der harmonischen Néherung geht man davon aus, daf

() gauBverteilt ist. Damit ergibt sich die rdumliche Korrelations—Funktion g(Z) zu:
G(F) 1= (—TAD=TONY (=310 -T(O)) (1.12)

Sie ist ein Maf} fiir die relativen, ortlichen Fluktuationen von Einheitszellenpaaren

gegeneinander.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Verzerrungsfeldes einer eindimensionalen Kette mit elasti-
schen Verbindungen (A), eines smektischen Fliissigkristalls (B), und eines 3D—Kristalls
(C). In die freie Energie geht nur die relative Verschiebung ein, so dafl nur die Ablei-
tungen des Verzerrungsfeldes relevant sind. Beim smektischen Fliissigkristall kommt zur
Kompression zusétzlich die Kriimmung der Lamellen hinzu.

1.1.4 Einflufl von thermischen Fluktuationen auf Kristallgit-
ter in verschiedenen Dimensionen

Dreidimensionale Kristalle haben die faszinierende Eigenschaft, dafl die Kristallgitter
thermisch zu Schwingungen angeregt im zeitlichen Mittel nicht die 6rtliche Korrela-
tion der Gitterplatze verlieren. Dies hat zur Folge, daf§ die rdumliche Periodizitéit im
zeitlichen Mittel perfekt ist,was als langreichweitige Ordnung (LRO) bezeichnet wird.

Die Reichweite der Ordnung héngt u.a. von der Dimension des Systems ab. Zur
Veranschaulichung werden im folgenden thermische Fluktuationen einer eindimensio-
nalen Perlenkette, eines smektischen Kristalls und eines dreidimensionalen Kristalls
aufgefiihrt. Eine detailliertere Betrachtung und systematische Herleitung findet sich

z.B. in [I8,[15]. @ stehe fiir die Storung aus der Gleichgewichtslage. Fiir die Perlenkette
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und den smektischen Kristall ist @ eindimensional, fiir den 3D—Kristall dreidimensio-

nal (Abb. [L.3).

Die freie Energie der Perlenkette ist Fjeu., des smektischen Kristalls F,, und des
3D—Kristalls Fy,.. Dann gilt:

Fhette = g/(d—“)2 (1.13)

Fop = —/d3 @) + N (V3 a)? (1.14)
F, = E/d%(w) (1.15)

Dabei ist C jeweils eine materialabhéngige elastische Konstante. Im Falle der Kette
und des 3D-Kristalls handelt es sich um das Hooksche Gesetz und C' entspricht der
Federkonstanten. Die freie Energie des smektischen Kristalls setzt sich zusammen aus
der Auslenkung senkrecht zu den Lamellen BV?y und der Kriimmung der Lamellen,
die durch den K(V?2w)* Term beriicksichtigt wird. B ist der Kompressionsmodul, K
die Biegesteifigkeit. In der obigen Notation gilt C'= B und A\* = K /B, wobei \ einer
charakteristischen Eindringtiefe von externen Deformationen entspricht.

Unter Anwendung des Differentiationsatzes der Fouriertransformation kann man

die freie Energie im Fourierraum berechnen:

Fhette = —/dq ?| (1.16)
P = 5[5 (2W)3<q§+vqi>|u<q>|2 (1.17)

3
F.,, = —/ @q ¢*|u (1.18)

Darauf wendet man den Gleichverteilungssatz an und erhélt fiir die Fluktuationen im

Fourierraum:
QD) = ’ggqf Kette (1.19)
(u(@)?) = ﬁizqﬁ smektisch (1.20)
Ju(@)2) = ’Z’?qf 3D Kristall (1.21)

Um zu den Fluktuationen im realen Raum zuriickzukehren, mufl integriert werden,

wobei als untere und obere Integrationsgrenzen die inverse Ausdehnung des Volumens
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L' und die charakteristische inverse Linge . dienen, bei der die elastische Theorie

an Giiltigkeit verliert. Also gilt:

kgT [% dq kgT 1

2

_ i I — —

(ol = 26 [ d=eE -
ksT [ d3q knT

el i e
2m)3C Jo1 @2+ NqT  AwAC

kBT de d3(1 kBT

2 .

u-\r = — — N —5=q D—Kristall 1.24
<| ( >|> (27T)3C /[1 C]2 2m2C ¢ 3 ist ( )

Kette (1.22)

In(q.L) smektisch  (1.23)

Im Falle des 3D—Kristalls ist die relative Fluktuation also nicht von der Gréfle des
Kristalls abhéngig. Also besteht langreichweitige Ordnung (LRO). Im Fall der ein-
dimensionalen Perlenkette wachsen Fluktuationen proportional mit der Lénge L der
Kette und die Fluktuationen im smektischen Kristall wachsen logarithmisch mit L.
Dieses Verhalten dhnelt stark dem von Fliissigkeiten. In niederdimensionalen Syste-
men reicht die eingeschriankte Informationsiibertragung nicht aus, um iiber thermische
Fluktuationen zu dominieren. Durch die schwache logarithmische Abhéngigkeit 1483t
sich die Divergenz der Fluktuationen nur mit ausgezeichneter Auflésung in Streuexpe-
rimenten nachweisen. Man spricht in diesem Fall von quasilangreichweitiger Ordnung
(QLRO).

Um den EinfluB der Fluktuationen auf die Peakform zu untersuchen, wird der
Strukturfaktor unter Verwendung der Gleichungen [1.22| und [1.12| und (|u?(r)|) be-

rechnet. Im Falle der der linearen Kette ergibt die Fouriertransformierte der Korre-

lationsfunktion wegen der linearen Abhéngigkeit vom Abstand:

—igqx ,—|z| _
Ikette(Q) oc/e I e K dl’— 72_'_612 (125>
Die Rontgenpeaks haben demnach die Form einer Lorentzfunktion, wobei die Breite
quadratisch mit q wichst. In v = gi—g sind die materialspezifischen Konstantem
enthalten.
Im 3D-Kristall ist die Fluktuation unabhéngig vom Abstand. Die Fouriertransfor-

mierte einer Konstante ist eine Deltadistribution.

I}, /e‘é‘iﬁklﬁe_i‘ﬁdgq = e 2%hwf . O(qhrt) (1.26)

mit § = ’;fggc Das ist der bekannte Debye-Waller—Faktor, der zu einer Verringerung
der Peakintensitét fiihrt, indem diese in den Untergrund der Peaks gestreut wird.
Dabei handelt es sich um echte Braggpeaks, wie an der Deltadistribution zu sehen

ist.
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Im smektischen Fliissigkristall ist das Peakprofil abhéngig von der Richtung. Die
beiden Vorzugsrichtungen sind senkrecht (¢, = ¢2 + q§ = 0) und parallel (¢*> = 0) zu
den Schichten. Nach Caillé gilt:

L fir g, =0

T \2—7
Lo (qz—%>1 ’ (1.27)
Die logarithmische Abhangigkeit in smektischen Fliissigkristallen wurde unabhéngig
von Landau und Peirls vorhergesagt [45], [60]. Die Auswirkung dieses Verhaltens wurde
von Caille [12] berechnet und in fundamentalen Experimenten von Als—Nielsen et al.

[1] bestétigt.

1.1.5 Langenmessung - Beziehung zwischen realem und rezi-
proken Gitter

Mit Hilfe des reziproken Gitters kann man die charakteristischen Absténde des realen
Gitters bestimmen. Dabei niitzt man aus, daf} die reziproken Gittervektoren g, =
ha*+ kb* +1¢* senkrecht auf den zugehorigen (h,k,1)~-Ebenen des realen Gitters stehen
(siehe z.B. [26]). Deswegen gilt die Beziehung

2t 2m
Gutl [ ihaty2 + (k)2 + (16F)?

Ayt = | (1.28)

Ein anschauliches Beispiel liefert das Bragg—Gesetz (Fig. Die dicken waagrechten
Linien kennzeichnen reale Gitterebenen. Eine Welle der Wellenlange A fallt im Winkel
¥ zur Ebene auf die Ebenen. Positive Interferenz, d.h. ein Bragg-Peak entsteht genau
dann, wenn der Wegldngenunterschied von Strahlen, die an benachbarten Ebenen
reflektiert werden, genau ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlédnge betrégt. Dieser

Sachverhalt ist als Bragg—Gesetz bekannt.

nA = 2dsin? Bragg-Gesetz (1.29)

1.1.6 Bestimmung der Elektronendichteprofile

Wie im letzten Abschnitt gezeigt, verliert man bei der Ermittlung der Intensitét der
gebeugten Rontgenstrahlung die Phaseninformation. Wéare diese Phaseninformation

direkt mefbar, kénnte man die Elektronendichteprofile p(z) direkt aus der inversen
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d sind

Abb. 1.4: Zum Bragg—Gesetz: Monochromatische, koharente und parallele Wellen, die auf dquidi-
stante Ebenen fallen, zeigen positve Interferenz, wenn der vom Winkel ¥ und vom Ebenen-
abstand d abhéngige Weglangenunterschied ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlédnge A

betrégt (siche GI. [1.29).

Fouriertransformation von GI. [.2] ermitteln:
o7) = [ A e T,
v
_ / A(@)cos(@T)dv, + i / A(@)sin(§F)du, (1.30)
v %

Offensichtlich 148t sich die Elektronendichte von spiegelsymmetrischen Kristallen durch
die ebenfalls spiegelsymmetrische Kosinus—Transformierte ausdriicken. Ist die Anzahl
der periodisch angeordneten Streuzentren grof genug, kann man zur Summenschreib-
weise {ibergehen [95]:
p(T) = ol Agy || s G | (1.31)
hkl

Die wichtigste Konsequenz daraus ist, dafl die Phase entweder 0 oder 7 ist. ¢ kann nur
die Werte -1 oder 1 annehmen, was sich durch die nach oben und unten deutenden
Peaks in Fig. ausdriickt. Das Elektronendichteprofil wird mit einer Basis von
Kosinus—Funktionen rekonstruiert, denen man als Phase entweder das Vorzeichen -1
oder 1 zuordnen muf, wie in Fig. A fiir den eindimensionalen Fall gezeigt ist.

Die Ausdehnung der Einheitszelle entspricht genau der Wellenlénge der ersten Ko-
sinusfunktion, zwei Wellenldngen des zweiten Terms, drei Wellenldngen des dritten
Terms usw. Die Amplituden |Ag ,,| sind die Formfaktoren an den reziproken Gitter-
punkten, die wie im folgenden beschrieben ermittelt werden. Die an einem reziproken
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Gitterpunkt gemessene Intensitét pro Einheitsvolumen einer hkl-Ebene schreibt sich

quantitativ folgendermafien:

21+0052219 )\3 Ahle

I =1
oTe 2 sin29 V2

(1.32)

Iy ist die Intensitdt des Primérstrahles, r2 = 7.9 - 1072°cm? der quadrierte klassische

2 .
W ist der sogenannte

Elektronenradius und V, das Volumen der Einheitszelle.
Polarisationsfaktor fiir einen unpolarisierten Primérstrahl. Die waagrechte Kompo-
nente des E-Feldes von Synchrotronstrahlung ist um den Faktor 7 intensiver als die
senkrechte. Die lineare Polarisation wird durch die Rontgenoptik (Monochromator
etc.) stark verdndert. Bei kleinen Winkeln ist der Einflul des Polarisationsfaktors
geringer und spielt im Falle von Kleinwinkelstreuung keine bedeutende Rolle. Im

/\3
sin2v

als Lorentzfaktor bezeichnet und berticksichtigt die geometrische Lage des reziproken

Einzelfall ist die Polarisation des jeweiligen Primérstrahls zu iiberpriifen. wird
Gitterpunktes relativ zur Ewaldkugel bei der Integration der Intensitét [93].

In Fig. B oben ist ein rekonstruiertes Elektronendichteprofil einer lamella-
ren Phase von Membranen, in Abb. B oben unten das zur Simulation verwen-
dete Streifenmodell dargestellt. Es dient dazu, die beobachtete Struktur der Probe
durch Streifen konstanter Elektronendichte bzw. Streuldngendichte zu modellieren.
Die Wahl der Streifen mufl dem jeweiligen Problem angepafit werden. Streifenmodelle
fiir Lipidmembranen setzen sich meist aus getrennten Bereichen fiir die hydrophoben
CHjz- und CHy—Gruppen der Lipidketten, der stark streuenden Lipidkopfe und der
Wasserschicht, die die Lipidmembranen voneinander trennt, zusammen.

Wie man durch Vergleich sehen kann, héngt die Genauigkeit stark vom zu beob-
achtenden Profil ab. Sinoidale Profile werden mit der ersten Ordnung perfekt darge-
stellt, scharfkantige Profile hingegen bendtigen sehr hohe Ordnungen fiir eine korrekte
Darstellung. Unter der kanonischen Auflésung versteht man in der Kristallographie
den Quotient d/hy,q, aus d, dem gemessenen Abstand der Struktur, und A,,.., der
hochsten zu beobachtende Ordnung des Reflexes [92].

1.2 Debye-Scherrer: radiale Mittelung

Bei vielen experimentellen Systemen ist es einfacher, Pulverproben aus einer grofien
Anzahl kleiner Kristalle herzustellen als einen grofien Einkristall. Die Streugeometrie,
bei der an einem Pulver von kleinen Kristalliten einer Substanz monochromatisches

Rontgenlicht gestreut wird, bezeichnet man als Debye—Scherrer—Verfahren. Es hat
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Abb. 1.5: In der linken Spalte von (A) sind die einzelnen Kosinus—Funktionen mit ihren gekenn-
zeichneten Ordnungen dargestellt. Durch die auf Aufsummierung der einzelnen Funktio-
nen (sukzessive dargestellt auf der rechten Seite von (A) wird das Elektronendichteprofil
(B, oben) rekonstruiert. In (B, unten) ist zum Vergleich das zu simulierende Elektro-
nendichteprofil als Summe von Streifen konstanter Elektronendichte dargestellt.

den Vorteil, dafl sich die kleinen Kristalle statistisch, d.h. homogen, im Raum ori-
entieren. Die Bragg-Bedingung aus GI. ist dadurch automatisch erfiillt. Man
kann ohne Anderung der Orientierung der Probe mit einer Messung den rezipro-
ken Raum grofiflichig bestimmen. Andererseits geht durch die statistische Verteilung
der Orientierung die Information {iber die rdumliche Verteilung der Bragg—Peaks im
reziproken Raum verloren. Die reziproken Gitterpunkte werden in homogene Ringe
verschmiert. Die Indizierung der Linien, und damit die Zuordnungen zu den zugehori-
gen hkl-Ebenen, muf} folglich ohne die Informationen iiber deren Orientierung im
Raum erfolgen. Sie kann trotzdem durchgefiihrt werden, da die numerischen Verhélt-
nisse der Peak—Absténde einer Debye-Scherrer—-Aufnahme fiir die 14 verschiedenen
Bravais—Gitter kalkulierbar sind. Man betrachte zum Beispiel das rhombische zen-
trierte Gitter in Abb. A. Jeweils an den Ecken der Einheitszelle (Seitenlédngen a
und b) und im Zentrum befindet sich ein identisches Streuzentrum. In Abb. B ist
das zugehorige reziproke Gitter gezeigt, wie es an einem orientierten Kristall durch
Rontgenbeugung aufgenommen wird. Interessanterweise sind die Reflexe (1,0) und
(0,1) nicht vorhanden, da sie durch die negative Interferenz mit den durch die zen-
trierten Streuzentren gebildeten Ebenen mit den Abstdnden a/2 und b/2 ausgeléscht
werden. Die sichtbaren Reflexe auf den Achsen (2m,0) und (0,2m), m ganzzahlig,

entsprechen dem halben Abstand der Einheitszellen. Die zum Mittelpunkt néchsten
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Abb. 1.6: Orthorombisches Gitter: Realraum (A), Fourierraum (B) und Fourieraum in Debye—
Scherre-Geometrie (C)

sichtbaren Reflexe sind (+1,41),(£3,£1) und (£5,+1) etc. Diese Reflexe liegen nicht
auf einer der beiden Achsen. In Abb.[1.6/C ist das Streubild dargestellt, daf} sich an ei-
ner thombischen zentrierten Pulverprobe mit dem Debye-Scherrer—Verfahren ergibt.
Die Absténde der Peakmaxima von 0 entsprechen den Absténden derreziproken Git-
terpunkte von (0,0) in Abb. B. Die Peakintensitdt hiangt von der Multiplizitdt n
der Reflexe auf. So haben etwa die symmetrischen Peaks (2,0) und (-2,0) den gleichen
Abstand von (0,0). Thre Multiplizitét ist also n=2. Dagegen tritt der Peak (£1,%1)

viermal in verschiedenen Richtungen auf und hat die Multiplizitdt n=4.

1.2.1 Intensitit der Debye—Scherrer-Reflexe

Die beim Debye-Scherrer—Verfahren gemessenen Intensitdten unterscheiden sich auf-
grund der unterschiedlichen Geometrie von den an einem orientierten Kristall gemes-

sen Intensitaten:

5 1+ cos® 29 23 At

I1=1
0T 2 1677 sin® ¥ cos 9 V2

nDdV (1.33)

Im Vergleich mit GI. erkennt man eine Verénderung des Lorenzfaktors zur Form
m. AufBlerdem ist die Intensitét jedes Peaks mit dessesn Multiplizitdt n multipli-
ziert. D ist der Debye-Waller—Faktor, der thermisch angeregte harmonische Schwin-
gungen der Streuzentren um die Gleichgewichtslage beriicksichtigt, V. ist das Volumen

der Einheitszelle, r» der Proben—Detektor—Abstand und dV" das Volumen des streuen-

den Pulvers. Wegen ¢ o % und % ~ 1,5 fiir kleine Winkel, 1483t sich fiir die
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Abb. 1.7: Die radiale Mittelung des Zustandes aus Abb. A in der g,q,~Ebene projeziert den
reziproken Raum auf die g,q.—Ebene. Der Mittelpunkt des (2,0) Peaks in der ¢,q,—Ebene
ist bei ¢, = 0. In Gegensatz dazu liegt der (1,1)-Peak durch die Neigung der Ketten in
diesen Richtungen bei positiven z—Werten. Er hat die Multiplizitat 2.

Amplitudenermittlung folgender gendherter Ausdruck verwenden:
r
Ahkl = const - El(jhkl'\/f (134)

Diese Naherungsformel gilt insbesondere fiir Messungen im Kleinwinkelbereich bei
konstanter Wellenldnge. In der Praxis verwendet man vorzugsweise nur die relati-
ven Werte der an einer Probe gemessenen Intensitidten, wobei Abstandsédnderungen

zwischen Probe und Detektor zu beriicksichtigen sind.

1.2.2 Einflufl der radialen Mittelung auf das Linienprofil

Die radiale Mittelung durch das Debye—Scherrer—Verfahren nimmt i.a. starken Ein-
flul auf das Linienprofil der Pulverprobe. Als wichtiges Beispiel fiir diese Arbeit wer-
den die Linienprofile betrachtet, die bei Debye-Scherrer-Messungen an Alkylketten
mit verschiedenen Kipprichtungen in Lipid-Membranen auftreten [85] [16]. Die Lipid-
membran liege dabei in der xy-Ebene und die z—Achse stehe senkrecht auf ihr. In
Abb. sind drei verschiedene Félle von relativ zur z—Achse gekippten Alkylketten
schematisch dargestellt. In Abb. A sind die Lipid-Ketten zum néchsten Nachbarn
hin, in B genau zwischen die beiden néchsten Nachbarn geneigt. Die beiden Phasen
werden mit Lg; und Lgpr, Phasen mit Neigungsrichtungen zwischen diesen beiden
Extremfillen werden als Lgy, bezeichnet [79, 31]. Als Lz wird die Phase bezeichnet,
in der die Ketten nicht geneigt sind (C).
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Die Elektronendichte des Lipidketten—Gitters kann durch das Produkt eines ent-
sprechend geneigten, hexagonalen Gitters aus unendlich langen Stdben mit dem durch-
schnittlichen Elektronendichteprofil der Lipidmembran ausgedriickt werden. Im Fou-
rierraum erhélt man folglich eine Faltung aus Fouriertransformierter der gekippten
unendlich langen Stédbe und dem néherungsweise kastenférmig angenommenen Pro-
fil der Membran in z-Richtung. Die Fourietransformierte der Stibe sind Punkte im
reziproken Raum, wobei die Richtung und der Abstand von (0,0) vom Kippwinkel
der Stdbe abhéngig ist. Unter der Annahme einer kastenférmigen Elektronendichte
der Lipidketten entlang der z—Achse in der Membran, ist deren Fouriertransformierte

eine sinc{drmige (sinc(z) = £2) Intensitétsverteilung entlang der ¢.—Achse. In der

4z 0z
(1.2)
('111)
(2.0)
-1,1
(20) 21,1))
}_)Qxy by

A B C

Abb. 1.8: Einflul des Kippwinkels und der Peakposition von Lipidketten auf das Linienprofil in der
Debye—Scherrer—Streugeometrie. (A) Kipprichtung zum néchsten Nachbarn, (B) zwischen
nichste Nachbarn, (C) keine Neigung.

zweiten Zeile von Abb. ist der Fourierraum so abgebildet, daf die 2-dimensionale
Integration in der ¢,q,~Ebene bereits durchgefiithrt wurde (Abb. . Man sieht also
die radiale Projektion des dreidimensionalen Raumes auf die ¢,q.—Ebene. Fiihrt man

die radiale Mittelung in dieser Ebene aus, erhélt man die Debye—Scherrer—Peaks, die
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in Abb. [L.8, unterste Zeile, dargestellt sind.

Im nicht geneigten Zustand bilden die Lipidketten eine zweidimensionale hexago-
nale Phase aus, die hier als Spezialfall hoher Symmetrie des rhombische-zentrierten
Gitters aufgefafit werde. Durch Neigung der Ketten dndern sich die Gitterkonstanten
a und b des rhombisch-zentrierten Gitters.

Im Falle der Kettenneigung zum néchsten Nachbarn A) erzeugt die Projek-
tion des (2,0)-Peak im Fourieraum einen scharfen Peak. Die Projektion des (1,1)-
und (-1,1)-Peaks ergibt dagegen einen breiten Peak bei etwas groerem |¢| mit genau
der doppelten Fliache wie (2,0), da er die doppelte Multiplizitdt hat. Sind die Ketten
genau zwischen die néchsten Nachbarn geneigt B) erhdlt man zwei Linien mit
dem Zentrum bei ¢, > 0. Die Projektion der beiden Peaks fiihrt zu einer charakte-
ristischen und i.a. unsymmetrischen Form des resultierenden Debye-Scherrer—Peaks.

Ohne Neigung erhélt man in der Debye—Scherrer-Messung genau einen scharfen Peak,
da alle Mittelpunkte der Linien bei ¢, = 0 liegen C).

1.3 Experimenteller Aufbau: SAXS und WAXS

Bei der Streuung an Fliissigkristallen gibt es im Normalfall zwei verschiedene charak-
teristische Léangen. In kristalliner Richtung ist die charakteristische Lénge meist um
etwa eine Groflenordnung grofler als in der fluiden.

Bei lamellaren Phasen von Lipidmembranen betrégt z.B. der Wiederholabstand
senkrecht zu den Schichten 40 bis 100 Angstrom, in der fluiden Richtung etwa vier
Angstrom. Um also die liquiden Bereiche zu charakterisieren, mufl die Wellenldnge
deutlich kleiner als vier Angstrém sein. Die typischerweise verwendeten Wellenléngen
liegen zwischen einem knappen Angstrom und der charakteristischen Wellenlénge
ko Linie von Kupfer (1.54 A). Der groBe Unterschied der im Kristall auftretenden,
charakteristischen Léngen impliziert, daf§ die Messungen bei kleinen Winkeln in kri-
stalliner und bei gréfSeren Winkeln in fluider Richtung durchgefiihrt werden miissen.
Daher spricht man von SAXS (Small Angle X-ray Scattering) und WAXS (Wide
Angle X-ray Scattering).

Ein typischer SAXS—Aufbau ist in Fig[l.9 abgebildet. Der Strahl fillt von der
Rontgenquellen in x-Richtung auf die Probe. Der Durchgang des direkten Strahles
im Detektor definiert den Ursprung des reziproken Raumes. Der Detektor befindet
sich im Abstand d von der Probe. In Anlehnung an das Bragg—Gesetz definiert man
den Winkeln zwischen gestreutem und direktem Strahl als 2¢). Bezeichnet man den

Abstand zwischen den Aufpunkten von direktem und gebeugtem Strahl mit r, erhélt



22 1. EXPERIMENTELLE METHODEN

SAXS-
WAXS- WG ktor
Detektor
q
29

elle y |

Rrontg Probe y \
z

Abb. 1.9: Auf die Probe im Abstand d vom Detektor fallt parallele, monochromatische und kohérente
Rontgenstrahlung in x—Richtung. Zwischen gebeugtem und einfallenden Strahl, dessen
Position am Detektor den Ursprung des reziproken Raumes definiert, liegt der Winkel 2

.

man durch Einsetzen des Winkel ¢ = %arctang in GL die fiir die praktischen

Auswertung verwendete Beziehung:

4 1
q= Tﬂ sin (5 arctang) (1.35)

Im Falle von WAXS-Experimenten wird lediglich bei grofieren Winkeln gemessen, was
im einfachsten Fall durch einen kleineren Proben—Detektor—Abstand realisiert werden
kann. Beobachtungen von Phaseniibergidngen in Fliissigkristallen mittels simultanen
SAXS und WAXS Messungen kénnen den Zusammenhang zwischen strukturellen Pa-
rametern in kristalliner und fluider Richtung erleuchten. Um die Auflésung in beiden
Winkelbereichen gleichzeitig zu optimieren, ist es giinstig getrennte WAXS und SAXS
Detektoren mit unterschiedlichem Proben—Detektor—Abstand zu verwenden.

Mit Hilfe der GauBschen Fehlerfortpflanzung und unter der Annahme 4 << 1
erhélt man fiir den relativen Fehler %:

Aq 1 TA/\+47T Ar 37
A A

7 = 47r5in(§a7’ctan8) T — ZﬁAr + 0[2]3) (136)
Der relative Fehler in q ist proportional zu dem der Wellenlédnge. Ar ist im allgemeinen
durch die Detektorauflosung gegeben. Das fiithrt dazu, dafl der relative Meffehler in
q verringert werden kann, indem man den Absolutwert von r durch den Detektor—

Proben—Abstand d vergrofert.
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Abb. 1.10: Die Beamline ID2A, ESRF im schematischen Uberblick. Das im Undulator erzeugte
Rontgenlicht fallt durch ein Blendensystem auf den Doppelmonochromator, bestehend
aus zwel Stickstoff—gekiihlten Siliziumkristallen in 111-Richtung. Mit Hilfe eines toroidi-
schen Spiegels wird der Strahl je nach Bedarf auf die Probe oder direkt auf den Detektor
fokussiert. Jeweils die Flache und die Divergenz des Strahles vor und nach dem Optik-
system sind angegeben. Zur quantitative Auswertung mifit der Monitor die tatséichliche
Strahlintensitat. Mit dem Shutter kann der Strahl in ms—Intervallen ein- und ausgeschal-
tet werden. Der Detektor 148t sich in der 10 m langen Vakuumrdhre vollautomatisch
positionieren.

Deswegen ist es giinstig fiir simultane SAXS und WAXS—Messungen einen Klein-
winkeldetektor bei groflerem und einen separaten, meist linearen Weitwinkeldetektor

bei kleinerem Abstand zu verwenden (siehe Fig. [1.9)).

1.3.1 Verwendete Aufbauten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde an drei verschiedenen Synchrotron—-Beam—Lines ge-
messen. Das sind die Beam—Line D43 des Beschleunigerringes DCI auf dem Geldnde
LURE (Laboratiore pour 'Utilisation du Rayonnement Electromagnetique), Paris,
die Beam—Line X13 der EMBL-Aufenstelle Hamburg am Beschleunigerring DORIS
IIT des DESY (Deutsches Elektronen Synchrotron), Hamburg, und die Beamline ID2A
des ESRF (European Synchrotron Radiation Facility), Grenoble. Bei dem DCI von
LURE handelt es sich um einen Beschleunigerring der ersten Generation. Die Brillianz
des DCI (Tabelle ist um zwei Groéfenordnungen geringer als die des Synchrotron-
ringes zweiter Generation DORIS III in Hamburg und sogar um knapp sechs Grofien-

ordnungen geringer als die des Synchrotronringes dritter Generation des ESRF. Dabei
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Abb. 1.11: Der Aufbau der Beamline X13, DESY, ist auf zeitaufgeloste, simultane SAXS— und
WAXS-Messungen optimiert. Durch die genaue und schnelle Temperaturkontrolle iiber
Peltierelemte eignet sich die Beamline besonders gut fiir Untersuchungen struktureller
Parameter bei thermotropen Phaseniibergaéngen.

versteht man unter der Brillianz des Rontgenstrahles eines Synchrotronbeschleuniger-
AE

ringes die Anzahl der Photonen in einem Energieintervall von 5= = 0.1%, die in einen
Raumwinkelbereich von 1 mrad? pro Sekunde bei einem Umlaufstrom von 100 mA
auf 1 mm? fallen. Fiir den deutlichen Unterschied in der Brillianz bei den angege-
benen Wellenldngen ist neben der hoheren Energie des Beschleunigerringes die Art
verantwortlich, wie die Rontgenstrahlung erzeugt wird. An D43 und X13 werden die
geladenen Teilchen mit einem Ablenkmagneten auf eine Kreisbahn gezwungen. Dar-
aus resultiert praktisch weifles Rontgenlicht mit fast kontinuierlichem Intensitétspro-
fil, das bei einer von der Energie abhingigen minimalen Wellenldnge abbricht. Im
Gegensatz dazu wird an ID2A ein Undulator verwendet, der aus antiparallel nach-
einander aufgereihten Permanentmagneten besteht, zwischen denen die Elektronen
in kleinen Radien auf und ab beschleunigt werden. Die abgestrahlten elektromagne-
tischen Wellen interferieren miteinander, so dafl ein Grofiteil der Strahlleistung bei
bestimmten Wellenldngen abgestrahlt wird. Diese Linien eignen sich hervorragend fiir

Experimente, bei denen mit einer bestimmten Wellenldnge gemessen werden soll.
Neben der Brillanz, die vor allem den Vorteil hat, dafl man mit kiirzeren Mef3zeiten

ausreichend gute Statistik erhélt, spielt fiir die Qualitdt der Messung die Strahlgrofie

und -divergenz und die Auflosung der Wellenlénge % eine zentrale Rolle. Diese drei

Groflen definieren die Auflosung des Meflinstruments. Dabei ist zu beachten, dafl die
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D43 X13 ID2A

DCI (LURE) DORIS III (DESY) (ESRF)
Brillianz 5-10° 5-101 L4107
Strahlgrofie Imm x 1lmm 3mm x Imm 0.8mm x 0.3mm
Strahldivergenz keine Angaben keine Angaben 40prad - 24prad
Ring Energy [Gev| 1.8 4.45 6
Ring Strom [mA] 300 100 200
Monochromator einzeln Ge 111 einzeln Ge 111 doppelt Si 111
Art der Quelle Ablenkmagnet Ablenkmagnet Undulator U46
verwendetes A[A] 1.49 1.50 0.99
A 11078 11078 2107

Tab. 1.1: Gegeniiberstellung der verwendeten Synchrotron—Einrichtungen.

Abb. 1.12: StrahlgroBe und Strahldivergenz sind eng aneinander gekoppelt. Will man die Divergenz
minimieren, verliert man an Flufidichte (A). Erhoht man andererseits die Fludichte
durch Fokussieren, erhoht man gleichzeitig die Divergenz (B).

Strahlgrofe und die Strahldivergenz unmittelbar aneinander gekoppelt sind, wie sche-
matisch in Abb. dargestellt ist. Das bedeutet, dafl bei einer starken Fokussierung
des Strahles auf einen Punkt automatisch die Divergenz des Strahles erhcht wird.
Mochte man dagegen einen Strahl mit minimaler Divergenz, so ist man gezwungen,
einen unfokussierten Strahl zu verwenden, was sich durch den gréferen Strahldurch-
messer negativ bemerkbar macht. Die einzige Mo6glichkeit, bei minimaler Divergenz
gleichzeitig einen kleinen Strahl zu erhalten, ist, die Gréfle des unfokussierten Strahles
und damit auch die Intensitdt mit Hilfe von Blenden zu reduzieren. Fiir gleichzeitig
minimale Divergenz und maximale Inensitét ist die Energie der Elektronen bzw. Po-
sitronen im Speicherring von mafigeblicher Bedeutung. Dies sieht man, wenn man die
Ursache fiir Synchrotronstrahlung betrachtet. Ein elektrisch geladenes Teilchen wird

senkrecht zur Bewegungsrichtung beschleunigt. Die Beschleunigte Ladung sendet im
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Ruhesystem des beschleunigten Teilchens elektromagnetische Wellen mit einer keu-
lenartigen Intensitédtsverteilung ab, wobei die Kegel senkrecht zum Geschwindigkeits-
und Beschleunigungsvektor stehen. Im Laborsystem richten sich die Kegel aufgrund
der Eigenschaften der Lorentztransformation in Richtung tangential zur Trajektorie
des Teilchens nach vorne aus. Der horizontale Winkel 6, in den praktisch die gesamte
Energie abgestrahlt wird, 148t sich wie folgt berechnen [30]:

tanf = _ st ~ ltcme—/ (1.37)

Y(B + cost) 42

B = (%2~ = ﬁ und ¢ ist der Abstrahlwinkel im Ruhesystem des Teilchens und
deswegen etwa 7. Bei den relevanten Energien ist v ~ 0.999c und 3 ~ 1. 0 ist also

néherungsweise:

0~ — (1.38)

Die vertikale Aufweitung des Strahles ist sogar noch geringer. Nach dieser Abschétzung
ist die Divergenz des Strahles am ESRF mit 8.5 - 1075 rad nur etwa die Hélfte von
der des Strahles am LURE 2.8 - 1074

Fiir das Debye—Scherrer—Verfahren ist ein zu kleiner Rontgenstrahl auf der Probe
nur bedingt von Vorteil, da die Mittelung im Pulver unter einem zu kleinen Strahl-
durchmesser leiden kann. Deswegen wurde in der vorliegenden Arbeit - wenn moglich
- direkt auf den Detektor fokussiert, was zusétzlich zu einer verbesserten Auflésung
fiihrt.

Neben den Gesichtspunkten, die die Auflésung und die Qualitdt der Messungen
betreffen, unterscheiden sich die drei Beamlines zusatzlich mafigeblich durch die Hand-
habbarkeit. Dabei zeichnet sich D43 durch Flexibilitét aus, d.h. eine grofle Anzahl von
Versuchen kénnen mit z.B. unterschiedlichen Distanzen und anderen variierenden Pa-
rametern in kurzer Zeit durchgefiithrt werden. Die im Vergleich zu klassischen Ront-
genrohren etwa 20 mal hohere Brillianz ist dabei insbesondere hilfreich. Diese Flexibi-
litdt bezahlt man mit geringerer Auflésung, da aus Zeitgriinden auf die Optimierung
diesbeziiglich teilweise verzichtet wird. Die an verschiedenen Positionen angebrachten
linearen Detektoren fiir SAXS und WAXS der Beamline X13 erméglichen eine beinahe
unbegrenzte Anzahl von schnell aufeinanderfolgenden simultanen SAXS- und WAXS—
Messungen bei einem bestimmten Abstand, und eignen sich dadurch insbesondere fiir
die Untersuchung von Phaseniibergingen in mesoskopischen Systemen [64) [65]. An-
dererseits verliert man durch den Lineardetektor an Statistik, die fiir hochauflésende
Experimente, wie sie etwa an ID2A durchgefiihrt werden kénnen, von entscheidender
Bedeutung sind. Die Aufnahme mit Hilfe des 2D—Detektors verringert aufgrund der
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Abb. 1.13: Die Beamline D11 des ILL, Grenoble, fiir Neutronenkleinwinkelstreuung. Die Neutro-
nen werden im Monochromator mechanisch nach ihrer Geschwindigkeit selektiert. In der
Detektorrohre wird der Detektor automatisch verschoben. Proben— Detektorabsténde
zwischen 1.1 m und 36 m sind méglich.

Datenmenge die Anzahl der pro Zeit gemessenen Datensédtze und erhoht den Auf-
wand der Datenanalyse. Die Kombination dieser drei Gerdte ermdglicht rasches und

produktives Arbeiten mit Hilfe von Synchrotron—Strahlung.

Kleinwinkelinstrument D11, ILL

Neutronenstreuung wurde am Kleinwinkelinstrument D11 des Instituts Laue Lange-
vin, Grenoble, durchgefiihrt. In Abb. ist schematisch der Aufbau des Kleinwin-
kelinstruments gezeigt. Die Energieauflosung sowie die maximal erreichbare Intensitét
des Primérstrahls sind nicht vergleichbar mit den Synchrotrongerdten. Andererseits
kann man extre kleine g—Werte von bis zu 5 - 107*A~! messen. Der Monochromator
funktioniert mechanisch. Er besteht aus um die Léngsachse gewunddenen Rohren, so
daBl bei Rotation um die Léangsachse zu schnelle und zu langsame Neutronen absor-
biert werden. Eine bessere Energieauflosung ist moglich, wiirde aber die Primérinten-

sitat stark abschwéchen.

1.4 DSC

DSC (Differential Scanning Calorimetry) ist eine sehr empfindliche Methode um die
Wirmekapazitit (cp ) einer meist wéBrigen Losung bei konstantem Drcuk zu be-
stimmen. Dabei werden die Mekammer mit der Probe und die Referenzkammer, in
der sich der entsprechende Puffer ohne die zu untersuchende Substanz befindet, mit
konstanter Geschwindigkeit erwérmt. Gemessen wird die Differenz der Warmemen-
gen, die notig sind, um die Probenkammer und Referenzkammer gleich schnell zu
erwarmen. Das Signal ist bei endothermen Vorgéngen der Probe positiv, bei exother-

men Vorgingen in der Probe negativ.
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Abb. 1.14: Beispiel eines DSC-Wirmekapazitéitsprofils als Funktion der Temperatur. Das Maximum
des Peaks wird als Phasenumwandlungstemperatur definiert, die Fldche des Peaks ent-
spricht der Ubergangs-Enthalpie. Durch die Tangentenkonstruktion werden 7, und Ty
bestimmt.

Bei einem Phaseniibergang erster Ordnung erwartet man, dafl cp divergiert. Die
Enthalpie des Phaseniiberganges (AH) 148t sich bei konstantem Druck (d@Q = dH)

durch das Integral iiber cp berechnen:

Ts
AH = | ¢p(T)dT (1.39)

Ty

Neben der Enthalpie des Phaseniiberganges lassen sich auflerdem die Grenzen der
Phasengebiete wie z.B. die Fluidus-Temperatur 7y und die Solidus-Temperatur T
durch die in Abb. angedeutete Tangentenkonstruktion bestimmen. Unterhalb
von T befindet sich die Substanz in der festen Phase mit i.a. niedriger Entropie,
oberhalb T in der fluiden Phase mit i.a. hoherer Entropie. Zwischen T und 7' liegt
das Koexistenzgebiet, in dem feste und fluide Phasen im Gleichgewicht koexistieren.

Nach der Phasenregel ist die Anzahl eines zweikomponentigen Systems bei kon-
stantem Druck F' = 3 — P, wobei P die Anzahl der koexistierenden Phasen darstellt.
Das bedeutet, daf§ die maximale Anzahl der koexistirenden Phasen 3 ist, und die
drei Phasen genau an einem Punkt (Tripelpunkt) koexistieren. Ein Gebiet, in dem
zwei Phasen koexistieren, wird durch Linien, die sogenannten Fluidus— und Liquidus—
Linien begrenzt.

Das Losungsmittel (Wasser, Puffer) wird bei Lipidmischngen oft nicht als Kom-

ponente beriicksichtigt, da die Warmekapazitat des Wassers bei kleinen Lipidmengen
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im relevanten Temperaturbereich (20-60 °C) im Mittel nicht stark variiert. Aufer-
dem kann man die Effekte, die die Lipide auf das Wasser ausiiben, den beobachteten

Phasen zuschreiben.

Phasendiagramme

Tragt man Fluidus- und Solidus—Temperaturen eines zweikomponentigen Systems
als Funktion des Molbruchs einer der beiden Komponenten auf, erhilt man in den
resultierenden Phasendiagrammen getrennte Gebiete, die durch die dort existieren-
den Phasen charakterisiert sind. Anhand von Abb. werden nun fiir diese Arbeit

wichtige Phasendiagramme besprochen (nach [13]). Die typische Zigarren—Form in

|
T Lo
A [ Lo
| | | .
100%A XF X Xs 100%B | I 100%A XE X 100%B
v
Tp
Ta SAmflszrF Sp+F
SA+F
S +SB
SA""SA&,an AIan
|
100%A Xp 100%B 100%A XaB,  100%B

Abb. 1.15: Temperatur-Molbruch—Phasendiagramme von Mischungen zweier Komponenten A und
B. (I) Ideale Mischung, (IT) Eutektisches Verhalten, (IIT) Peritektisches Verhalten und
(IV) Stochiometrische Mischung.

Abb. (I) ergibt sich bei Lipiden, die perfekt miteinander Mischen, d.h. wenn die
Wechselwirkungen der Lipide nicht von der Art des néchsten Nachbars abhéingen. In
Abb. (IT) sieht man schematisch ein eutektisches Phasendiagramm, das durch
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ideales Mischverhalten in der fluiden Phase und vollige laterale Entmischung in der
soliden Phase gekennzeichnet ist. Unterhalb der eutektischen Temperatur T sind die
Lipide A und B in den unmischbaren, festen Phasen S, und Sg. Uber der eutektischen
Temperatur und links vom eutektischen Punkt E gibt es einen Koexistenzbereich zwi-
schen S4 und der fluiden Phase F' rechts vom eutektischen Punkt Koexistenz zwischen
Sp und F. Das peritektische Phasendiagramm (Abb. (III)) ist durch die drei Ko-
existenzgebiete 5 + ', ' + F und 3 + F charakterisiert, die sich am peritektischen
Tripelpunkt beriihren. g und (3’ sind unterschiedliche solide Phasen. Ein typisches Bei-
spiel fiir peritektische Phasendiagramme stellt das DPPC-DPPE-Phasendiagramm
dar [5]. Durch attraktive Wechselwirkung kann es zur Ausbildung eines Komplexes ei-
nes bestimmten stéchiometrischen Verhéltnisses kommen (Abb. (IV)). In diesem
Fall kann die Phaseniibergangstemperatur des stochiometrischen Aggregates ober-
halb der Phaseniibergangstemperatur der einzelnen Komponenten liegen. Mischun-
gen konnen in verschiedenen Bereichen des Phasendiagrammes verschiedene Verhalten
aufweisen. So ist etwa in IV erkennbar, dafl links und rechts vom stéchiometrische

Verhiltnis X4, g, jeweils eutektisches Verhalten auftritt.



2. Kationische Lipide und DNA

2.1 Préaparation von Lipid—DNA-Komplexen

2.1.1 Lipide und DNA

Verwendete Lipide

Lipide sind amphiphile Molekiile bestehend aus mindestens zwei hydrophoben Al-
kylketten und einer polaren, hydrophilen Kopfgruppe. Durch die stark unterschiedli-
che Loslichkeit in polaren Losungsmitteln ist es unter Mitberiicksichtigung der freien
Energie des Losungsmittels, i.a. Wasser, fiir die Lipide am giinstigsten, die polaren
Ketten aneinander zu lagern und zwar so, dafl sie von den polaren Kopfgruppen vom
polaren Losungsmittel abgeschirmt sind. Den dominierenden Einfluss auf die freie
Energie des Losungsmittels hat die Orientierungs—Entropie der Wassermolekiile, die
durch dipolare Wechselwirkungen in direktem Kontakt mit Alkylketten zu einer lokal
geordneten Orientierung gezwungen werden. Das wichtigste Beispiel solcher selbst-
assemblierten Phasen ist die Lipiddoppelmembran. Sie umgibt fast alle biologischen
Zellen und dient dabei als Tragermedium z.B. fiir membransténdige Proteine und als
Abgrenzung in Form einer semipermeablen Membran der Zelle gegeniiber der extra-
zelluldren Matrix.

Lipid-DNA-Komplexe wurden aus kationischen Lipidmembranen und DNA ge-
bildet. Die kationischen Lipidmembranen sind ihrerseits aus bindren Mischungen des
kationischen Lipids Tri-Methyl-Amonium—Propan (TAP) und einem neutralen Hel-
ferlipid zusammengesetzt. Der Molbruch des kationischen Lipides wird als x,4p be-
zeichnet. Als Helferlipid wird in diesem Zusammenhang die Komponente bezeich-
net, die keinen elektrostatischen Beitrag zur Lipidmischung liefert, so dafl durch das
Mischungsverhéltnis von geladenen und ungeladenen Lipiden z.B. die Oberflichenla-
dungsdichte der Membran kontrolliert werden kann. Bei DMTAP handelt sich um ein
synthetisch hergestelltes, nicht natiirlich vorkommendes Lipid, das wie alle verwen-
deten Lipide von Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, USA) gekauft wurden. Die
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Abb. 2.1: Die in der Arbeit verwendeten Lipide. Die TAP-Lipidktpfe tragen je eine positive La-
dung und sind im Vergleich zu den zwitterionischen Phosphocholinképfen (PC) weniger
als halb so grof. Die Myristylketten (C14) sind gesiittigt. Die Oleoylketten haben eine
Doppelbindung genau in der Mitte der Alkylketten, ndmlich zwischen den C-Atomen 9
und 10.

TAP-Kopfgruppe triagt bei biologisch relevanten pH-Werten (5-9) des Losungsmittels
genau eine positive Ladung am Stickstoffatom der Amoniumgruppe (Abb. . Als
neutrale Lipidkopfgruppen wurden Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidyletha-
nolamin (PE) eingesetzt, um durch Mischen mit kationischen Lipiden die Oberflachen-
ladungsdichte der Membranen kontrollieren zu kénnen. PC-Kopfgruppen tragen kei-
ne Nettoladung, besitzen jedoch einen starken elektrischen Dipol, erzeugt durch die
negative Phosphatgruppe und die positive Amoniumgruppe. PC trigt auflerdem im
Gegensatz zu PE am Stickstoffatom anstelle der drei H-Atome je eine Methylgruppe.
Phosphatidylcholine haben einen Anteil von ca. 30% in natiirlichen Zellmembranen.
Die kettendeuterierten Analoga von DMPC und DMTAP wurden zur Neutronenstreu-
ung verwendet. Simtliche H-Atome im Kettenbereich - insgesamt 54 - sind gegen H?

substituiert. Man kennzeichnet die kettendeuterierten Lipide deswegen haufig mit
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Abb. 2.2: Polymorphismus von Lipiden mit unterschiedlichen Verhéltnissen von Kopfgruppen-
flachenbedarf zu Lipidkettenflichenbedarf (nach Ref. [35]). Durch die invertierte Kegelform
des oberen Systems wird eine mizellare Phase erzeugt. Die Mizellen kénnen tubulére oder
sphérische Form haben. Die lamellaren Phasen Lg/, Pg und L, bilden sich aus zylindri-
schen Lipiden. Die invertierte hexagonale Phase HICI entsteht, wenn die Lipidmolekiile die
gezeigte Form eines Kegels annehmen (nach Ref. [35]).

dem Anhang ,-ds,“. Die Deuterierung der Ketten beeinflufit nach Messungen von
Knoll et al. nicht das Mischungsverhalten mit nicht deuterierten Lipidketten [41].

Durch Vergleich des PC—Kopfes mit TAP in Abb. sieht man, dafl der PC-Kopf
gut doppelt so lang ist, was von der zusétzlichen Phosphatgruppe und Ethyl-Einheit
herriihrt.

Lipid—Wasser—Polymorphismus

Lipid-Wasser-Emulsionen weisen einen reichen strukturellen Polymorphismus auf,
wie in grundlegenden Arbeiten gezeigt wurde [50} 69, [76, 85]. Dabei hat das Verhéltnis
des Flichenbedarfs der Kopfgruppen zu den Ketten grofien Einflul auf das Phasen-
verhalten der Amphiphile. Das Prinzip der Selbstassemblierung von Lipiden beruht
auf der Vermeidung von Kontakt der unpolaren Molekiilregionen mit dem polaren
Losungsmittel, da solche durch Reorientierung der polaren Gruppen, i.a. der Wasser-

molekiile, zu einem drastische Anstieg der freien Enthalpie fiihrt.
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In Abb. sind reine Lipidphasen dargestellt. Welche Phase in Wasseriiberschufl
ausgebildet wird, hdngt vor allem vom Verhéltnis von Kopfgruppenflichenbedarf zu
Lipidkettenflachenbedarf [35] und von elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
den Lipidkopfgruppen [47] ab. Mizellare Phasen wie z.B. H; bilden sich typischer-
weise bei Lipiden, bei denen der Flachenbedarf der Kopfgruppen den der Ketten
iibertrifft. Im umgekehrten Fall bildet sich die invertierte hexagonale Phase Hy; aus.
Die nichtinvertierten und invertierten Mizellen kénnen tubulére oder elliptische Form
annehmen. In der Biologie spielen planare Lipiddoppelschichten, die aus einer grofien
Anzahl verschiedener Lipidsorten zusammengesetzt sind, eine wichtige Rolle, indem
sie das Zellinnere von der extrazellularen Matrix abgrenzen. Natiirliche Lipidmembra-
nen befinden sich praktisch immer in der fliissigkristallinen L —Phase, in der die Lipid-
ketten ungeordnet sind. Das liegt an dem hohen Anteil von ungeséttigten Fettsauren
als Lipidketten. Phosphocholine mit geséttigten Ketten zeigen dagegen bei niedrigen
Temperaturen eine Gel-Phase Lg, in der die Alkylketten ausgestreckt und in der
Membranebene hexagonal gepackt sind. Die Pg—Phase ist durch periodische Wellun-
gen der Membranen charakterisiert und kann kalorimetrisch [6] und mittel Gefrier-

bruchelektronenmikroskopie beobachtet werden [69].

DNA als semiflexibles Polymer

DNA ist neben RNA der wichtigste Erbinformationstriger in lebenden Organismen.
Doppelstrangige DNA besteht aus zwei einfachen Stringen aus einer Aufreihung von
Nukleotiden (Phosphatgruppe + Deoxyribose 4+ Base). Die vier Basen sind Adenin
(A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Die Paarung der Strange ist durch
die spezifische Basenpaarung durch Ausbildung von Wasserstoftbriicken zwischen den
Basen determiniert. D.h., es kénnen sich i.a. jeweils nur A und T, und C und G
verbinden. Fiir die vorliegende Arbeit sind vor allem die physikalischen Eigenschaf-
ten von Interesse, ndmlich Ladung und geometrische Gestalt. Die Ladung riihrt von
zwei dissoziierten Phosphatgruppen pro Basenpaar her. Damit trigt DNA zwei ne-
gative Elementarladungen pro Basenpaar. Thre geometrische Gestalt hingt von der
Struktur der verwendeten Deoxyribose und vom Verhéltnis A/C ab (Niheres siche
z.B. [72]). Fiir die Bildung der Lipid-DNA-Komplexe wurde in dieser Arbeit aus-
schlieBlich Kalbsthymus-DNA von Sigma (Deisenhofen) als Natrium—Salz verwendet.
Sie hat eine unbestimmte Lange von einigen tausend Basenpaaren. Ihre Helixstruk-

tur bezeichnet man als B-Form. In dieser Form hat DNA eine Persistenzlinge von
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Abb. 2.3: Doppelstrangiges DNA-Oligonukleotid in B-Form mit 10 Basenpaaren. In erster Ndherung
ist die Dichte und Ladung homogen iiber einen Zylinder mit ca. 2 nm Durchmesser und
3.4 A pro Basenpaar verteilt. Auf der rechten Seite sind die vier Basen A, C, G und T
und deren durch Wasserstoffbriicken bedingte spezifische Paarung dargestellt.

ca. b0 nm, wobei die Persistenzléinge definiert ist als die Lénge, in der im statisti-
schen Mittel die Korrelation der Orientierung in einem Molekiil auf den %ften Teil

abgefallen ist.

2.1.2 Proben—Praparationen

Vesikel

Zur Préaparation von Lipidvesikeln bestehend aus unterschiedlichen Mischungsverhélt-
nissen der verwendeten Lipide wurden die in Chloroform gelosten Lipide im gewiinsch-
ten Verhiltnis gemischt. Dabei wurde darauf geachtet, daf§ die Temperatur der Chlo-
roformlosungen der Umgebungstemperatur entsprach, um Kondensation von Luft-

feuchtigkeit zu unterdriicken. Das Chloroform wurde mit Stickstoff verblasen und
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in einem Vakuumschrank bei Zimmertemperatur mindestens 12 Stunden véllig ver-

dampft.

Die eingetrockneten Lipidmischungen wurden mit Wasser gequollen und in den
darauffolgenden zwei Stunden alle 20 min fiir je 2 min mit Hilfe eines Vortex—Gerétes
geschiittelt. Das Wasser wurde vor dem Quellen auf ca. etwa 20 °C {iber die Pha-
seniibergangstemperatur der Lipidmischungen erwérmt und die Lipidsuspension fiir
die Quelldauer konstant auf dieser Temperatur gehalten, um Lipidentmischung wéh-
rend der Préparationsphase zu vermeiden. Es wurden Lipidkonzentrationen von 5 -
25 mg/ml.

Nach dieser Priparationsmethode entstehen multilamellare Vesikel (MLV) mit
Durchmessern von 1 - 30 um, was durch den milchigen Charakter der Lipidsuspensio-
nen {iberpriifbar ist. Mit der Lipidkonzentration steigt die Viskositét der Suspensio-
nen. Zur Handhabung ist es deswegen ratsam, die Viskositdt der Lipidsuspensionen

durch Erwarmen zu verringern.

Um kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV) zu erhalten, wur-
den die MLV—Suspension mit einem Riisselbeschaller (Bachhofer TYP UV70, Reutlin-
gen, Deutschland) bis zum Aufklaren der Losung etwa 5 min lang beschallt. Eventuell
in die Losung geratene Metallspdne wurden durch einminiitige Ultarzentrifugation
und Abpipettieren des Uberstandes aus der Losung entfernt. Die beschallten Losun-
gen sind durchsichtig, was zur Charakterisierung dient. Bei hohen Konzentrationen
(25 mg/ml) triiben die Losungen oft nach wenigen Stunden ein, was auf die Aus-
bildung von groflien multilamellaren Vesikeln, bzw. gequollenen lamellaren Phasen

hinweist.

Lipid—DNA-Komplexe fiir Streuexperimente

Lipid-DNA-Komplexe wurden durch das Mischen von beschallten Vesikeln mit Na-
triumsalz von Kalbs—-Thymus-DNA der Firma Sigma (Deisenhofen) hergestellt. Fiir
DSC-Messungen wurde hierzu eine DNA-Losung mit ca. 2 mg/ml mit Vesikel-Losun-
gen mit dhnlicher Konzentration gemischt, so daf§ die Anzahl der DNA-Ladungen
gleich der Anzahl der Lipidkopf-Ladungen war (isoelektrische Mischung). Fiir die
Rontgenexperimente mufiten Lipid-DNA-Komplexe in Quarz—Kapillaren (Hilgen-

berg, Malsfeld) mit einem Innendurchmesser von ca. 1 mm prépariert werden. Zu
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diesem Zweck wurde die gewiinschte Menge DNA—-Gel mit einer Kaniile in die Ka-
pillare gefiillt und abgewogen, um die tatséchlich eingefiillte Menge DNA zu bestim-
men. Dort wurde die DNA gefriergetrocknet und die berechnete Menge Vesikelsus-
pension aus SUV’s zupipettiert. Auf diese Weise lassen sich Lipid-DNA-Komplexe
mit verschiedenen Verhéltnissen von TAP- zu PC-Kopfen und verschiedenen La-
dungsverhéltnissen DNA-Basenpaaren zu TAP-Kopfen herstellen. Um die Proben
moglichst schnell ins thermische Gleichgewicht zu bringen, wurden die Proben min-
destens eine Woche zyklisch um die Phaseniibergangstemperatur der Lipidmembra-
nen erwarmt und abgekiihlt. Bei zu langer Lagerung der Proben bei Temperaturen
grofler als 50 °C verfarbten sich die weilen Proben braun und waren fiir Messun-
gen unbrauchbar. SUV’s haben durch die kleine Masse den Vorteil, dafl sie schneller
diffundieren und die Proben so schneller ins thermische Gleichgewicht kommen. Die
Proben wurden mit Hilfe von Edelstahl-Stédbchen in der Kapillare mechanisch ver-
dichtet, um ein besseres Signal— zu Untergrund—Verhéltnis bei Streuexperimenten zu

erhalten.

Praparation fiir die Elektronenmikroskopie

Die Gefrierbruchtechnik erlaubt durch extrem schnelles Abkiihlen, den Zustand einer
Probe in der Ausgangstemperatur sichtbar zu machen. Dazu prefit man eine kleine
Menge der Probe (ca. 1ul) zwischen Goldplattchen und kiihlt die Probe mit Hil-
fe von fliissigem Propan mit einer Kiihlrate von ca. 1000-3000 °C/min ab, wie in
Standard—Protokollen beschrieben [67), 27]. Der Gefrierbruchvorgang wurde in einem
Balzers HVA BAF 400T bei 107% mbar und etwa -170 °C durchgefiihrt. Beide Be-
schattungen wurden mit Elektronenstrahl-Verdampfern durchgefiihrt, und zwar die
Platin—Kohlenstoff-Beschattung unter einem Winkel von 45 ° und die stabilisieren-
de reine Kohlenstoffbeschattung horizontal [102, 103]. Die Replica wurde an einer
Wasser—Aceton—Trennschicht von der Probe gelost, so daf§ keine weitere Reinigung
notig war. Die Replica wurde mit einem Kupfergitter (400-mesh) aufgenommen. Die
Aufnahmen wurden mit dem Gerédt Philips CM 100 bei 100kV auf Agfa Scientia

Elektronenmikroskopie—Filme aufgenommen.



3. Thermotropes Phasenverhalten
von DM PC-DMTAP—Vesikeln und

Lipid—DNA-Komplexen

3.1 DSC—Messungen

In Abb.[3.1]links sind DSC-Messungen an Vesikeln aus DMPC / DMTAP Mischungen
gezeigt. DEer Molbruch von DMTAP y; ,p nimmt von unten nach oben hin zu und
ist in Prozent angegeben. Unten sieht man den bekannten DMPC-Peak mit einer
Hauptiibergangstemperatur von 7, =24.5 °C. Dabei geht das System von der Gel-
Phase Py bzw. Ls in die fluide Phase L, iiber. Mit steigendem x,,p steigt die

Hauptiibergangstemperatur bis zu ihrem Maximalwert bei x7'4%5=0.43 auf 37.3 °C an.

Oberhalb von x/7'4% fallt die Ubergangstemperatur der Hauptumwandlung ab, wobei
sich der Peak stark verbreitert. Bei x;,p=0.73 erscheint bei 16.6 °C ein weiterer
Peak, der bei &hnlicher Temperatur auch bei den Messungen mit x,4p=0.84 und

0.92 erscheint. Die DSC—Messungen bei reinem DMTAP waren nicht reproduzierbar.

Im x;4p—Intervall von 0 bis 0.27 zeigen die DSC Messungen zusétzlich bei Tem-
peraturen unterhalb des Hauptiiberganges einen breiten enthalpischen Peak, der dem
Voriibergang von der Gel-Phase Lg in die Gel-Phase Py zugeordnet wird, wie in
Abb. links vergroflert dargestellt ist. Die DSC-Messungen an den Lipid-DNA-
Komplexen zeigen im Bereich 0.35 <x,4p< 0.67 wie die reinen Lipid—Vesikel einen
einzelnen scharfen Peak, der der dem Hauptiibergang der Lipid—Membranen von der
L, in die Lz—Phase zugeordnet werden kann (Abb. rechts). Bei hoheren x,4p
zeigt sich bei den Lipid-DNA-Komplexen ein an Intensitdt zunehmender Peak unter-
halb des Hauptiiberganges bei etwa gleichbleibender Temperatur, was auf eutektisches
Verhalten hinweist. Bei niedrigem x;,p weisen die DSC-Messungen an den Lipid—
DNA-Komplexen einen deutlichen Unterschied zu den Vesikeln auf, wie in Abb.
rechts zu sehen ist: neben dem Hauptiibergangspeak bei etwa 37 °C fiir x;4p=0.9

zeigt sich ein intensiver Niedrigtemperatur—Peak, dessen Maximum bei ca. 26 °C nur

38
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Abb. 3.1: DSC-Messungen von Vesikeln aus bindren DMPC-DMTAP-Mischungen (links) und Lipid—
DNA-Komplexen (rechts). Die Prozentangaben in der Mitte geben den Molbruch DMTAP
in Probe. Ausgehend von einer reinen DMPC-Probe steigt der DMTAP-Gehalt von unten
nach oben an.

etwa 1.5 °C iiber der Hauptiibergangstemperatur der reinen DMPC—Vesikel liegt. Bei

diesen Proben ist auflerdem ein schwacher Voriibergang bei noch niedrigeren Tempe-
raturen zu sehen (Abb. 3.2 rechts).

3.2 Konstruktion der Phasendiagramme

3.2.1 Phasendiagramm der DMPC-DMTAP—Vesikel

Das aus den
DSC-Messungen der Vesikel aus bindren Lipid-Mischungen abgeleitete Phasen-
verhalten ist im linken Phasendiagramm in Abb. A zusammengefafit. Unterhalb
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40 DMPC-DMTAP-VESIKELN UND LIPID-DNA-KOMPLEXEN
DMPC-DMTAP MLV’s | DMPC-DMTAP-DNA complexes
XTAP Tm Tpre AH Tm Tpre AH
°C] Q] [keal/mol] °C]  [C]  [keal/mol]
0.00 245 127 6.2 24.45 12.65 6.2
0.04 25.8 19.0 6.5 32.25 19.85 > 5.9
0.09 26.8 20.7 6.8 37.35 2585 >4.1/0.7
0.18 31.3 28.2 8.9 39.35 2745 >1.9/24
0.27 34.6 33.8 6.6 40.55 —  >0.5/25
0.35 36.3 — 6.9 4115  — > 1.9
0.43 311 — 5.4 41.85  — > 1.6
0.51 36.7  — 6.8 40.25  — > 2.0
0.53 36.9 — 6.1 39.25 — > 5.0
0.59 36.1 — 7.1 39.35 — > 1.7
0.67 346 — 7.3 36.65 — > 3.9
0.76 32.6 16.6 6.9 34.45 2325 >10.2/3.2
0.84 224 17.0 ca. d 29.05 2355 >22/24
0.92 20.7 18.2 ca. 3 25.46 20.95 > 3.1/0.1
1.00 189 176 — — 2245 > 8.3

Tab. 3.1: Zusammenfassung der Ubergangstemperaturen und —enthalpien fiir Lipidmischungen und
Lipid-DNA-Komplexe.

des grau ausgefiillten Koexistenzbereiches zwischen soliden (Pg links, Lg) und flui-
den Phasen (L) zeigt sich die Lg—Phase. Dariiber die fluide L, ~Phase. Bei niedrigen
X7pap—Werten durchquert man auf einem vertikalen Pfad zwei Koexistenzbereiche.
Im unteren koexistieren die Gel-Phasen Lg und die Rippelphase Pg. Im dariiber-
liegenden Koexistenzbereich existieren die Pg- und die L,— Phasen. Es handelt sich
demnach um peritektisches Verhalten. Am peritektischen Punkt (y%,,=0.18) ko-
existieren alle drei Phasen. Besonders interessant ist das ausgepriagte Maximum der
Hauptiibergangstemperatur in der Mitte des Phasendiagramms, bei dem auflerdem
eine deutliche Verschméilerung des Koexistenzbereiches auftritt. Dies deutet klar auf
die Existenz eines stochiometrischen Aggregats mit einer Zusammensetzung nahe des
Maximums x745=0.45 hin. Bei hohen x,,p—Werten werden mit zunehmender Tem-
peratur die kristallinen Phasen S; und Sy durchlaufen (gestrichelte Bereiche). Diese
Phasen lassen sich durch unterschiedliche WAXS—Daten unterscheiden, die spéter be-
sprochen werden. Folglich wird der DSC-Ubergangspeak mit niedrigster Temperatur
dem Ubergang von S; nach S, zugeordnet, der mittlere Peak dem Ubergang von S,
nach L, und der Peak mit Maximum bei héchster Temperatur dem LﬁfLanbergang.
Das gestrichelte Dreieck am rechten Rand von Abb. A zeigt den Bereich an, in
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Abb. 3.2: VergroBlerte Ansicht der DSC Messungen bei niedrigem DMTAP-Molbruch. Die bindren
Lipidmischungen zeigen den von DMPC bekannten Voriibergang bis zu einem Molbruch
von 18 % DMTAP, was deutlich auf peritektisches Verhalten hinweist. Die Lipid—-DNA—
Komplexe auf der rechten Seite zeigen dagegen zwei dquivalente enthalpische Uberginge,
wobei der niedrigere Ubergang einer reinen Lipid-Phase (ca. 25 °C) mit steigendem XT AP
an Fliche verliert, wihrend der hohere Ubergang (ca. 40 °C) auf dessen Kosten an Fliche
gewinnt. Dieses Verhalten ist typisch fiir eine Mischungsliicke.

dem nicht reproduzierbar DSC—Peaks von reinem DMTAP beobachtet wurden.

3.2.2 Phasendiagramm der Lipid—DNA-Komplexe

Das Phasendiagramm der Lipid-DNA-Komplexe enthélt zusétzlich zu den zwei Lipi-
den als dritte Komponente DNA. Es handelt sich dabei also um ein dreidimensionales
Phasendiagramm. Durch die Zusatzbedingung, dafi die Anzahl der DNA-Ladungen
der Anzahl der DMTAP-Molekiile und damit der positiven Lipid—Ladungen ent-
spricht, widhlt man einen zweidimensionalen Schnitt aus dem dreidimensionalen Pha-
sendiagramm aus. Man konnte diese Darstellung als pseudo—binéres Phasendiagramm
bezeichnen. Durch die dritte Komponente erhoht sich jedoch nach der Phasenregel
die Anzahl der Freiheitsgrade um 1.

Im mittleren Bereich &hnelt das Phasendiagramm der Komplexe dem der reinen
Lipidvesikel. Unterhalb des grau unterlegten Koexistenzbereichs sind die Lipidmem-
branen in der Lg—Phase. Da die Lipide mit der DNA komplexiert sind, kann man die
Phase mit Lg,bezeichnen und die komplexierte Phase mit fluiden Lipidketten als LS.
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Abb. 3.3: Das Phasendiagramm der Lipid-Vesikel (A) und der Lipid-DNA-Komplexe (B). Die ge-
gen Xp4p aufgtragenen Mefipunkte entsprechen den Solidus- und Fluidustemperaturen,
durch die zur Augenfiithrung die Solidus- und Fluiduslinien eingezeichnet sind. Die Koexi-
stenzgebiete sind schraffiert bzw. grau markiert. Die waagrechte Linie bei T=40 °C dient
zum Vergleich der maximalen Ubergangstemperaturen.

Auf der linken Seite des Phasendiagramms tritt eine Entmischungsliicke auf (hellgrau
dargestellt). Darin entmischen Lipidvesikel und Lipid-DNA-Komplexe mit unter-
schiedlicher DMPC / DMTAP-Zusammensetzung, da durch die elektrostatische An-
ziehung der DNA in den Lipid—-DNA-Komplexen eine hohere DMTAP—Konzentration
zu einer gesamten Verringerung der freien Energie fithrt. Der Voriibergang 148t sich
dem Ubergang Lg— Py der Lipidvesikel zuordnen. Auf der rechten Seite des Phasen-

diagramms zeigt sich nur eine kristalline Phase S bei niedrigen Temperaturen.

3.3 (Gefrierbruch—Elektronenmikroskopie

Um die Zur Uberpriifung der These, ob das peritektische Verhalten tatséchlich auf
Phasenseparation zwischen der Rippelphase Pz und Lg zuriickzufithren ist, wur-
den die in Abb. gezeigten elektronenmikroskopischen Gefrierbruchaufnahmen von
Lipid—Vesikeln aus reinem DMPC und mit x;,p=0.9 angefertigt [81]. Multilamellare
DMPC—Vesikel wurden ausgehend von einer Anfangstemperatur von 21.6 °C préapa-
riert, 9% DMTAP enthaltende Vesikel von einer Anfangstemperatur von 24 °C. In
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E) 100 % TAP F) 100 % TAP

Abb. 3.4: Elekronenmikroskopische Aufnahmen von Lipid-Vesikeln mittels Gefrierbruchtechnik. Ab-
gebildet sind Vesikel in der Rippelphase Pg von reinem DMPC (A)und DMPC mit 8%
DMTAP (B), in der Lg—Phase (C) und im Bereich des L,—Lg—Phaseniiberganges (D)
eines Vesikels mit x4 p=0.48 und reine DMTAP-Proben in der kristallinen S—Phase (E)

und in der L,—Phase (F).
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beiden Fiéllen sieht man deutlich die Rippelstruktur der Oberfliche, die mittels Ge-
frierbruchaufnahmen in multilamellaren und unilamellaren DMPC—Vesikeln gefunden
wurde [88, [71]. Die Wellenldnge betréigt bei reinem DMPC 20.7 nm und bei 9% DM-
TAP 20.4 nm und ist damit auffallend dhnlich. Gefrierbruchaufnahmen von Vesikeln
mit xp4p=0.51 zeigten weder in der Lg— (Abb.[3.4]C, 34 °C ) noch in der L,~Phase
(ohne Abb.) eine Rippelstruktur. Eine Aufnahme exakt bei der Phaseniibergang-
stemperatur 7, =36.5 °C zeigte bei dieser Lipidkomposition die in Abb. D gezeig-
te Struktur. Diese Reliefstruktur sind ein Zeichen fiir Membrandeformationen, die
moglicherweise durch die Koexistenz von Lg— und L,~Doménen verursacht werden
[49]. Reine DMTAP—Vesikel zeigen ausgehend von 26 °C glatte und rauhe Bereiche
auf der Oberflache (Abb. E). Moglicherweise deutet das auf laterale Phasense-
paration der kristallinen und Lg—Phase hin. Andererseits kann nicht ausgeschlossen
werde, daf jeweils der Bruch zwischen Ketten und Képfen zu den unterschiedlichen

Erscheinungen auf ein und demselben Vesikel fithren. In der L, ,-Phase wurden nur
glatte Membranoberflichen gefunden (Abb. F, 36 °C).

In Abb. ist eine Gefrierbruchaufnahme eines elektrisch neutralen Lipid-DNA-
Komplexes aus einer equimolaren DMPC / DMTAP-Mischung gezeigt. In der Aus-
gangstemperatur von 20 °C befindet sich die Probe in der LgﬁPhase. Hunderte von
lamellar angeordneten Membranen zeigen keine Stapelfehler. Die parallele Anordnung

im Abstand von ca. 30 nm der DNA kann nicht aufgelost werden.

3.4 Weitwinkelrontgenstreuung

Zur weiteren Charakterisierung der in Abb. eingezeichneten Phasenregionen wur-
den WAXS-Daten von Lipidmembranen mit verschiedenen DMTAP-Konzentrationen
in Vesikeln und Lipid—-DNA-Komplexen aufgenommen. Die Ergebnisse sind als Roh-
daten in Abb. gezeigt. Als Referenz sind die bekannten Peaks der Lg, der Pa
und der L, -Phase gezeigt (Abb. A). Der DMPC Lg—Reflex setzt sich aus einem
scharfen, Peak, dessen HWHM durch die Auflésung des Aufbaus gegeben ist, und
einem verbreiterten Peak mit doppelter Flidche zusammen [83]. Die Verbreiterung des
zweiten Peaks resultiert aus der Pulvermittelung in Verbindung mit der Lage des
(1,1)-Peaks im dreidimensionalen Fourierraum wie in Abschnitt besprochen.
Diese radial gemittelte Peakform ist charakteristisch fiir die Neigung der Ketten zum

nachsten Nachbarn.
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Abb. 3.5: Elektronenmikroskopische  Gefrierbruchaufnahme eines lamellaren  Lipid-DNA-
Komplexes. Man beobachtet eine grofle Anzahl lamellar angeordneter, defektfreier
Lipidmembranen.

In Abb. B sind die WAXS-Reflexe von drei Proben von DMPC / DMTAP-
Vesikeln mit x,4p=25%, 50% und 75% gezeigt. Alle drei Messungen zeigen die gleiche
charakteristisch unsymmetrische Form, die fiir Neigung genau zwischen néchste Nach-
barn typisch ist. Auffillig ist die Ahnlichkeit zum WAXS-Reflex der Pg—Phase des
reinen DMPC. Nach Untersuchungen an orientierten Phosphatidylcholin-Proben von
Hentschel et al. [31] kommt die Verbreiterung des Pg—Peaks tatséchlich durch eine
Orientierungsénderung der Kettenneigung von ,zum néchsten Nachbar® nach ,zwi-
schen nachste Nachbarn®. Aufgrund der elektronenmikroskopischen Aufnahmen kann
jedoch das Auftreten der Rippelphase bei den gemischten Vesikeln ausgeschlossen

werden.

In Abb.|3.6|D sind WAXS—Messungen an den gleichen Lipidmischungen, die jedoch
mit DNA komplexiert sind, gezeigt. Auffallig ist der scharfe, intensive einzelne Peak
der x74p=25% Probe. Diese Form ist typisch fiir eine nicht geneigte Lz—Phase. Mit
zunehmendem x4 p verbreitert sich der Peak und dhnelt dem der Lipid—Vesikel, was

wiederum auf die Neigungsrichtung , zwischen néchste Nachbarn® hinweist.
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Abb. 3.6: Weitwinkelrontgenstreuung an multilamellaren DMPC—Vesikeln in den Phasen Lg:, Py
und L, (A), von Vesikeln mit x4 p=25%, 50% und 75% in der Lz-Phase (B) und von
reinen DMTAP-Proben (C). Die Phasen S; und S; lassen sich klar unterscheiden, der
WAXS-Reflex von DMTAP in der L,—Phase unterscheidet sich nicht von dem von rei-
nem DMPC. Untere Reihe: WAXS—Reflexe von Lipid-DNA-Komplexen bei verschiedenen
X7a4p in der Lg—Phase (D). In (E) solide S-Phase und fluide L_,~Phase von Lipid-DNA-
Komplexen mit reinem DMTAP.
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Die Weitwinkelreflexe von reinem DMTAP sind in Abb. B.61 C und DMTAP kom-
plexiert mit DNA in E gezeigt. Die kristallinen Phasen S; und S sind ebenso voneine-
der zu unterscheiden wie von der komplexierten kristallinen Phase S. Reines DMTAP
zeigt eine L_,—Phase bei hohen Temperaturen, die sich jedoch bei raschem Abkiihlen
nur zeitlich verzogert zu eine metastabilen Lnghase umwandelt (Ergebnisse nicht
abgebildet). Dies erklart die fehlende Reproduzierbarkeit im gestrichelten Dreieck
im Lipid-Phasendiagramm. Es sei betont, dafl alle anderen Proben ohne mefibare
zeitliche Verzégerung sofort ihr Phasenverhalten duleren Temperaturinderungen an-

pafiten.
Bei hohen Temperaturen zeigt mit DNA komplexiertes DMTAP eine LS -Phase.

3.5 Diskussion

Nichtideales Mischungsverhalten von kationischen Lipiden und Phospho-

cholinen

Der interessanteste Aspekt des bindren Lipid—Phasendiagramms in Abb. A st
das ausgeprigte Maximum der Koexistenzregion von fluider und gelartiger Phase bei
X4%,= 0.45. Ahnliches Verhalten von anderen kationischen Amphiphilen findet sich
in der Literatur [48] [78]. Das Phasenverhalten von Legierungen aus kationischen Lipi-
den und Phosphocholinen ist stark unterschiedlich von Legierungen aus anionischen
Lipiden mit Phosphocholinen wie z.B. DMPS/DMPC, die beinahe ideal miteinander
mischen [29].

In der reguldren Mischungstheorie wird die Wechselwirkung zwischen den Legie-
rungskomponenten A und B durch einen additiven Term ¢” in der freien Enthalpie

berticksichtigt:
g¥ = B, X, Xp (3.1)

wobel E, = %(EAA + Epp — 2E ), die Energie ist, die bei der Paarbildung der
Komponenten A mit B umgesetzt wird. Fiir den Fall E;, = 0 ist das Mischungsver-
halten ideal. Ist F; < 0 ist die Wechselwirkung zwischen A und B attraktiv und
es konnen sich Einheiten bestimmter stochiometrischer Zusammensetzung bilden. In
diesem Zusammenhang sei erwahnt, daf§ der Ausdruck , Komplex*, mit dem in der

Literatur oft solche stochiometrischen Einheiten bezeichnet werden, in dieser Arbeit
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fiir die Lipid-DNA—Aggregate reserviert sei. Die Auspriagung des Maximums im vor-
liegenden Lipid—Phasendiagramm bei x7'4%=0.45 legt die Ausbildung einer stéchio-
metrischen Untereinheit von 1:1 nahe, wobei die Abweichung von 5% zum kleineren
X749 Wert mit dem mit x,4p linear steigenden elektrostatischen Anteil der freien
Enthalpie zu erkléren ist. Nach einem Vorschlag von Silvius wird die attraktive Wech-
selwirkung zwischen kationischen und zwitterionischen Lipiden durch elektrostatische
Effekte dominiert und nicht durch Wasserstoffbriickenbindungen [78].

30- 12 mN/m
DMPC 60_\'~.
| g
<L, 50, 20 mN/m
— 204 - . s
g 40 T T T
2 0 50 100
= X
10- .:/ """""" TAP
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0 h T T T T
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Abb. 3.7: Druck—Fliachendiagramme aufgenommen mittels Filmwaage von DMPC, DMTAP und ei-
ner equimolaren DMPC / DMTAP-Mischung. Die DMPC / DMTAP Mischung zeigt im
Gegensatz zu den anderen Kurven ein ausgeprigtes Plateau. Die Kopfllichengrofie ist
im Einsatz gegen den DMTAP-Molbruch bei zwei verschiedenen Driicken (12mN/m und
20mN/m) aufgetragen. Bei dem hheren Druck ist der Kopfflichenbedarf der equimolaren
Mischung minimal. (Mit freundlicher Genehmigung von Laura Rusu.)

In metallischen Legierungen gehen Maxima in bindren Phasendiagrammen meist
mit intermetallischen Phasen einher [I1]. Fiir eine Ausprigung von lateraler Pha-
senseparation differenzierter Phasen mit stochiometrischen Verhéltnis konnte in den

experimentellen Daten jedoch kein Hinweis gefunden werden.

Dennoch ist anzunehmen, dafl sich PC-TAP Konformationen bilden, die sich aus
Einheiten mit stochiometrischen Verhéltnis 1:1 zusammensetzen. Filmwaagenmessun-
gen an gespreiteten DMPC-DMTAP Filmen zeigen ein deutliches Minimum des Li-
pidkopfflachenbedarfs bei einem 1:1 Verhiltnis (Abb. [3.7, [99]). Eine Erklarung auf
molekularer Ebene ist in Abb. vorgeschlagen.



3.5. DISKUSSION 49

Abb. 3.8: Zur Erkldrung der attraktiven Wechselwirkung von DMPC- und DMTAP-Molekiilen in
equimolarem Mischungsverhéltnis.

Die kationischen Trimethylammonium—Gruppen des TAP liegen rdaumlich im glei-
chen Abstand vom Kettenbereich der Lipidschicht wie die Phosphatgruppen der Phos-
phocholine. Die abwechselnde Struktur von kationischen und anionischen Gruppen
fithrt in dieser Ebene zu einer elektrostatischen Anziehung. NMR-Messungen haben
gezeigt, dafl kationische Kopfgruppen tatséchlich zu einer Verdnderung der Cholin—
Dipol-Orientierung um mehr als 30° in Richtung senkrecht zu Membranoberfliche
fithren[75]. Durch die im Vergleich zur Membran hohe Dielektrizitétskonstante des
Wassers werden die ins Wasser ragenden Ammoniumgruppen des PC stérker abge-
schirmt, was zur Reduktion der elektrostatischen Abstoflung fiihrt. In ihrer mole-
kalur dynamischen Simulationen von Komplexen aus B-DNA und DMPC / DMTAP
Membranen fanden Bandyopadhyay et al., dal die DMTAP-Kopfgruppen zu dem
beschriebenen Ausklappen der Ammonium—Gruppe der Phosphocholine fiihrt [3].

Erhéhung der Hauptiibergangstemperatur der Lipid—-DNA-Komplexe

Monte—Carlo—Simulationen von PC-TAP Kopfgruppenanordnungen geben Hinwei-
se auf Entmischung von besser geordneten, equimolaren Untereinheiten und weniger
geordneten Bereichen anderer Zusammensetzung [61]. Die stidrksten experimentel-
len Argumente fiir die Komplexbildung sind: die Ausbildung eines Maximums der
Fluiduslinie, im Vergleich zu reinem DMPC die Verschmélerung des Koexistenzge-
bietes am Maximum der Fluiduslinie und die Verringerung der Kopfgruppenfléache

afit < 1 (af® + a*T) in der kristallinen Phase des Monolayers.
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Die Kondensation von DNA an kationische Lipidmembranen erhcht deren Haupt-
umwandlungs-Temperatur um einige Grad Celsius. In einer theoretischen Untersu-
chung von Trauble und Eibel ist der Einfluf} elektrostatischer Ladungen in der Mem-
bran auf des Kettenschmelzen behandelt [86]. Eine gleichméflige Verteilung elektro-
statischer Ladungen fiihrt generell zu einer Erniedrigung der Phaseniibergangstem-
peratur. Der Temperaturunterschied AT, wird durch die Verringerung des elektro-
statischen Anteils an der freien Enthalpie, AG,; hervorgerufen, d.h. durch den Uber-
gang von der dichteren Kopfgruppenanordnung in der Lg-Phase in die entspannte-
re Kopfgruppenanordnung in der L_-Phase. Der laterale elektrostatische Druck, 11,
begiinstigt die Zunahme der Kopfgruppenfliche ay. Die Ubergangstemperatur einer
geladenen Membran erniedrigt sich im Vergleich zu einer neutralen Membran um:

AGy 1y
T AST T AS

AS* symbolisiert die Entropiezunahme durch das Kettenschmelzen. Unter der Annah-

AT,

(3.2)

me, daf} alle kationischen Kopfgruppen disoziieren und ein elektrischen Oberflichen-
potential e¥ >> kgT vorhanden ist, gibt die klassische Gouy-Chapman-Theorie

38, 186]:

2RT AA
— A}Z S (20eegRTc)"* (40RT /e AS*) AA (3.3)

Im ersten Term steht die Verdnderung der Phaseniibergangstemperatur durch die

AT,

elektrostatische Oberflichenladung. Der zweite Term beriicksichtigt den entropischen
Anteil der diffusen Schicht, die durch die abschirmenden Gegenionen gebildet wird.
Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Lipide kann man die gemessene Zunahme des
Lipidkopfflichenbedarfs AA/A = 0.19 (Kap. 5.1.1] [98]) und fiir den von reinem
DMPC bekannten Wert fiir AS* = 2 - 102kT /mol°C' [38] einsetzen. Damit erlaubt
GL die Phaseniibergangstemperatur zu berechnen. Z.B. zeigen die Messungen eine
tatsdchliche Zunahme der Hauptumwandlungstemperatur von Vesikeln einer equimo-
laren DMPC / DMTAP-Mischung von AT, = 2.6°C' durch Zugabe von 10mM NaCl
und AT, =4.3°C durch Zugabe von 100mM NaCl (Abb.

Bei einer volligen Abschirmung der elektrostatischen Kopfgruppen durch DNA
im Falle von Lipid-DNA-Komplexen, erhielte man unter der Beriicksichtigung nur
des ersten Terms in Gl. eine Erhohung von AT, = 10.8°C. Der gemessene Wert
liegt um ca. 5 °C darunter. Man sollte also eine Hauptiibergangstemperatur von
mer + AT, = 37°C' + 10.8°C' = 47.8°C finden, die jedoch iiber den gemessenen
Ubergangstemperaturen liegt (Abb. .

Fiir eine korrekte Beschreibung der Hauptiibergangsverschiebung in DMPC /
DMTAP-Membranen, die durch die Komplexierung mit DNA hervorgerufen wird,
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Abb. 3.9: Vergleich der DSC-Hauptumwandlungspeaks einer equimolaren DMPC / DMTAP-

Mischung mit und ohne DNA. Zugabe von Salz fithrt ebenso wie Anlagerung von DNA
zu einer Verschiebung des Maximums zu hoheren Temperaturen.

muss der Beitrag des DNA-Gitters zur freien Energie beriicksichtigt werden. Dabei
sind die Erkenntnisse iiber die molekulare Anordnung der DNA in den Galerien mit-
tels Rontgenstreuung von zentrale Bedeutung (Kap. [5 [] und Referenzen [63 98]).
Dabher ist fiir elektroneutrale Lipid—-DNA-Komplexe bekannt, dal die DNA—Molekiile
parallel und in einem definierten Abstand dpya zueinander angeordnet sind. dpya
ist durch die Oberflichenladungsdichte der Membran bestimmt. Die Bildung einer
wohlgeordneten Gegenionenschicht aus DNA-Molekiilen dient zur elektrostatischen
Neutralisation der Membran—Fliachenladungsdichte. In der Néhe des DNA—Abstandes
d/2) bei xp,p=0.5 findet man experimentell folgende Naherungsformel fiir d [98] 63]:

d
dpya =~ 12

—_— 3.4
2 XTaP (3:4)

Um den Energiebeitrag der elektrostatischen Repulsion zu beriicksichtigen, betrachtet
man die laterale Kompressibilitédt der DNA-Molekiile innerhalb einer Galerie |73 [74]:

oIl A2

BDNA — T =
el 8dDNA 67T6dDNA

—dpna( (3.5)

€ = €g€, ist die Dielektrizitétskonstante von Wasser und A = e/ 1.7A ist die Linienla-
dungsdichte der DNA in B-Form. Der zweidimensionale Kompressionsmodul hat die

Einheit Energie pro Fléache und wurde durch diffuse Rontgenstreuung am DNA-Gitter
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bestimmt [73], [74].
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Abb. 3.10: Die Verdnderung der Hauptumwandlungstemperatur AT, aufgetragen gegen Xp 4p-
Im mittleren x; 4p—Bereich stimmt die theoretische Vorhersage einer linearen ., ,p—
Abhéngigkeit (durchgezogene Linie) gut mit den Mefidaten (M) iiberein. Links und
rechts davon verhindert die Mischliicke und das komplizierte Verhalten der kristallinen
DMTAP-Phasen einen direkten Vergleich.

Durch das Kettenschmelzen beim Hauptiibergang expandiert die Membran la-
teral, was eine Abnahme der Flachenladungsdichte zur Folge hat. Die Verdnderung
der elektrostatischen freien Energie ist ungefihr AF/A = A[1/2B(dpya/do)?] =~
B(Ad/dpy ). Das bedeutet, daB die Anderung der Hauptiibergangstemperatur durch
den ersten Term in Gl. [3.3und Gl. abgeschétzt werden kann, indem beriicksichtigt
wird, daf das DNA-Gitter (i) die Membranoberflichenladung komplett kompensiert

und (ii) eine endliche laterale elektrostatische Kompressibilitdt hat.

CAST A ASTY 4
GL. stimmt gut mit den experimentellen Werten der Verschiebung der Hauptiiber-
gangstemperatur iiberein, wie in Abb. gezeigt. Setzt man Gl in Gl

ein sieht man, da BEN4 linear von x;,p abhingt. Die Hauptumwandlungstem-

AT, (3.6)

peraturdnderung AT,, = T4 — Ts - xrap ist also ebenfalls linear in y,,p. Fiir
(di/2) = 36A ergibt sich aus Gl. BONA — 2. 1072kT /A%, Fiir diesen Wert ist
T4 =10.8 °C und T =7.6 °C bei Verwendung der sonst gleichen Werten wie zuvor
(AA/A = Ad/d = 0.19, AS* = 2-10?2kT /mol°C). Die experimentellen Werte liegen
bei Ty =11 °C und T =13 °C in mittleren x; ,p-Bereich. Noch bessere Uberein-

stimmung zwischen Theorie und Experiment erhdlt man unter Verwendung der von
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Salditt et al. ermittelten experimentellen Wertes fiir BYN4 = 2.8 - 1072kT/ A% bei
dy /2 [74]. Fiir kleine und groBle x, 4 p—Werte lassen sich Experiment und Theorie nicht
vergleichen. Das liegt einerseits an der Mischungsliicke im Lipid-DNA-Komplex Pha-
sendiagramm und andererseits an den instabilen festen bzw. kristallinen Phasen im
Lipid-Phasendiagramm (Abb. [3.3] und [3.10)).

Die relativ gute Ubereinstimmung zwischen der angewendeten Theorie und Ex-
periment ist angesichts der hohen Komplexitdt des betrachteten Systems {iberra-
schend. Dies ist auf folgende Punkte zuriickzufithren. Erstens fiihrt die Neutralisati-
on der Membranoberflichenladung durch die Anlagerung der DNA zur Auflésung der
Gouy-Chapman-Schicht der im Losungsmittel gelosten, neutralisierenden Gegenio-
nen, indem die DNA in Form einer Stern—Schicht (siehe z.B. [32]) die Funktion der
Gegenionen iibernimmt. Zweitens spielen kurzreichweitige Kréfte eine untergeordnete
Rolle, da aus den Rontgenexperimenten bekannt ist, dal der Abstand zwischen DNA
und Lipidoberfliche 2 A betriigt, und sich die DNA-Molekiile weder iiberschneiden
noch beriihren. Dariiber hinaus wird der EinfluB von monovalenten Salzionen auf
die geladenen Membranen gut durch die Gouy—Chapman—Theorie beschrieben, was
Voraussetzung fiir die erweiterte Anwendung dieser auf die DNA—Schicht ist.

DMPE hat mit 48 °C eine dhnliche Hauptiibergangstemperatur wie die vollig
neutralisierte, equimolare DMPC / DMTAP-Mischung, berechnet nach dem ersten
Term in Gl.[3.3] In diesem Fall ordnen sich die PC und TAP-Képfe dhnlich giinstig an
wie DMPE, was sich moéglicherweise in dhnlichem Hydratationsverhalten ausdriickt.
Die absolute Enthalpieéinderung konnte fiir die Lipid—-DNA-Komplexe nicht gemessen
werden. Das liegt daran, dafl die koagulierten Komplexe nicht in einer genau definier-
ten Menge in die schwerzugénglichen MefSkammern des verwendeten DSC—Geriéites ge-
bracht werden konnten. Die in Tab. zusammengefaiten Enthalpiednderungen von
6 auf 3-5 kcal /mol zeigen Ahnlichkeit zu Enthalpiesinderung von negativen Membra-
nen in Anwesenheit von Cytochrom C [30]. Interessanter als die Ubergangsenthalpie
ist die Enthalpie, die bei Bildung der Lipid—-DNA-Komplexe frei wird. Diese wurden
mittels Titrations—Kalorimetrie gemessen [80]. AbschlieSend sei gesagt, dafl die mar-
kante Verbreiterung des Hauptiibergangpeaks im Falle der Lipid-DNA-Komplex die
Frage aufwirft, ob die Verbreiterung durch DN A—induzierte laterale Phasenseparation
bedingt ist.



4. Neutronenstreuung: Ermittlung
der Schichtdicken mit Hilfe eines
Streifen—Modells

Die Rekonstruktion der Elektronendichteprofile mit Hilfe von Rontgenstreuung ist li-
mitiert durch die kanonische Auflosung definiert durch d/h,,q., wobei d der lamellare
Abstand und h die héchste Ordnung der mefibaren Rontgenreflexe ist. McIntosh und
Simon konnten in Modellrechnungen zeigen, daf eine leichte Verdnderung der Position
der stark streuenden Phosphatgruppen in multilamellaren Lipid-Doppelmembranen
um wenige A zu signifikanten Anderungen des Fourierdichteprofils fithren [54]. Das
bedeutet, daf§ die Positionen grofler Gradienten der Streuamplitude von angrenzen-
den Streifen in Streifenmodellen mit einer Auflssung von wenigen A bestimmt wer-
den konnen. Das trifft nicht fiir schwache Gradienten zu. Eine deutlich verbesserte
Auflésung kann man also erhalten, wenn man die Gradienten an den verschiedenen
Positionen des Streifenmodells variiert. Am effektivsten geschieht dies durch Kon-

trastvariation in Verbindung mit Neutronenstreuung.

4.1 Experiment und Ergebnisse

Zur Bestimmung der molekularen Anordnung von Lipiden, DNA und Wasser in lamel-
laren Lipid-DNA-Komplexen wurde Kleinwinkelneutronenstreuung in Verbindung
mit Kontrastvariation verwendet. Dazu wurden Lipid—-DNA-Komplexe hergestellt,
die verschiedene Molbriiche von deuterierten Lipid—Ketten enthielten. Auflerdem wur-
den als Losungsmittel verschiedene Konzentrationen von D,O in HoO verwendet. Der
Molbruch von PC-Kopfgruppen in den Membranen ist bei allen Proben x p=0.7, au-
Berdem enthalten alle Proben die gleiche Menge an DNA, so dafl sie ladungsneutral
sind.

Im ersten Datensatz wurde der DoO—Anteil im Wasser xp,0=0.63 so gewihlt, dal
die DNA kontrastneutralisiert ist, d.h. daf} die Streuléingendichte des Losungsmittels
genau der der DNA entspricht. Variiert wurde in 8 Proben der Molbruch xg4,,der

o4
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deuterierten Lipidketten, der 0%, 40%, 55%, 65%, 70%, 75%, 85% und 100% betrug.
Dabei wurden bei den ersten 5 Proben DMPC durch DMPC-ds4 substituiert, so daf3
bei Proben mit x4, < 0.7 nur die Ketten der PC-Lipide deuteriert waren. Bei x4,, > 0.7
wurden die DMTAP-Molekiile durch DMTAP-d54 substituiert [T]

Fiir einen zweiten Datensatz wurden vier Proben hergestellt, indem jeweils in H,O
und DO Lipid-DNA-Komplexe priapariert wurden. Je eine Lipidsorte war deuteriert,
die andere protoniert. Moglicherweise tritt DNA—-induzierte Phasenseparation der Li-
pide mit der gleichen Periodizitat wie im DNA-Gitter auf. Dies liefle sich ausniitzen,
um den Kontrast der DNA und dadurch die von ihr resultierende diffuse Streuampli-
tude zu verstiarken. In Abb. A und B wird die Probe DMTAP in D;O als Probe
1, DMPC-ds,4 in HyO mit Probe 2, DMTAP-ds4 in HyO mit Probe 3 und die Probe
DMPC—ds4 in D;O als Probe 4 bezeichnet. Die Messungen wurden an der Beamline
D11 am ILL-Grenoble durchgefiihrt.

Die Neutronenkleinwinkelstreudaten bei 15 °C (A und C) und bei 57 °C (B und
D) sind ohne Korrekturen in Abb. dargestellt. Bei den meisten Datensétzen sind
die ersten vier lamellaren Ordnungen korrespondierend mit dem lamellaren Wieder-
holabstand dj4,, zu sehen. Im Gegensatz zu den Rontgenmessungen ist kein DNA—
Korrelationspeak zu finden. Lediglich in Abb. konnten die diffusen Peaks in den
Kurven 3 und 4 rechts neben der ersten lamellaren Ordnung auf DNA—Korrelation
hinweisen. Dagegen spricht allerdings, dafl die Position des moglichen DNA-Peaks
deutlich zu kleineren q—Werten verschoben ist im Vergleich zu den Rontgendaten an
einer Probe vergleichbarer Lipidzusammensetzung bei 60 °C (Abb. .

Der durchschnittliche lamellare Wiederholabstand in der Gelphase (fluiden Pha-
se) ist 75.63 (65.77) A mit einer Standardabweichung von 0.64 (1.23) A. Wie zu
erwarten schwanken die Intensitdten der Peaks stark aufgrund der unterschiedlichen
Deuterierungsgrade und der damit verbundenen Unterschiede im Streuldngenprofil.
Besonders aufillig ist, dafl in Abb. [4.1)C und D die Fliche der ersten lamellaren Ord-
nung zunéchst mit steigendem Molbruch an deuterierten Lipidketten abnimmt und
ab 656% wieder zunimmt. Die Intensititen der zweiten und dritten Ordnungen nimmt

mit dem Molbruch der deuterierten Lipidketten zu.

L Auf diese Weise hitte Phasenseparation der Lipide innerhalb der Membranen durch Extrapo-
lation der Intensitédt I(q=0) untersucht werden koénnen. Entsprechende Arbeiten konnten laterale
Phasenseparation von DMPC-DSPC-d54, DMPC-ds4,~DMPA und DMPC-Cholesterol Mischungen
nachweisen [41 42]. Im Falle der Lipid-DNA-Komplexe fillt bei allen Proben im Kleinwinkelbe-
reich die Streuintensitét mit q=7 ab. Die Werte fiir n fallen von 3.74 (0%) auf 1.9 (0.65%) ab, und
steigen wieder bis auf 3.67 (100%) an. Dieses fiir polydisperse Systeme charakteristische Verhalten
bei kleinen Winkeln, macht die Extrapolation der Intensitéit zu q=0 unmoglich und verhindert so
die Bestimmung von lateraler Phasenseparation.
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Abb. 4.1: Kleinwinkelneutronenstreudaten an ladungsneutralen Lipid-DNA-Komplexen mit kon-
stantem Verhéltnis an PC/TAP-Kopfgruppen von 70/30. (A) 15 °C (1) PC TAP-ds4 in
DQO, (2)PC*CI54 TAP in HQO, (3) PC TAP*d54 in HQO, (4) PC*d54 TAP DQO (B) 57°C
gleiche Proben (1),(2),(3),(4) wie in (A). (C) 15°C. Die DNA in den Wasserschichten ist
kontrastneutralisiert in xp,0=0.63. Die Prozentzahlen geben den Molbruch der deute-
rierten Lipidketten an. Bis 70% werden nur Ketten an PC-Kopfen deuteriert. Dariiber
ebenfalls Ketten der TAP-Molekiile. (D) Proben wie (C) jedoch bei 57 °C.
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Abb. 4.2: Zur Anpassung der Neutronendaten verwendetes Streifenmodell. Der halbe lamellare Wie-
derholabstand d;,,, setzt sich aus den eingezeichneten Streifen zusammen. Die horizontale
Achse mifit den Abstand vom DNA-Zentrum in Richtung der Flachennormalen der La-
mellen. Die vertikale Achse entspricht der Streuldngendichte p des jeweiligen Kastens.

Die durch die Kontrastvariation unterschiedlichen Peakintensitdten lassen sich
ausniitzen, um unter Zuhilfenahme eines geeigneten Streifenmodells, die Schichtdicken
der einzelnen Bereiche zu bestimmen. Dabei geht man folgendermafien vor: Man wahlt
sich eine geeignete Reprasentation der Struktur durch Streifen mit unterschiedlichen
Streuldngendichten. Fiir das Streifenprofil berechnet man die ersten Fourierkoeffi-
zienten und vergleicht diese den gemessenen Intensitdten der Peaks entsprechender
Ordnungen. Durch Minimierung einer geschickt gewéhlten Vergleichsgréfle zwischen
modellierten und gemessenen Werten erhélt man als Ergebnis die Streifenbreite der

einzelnen Molekiilschichten.
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4.2 Streifenmodell

Die Wahl der Anzahl der zu verwendenden Streifen wird zunéchst abgeschétzt durch
Vergleich mit den rekonstruierbaren Streuldngenprofilen [40]. Auflerdem sollte die
Schichtdicke der einzelnen Streifen nicht deutlich kleiner sein als die halbe kanonische
Auflésung d/2hp.[4]. Im vorliegenden Fall betrigt diese etwa 75 A/8=9.4 A. Die
endgiiltige Wahl trifft man durch Anpassen des Modells mit verschiedenen Streifen-
konfigurationen und durch Vergleich der Ubereinstimmung von Modell und MeBda-
ten. Im Vordergrund steht dabei, mit einer moglichst geringen Anzahl von Streifen
moglichst gute Ubereinstimmung mit dem Modell zu erzielen.

In Abb. ist das nach diesen Kriterien ausgewéhlte Streifenmodell abgebildet.
Der halbe lamellare Abstand setzt sich demnach aus 6 Streifen zusammen. dpya
entspricht dem DNA-Radius, 9, der Dicke der Wasserschicht zwischen DNA und
Lipidkopfen, d;x der Schichtdicke der Lipidkopfe, d¢py, und dcp, den Kettenbereichen
mit CHound CH3-Gruppen im hydrophoben Bereich der Lipidmembran.

Um ein MaS8 fiir die Ubereinstimmnug zwischen Modell und MeBdaten zu erhalten,
vergleicht man die gemessenen Fourierkoeffizienten der h-ten Ordnung F,,s(h) mit
denen, die man aus dem Streifenmodell berechnet. Sie werden mit F .. (h) bezeichnet

und lassen sich folgendermaflen berechnen [40)]:

[y

(0 ) TN D (4.1)

1

Acalc<h) =

eSS

i

Als Ma8B fiir die Ubereinstimmung von Fue und F s ist in dieser Arbeit der R—Wert

folgendermaflen definiert:

|Acalc h — ( Obs( ))l
Z | Acare(h)] + k| Agps (1) (4.2)

wobei k eine Proportionalitdtskonstante ist, die z.B. unterschiedliche Mengen an Ma-

terial im Strahl ausgleicht. Sie 1&3t sich definieren als:

[ A ()P
k= {th_obs( M (43)

Der R—Wert ist gegeniiber fritheren Arbeiten modifiziert, in denen er durch

2 _n |[Acate(h)| = K| Agps (h)]

Zh |Acal6(h)| + k|AobS(h)|

definiert wurde (siehe z.B. [94]). Durch diese Definition werden jedoch kleine Absolut-

werte der Fourierkoeffizienten schwécher gewichtet als grofie, was jedoch physikalisch

R =
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PH>O PD>0O PDNA PLK PCH, PC Dy PCH; PCDs

-0.00562 0.06404 0.034 +0.007xp,0 0.011 -0.0031 0.0744 -0.0085 0.0495

Tab. 4.1: Verwendete Streulingendichten in [10~12cmA ™" (aus Ref. [37]). DNA ist bei xp,0=0.63
kontrastneutralisiert.

nicht zu begriinden ist. In GI. werden alle Fehler relativ beriicksichtigt. Diese
Wahl des R—Wertes fiihrt im Gegensatz zu der zitierten zu realistischeren Werten der
Breiten im Streifenmodell.

Der R-Wert wurde in der vorliegenden Arbeit durch Variation der Werte 4, ,
Ork, 0cm, und dcp, minimiert. Fiir die Werte p; der Streuldngendichten der einzel-
nen Komponenten wurden die in der Literatur iibereinstimmend angegebenen Zahlen
verwendet. Sie sind in Tab. zusammengefaflt. dpy 4 ist der bekannte DNA-Radius
(10 A) und wird bei der Datenanpassung festgehalten. Minimierung von R unter Va-
riation von dpya ergab fiir die Lnghase den Wert 11 A in der LacfPhase den Wert
9 A.

Die aus den Streudaten ermittelten lorentzkorrigierten Streuamplituden A, =

¢-V/T sind in Tab. zusammen mit den endgiiltig gewédhlten Vorzeichen o angegeben.

4.3 Wahl der Vorzeichen

Die Wahl der Vorzeichen o(h) wurde schrittweise durchgefithrt. Zunéchst werden die

Vorzeichen so gewéhlt, dafl die eindimensionale Fourierentwicklung

p(d) = o (h)Ags(h) cos 2mdh/dyam (4.4)
h

den rekonstruierten Streuldangendichteprofile der erwarteten Form der Einheitszelle
dghnelt. Dabei sind zusétzlich kontinuierliche Entwicklungen von A, hilfreich, wie
z.B. anhand der ersten und dritten Ordnung in Abb. C und D deutlich wird. Die
monoton zunehmende Amplitude der 3. Ordnung macht einen Vorzeichenwechsel fiir
diese Ordnung unwahrscheinlich. Die abnehmende und danach zunehmende Intensitét
der ersten Ordnung ist ein klarer Hinweis darauf, dafl sich das Vorzeichen in der Ndhe
des minimalen Punktes dndert. Die Bestimmung des Vorzeichens des Formfaktors in
der unmittelbaren Umgebung des Nulldurchganges ist dabei schwierig. Diese Infor-
mation kann man erhalten, indem man mit den vorerst gewéhlten Vorzeichen den
R~Wert unter Beriicksichtigung der Formel aus GI. minimiert. Die Vorzeichen
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Xp,0=0.63 | PC-dsy  TAP-dsy
Ord.| 0% 40% 55% 65% 70% 75% 85% 100%|D,0 H,O D,O HyO

[ [ 1.0 0.187 0.104 0.343 0.495 0.596 0.719 1.064]0.072 1.271 1.066 0.299

p, | 1| 0 01370184 0213 0.223 0256 0.293 0.398|0.402 0.077 0.233 0.150

“ITL | 0 0.312 0.411 0.490 0.537 0.554 0.567 0.585(0.499 0.602 0  0.247

IV [0.146 0 0.138 0.161 0.184 0.224 0.271 0.367]0.282 0434 0 0.150
I+ + - - - - - - -+ -
B L e S S S S A SR SR S
m| + + + + + + 4+ + |+ + + +
N

[ [ 1.0 0270 0 0.191 0.326 0.413 0.526 0.843[0.028 1.187 1.163 0.321

g, | I [0.192 0243 0.204 0.264 0.296 0.321 0353 0.476/0.322 0239 0 0.000

I T | 0 0.331 0.214 0.281 0.303 0.301 0.293 0.265(0.217 0.423 0 0.247
IV |0.119 0.000 0.000 0.144 0.150 0.163 0.170 0.274/0.000 0 0 0
I+ + - - - - - -1+ - + -
S+ + + o+ o+ o+ o+ |+t
m| - + + + + + 4+ + |+ + + 4
T e

Tab. 4.2: Lorentzkorrogierte, beobachtete Streuamplituden F,,s = ¢V I und ermittelte Phasen
o von isoelektrischen Lipid-DNA-Komplexen mit einer Lipid—Zusammensetzung von
PC:TAP=70:30.

der berechneten Streuamlituden A, werden nun in o(h) iibernommen und R wird
erneut minimiert. Auf diese Weise erhélt man als Ergebnisse die exakte Wahl der
Vorzeichen und damit die Lésung des Phasenproblems und zweitens die in Tab.
aufgefithrten Breiten der jeweiligen Streifen des gewéhlten Streifenmodells.

4.4 Diskussion

Die unter Beriicksichtigung der endgiiltigen Vorzeichen—Wahl mit GI. rekonstru-
ierten Streuléingendichteprofile sind in Abb. dargestellt. Die diinnen vertikalen
Linien geben die Positionen der unterschiedlichen Streifen an, die mit den jeweils
unten schwach eingezeichneten Verteilungen der Molekiile zu begriinden sind.

Die Streulédngendichte der DNA ist grofler als die der Kopfgruppen, und das
Verhéltnis wird in diesem Datensatz konstant gehalten. Von oben nach unten nimmt
die Konzentration der deuterierten Lipid—-Ketten in den Membranen zu, was sich
durch die deutliche Vergrofierung der Streuldngendichte im hydrophoben Bereich der
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Abb. 4.3: Aus vier lamellaren Ordnungen rekonstruierte Streulingendichteprofile der Lipid-DNA-
Komplexe mit unterschiedlichen Deuteriumanteil der CHs—Gruppen im Kettenbereich.
Links bei 15°C, rechts bei 57°C. Die diinnen, vertikalen Linien geben die im Streifenmo-
dell verwendete Unterteilung in Wasser-, Kopfgruppen-, CH,- und CHz—Bereiche an. Die
Prozentzahlen geben den Molbruch x,4,, der deuterierten Ketten an.
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‘ dlam 5DNA 5w 5LK 5CH2 5CH3
L§ 75.63 10.0 0.93 8.65 16.07 2.16
L¢ 65.77 10.0 1.32 7.0 12.30 2.08

Tab. 4.3: Durch Anpassung des Streifenmodells ermittelte Werte fiir die einzelnen Schichtdicken.
dpna entspricht dem bekannten DNA-Radius und wird bei der Datenanpassung festge-
halten.

Lipidketten ausdriickt. Eine weitere wichtige Erkenntnis ist, dal in beiden Phasen
das Minimum hervorgerufen durch die CH3Gruppen im Zentrum des hydrophoben

Bereichs ein charakteristischer Bestandteil der Streuldngendichteprofile ist.

Es wurde darauf verzichtet, die aus der Literatur iibernommenen Streuldngendich-
ten der einzelnen Streifen als variable Parameter bei der Minimierung des R—Wertes
zu verwenden, um die Zahl der frei wahlbaren Parameter klein zu halten. Eben-
so wurde bewuft zur Interpretation der Daten das einfachst mogliche, ndmlich das
Streifenmodell gewéhlt. Verfeinerte Methoden, die die zu untersuchende Struktur de-
taillierter auflésen konnten, bergen die Gefahr, die Daten zu iiberinterpretieren. Ein
Beispiel dafiir ist das quasimolekulare Modell, in dem anstelle der Streifen konstanter
Streuldngendichten eine Summe iiber eine groffere Anzahl von GauBkurven verwendet
wird, die jeweils eine zu wiahlende molekulare Untereinheit in den Molekiilen repréasen-
tieren [54]. Dadurch hofft man die Rauhigkeit bzw. diffuse Ubergiinge zwischen den
unterschiedlichen Schichten zu modellieren. Die Anzahl der anzupassenden Parame-
ter wird dadurch jedoch mehr als verdreifacht und gleichzeitig hingt das Ergebnis

starker als beim Streifenmodell von der Wahl der Parametrisierung ab.

Trotz der Einfachheit des gewéhlten Modells und der geringen Anzahl der anzu-
passenden Parameter sind die berechneten Werte des Streifenmodells im erwarteten
Bereich. Schon durch geringe Variation der Parameter um die angepafiten Minimal-
werte steigt der R-Wert drastisch an, was zu einer Aufldsung von 1 bis 2 A fiihrt
[92].

Die ermittelte Breite des CH, Streifens von 16.07 A stimmt gut mit der Ket-
tenldnge einer ausgestreckten (all-trans) C-14 Alkylkette iiberein. Der auf die Léngs-

achse projizierte Abstand zwischen zwei einfach gebundenen C-Atomen betrigt 1.125A.

Damit ergibt sich fiir 14 Bindungen eine Kettenlinge von 15.75A.

Fiir multilamellare DMPC—ds4—Doppelschichten ermittelten Lemmich et al. in die
Schichtdicke des hydrophoben Kettenbereich zu 32.1 A und die der Lipid Kopfe zu
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Abb. 4.4: Vergleich von rekonstruiertem Streuldngendichteprofil durch SANS und Elektronendich-
teprofil durch SAXS.

7.2 A bei einer Temperatur von 15 °C [46]. Beriicksichtigt man den Neigungswin-
kel der Lipidketten von reinem DMPC in der Gelphase von ca. 30° gegeniiber der
Flachennormalen [87], findet man fiir die Schichtdicke des gesamten hydrophoben Be-
reichs (2(0¢m, +0cm, )= 36.46 A) vergleichbare Werte: 32.1A/ cos 30° = 37.0659A. Die
WAXS-Messungen in Kap. zeigen, dafl die Komplexierung mit DNA im Bereich
von Xpc~ 0.75 in DMPC / DMTAP-Mischungen diese Kettenneigung tatséchlich
stark reduziert. Die hier gefundene Schichtdicke der Kopfgruppen ist mit 8.65 A et-
was grofler als fiir multilamellare Strukturen reiner Phosphocholinmembranen (z.B.
fiir DMPC-ds, 7.2 A [46], fir DPPC 8 A [9, [10] bzw. 7.4 A [01]). Dieser Effekt
148t sich mit der durch die DNA-hervorgerufene Orientierung der Phoshatidylcholin—
Kopfgruppen erkldren (siehe Kap. [3.5)).

Auch die gefundene Schichtdicke der Kopfgruppen in der fluiden Phase ist etwas
geringer als die etwa von fluidem DPPC (ca. 6 A [0, [10]), was sich ebenfalls auf die
durch die DNA und die kationischen Lipide bedingte Umorientierung der Kopfgrup-
pen zuriickfithren 148t. Die Abnahme von dj,, in der fluiden Phase gegeniiber der
Gelphase wird grofitenteils durch die Abnahme von dcp, hervorgerufen. Dies ist zu

erwarten, da die Lipid—Ketten beim Schmelzen von der ausgestreckten in eine teilweise
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abgeknickte Konformation iibergehen [13].

Besonders interessant ist die Beobachtung, dafl sich die Wasserschicht in der flui-
den Phase zwischen DNA und Membran etwas stiarker darstellt als in der Gelphase.
Dies ist in Ubereinstimmung mit den aus den Rontgendaten rekonstruierten Elektro-
nendichteprofilen in Kap. [5.1.1]

In Abb. sind zum Vergleich das Streuléingendichteprofil von Lipid-DNA-
Komplexen mit 70% deuteriertem PC, 30 % hydrogeniertem TAP mit kontrastneu-
tralisierter DNA (63% D,0O) und das aus Rontgendaten einer entsprechende nicht
deuterierten Probe gezeigt. Beide Profile sind mit der gleichen kanonischen Auflésung
gezeigt, indem jeweils die Intensitédten der ersten vier Reflexe der SANS bzw. SAXS—
Daten verwendet wurden. Man beachte, dafl im Streuldngendichteprofil der Neutronen
an der Stelle der Kopfgruppen ausgepriagte Minima sind, wobei im Gegensatz dazu
die Phosphatgruppen der Phosphocholine sehr hohe Elektronendichten besitzen, was
an deren Positionen zu deutlichen Maxima fiihrt. Das Zentrum dieser Maxima der
Phosphatgruppen in der Elektronendichte ist um 4.24 A weiter vom Zentrum der
Wasserschicht entfernt. Diese Verschiebung resultiert aus der mittleren Distanz zwi-
schen der Mitte des im Streifenmodell fiir die Kopfgruppen verwendeten Bereichs und
der der Phosphatgruppen in den Phosphocholinen.

Unter diesem Aspekt ist die Kontrastvariation des Neutronenexperimentes hilf-
reich fiir die Losung des Phasenproblem der ersten vier lamellaren Reflexe der Ront-

gendaten im nédchsten Kapitel.



5. Die mesoskopische Struktur von
lamellaren Lipid—DNA-Komplexen

Messungen der mesoskopischen Anordnung von Fliissigkristallen geben neben rein
strukturellen Informationen unter Umstdnden Zugang zu weiteren physikalischen Pa-
rametern wie z.B. den anisotropen thermischen Ausdehnungskoeffizienten oder der
Biegesteifigkeit von Membranen. Dazu ist es notig, den periodischen Abstdnden die
im Rontgenspektrum auftretenden Reflexe zuzuordnen. Eine typische Roéntgenmes-
sung an einer Pulver-Probe eines Lipid-DNA-Komplexes ist in Abb. gezeigt.
Dabei wird die Intensitit logarithmisch gegen den Betrag der reziproken Koordinate
q aufgetragen, um den im Verhéltnis zu den lamellaren Peaks ca. 100 fach schwécheren
DNA-Peak (mit dem Pfeil gekennzeichnet) sichtbar zu machen. Die ersten drei Ord-
nungen der lamellaren Bragg-Peaks sind sichtbar und geben den Wiederholabstand
djom der Lipid—-Membranen in Richtung deren Flichennormaler an. Der diffuse, deut-
lich verbreiterte DNA-Peak ist ein Maf fiir den Wiederholabstand dpy4 der DNA—
Molekiile senkrecht zu deren Langsachse und parallel zu den Lipid—Membranen. Der
Wiederholabstand der Alkylketten d. in den Membranen 148t sich durch die Position
des WAXS-Reflexes (Einsatz in Abb. bestimmen. Dabei ist zu beachten, dafl
bei den verwendeten Lipiden auf eine Lipidkopfgruppe jeweils zwei Alkylketten kom-
men, was bei der Bestimmung des Flachenbedarfs eines Lipides in der Membran zu
beriicksichtigen ist. Aulerdem konnen wie im letzten Kap. [3.4] beschrieben die Ketten

geneigt sein, was ebenfalls in die Bestimmung des Lipidflaichenbedarfs eingeht.

5.1 Thermotrope strukturelle Verdnderungen

5.1.1 Experimentelle Ergebnisse

Eine Serie von SAXS- und WAXS-Messungen an einer equimolaren, isoelektrischen
Pulverprobe aus DMPC:DMTAP-DNA (1:1-1) bei verschiedenen Temperaturen ist
in Abb. A gezeigt. SAXS und WAXS Mesungen wurden simultan an der Beamline
X13 (DESY Hamburg) nach einer jeweils 15 miniitigen Temperatur—Equilibrierung

65



5. DIE MESOSKOPISCHE STRUKTUR VON LAMELLAREN
66 LIPID-DNA-KOMPLEXEN

4
10

3 SAXS 1 waxs
] =
: n 100
'g‘ -
c 10%4
o 10 3 T T T
2 ] 10 14 18
SE q[A7]
5 i
= _
c
L > l
£ 10

I
g=2 sin o [A” %&gﬁgﬁg?s

Abb. 5.1: Charakteristische Kleinwinkelrontgenmessung (SAXS) eines lamellaren Lipid-DNA-
Komplexes (A) zur Messung des Membranabstandes (dyern) und des DNA—-Abstandes
(dpna)- Der zugehorige WAXS-Reflex ist vekleinert dargestellt. In (B) ist eine schemati-
sche Darstellung eines lamellaren Lipid—-DNA-Komplexes gezeigt. Die Galerien, in denen
die DNA-Strénge parallel zueinander angeordnet sind, werden von Lipid—Doppelschichten
voneinander getrennt. In (C) ist die Kettenregion vergrofiert. Mittels WAXS ist es moglich,
die Abstinde d.pqin der Alkylketten zu messen.

o
o

aufgenommen. Bei 15 °C zeigt der WAXS-Reflex an, dafl sich die Membran in der
Lg—Phase befindet. Zwischen 35 und 45 °C weicht der intensive WAXS—Peak einem
deutlich verbreiterten Peak, wobei sich das Maximum zu niedrigerem ¢ verschiebt. In-
nerhalb dieses Temperaturintervalls éndert sich die Position des DNA—-Peaks zu klei-
neren ¢—Werten und die Positionen der lamellaren Peaks hin zu hoheren ¢—Werten.
Also vergroflert sich der DNA—Abstand bei gleichzeitiger Verringerung des Membran-

abstandes.

In Abb. sind Messungen mit einem 1 °C—Abstand gezeigt. Man sieht, dafl
zwischen 39 und 43 °C eine Koexistenz von zwei lamellaren Peak—Serien auftritt. Bei
42 °C haben die Peaks der jeweils zweiten Ordnung die gleiche Fliche. Es bietet sich
an, diesen Punkt aus struktureller Sicht als Phaseniibergang zu definieren. In Abb.
A sind die gemessenen Abstinde der Membranen (H), der DNA(e) und der Ketten

(A) gegen die Temperatur aufgetragen. dpya vergrofiert sich sprunghaft von 29 auf
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Abb. 5.2: SAXS und WAXS Messungen bei steigender Temperatur (angegeben) an einem isoelektri-
schen DMPC / DMTAP-DNA Komplex mit xtap=0.5 (A). Der DNA-Korrelationspeak
ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Zwischen 35 °C und 45 °C verschwindet der scharfe WAXS—
Reflex und zeigt damit den Ubergang der Membran von der Ls in die L, Phase an (sche-
matisch in (B) dargestellt). Dabei verringert sich der lamellare Wiederholabstand djqm,
bei gleichzeitiger Vergroflerung des DNA Abstandes dpya-

>

35 A bei der Phaseniibergangstemperatur von etwa Tj..,,= 42 °C und steigt unter-
und oberhalb davon linear mit der Temperatur an. dj.,, zeigt exakt gegenldufiges
Verhalten und verringert sich bei T},.,,svon 73 auf 65 A.

In Abb. B sind Elektronendichteverteilungen senkrecht zu den Membranen in
dem Lipid-DNA-Komplexe aus der equimolaren und elektrisch neutralen DMPC /
DMTAP-DNA Mischung bei drei verschiedenen Temperaturen abgebildet. Zur Be-
rechnung wurden die sieben mefibaren Ordnungen der lamellaren Reflexe auf den
Lorentzfaktor korrigiert und verwendet. Die Phase wurde so gewéhlt, da} zwischen
den elektronenreichen Phosphatgruppen der Lipidkopfe ein drittes Maximum auf-
grund der ebenfalls phosphathaltigen DNA auftritt. Dabei wird die aus der Literatur
bekannte Elektronendichteverteilung der Lipidmembran beniitzt [84]. Maxima treten
bei Phospholipidmembranen im Bereich der Phosphatgruppen der Lipidképfe auf und
die wasserstoffreichen Methylgruppen am Ende der Lipidketten fithren zu einem deut-

lichen Minimum in der Mitte des hydrophoben Bereichs der Membran. Die kanonische
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X1AP L/D dlam dDNA dc dmem 19T

T=15 °CT=45 °CT=15 °CT=45 °CT=15 °CT=15 °CT=45 °CT=15 °C
0.25 9.5 756 67.0 34.4 43.1 4.16 39.6 35.0 0

0.5 4.5 732 65.3 28.9 35.3 4.17 37.2 33.3  ca. 20°
0.75 2.7 66.8 60.4 26.2 31.2 4.19 30.8 284  ca. 40°

Tab. 5.1: Ubersicht iiber die strukturellen Daten von drei isoelektrischen Proben mit unterschied-
lichem xr4p. L/D: Lipid-zu-DNA Masseverhéltnis, djqm,: lamellarer Wiederholabstand,
dpna: DNA-Wiederholabstand, d,,en: Membrandicke; d. abgeleitet vom Maximum des
WAXS—Peaks und 91 Kettenneigung in der Lnghase.

a(La) = 33K a(ly) = H57 (K] Agp = "7 2 [K]

- do oT doa_T dO
domemn —71-10°" —9.5-101 —0.11
dpna 1.6-1073 1-1073 0.19

Tab. 5.2: Die thermalen Expansionskoeffizienten, «, und die relative Anderung Aqp, an der
Hauptphasenumwandlung eines isoelektrischen DMPC / DMTAP-DNA Komplexes mit
X74p=0.5. Die Koeflizienten sind relativ zu Abstand dy angegeben, der an der Phasen-
umwandlungstemperatur in der Gelphase gemessen wurde.

Auflssung der Elektronendichte Rekonstruktion liegt zwischen 8 und 10 A.

Im Gegensatz zu den Kontrastvariationsexperimenten im Kap. {4 steht fiir jede
Lipidkomposition nur je ein Datensatz von Fourierkoeffizienten fiir die Elektronen-
dichterekonstruktion zur Verfiigung. Deswegen ist es nicht moglich, die Schichtdicken
0w, Opnaund 0y gvoneinander zu unterscheiden. Als Membrandicke d,,.,, sei deswegen
der Abstand der Maxima, die von den Lipidkopfgruppen stammen, definiert. Damit
1a8t sich die Dicke der Wasserschicht zwischen den Membranen als d,=d;4m-dmem

schreiben.

d, ergibt sich bei 35 °C zu 35 A, bei 45 °C zu 32 A und bei 90 °C zu 26 A.
In Komplexen mit héherem Molbruch kationischen Lipides x,4p verringert sich die
Membrandicke zusitzlich, sowohl in der LS als auch in der Lnghase. Die Werte
sind in Tabelle zusammengefaBt. In der LS-Phase 1ifit sich dieser Effekt einfach
auf die im Vergleich zu DMPC kleinere Kopfgruppe von DMTAP zuriickfiithren. In
der Lg—Phase spielt dabei zusétzlich die Kettenneigung eine Rolle, die in Kap. |3.4
anhand der WAXS-Reflexe analysiert wurde. Tatsédchlich wichst die Neigung der
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Abb. 5.3: SAXS und WAXS Messungen der Probe von Abb. in Temperaturschritten von 1 °C.
Bei 42 °C ist die Fliche der 2. Ordnung der lamellaren Peaks, die der Lg bzw. LY -Phase
zugeordnet werden, etwa gleich. Die Fliache des scharfen WAXS-Reflexes ist etwa auf die
Halfte reduziert. Die Probe befindet sich demnach im Phasengleichgewicht zwischen Lg

und LS -Phase.

Alkylketten mit x,4p. Bel xp4p=0.25 zeigt sich ein scharfer Peak im Weitwinkelbe-
reich (siehe Abb. . Dies deutet darauf hin, dafl der Flachenbedarf der Lipidkopfe
bei diesem Mischungsverhéltnis der Lipide genau dem Flachenbedarf der Ketten ent-
spricht und damit kleiner ist als der von reinem DMPC. Bei hoherem x,,p wéchst
der Flachenbedarf der Kopfgruppen aufgrund der steigenden elektrostatischen Absto-
Bung der kationischen Kopfgruppen, was zu der wachsenden Kettenneigung zwischen
die néchsten Nachbarn fiihrt. Obwohl klar ist, dafl eine genaue Analyse der Ketten-
neigung nur mit orientierten Proben moglich ist, kann man sie grob abschétzen. Dazu

wird zum einen d,,.,, und zum anderen die Breite des WAXS-Reflexes verwendet.
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Abb. 5.4: (A) Temperaturabhiingigkeit des lamellaren Wiederholabstandes dj4,, des DNA-
Abstandes dpya und der Abstand der Lipidketten d., resultierend aus den WAXS-—
Reflexen. (B) Elektronendichteprofile rekonstruiert aus den ersten 7 lamellaren Peakin-
tensititen (kanonische Auflosung 8 A) bei drei verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 5.5: WAXS-Reflexe von reinem DMPC und Lipid-DNA-Komplexen mit Molbriichen kationi-
schen Lipids xp4p=0.25, 0.5 und 0.75. Besonders auffillig ist die scharfe symmetrische
Peakform bei x4 p=0.25. Demnach stehen die Lipidketten genau senkrecht auf den Mem-
branen.
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5.1.2 Diskussion

Die in den Lipid-DNA-Komplexen gemessenen anisotropen strukturellen Verénde-
rungen im Bereich des Kettenschmelzens der Lipide sind typisch fiir Membranen. Der
Ubergang von einer wohl geordneten Kettenkonfiguration bei niedrigen Temperaturen
zu einer fiir Fliissigkeiten typischen Organisation der CHy—Gruppen der Ketten geht
mit einer Expansion der Membranoberflache und einer Abnahme der Membrandicke
einher [85]. Wie im folgenden gezeigt wird, ist der DNA-Wiederholabstand ein Maf
fiir die Flachenausdehnung der Membran. Erstens sei darauf hingewiesen, dafl die
thermotrope Verdnderung des DNA-Abstandes bei konstanter DNA-Lénge mit den
bekannten Flichenénderungen fiir reine Lipidmembranen tibereinstimmt. In mikrome-
chanischen Experimenten an DMPC—Riesenvesikeln wurde die relative Flachenénde-
rung (A, — Ag)/Ao = 0.13 bei der Hauptphasenumwandlung der Membran gemessen.
AuBerdem wurden die thermischen Flachenexpansionkoeffizienten o(L,) = (4 — 6) -
1073/ °C und a(Lg) = (5 —8) - 107*/ °C [21]. Zweitens 148t sich der DNA-Abstand
aus dem Verhéltnis der Lipidmasse L und der DNA-Masse D bestimmen. Dabei wird
angenommen, dafl Komplexe aus einer homogenen Phase bestehen, die durch lokale
Ladungsneutralitét charakterisiert ist. So 148t sich der DNA-Abstand folgendermaflen
ausdriicken[63]:

Apnappna L
AmemPmem D
wobei Apya und ppya der Flichenquerschnitt und die Volumendichte der DNA und

dpna = (5.1)

Amem Und pem die Dicke und die Dichte der Lipidmembran sind. Es konnte experi-
mentell bestétigt werden, dafl die einfache Formel gut den DNA-Abstand im Bereich
von 30 bis 70 A fiir DOPC /DOTAP-DNA Komplexe abschétzt, und zwar unter Ver-
wendung von Apya = 186 A%, ppya = 1.5 g/em® und ppem = 1.07 g/cm? [63].
Die hier gemessenen Daten folgen ebenfalls dieser Gleichung mit 1% Genauigkeit
fiir x4 p=0.5. Man beachte, daf§ die Gleichung auch die Gelphase Lg gut beschreibt,
wenn man die in dieser Phase gemessene Membrandicke und die Massendichte, die ge-
geniiber der fliissigkristallinen Phase um ca. 5% erhoht ist, beriicksichtigt. Die gleiche
relative Zunahme wird fiir die gemessene Volumenénderung der Membran gemessen,
Ay = Apna + Amem =~ 5% (Tab. . Gl und die gute Ubereinstimmung
mit dem bekannten Lipidverhalten weist darauf hin, daf§ der Phaseniibergang Lgng
alleine von der Lipidmembran gesteuert ist. Fiir x,,p=0.75 sind die experimentell
gemessenen Werte kleiner als mit Gl. [5.1] vorhergesagt. Dies ist durch kurzreichweitige
elektrostatische Abstoung zwischen den DNA—-Stréangen erklarbar, die sich nicht eng

genug aneinander anlagern kénnen, um die Lipid-Membran vollstdndig elektrisch zu
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neutralisieren.

5.2 Betrachtung der Strukturellen Parameter in
Abhéingigkeit von der Lipid—Zusammensetzung
und des Lipid—DNA- Ladungsverhéltnisses

5.2.1 Lipid—Zusammensetzung

Im letzten Kapitel wurde gezeigt, dafl sich die Zusammensetzung der Lipidmem-
bran auf die strukturellen Parameter, dpya und dy,,,, der lamellaren Lipid-DNA—
Komplexe auswirkt. Der am isoelektrischen DMPC / DMTAP-Systems zur systema-
tischen Untersuchung der strukturellen Parameter aufgenommenen Datensatz ist in
Abb.[5.6/A gezeigt. Die Membranzusammensetzung wurde zwischen x po=1-x7,4p=0.5
und 0.9 variiert und bei zwei verschiedenen Temperaturen, 30 °C(links) und 60 °C
(rechts) aufgenommen. Darstellungsbedingt sind die Messungen logarithmisch und
tibereinander gestapelt gegen |¢| aufgetragen, wobei x p. der jeweiligen Messung in %
angegeben ist. Die aus der vierten lamellaren Ordnung ermittelten Werte von d,,em
sind in Abb. B gezeigt. Demnach steigt in der Gelphase der lamellare Abstand
dyum von 71 A bei X p=0.5 bis zum Maximum bei x p~=0.73 auf 75.9 A und fallt dann
bis auf 74.4 A bei pc=0.8 ab. In der fluiden Phase folgt d,,.,, dem Verlauf in der
Gelphase, ist jedoch im Mittel um 9.36 A zu kleineren Werten verschoben. In Abb.
C ist der DNA-Wiederholabstand gegen x p. aufgetragen, wobei die Symbole B und
A jeweils die Mefipunkte von dpya bei 30 °C und 60 °C angeben. Die durchgezogenen
Linien wurden nach GI. berechnet, wobei fiir die Membrandicke d,,c,n=djam-25 A
bei der jeweiligen Temperatur verwendet wurde. Im Falle der kristallinen Lipidket-
ten (30 °C) ist die Ubereinstimmung der MeBdaten mit der einfachen Berechnung
von dpya nach Gl zwischen xp-=0.65 und 0.75 gut. Bei kleinerem y p. ist die
Abweichung durch elektrostatische Abstoung der benachbarten DNA-Molekiile zu
erkliren. In der fluiden Phase der Ketten gibt es nur qualitative Ubereinstimmung
zwischen Theorie und Experiment, vor allem, weil bei hohem yp. die gemessenen
Werte deutlich unterhalb der theoretisch vorhergesagten Kurve liegen.

In der Diskussion von Kap. [3| wird die molekulare Struktur der Lipide zur Er-
klarung des Phasenverhaltens herangezogen. Um zu iiberpriifen, ob die molekulare
Struktur des neutralen Lipides DMPC auch Einflufl auf die Struktur der Lipid—-DNA—
Komplexe hat, wurde ein weiteres Lipidsystem untersucht. Dazu wurde anstelle des
neutralen Lipides DMPC das bei physiologischem pH ebenfalls neutrale DMPE als
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Abb. 5.6: (A) SAXS Messungen an isolektrischen DMPC / DMTAP Komplexen mit variierendem
Xpe=l-Xpap (in Prozent angegeben). Die aus den SAXS-Daten ermittelten lamellaren
Wiederholabsténde dyerm (B) und DNA-Wiederholabstéinde dpya (C) in der gelartigen
(M) und der fluiden (A) Phase gegen x p aufgetragen. Die durchgezogenen Linien in (C)
sind nach GI. 5] berechnet.
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Abb. 5.7: (A) SAXS Messungen an isolektrischen DMPE-DMTAP Komplexen mit variierendem

Xpe=l-Xpap (in Prozent angegeben). Die aus den SAXS-Daten ermittelten lamellaren
Wiederholabstéinde derm (B) und DNA-Wiederholabsténde dpya (C) in der gelartigen
(M) und der fluiden (A) Phase gegen x p aufgteragen. Die durchgezogenen Linien in (C)
sind nach Gl. 5] berechnet.
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Helferlipid verwendet. In Abb. A ist die entsprechende Verdiinnungsreihe der
DMPE-DMTAP-Mischungen isoelektrisch komplexiert mit DNA gezeigt. Wie im Fal-
le des DMPC / DMTAP-DNA Systems zeigt die Kleinwinkelstreuung, daf es sich um
lamellare Komplexe handelt und zwar bei beiden Temperaturen (30 °C links, 60 °C
rechts) und jeweils allen gemessenen Molbriichen von DMPE, 0.4 <x < 0.9 (jeweils
in % angegeben). Zunéchst fillt das vom Formfaktor verursachte Fehlen der dritten
lamellaren Ordnung in der Gel-Phase und eine sehr geringe Intensitéit dieser Ord-
nung in der fluiden Phase auf. Wie beim DMPC-System wandert der DNA—Peak bei
beiden Temperaturen mit steigendem ypp, zu kleineren g-Werten. Es fillt auf, dafl
sich in diesem System auch die lamellaren Peaks zu kleineren ¢—Werten verschieben,
wie deutlich an der vierten Ordnung bzw. fiinften Ordnung zu erkennen ist. Aus den
Peakpositionen ergeben sich jeweils die in Abb. B und C gezeigten Entwicklun-
gen von digy, und dpya mit Xpp. digm vergroBert sich in der Gelphase von 67.4 A
bei Xpp =0.4 mit einer durchschnittlichen Steigung von 1.5 A pro 10% xpp. Die
Werte von d,, in der fluiden Phase liegen um durchschnittlich 7.3 A zu Kleineren
Werten verschoben. Der DNA-Wiederholabstand wiéchst wie erwartet mit Zunah-
me des Helferlipides. Wiederum sind die durchgezogenen Linien nach Gl. wie fiir
das DMPC-System berechnet, wobei fiir die Dichte der Membran der gleiche Wert
(p = 1.07 g/cm?®) verwendet wurde.

5.2.2 Ladungsverhiltnis

Bisher wurden auschliefllich isoelektrische Lipid—-DNA-Komplexe betrachtet, bei de-
nen das Verhéltnis zwischen der Anzahl der kationischen Lipidkopfe und der DNA—
Phosphatgruppen genau 1 war. In diesem Abschnitt wird untersucht, wie sich die
strukturellen Parameter in Lipid-DNA-Komplexen verdndern, wenn ein Uberschuf
an positiven bzw. negativen Ladungen besteht.

Aus dem letzten Abschnitt ist bekannt, daf sich die DNA bei kleinen Molbriichen
des Helferlipides weniger dicht anordnet, als durch das auf Ladungsneutralitit be-
ruhende theoretische Modell vorhersagt. Ebenso sind Abweichungen bei sehr hohen
Anteilen des neutralen Lipides in der anderen Richtung zu verzeichnen, was mogli-
cherweise auf laterale Phasenseparation zwischen Lipid—Vesikeln und Lipid-DNA-
Komplexen zuriickzufiihren ist (s. Diskussion).

Fiir die Untersuchung der Ladungsabhingigkeit wahlt man deswegen den Mol-
bruch des Helferlipides (xpo bzw. xpg) gleich 0.7, da bei diesem Wert die Ladungs-
neutralitdt sowohl im DMPC- wie auch im DMPE-System in fluider und gelartiger
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Abb. 5.8: (A) SAXS an Lipid-DNA-Komplexen mit konstantem DMPC:DMTAP Verhéltnis von
70:30 bei 30 °C (links) und 60 °C (rechts). Variiert wird das Ladungsverhéltnis von Lipiden
zu DNA. In (B) ist djgm, in (C) dpna in Abhingigkeit vom Ladungsverhiltnis dargestellt.
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Abb. 5.9: (A) SAXS an Lipid-DNA-Komplexen mit konstantem DMPE:DMTAP Verhéltnis von
70:30 bei 30 °C (links) und 60 °C (rechts). Variiert wird das Ladungsverhéltnis von Lipiden
zu DNA. In (B) ist djgm, in (C) dpn 4 in Abhéngigkeit vom Ladungsverhiltnis dargestellt.
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Phase durch Randeffekte lediglich in geringem Mafl gestort ist.

In Abb. A sind SAXS-Messungen bei 30 °C (links) und 60 °C (rechts) mit
an DMPC / DMTAP-DNA Komplexen zu sehen, bei denen das Ladungsverhéltnis
p= z—J_r zwischen 0.75 und 1.33 variiert wird. Der lamellare Wiederholabstand ist in der
Lg—Phase praktisch konstant (Durchschnitt 75.31 A) und schwankt in der LS-Phase
nur leicht um den Mittelwert von 66.24 A (Abb.|5.8| B). Der DNA-Wiederholabstand
ist fiir p < 1 nahezu konstant und steigt bei p > 1 in der fluiden Phase stark an
(Abb. B). In der Gelphase ist dort ebenfalls ein leichter Anstieg zu verzeichnen.

Im deutlichen Gegensatz dazu ist der DNA—Wiederholabstand in DMPE-DMTAP-
DNA Komplexen sowohl in der gelartigen Phase als auch in der fluiden Phase inner-
halb des untersuchten Bereichs von 0.775 < p < 1.375 konstant. Bei 30 °C schwankt
er leicht um den Mittelwert von 31.93 A, bei 60 °C um 41.2 A (Abb. . Die gemesse-
nen Werte fiir d;,,, schwanken in der Gelphase sehr leicht um den Mittelwert 72.40 A
in der fluiden Phase um 63.43 A. Insbesondere sei betont, wie &hnlich die unterschied-
lichen SAXS—Messungen sind, insbesondere beziiglich der Peak—Intensitédten und der
Peakformen. Es gibt tatséchlich keine Hinweise auf mogliche Unterscheidungskriterien
der Proben anhand der SAXS—Messungen.

5.2.3 Diskussion

Lipidzusammensetzung

Die Zusammensetzung der Lipidmembran spielt die dominierende Rolle bei der Kon-
trolle der strukturellen Parameter, ndmlich des lamellaren Wiederholabstands und des
DNA-Wiederholabstands. In dem Bereich um x;,4p,=0.3 erhélt man fiir beide Arten
von Helferlipiden bei der Variation des Molbruchs des Helferlipides in ladungsneu-
tralen Lipid-DNA-Mischungen eine gute Ubereinstimmung des gemessenen DNA-
Abstandes mit der rein auf der Ladungsneutralitit und Massenerhaltung beruhenden
Vorhersage von Gl. p.1} Das 148t den SchluB zu, daff in diesem Bereich die gesamte
Menge an Lipid und DNA in einer einzigen kondensierten Phase organisiert ist, und
die in der Membran beweglichen kationischen Lipide die Rolle der Gegenionen der
DNA {ibernehmen. Die kationischen Lipide schirmen die DNA-Molekiile so gegenein-
ander ab, daB sie sich bis auf ca. 5 A aneinander annéhern kénnen. Die einwertigen
Gegenionen der DNA (Na™) und des kationische Lipides (Cl~) werden entropisch
in den Wasseriiberstand getrieben. Tatséchlich haben direkte Messungen von Wag-
ner et al. der lonenstirke im Wasseriiberstand gezeigt, dafl praktisch alle Salzionen

aus den Lipid-DNA-Komplexen losgelassen werden [89]. Die Komplexe haben genau
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einen lamellaren Abstand und einen DNA-Abstand, was zeigt, daBl die Lipidmem-
branen iiberall in den Komplexen die gleiche Lipidzusammensetzung haben miissen.
Das stimmt iiberein mit der kalorimetrischen Beobachtung eines schmalen Lgngf
Uberganges in Kap. , da andernfalls Lipid-Membranen mit unerschiedlichen x;4p

unterschiedlich Phaseniibergangstemperaturen aufweisen wiirden.

Bei Molbriichen des Helferlipides < 0.65 liegt der gemessene DNA—Abstand in bei-
den betrachteten Systemen oberhalb der Kurve, die sich aus der Ladungsneutralitéit
zwischen kationischen Lipidkopfen und DNA—-Phosphatgruppen ergibt.

Bei xp=0.5 ist der DNA-Wiederholabstand 27.6 A. Abziiglich des DNA-Durch-
messers von 20 A haben also zwei benachbarte DNA-Molekiile nur noch etwa 7 A
Abstand voneinander, was zu einer betrachtlichen elektrostatischen Repulsion fiihrt.
Dadurch wird die freie Energie des Systems stérker erhoht, als durch die Anlagerung
von einwertigen Gegenionen aus der Losung und dem damit verbundenen Entropie-
verlust. Die iiberschiissige DNA ist im umgebenden Wasser gelost mit einer Wolke
von Gegenionen, die nach Mannings an dem stark geladenen Polymer kondensieren,
um die elektrische Ladung zu neutralisieren [51]. Der DNA—-Abstand wird also durch
das Gleichgewicht zwischen Maximierung der Entropie der Gegenionen der geladenen
Lipide in der Membran und der DNA einerseits und andererseits durch der Mini-
mierung der elektrostaischen Abstofung der benachbarten DNA-Molekiile bestimmt.
Dieses Verhalten wurde von May et al. durch Minimierung der freien Energie durch

selbstkonsistente Losung der Poisson—Boltzmann—Gleichung vorhergesagt [53].

Bei Molbriichen des Helferlipides > 0.75 ist der gemessen DNA—-Abstand kleiner
als mit Hilfe von Gl.[5.1]vorhergesagt. Dies 148t sich auf Entmischung von Lipid-DNA-
Komplexen und Lipidmembranen erkldaren, wobei in den Lipidmembranen die Kon-
zentration des kationischen Lipides geringer ist als die Gesamtkonzentration. Ein di-
rekter experimenteller Nachweis dieser lateralen Phasenseparation ist die Mischliicke
des Lipid-DNA-Phasendiagramms in Kap. 3], in der kalorimetrisch zwei verschiedenen
Phaseniibergangstemperaturen gemessen wurden. Bei 60 °C teilt sich bei x po> 0.75
(Abb. der lamellare Peak in zwei Peaks auf. Die daraus resulierenden, zwei ver-
schiedenen lamellaren Absténde sind charakteristisch fiir laterale Phasenseparation.
Das Auftreten der Entmischung bei x p~=0.75 stimmt genau mit den kalorimetrischen
Daten aus Kap. [3] und mit der theoretischen Berechnung von May et al. {iberein
[53]. Der geringe Unterschied in der Peakposition z.B. der vierten lamellaren Ord-
nung deutet auf Entmischung in Doménen mit geringfiigig unterschiedlichem lamel-

laren Wiederholabstand in den Komplexen hin. Neutrale multilamellare Lipidvesikel
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wiirden Korrelationspeaks korrespondierend mit deutlich kleineren Membranwieder-
holabsténden aufweisen. Multilamellare Lipidphasen werden typischerweise durch van
der Waals Krifte zwischen den benachbarten Lipidkopfgruppen stabilisiert [68], so
daf die lamellaren Wiederholabstdnde im Bereich der Membrandicke zuziiglich einer
diinnen Hydratationsschicht liegen [34], 40]. Fiir multilamellare Vesikel zu erwartende
Werte lidgen somit etwa bei 40 bis maximal 50 A, der gemessene Wert liegt bei ca.
65 A, was deutlich hoher ist als fiir Vesikel erwartet wird.

Eine weitere klarungsbediirftige Frage ist, warum man bei Phasenseparation von
Lipid-DNA-Komplexen und reinen Lipidvesikeln keinen Réntgenpeak beobachtet, der
Vesikeln zuzuordnen ist. Quellmessungen von Rédler et al. an Lipid—Vesikeln aus
DOPC und DOTAP zeigen, dafi die Oberflichenladung der Membranen zu einer ab-
stoflenden Kraft fiihrt, die grofer ist als die van der Waals—Kréfte, die die multilamel-
lare Phase stabilisieren [63]. Das Fehlen eines scharfen Rontgenreflexes von Vesikeln ist
also nicht im Widerspruch zur Koexistenz von Vesikeln und Lipid-DNA-Komplexen,
sondern ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung dafiir, dafl kationische Lipid-

membranen unilamellare Vesikel bilden.

Ladungsabhéngigkeit

Die Betrachtung des DNA—Abstandes in Abhéngigkeit von der Gesamtladung von
Lipidmembranen und DNA kann Aufschluf} iiber Phasenseparation zwischen drei un-
terschiedlichen Phasen geben: erstens kann DNA gelost im Wasser vorkommen, zwei-
tens konnen Lipide Vesikel bzw. Mizellen ohne DNA—-Anlagerung bilden und drittens
konnen DNA und Lipide zu Komplexen kondensieren. Erhoht man etwa ausgehend
vom isoelektrischen Punkt, an dem nur Komplexe existieren, die relative Menge der
Lipidmischung im Verhéltnis zur DNA-Menge, sind zwei Effekte denkbar. Einerseits
kann das Lipid die effektive Flache in den Membranen der Komplexe erhohen, was
sich durch einen vergréfferten DNA—-Abstand ausdriicken wiirde. Andererseits kann
Lipid etwa in Form von Vesikeln mit Komplexen phasenseparieren. Dabei ist im all-
gemeinen die Lipidzusammensetzung in den Vesikeln nicht die gleiche wie die in den
Komplex—-Membranen. Dies kann im Extremfall dazu fithren, dafl der DNA—-Abstand
konstant bleibt.

Erhoht man dagegen ausgehend vom isoelektrischen Punkt die DNA-Menge im
Verhéltnis zu den Lipiden kann die DNA | elektrostatischen Druck® in der Loésung
erzeugen, der im allgemeinen den DNA—Abstand in den Komplexen verringert.

In beiden Fillen, ob bei Lipid oder DNA-Uberschu$, kann man davon ausgehen,

daB einwertige Tonen aus der Losung benotigt werden, um lokale Ladungsneutralitit in
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den Komplexen zu gewéhrleisten. Der damit verbundene Verlust an Entropie bildet
das mafligebliche Gegengewicht zum elektrostatischen Druck der freien Lipide bzw.
DNA.

Die beiden Systeme DMPC / DMTAP-DNA und DMPE / DMTAP-DNA zeigen
stark unterschiedliches Verhalten unter Ladungsvariation. Im PC-System sieht man
einen Sprung des DNA-Abstandes am isoelektrischen Punkt, wie er aus fritheren
Messungen am DOPC-DOTAP-DNA-System bekannt ist [62], [43]. Unterschiedliche
theoretische Ansétze konnen dieses Verhalten erklaren.

Bruinsma fand die Instabilitdt des DNA-Abstandes am isoelektrischen Punkt
durch analytisches Losen der Poisson-Boltzmann—Gleichung unter der Néherung fiir
grofle DNA-Abstidnde (dpya>>dmem). Diese Annahme ist im Falle von y;,p=0.3
anndhernd erfiillt und kann qualitativ den sprunghaften Anstieg des DNA—Abstandes
erkldren [8]. Ahnlich gute Ubereinstimmung besteht mit der numerischen Lésung der
Poisson-Boltzmann-Gleichung von Harries et al. [28§].

Lipid-Uberschuf fithrt im DMPC / DMTAP-System nahe am isoelektrischen
Punkt zu einer Zunahme des DNA—-Abstandes. Nach May et al. konnen die DOPC—
DOTAP-DNA Komplexe bis p ~ 1.3 UberschuBlipid aufnehmen, so daf in diesem
Bereich keine Koexistenz mit reinen Lipidmembranen in vesikulédrer Form zu erwarten
ist. Die DNA maximiert unter den gegebenen experimentellen Bedingungen ihren Ab-
stand, um die elektrostatische Abstoflung zu minimieren. Besonders hervorzuheben ist
die Tatsache, dal nur ein mittlerer DNA-Abstand in den Komplexen gefunden wird.
Es gibt also keine Koexistenz zwischen Doménen mit dichter und weniger dichter
gepackter DNA.

Das DMPE-DMTAP-System zeigt am isoelektrischen Punkt keinen Sprung des
DNA-Abstandes. Im Fall von Lipidiiberschuf} ist zwingende Voraussetzung fiir kon-
stanten DNA—-Abstand, daf§ die Lipidmenge im Verhéltnis zur DNA in der Membran
konstant ist. Im Fall von DNA-UberschuB darf der elektrostatische Druck der DNA
in Losung die interkalierte DNA nicht weiter komprimieren.

Das legt die Annahme nahe, da DMPE-DMTAP-Lipidphasen schon kénnen
schon bei kleinstem Lipid-Uberschufl mit Komplexen phasenseparieren. Dies 18t sich
aus der Beobachtung ableiten, dafi der DNA—-Abstand bei Lipidiiberschuf§ konstant
bleibt. Das 148t sich positive Umladung der DMPE-Kopfgruppen so vorkomprimiert
ist, dal der elektrostatische Druck das Gitter nicht weiter komprimieren kann.

Es stellt sich die Frage, welcher Unterschied zwischen den Helferlipiden DMPC
und DMPE zu so drastisch unterschiedlichem Verhalten fiihren.
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Abb. 5.10: Schematische Molbruch-Ladungsverhéltnis—Phasendiagramme des DMPC / DMTAP-
Systems (links) und des DMPE-DMTAP-Systems. In den Messungen wurde der Mol-
bruch des Helferlipides X p bzw. xpg auf der Linie p = 1 = const. und das Ladungs-
verhéltnis p entlang der Linie xy= 0.7 variiert. Bei p < 1 koexistieren geloste DNA
und lamellare Lipid-DNA-Komplexe, bei p > 1 ist sdmtliches Material des DMPC
/ DMTAP-Systems in lamellaren Komplexen einer Zusammensetzung organisiert. Im
DMPE-DMTAP System koexistieren lamellare Komplexe mit einer reinen Lipidphase,
die aufrund der natiirlichen negativen Kriimmung des DMPE wahrscheinlich invers he-
xagonal ist. In beiden Systemen koexistieren bei yg> 0.75 Komplexe mit reinen Lipid-
phasen, und fiir y < 0.65 Komplexe mit DNA.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen neutralen Lipiden ist das Verhalten bei
extrem niedrigem und extrem hohen pH-Werten. Unterhalb eines pH-Wertes von 2
konnen sich beide Lipide durch Protonierung der Phosphatgruppe in einfach positive
Molekiile umwandeln [14]. Bei pH-Werten iiber 12 kann die Amonium—-Gruppe des
DMPE deprotoniert werden, was im Falle des Trimetrhylammonium des DMPC nicht

moglich ist.

DMPC + H3;0T = DM PC* + HyO
DMPE + H3;O0" = DMPE* + H,O
DMPE +OH™ = DMPE~ + H,0O fir pH > 12

} fir pH <2
(5.2)

Die kationischen Lipide in den Membranen fithren in Abwesenheit von DNA zu einer
hohen Dichte an Anionen an der Membran—Wassergrenzschicht, was aquivalent zu
einem extrem hohen pH ist. Es ist denkbar, dafi die Moglichkeit der Deprotonierung
von DMPE dazu fithrt, dafl Mischungen aus DMPE und DMTAP wesentlich leichter
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Abb. 5.11: Vergroflerte Darstellung der DNA—Peak—Region. Die lamellaren Peaks korrespondieren
mit dem halben Abstand der Einheitszellen eines rhombisch zentrierten Gitters mit den
Kantenléngen a=2d;,,, und b=dpy 4, und werden deswegen mit den Millerschen Indi-
zes (2n,0) bezeichnet. Die diffusen DNA-Peaks entsprechen den Ordnungen (1,1), (3,1)
und (5,1). Die durchgezogene Linie wurde angepafit unter der Annahme, daf die Peaks
Lorentz—Form besitzen. Die Positionen sind nach der rhombisch zentrierten Ordnung ver-
kniipft. Rechts ist schematisch ein Komplex dargestellt, der die beschriebene Symmetrie
des DNA-Ubergitters aufweist.

mit Komplexen phasenseparieren kénnen als DMPC / DMTAP-Mischungen. Insbe-
sondere kann angenommen werden, dafl mogliche Umladung der PE-Kopfgruppen in
der Nachbarschaft von kationischen Lipidkopfgruppen zu Favorisierung von mizellaren

Phasen gegeniiber Vesikeln fiihrt, wie von Koltover et al. entdeckt [43].

Dieser Mechanismus konnte in der Lage sein, den Abstand der vollstdndig in den

Komplexen gebundenen DNA konstant zu halten.

5.3 Uberstruktur des DNA—-Gitters

Bisher wurden die Rontgendaten in bezug auf die lamellaren Absténde und den
DNA-DNA Abstand untersucht. Bei genauerer Betrachtung sieht man unter be-
stimmten Voraussetzungen hohere Ordnungen des diffusen DNA-Korrelationspeaks.
In Abb.[p.I1]ist die diffuse Region stark vergréfert dargestellt. Die drei diffusen Peaks
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lassen sich in Ubereinstimmung mit einem rhombisch zentrierten (=orthorhombi-
schen) Gitters mit gy = 27+/(k/a)? + (1/b)? indizieren - mit Gitterkonstanten a und
b. Die orthorhombische Ordnung ist in der schematischen Zeichnung in Abb. dar-
gestellt. Die x-Achse des gewéhlten, kartesischen Koordinatensystems zeige entlang
der Léngsachse der DNA—-Molekiile. Die y—Achse ist demnach senkrecht, die z—Achse

parallel zu den Lamellen. Beide Richtungen stehen senkrecht zu den Lingsachsen der

DNA-Striange, die im Mittel parallel zu x—Achse orientiert sind. Das System verhélt
sich in x—Richtung kontinuierlich. Das zweidimensionale Gitter kann also mit dem
Vektor (y,z) im Realraum und mit den Millerschen Indizes (k1) fiir (¢,,q.) im rezipro-
ken Raum beschrieben werden. Jeweils ein DNA-Molekiil liegt an den Eckpunkten
der Einheitszelle, die durch ein weiteres DNA—Molekiil im Schwerpunkt flichenzen-
triert ist. Man beachte, dafl dadurch die Hohe der Einheitszelle a dem doppelten
lamellaren Abstand entspricht, wobei die Breite b gleich dem DNA-Abstand ist. Die
DNA-Korrelationspeaks haben die Millerschen Indizes (1,1), (3,1) und (5,1). Die la-
mellaren Peaks entsprechen Reflexen der Ordnungen (2n,0). Durch die rhombisch
zentrierte Symmetrie des Gitters sind die Reflexe (1,0) und (0,1) ausgeloscht und

werden deswegen in Rontgenmessungen nicht beobachtet.

5.3.1 2D—Messungen an orientierten Proben

Lg—Phase in orientierten Proben

Um den endgiiltigen Beweis fiir die rhombisch zentrierte Symmetrie des DNA-Uber-
gitters zu erbringen, wurden orientierte Proben auf 2D-Detektoren abgebildet. In
Abb.[5.12/ A und C sind zwei Aufnahmen von orientierten Proben bei 20 °C gezeigt. In
beiden Féllen wurden Phosphor—Platten der Firma Fujifilm Medical Systems (USA)
zur Intensitétsdetektion verwendet (Pixelgrofie 100pum). Die Aufnahmen A wurde an
der Beamline ID2A, ESRF, mit einer sehr guten Auflésung von Ag ~ 4-10~*A~" auf-
genommen und ohne jegliche Korrektur des Hintergrundes abgebildet. Die Auflésung
kann direkt an der minimalen FWHM der lamellaren Reflexe gemessen werden. Um
Probendestruktion zu minimieren wurde in 10 Sekunden Abstdnden 150 mal jeweils
0.1 Sekunde mit voller Strahlintensitét belichtet. Eine bessere Auflosung ist praktisch
nicht erreichbar, da hierzu ein Dreiachsspektrometer mit Analysator zu verwenden
wére. Um mit solch einem Gerét den reziproken Raum vollstéandig abzubilden, miifite
die Probe lange hoher Intensitdt der ionisierenden Strahlung ausgesetzt werden, was
zwangslaufig zur Destruktion der Probe fithren wiirde. Die Aufnahme in Abb.
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Abb. 5.12: Réntgenmessungen an orientierten Proben von Lipid-DNA-Komplexen. In Aufnahme
(A) konnten 3 Ordnungen der DNA-Korrelationspeaks auf einem Image-Plate Detek-
tor aufgenommen werden. Die Ringe stammen von unorientierten Probenmaterial, das
vom Strahl gestreift wurde. In (B) ist schematisch der reziproke Raum des rhombisch
zentrierten Gitters indiziert. (C) zeigt eine andere 2D—Aufnahme mit deutlich geringerer
Intensitdt und Auflésung, die am LURE, Paris, aufgenommen wurde.

C wurde mit geringerer Auflosung und Intensitdt am LURE in Paris an einer an-
deren Probe abgebildet. Tatséichlich befand sich die Probe mehr als 4 Stunden im
Strahl, was wegen der geringen Primérintensitéit nicht zu Strahlenschéden fithrte. Die
diffusen Peaks konnten nur durch intensive Korrektur des Hintergrundes dargestellt
werden.

In beiden Féllen sind deutlich die intensiven und schmalen lamellaren Braggpeaks
sichtbar. Sie liegen im Rahmen der Auflésung auf der ¢,~Achse und sind &quidi-
stant. Die Debye—Scherrer—Ringe stammen von unorientiertem Probenmaterial, das
vom Strahl beriihrt wird und ist um einen Faktor tausend geringer als die orientier-
ten Reflexe. In Abb. A sind dariiberhinaus die diffusen DNA-Korrelationspeaks
mit den Ordnungen (+1,£1), (£3,£1) und (£5,£1) gezeigt. Die Abbildung des re-
ziproken Gitters auf den planaren Detektor fiihrt zu einer verzerrten Darstellung des

reziproken Raumes. Der Einflul auf die lamellaren Peaks ist im Gegensatz zu den
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DNA-—Peaks vernachlissigbar. Wie im folgenden gezeigt wird, ist es dennoch méglich
die Ordnung (1,1) des DNA-Peaks in Detektorkoordinaten ¢, und ¢, zu analysie-
ren, um die Korrelationslangen in x— und y—Richtung des Realraumes relativ genau
abzuschétzen.

Verzerrte Abbildung des reziproken DNA—-Gitters auf den Detektor

In dem in Abb. gezeigten zweidimensionalen Datensatz weichen scheinbar die Po-
sitionen der beobachteten DNA—-Korrelationspeaks systematisch von denen des idea-
len orthorhombischen Gitters ab. In Abb. B.13] A sind die beobachteten Positionen
der DNA—Peaks als Kreuze dargestellt.

Um diese Abweichungen zu erklaren, mufl beachtet werden, daf§ beim Streuex-
periment die Schnittmenge aus Ewaldkugeloberfliche und dem reziproken Objekt
betrachtet wird. In Abb. A ist die obere Hilfte der Ewaldkugel und des rezipro-
ken Raums des orientierten Lipid-DNA-Komplexes dargestellt. Die Ewaldkugel hat
den Radius r = 27”1&_1. Der einfallende Strahl liegt auf der g,—Achse. Also ist der
Mittelpunkt der Ewaldkugel bei (g,,qy,9.)=(-1,0,0) und der Ursprung des reziproken
Raumes durch den direkten Strahl auf dem Detektor definiert. Im reziproken Raum

werden die lamellaren Lipidmembranen durch die Punkte mit Abstand 2¢;o auf der

q,~Achse repriisentiert, wobei die Bezeichnung gy = |qom| = +/(k * a*)2 + (I x b*)?
verwendet wurde. Die DNA-Schichten kénnen um die g,~Achse rotieren und lassen
sich am besten als 2D—Pulver beschreiben. Die reziproke Darstellung der DNA ent-
spricht deswegen Ringen parallel zur ¢,—¢.,—Ebene mit Mittelpunkten (0,(2n-1)|a*|,0),
n={1,2,3...}. Der Radius dieser Ringe ist R = ¢o; = djNA und folglich durch den
DNA-Abstand bestimmt. Es sei darauf hingewiesen, dafl zur besseren Darstellung
die Ewaldkugel in Abb. A gegeniiber der reziproken Reprasentation der DNA—

Anordnung etwa 5 fach verkleinert dargestellt ist.

Die gemessene Intensitdt auf dem Rontgendetektor entspricht der Schnittmen-
ge der Oberfliche der Ewaldkugel mit der reziproken Darstellung der beobachteten
Struktur. Im Fall des DNA Gitters miissen also die Ringe mit der Kugeloberfliche

geschnitten werden.
Das Verhiltnis der Radien von Ewaldkugel und DNA—-Ringen ist ca. ist mit % =
0.17616A " /—27. ~ 1/36.
0.997A
Zunéchst wird abgeschéatzt, ob die Krimmung der Ewaldkugel die Abweichung der
DNA-Peaks vom idealen Gitter erkldren kann. Dazu ist in GI. ¢. in Abhéngigkeit
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Abb. 5.13: (A) Positionen der DNA-Peaks in den Koordinaten ¢, und ¢, (weifle Kreuze). Die gestri-
chelten Linien sind exakt nach GI. und berechnet und geben die zu erwartenden
Positionen eines rhombisch zentrierten Gitters unter Beriicksichtigung der Kriimmung
der Ewaldkugel an. Die gemessenen Positionen weichen davon ab und liegen auf den
Schnittpunkten der durchgezogenen Linien, die mit GI. und berechnet wurden.
Diese Abweichung 148t sich nicht durch Konstruktion eines Schnittes der Ewaldkugel mit
dem Detektor erklidren. (B) Hohenlinienbild der DNA-Peak Ordnungen (-1,1),(-3,1) und
(-5,1). Die Intensitét scheint entlang der Debye—Scherrer—Ringe verschmiert zu sein. Der
Effekt stammt von der Kriimmung der Lipid—-DNA-Komplexe, die entlang der gekriimm-
ten Kapillarwand orientiert sind. Er stammt nicht von der Mosaizitdt der Probe, auch
wenn diese eine dhnliche Verschmierung der Peaks hervorrufen wiirde. Die kleinen wei-
Ben Vierecke auf den Positionen der (-3,1)— und (-5,1)—Peaks bzw. die schwarzen Vierecke
auf der Position des (-1,1)-Peaks zeigen die berechnete Verschmierung der Intensitét der
Peaks aufgrund des gemittelten Winkels von 5°.
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Abb. 5.14: (A) Schematische Représentation der oberen Hélfte(g,>0) des reziproken Raumes von
orientierten Lipid-DNA-Komplexen und der Ewaldkugel (darstellungsbedingt etwa 5
fach verkleinert). Die Membranen sind orientiert und fiihren in g, Richtung zu kleinen
schwarz dargestellten Scheiben. Die in den einzelnen Schichten parallel zueinander ge-
ordnete DNA bildet ein zweidimensionales Pulver, was zu den Ringen um die g,~Achse
fithrt, die in dieser Richtung durch den reziproken Abstand der Membranen voneinander
getrennt sind. Eine Rotation der Membranen um die z—Achse im Realraum entspricht
der durch € angedeuteten Rotation der Achse durch die Zentren der DNA-Ringe um die
Achse ¢,.. (B) Effekt auf die Schnittlinie zwischen Zylinder und Ebene durch Neigung
gegeneinander.

von ¢, berechnet und bis zum quadratischen Term nach % entwickelt.

R2+q2 2 (R2+q2)3/2 R
= 2 _ —y ~ ——y -
1720, i\/R (F52) ~atn- ) ol

)’ (5.3)
Entwickelt man ¢, nach % bis zur ersten Ordnung erhélt man:

r? R
o) =\ 20— — B2 w20 /RO 2 - +O()

2V2r(R? — ¢2)\/4
(5.4)

Damit 148t sich die Abweichung durch die Kriimmung der Ewaldkugel abschétzen,
indem man die Werte fiir den DNA—Peak der hochsten beobachtetet Ordnung (5,1)
cingesetzt, ndmlich R = 0.1761A~" und fiir gso = 0.1284A". Die relative Abweichung
von ¢, ist % = 1.03 - 107 und von g, ist Aq—zy = 7.75- 1073, also in beiden Fillen
unter einem Prozent.

Die gestrichelten Linien in Abb. A sind exakt nach Gl. [5.3| und [5.4) berechnet.
Die Schnittpunkte entsprechen den Positionen der DNA-Peaks, die aufgrund der

Kriimmung der Ewaldkugel zu erwarten wéren.
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Die DNA-Peaks sind offensichtlich gegeniiber den Schnittpunkten der gestrichel-
ten Linien systematisch zu kleineren ¢,- und zu groéBeren g,~Absolutwerten hin ver-
schoben. Tatsédchlich liegen die DNA-Peaks auf einer Ellipse. Sie entspricht der Schnitt-
linie der Ewaldkugeloberflache mit einer relativ dazu geneigten Ebene, wie in Abb.
B gezeigt ist. Im realen Experiment wird die Ewaldkugel, d.h. die Ebene festgehal-
ten, und der Zylinder, auf dem &quidistant die DNA—-Ringe verteilt liegen, ist in der
¢.—q.—Ebene um den Winkel 6 geneigt. Diese Neigung kommt dadurch zustande, daf3
die Lamellen nicht parallel zum einfallenden Impulsvektor /20 liegen, sondern damit
in der ¢,-¢,—Ebene einen Winkel von 6/2 einschliefen.

Die Schnittkonstruktion erklért erstens die Verzerrung der gemessenen DNA—
Peak—Positionen von einem rechtwinkligen Gitter und zweitens die Verschmierung
der DNA—-Peaks scheinbar tangential zu den Debye-Scherrer-Ringen.

Zur Vereinfachung der Rechnung ndhert man nun die Ewaldkugel in der Umgebung
des Ursprungs als Ebene an, die durch die ¢, und ¢.—~Achsen aufgespannt wird. Diese
Niherung verandert das Ergebnis wie oben gezeigt um weniger als 1%. In Abb. B
sind die Schnittlinien eines diinnwandigen Zylinders mit zwei Ebenen abgebildet. Eine
der Ebenen ist zur Zylinder—Achse parallel und die andere relativ dazu geneigt. Der
Zylinder schneidet die parallele Ebene entlang zweier gerader Linien. Die Schnittlinie
zwischen Zylinderoberfliche und geneigter Ebene ist eine Ellipse.

Sei qg die Entfernung vom Ursprung zum Mittelpunkt des DNA-Ringes entlang
der geneigten Achse und ¢, und ¢, die Koordinaten auf der geneigten Ebene, die dem
2D-Detektor entspricht. Dann gilt fiir ¢,

(0, q,) = 1/ R? — ¢)tan® 0 (5.5)
und fiir ¢,
B0.) = (5.6)
VAR cos @

Die durchgezogenen Linien in Abb. A lassen sich mit diesen Gleichungen an die
gemessen Maxima der DNA-Peaks mit sehr guter Ubereinstimmungen angepassen.
Die resultierenden Werte ergeben die Gitterparameter ¢ = a* = 0.041A7" und
Q1 = 0.176A~" und fiir den Winkel maximaler Intensitit § = 10.8°. Variiert man 6
leicht, ergeben sich die in Abb. B als weifle Vierecke eingezeichneten Pfade. Man
sieht deutlich, dal der resultierende Effekt der variierenden Neigung fiir die hoheren
Ordnungen der DNA—Peaks stéarker ist. Fiir kleine Winkel stimmt die Ellipse, auf der
die DNA-Peaks erwartet werden, beinahe mit Kreisen durch die DNA—Peaks iiber-

ein, was den Eindruck vermittelt, dafy die Verschmierung der DNA—Peaks in radialer
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Richtung von der Mosaizitéit der lamellaren Komplexe herriihrt. Tatséchlich folgt aus
der obigen Analyse, dafl die Verschmierung von der leicht variierenden Neigung der
beinahe perfekt orientierten Komplexe gegeniiber dem einfallenden Strahl stammt.
Nach grober Abschéatzung variiert  demnach um ca. 5° um den Mittelwert von 10.8°.

Eine wichtige Folge dieses Ergebnisses ist, dal die Form und die Halbwertsbreite
der DNA-Peaks niedriger Ordnung nur leicht aufgrund der geringen Neigung be-
einfluft wird. Man kann also die gemessenen Werte der Halbwertsbreiten fiir die
Abschitzung der Korrelationsldngen in erster Naherung ohne Korrekturen verwen-
den. Die Winkelverteilung 148t sich durch eine Anlagerung des lamellaren Komplexes
an die gekriimmte Kapillarwand mit einem Radius von ca. 0.5 mm erkldren. Mit dem
oben angenommenen Wert fiir die Variation von 6 von etwa 5°, handelt es sich etwa
um einen 50um langen Komplex, dessen Anzahl an Schichten gréfler als 80 ist, was

aus der Korrelationsldnge der Lamellen dividiert durch dj,,, berechnet werden kann.

L,—Phase in orientierten Proben

In Abb. A ist eine Messung der orientierten Probe von Abb. A bei 60 °C
gezeigt. Die Bilayer sind bei dieser Temperatur fluide und der Komplex befindet sich in
der LY-Phase. Als Detektor diente eine CCD-Kamera, die durch Abschwiichung der
lamellaren Peaks mit Hilfe eines Aluminiumstreifens geschiitzt wurde. Die lamellaren
Peaks dndern wie in Abschnitt gezeigt ihre Position zu grofleren g—Werten. Aus
den bei 20 °C beobachteten Ordnungen der DNA-Peaks entlang der Richtung (g,,0)
entsteht jeweils ein sehr breiter DNA—-Peak, dessen Form am besten als in ¢,—Richtung
langgezogenes Oval mit Mittelpunkt bei (0,1) bzw. (0,-1) beschrieben werden kann.
Schematisch ist das Rontgenmuster in Abb. B dargestellt.

In Abb. sind die Hohenlinien des (0,1) DNA-Peaks aus Abb. A und des
DNA-Peaks (1,1) aus Abb. A gezeigt. Die daraus ermittelten Halbwertsbreiten
und berechneten Korrelationslangen sind in Tab. zusammengefait. Der DNA-
Peak in der fluiden Phase ist in ¢,~Richtung deutlich breiter als in ¢.~Richtung. Die
Profile beider Richtungen lassen sich mit befriedigender Genauigkeit mit Lorentz-
kurven anpassen (durchgezogene Linien). Der (1,1)-Peak der Gelphase ist schérfer,
die Kurvenform 14t sich in g,- und ¢.—Richtung durch Lorentz-Peaks beschreiben.
Die HWHM ist wie beim (1,0)-Peak der fluiden Phase in Richtung ¢, gréfier als in
Richtung q., allerdings ist der Unterschied wesentlich geringer.

In Abb. sind das Hohenlinienprofil und die Intensitétsverteilungen in ¢, und
¢. Richtung des lamellaren Peaks der Ordnung (6,0) représentativ fiir alle lamellaren
Reflexe dargestellt. Der Peak ist in Richtung g, beinahe exakt durch das Strahlprofil
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Abb. 5.15: Réntgenmessung eines orientierten Lipid-DNA-Komplexes in der LS Phase. Die lamel-
laren Peaks (x,0) liegen auf der Senkrechten durch den Mittelpunkt. In der LS-Phase
zeigt sich nur ein diffuser DNA-Peak auf der Achse Auflssung der lamellaren Peaks (x,0)
ist instrumentell begrenzt.

limitiert, so da die Korrelationsldnge mit 1.6 gm nur nach unten hin abgeschétzt
werden kann. In ¢.—Richtung féllt wie in der doppellogarithmischen Auftragung in
Abb. unten rechts zu sehen ist, algebraisch (¢~") ab, wobei n = 1.375. Die
Korrelationsléngen wurden anhand der HWHM einer angepafiten Lorentzkurve ab-

geschétzt.

5.3.2 Korrelationslingeninderung

Die rhombisch zentrierte Ordnung des DNA-Ubergitters ist iiber weite Bereiche der
Lipid—-Zusammensetzung zu beobachten. Als wichtiges experimentelles Ergebnis ist
hierbei festzuhalten, daf} sich die Reichweite der rhombische zentrierten Ordnung mit
dem DNA-Wiederholabstand erhoht. In Abb. sind Rontgenmessungen an la-
dungsneutralen DMPC / DMTAP-DNA Komplexen mit unterschiedlichem x;,p ge-
zeigt. Die Auflosung dieses an der Beamline D43 (LURE) aufgenommenen Datensat-
zes ist durch die Breite des Primérstrahl begrenzt und betrigt etwa Ag = 0.0025A~".
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Abb. 5.16: Linke Spalte von obe
(0,1) der LS und (1,1
Bereiche das mit den
Hohenprofile in ¢,—R:

T T T T T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
9-Gmax

0.04

00 004
9-Omax

n nach unten: Hohenliniendarstellung der DN A—Korrelationspeaks
) der Lg Phasen. Die eingezeichneten Balken geben an, iiber welche
Buchstaben markierte Hohenprofil ermittelt wurde. Mittlere Spalte:
ichtung. Rechte Spalte: Hohenprofile in ¢,—Richtung.

Lg (0,1) LG (1,1) L§ (6,0)
grev[ATT] 0 0.0428 6 -0.04126
gAY 0.14625  0.17616 0
HWHM ¢, [A7'] | 1.26-10"" 5.1-107% 3.6-107*
HWHM ¢, [A7'] | 1.35-102 3.2-1073 8.3-107*
&,[4] 44 1100 15708
4] 419 1750 6813
Form ¢, Lorentz Lorentz  auflosungsbegrenzt
Form ¢, Lorentz Lorentz qg " n=137

Tab. 5.3: Aus den orientierten Proben der Abb. B.12] und .15 ermittelte Positionen der Peakma-
xima, Halbwertsbreiten in den Vorzugsrichtungen ¢, und ¢, und daraus errechnete Kor-

relationsldngen £, und

&.. In den zwei unteren Zeilen sind die Kurvenformen mit bester

Ubereinstimmung nach Anpassung gegeben.
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Abb. 5.17: Hohenliniendarstellung des lamellaren Korrelationspeaks der Ordnung (6,0) und Inten-
sitdtsverteilung, gemittelt iiber die eingezeichneten Pfade. In der unteren Zeile sind die
Flanken der lamellaren Peaks doppeltlogarithmisch aufgetragen, um sie auf einen alge-
braischen Abfall hin zu iiberpriifen.

Fiir eine semiquantitative Abschétzung der Korrelationsldnge geht man davon aus,
dal Strahlprofil und zu beobachtender Peak jeweils annéhernd Lorentzform haben,
um auszunutzen, dafl das Faltungsprodukt zweier Lorentzpeaks wieder einen Lorentz-
peak ergibt, dessen Breite der Summe der beiden urspriinglichen entspricht. Daher
kann man die Breite der Geratefunktion von der des untersuchten Peaks einfach sub-
trahieren und sich den aufwendigen und ungenauen Analyseschritt einer Entfaltung
von Strahlprofil und Messung ersparen. Auf diese Weise aus den jeweils niedrigsten
Ordnung des DNA—Peaks ermittelte Korrelationsléngen sind im Einsatz von Abb.
gegen den Molbruch aufgetragen.

Bei x74p=0.5 sieht man einen breiten DNA-Peak der auf eine Korrelationsldange
von 60A schlieBen 1aB8t. Hohere Ordnungen sind nicht erkennbar. Mit sinkendem
Xrap verschmélert sich der (1,1)-DNA-Peak und die Ordnungen (3,1) und (5,1)
werden deutlicher sichtbar. Bei x;4p=0.25 zeigt sich ein scharfer (1,1)-Peak (Korre-
lationslinge 320A4) und auch die hoheren Ordnungen sind deutlich schirfer.

Aufgrund der Auflosung des Experimentes sind die Korrelationslingen nur grobe
Abschéatzungen nach unten hin. Tatséchlich miiite man eigentlich beriicksichtigen,



5. DIE MESOSKOPISCHE STRUKTUR VON LAMELLAREN
94 LIPID-DNA-KOMPLEXEN

Korrelationslange [A]

Int. [wilk. Einheiten]
1 IIIIIIII 1 IIIIIIII

Abb. 5.18: Kleinwinkelréntgendaten gemessen an Lipid-DNA-Komplexen aus DMPC / DMTAP
und Kalbsthymus-DNA. x p. der jeweiligen Mischung nimmt von unten nach oben ab
und ist in Prozent angegeben. Die Breite der DNA-Peaks nimmt mit steigendem x4 p
kontinuierlich zu, was die Abnahme der Korrelationslinge im DNA-Ubergitter belegt.

daB es in ¢, und g¢.-Richtung unterschiedliche Korrelationldngen gibt, wie im vori-
gen Abschnitt an den orientierten Proben gezeigt wurde. Durch die radiale Mittelung
werden beide Richtungen auf einen Peak reduziert. Die grobe Abschéitzung reicht den-
noch aus, um eine deutliche Zunahme der Korrelationsldnge mit wachsendem DNA-

Abstand zu erkennen.

5.3.3 2-Dimensionale Elektronendichteprofile

Die Beobachtung hoherer Ordnungen des DNA-Korrelationspeaks kann dazu verwen-
det werden, das zweidimensionale Elektronendichteprofil des rhombisch zentrierten
Lipid—-DNA-Komplexes zu rekonstruieren. Dazu wurde zunédchst durch Messung bei
unterschiedlichen Absténden der betrachtete reziproke Raum vergroflert. Die erhal-
tenen Daten sind in Abb. unten gezeigt. Die Intensitdt wurde mit dem Lorentz-
faktor aus GI. korrigiert und daraus nach Gl die Streuamplitude ermittelt
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und die Elektronendichte p(y, z) folgendermafien berechnet:

ply, z) = Z ok Agi cos (kyqio) cos (1zqor) (5.7)

k,l
Diese Gleichung erhélt man fiir zentrosymmetrische Elektronendichten aus Gl. [1.31]
wenn man beriicksichtigt, dafi cos(a + b) = cosa - cosb — sina - sinb gilt, und die
Sinusfunktion asymmetrisch ist.

Zur Losung des Phasenproblems wurde oy in GI. zunéchst unter Beriicksichti-
gung der Ordnungen (2n,0) fiir die Elektronendichte in y—Richtung, d.h. senkrecht zu
den Lamellen bestimmt. Die zur Wahl entscheidenden Kriterien sind:(4) die Alkylket-
ten habe wegen des hohen Wasserstoffanteils der CHy—Gruppen die geringste Elektro-
nendichte und wegen der CH3—Gruppen am Lipidkettenende ein betontes Minimum
im Bereich, in dem sich die Lipidmonoschichten beriihren. (ii) die Lipidkopfgruppen
haben wegen der Phosphatgruppe im Phosphatidylocholin hohe Elektronendichte und
(#31) die Elektronendichte der Wasserschicht, in der sich DNA befindet, entspricht dem
Durchschnitt in ¢,—Richtung aus DNA- und Wasser—Elektronendichte. Dabei niitzt
man aus, dafl das Elektronendichteprofil und die Schichtdicken der unterschiedlichen,
im Streifenmodell angenommenen Schichten (Ketten- und Kettenendenbereich, Kopf-
gruppenbereich, Wasserschicht) von Lipid-Doppelmembranen bekannt ist [84] [91]. Im
Lipid-DNA-Komplex taucht zwischen den beiden Maxima, die aus den durch eine
Wasserschicht geringerer Elektronendichte getrennter Lipidkopfgruppenlagen resultie-
ren, ein drittes mit vergleichbarer Intensitét auf, das durch die Phosphat-reiche DNA
hervorgerufen wird. Aulerdem ist die Elektronendichte mit der Lipid—Kopfgruppen
Zusammensetzung (x,4p) variabel, da TAP- und PC- Kopfgruppen unterschiedliche
Elektronendichten besitzen.

Das Elektronendichteprofil in ¢,—Richtung wird dann bei festgehaltenen oy, o durch
Wahl der Vorzeichen der iibrigen mefibaren Amplituden bestimmt. Unter Ausschlufl
von offensichtlich unrealistischen Losungen, wie z.B. zwei DNA-Molekiilen mit 10 A
Durchmesser zwischen den Lipidmembranen etc., mufl zwischen den in Abb. A
und B gezeigten Losungen entschieden werden. Gegen B spricht, dafl die DNA ab-
geflacht erscheint und noch entscheidender, daf3 die Dicke des Lipidkettenbereichs
schwankt. Die Rekonstruktion des Elektronendichteprofils der Rippelphase Pgvon
Rappolt et al. zeigt, daBl die Schichtdicke der Lipidketten konstant ist [66]. Dies wird
zusétzlich dadurch erhértet, daf sich in der Rippelphase anscheinend sdmtliche Alkyl-
ketten in der ,all-trans“ Konformation befinden, d.h. ausgestreckt sind. Betrachtet
man Abb. B und D, findet man, dal in der rechten Losung die Methylgrup-

penregion starker gewellt ist als die Kopfgruppenregion, was im Widerspruch zu der
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Abb. 5.19: 2D-Elektronendichteprofil rekonstruiert aus dem unten gezeigten und indizierten Daten-
satz. In (A) und (B) sind die einzig in Betracht kommenden Lésungen des Phasenpro-
blems in Graustufenansicht gezeigt (relative Skala unten rechts), in (C) und (D) die
jeweiligen Hohenlinienbilder. Die endgiiltige Wahl fillt auf die Loésung in (A), da dort
die Bedingung einer konstanten Stérke des Lipidkettenbreichs in der Lg—Phase erfiillt
und der DNA—Querschnitt kreisférmiger ist.
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konstanten Dicke des Kettenbereichs steht.
Die erste wichtige Aussage des endgiiltigen Elektronendichteprofils in Abb.

A ist, dafl die Membran die Form eines Wellblechs annimmt und die Phase zweier
benachbarter Wellbleche um 90° verschoben ist, so dafi sich der Abstand periodisch
vergroflert und verkleinert. Die DNA-Molekiile liegen jeweils am Ort des maxima-
len Abstandes, was zur Maximierung der angenédherten Flache zwischen DNA und
Membran fithrt. Auf diese Weise entsteht aus dem Wunsch der DNA, lokal durch die
die Membran neutralisiert zu werden, die quasilangreichweitige, rhombisch zentrierte
Ordnung des DNA-Ubergitters.

Die zweite bemerkenswerte Beobachtung ist, dafl die Elektronendichte im Li-
pidkopfbereich in g.—Richtung mit der Periodizitadt der DNA-Dichte oszilliert. Die
Elektronendichte ist in unmittelbarer Nahe der DNA am grofiten und dazwischen
minimal. Dies ist ein direkter Hinweis auf eine geringe Schwankung der lokalen Li-
pidzusammensetzung in der Lipidmembran, und zwar so, daf§ unter der DNA die
DMPC-Konzentration gegeniiber dem Durchschnitt erhdht ist. Tatséchlich kann in
den PC-Kopfen die Ammonium Gruppe weiter ins Wasser ragen und so den Abstand
zur DNA verringert, was zu einer optimierten Ladungsneutralisierung der DNA—
Phosphatgruppen fithrt. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Erklirung fir die
Erhéhung der Phaseniibergangstemperatur in Kap.

5.3.4 Einflul der Ordnung im DNA-Gitter auf die Peakform

Debye-Scherrer—Messungen mit einer betréchtlich verbesserten Auflésung von Aq =
8 -107*A"" wurden an der Beamline ID2A des ESRF durchgefiihrt und sind in
Abb. abgebildet. Durch die Pulvermittelung verliert man in erster N&herung
die Moglichkeit die beiden Vorzugsrichtungen x und y zu unterscheiden. Die Korre-

lationslédngen in diesen Richtungen werden gemittelt.

Die hohere Auflosung macht es moéglich, unterschiedliche Formen der Peaks von
einander zu unterscheiden. Die Messungen in Abb. A wurden bei 20 °C durch-
gefiihrt, so daf sich die Proben in der Lg—Phase befinden. Abb. B zeigt Messun-
gen bei 60 °C, also oberhalb der Phaseniibergangstemperatur der Membran. Zunéchst
sei betont, daf in diesem Fall auch in der LS-Phase die mit den Pfeilen markierten
hoheren Ordnungen des DNA-Peaks auftreten, die mit Ordnungen (3,1) und (5,1)

des rhombisch zentrierten Gitters iibereinstimmen.

Nun werde jeweils der DNA-Korrelationspeak der Ordnung (1,1) betrachtet. Der
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Abb. 5.20: Kleinwinkelréntgendaten gemessen an Lipid-DNA-Komplexen aus DMPC / DMTAP
und Kalbsthymus-DNA. Sowohl in der Lnghase (links) wie auch in der LY-Phase
nimmt die Korrelationslinge, gemessen durch die DNA-Peakbreite, mit dem DNA-
Abstand zu. An den lamellaren Peaks kann man die Auflésung von Ag = 8- 1074 A1
abschétzen. Die Pfeile deuten auf DNA-Korrelationspeaks héherer Ordnung mit gerin-
ger Intensitit. In der LS -Phase gibt es demnach ebenfalls orthorombische Ordnung des
DNA-Ubergitters.

(1,1)-Peak der unteren Kurve von Abb. B ist durch ein spitzes Maximum, Drei-
eckform und einen breiten Hintergrund charakterisiert. In Abb. A findet man
in der oberen Kurve die typische Lorentzform des (1,1)-Peaks mit rundem Maxi-
mum. Die mittlere Kurve zeigt eine Verschmélerung der HWHM. Die Spitze des
DNA-Korrelationspeak besteht aus einem schmalen Bereich, deren Breite mit der
eines lamellaren Peaks vergleichbar ist, und einem extrem breiten Fuf}, der typisch
fiir Funktionen der Art ¢~ " ist.

Zur Veranschaulichung sind der (1,1)-Peak der jeweils unteren Messungen von
von Abb. A und B vergroflert in Abb. dargestellt. Aulerdem ist die jeweils
verwendete Basislinie gezeigt.

In Abb. A wurde der DNA-Korrelationspeak mit einer Funktion der Form

9—a0

2
ar e ) fay g — go| ™ (5.8)

angepafit. Der erste Term beschreibt den schmalen Bereich um das Maximum als
gauBformig, der zweite beschreibt den breiten Fufl. Diese Form wird nach [20] fiir

Funktionen der Form
a-qg—qo|™ (5.9)
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Abb. 5.21: DNA-Peaks mit verschiedenen charakteristischen Peakformen. Der in (A) dargestellte
Peak hat eine extrem scharfe Spitze und einen breiten Fufi, der in (B) gezeigte Peak
léBt sich durch ein Potenzgesetz mit 7 = —1.7 anpassen. Die beiden Peaks aus (A)
und (B) sind unten noch einmal zusammen mit einem DNA-Peak dargestellt, der eine
typische Lorentz—Form aufweist. Alle drei Messungen wurden mit der gleichen Auflésung
aufgenommen (Ag = 8 - 10_4A71). Die Intensitdt ist auf die maximale Amplitude des
DNA-Peaks normiert und linear gegen die Differenz von ¢ — ¢mq. geplottet.
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erwartet, deren Spitze deutlich schmaler als die Geratefunktion ist. Ein Peak der Form
von GL hat aufgrund der Divergenz bei gy eine betréchtliche Intensitdt in einem
Bereich um qq, der schméler als die Gerdtefunktion ist. Das beobachtete Signal ergibt
sich als Faltung aus tatséchlichem Signal der Probe und der Geréatefunktion. Als Re-
sultat wird die Intensitdt unterhalb des Bereiches mit einer geringeren Breite als die
Geratefunktion in einen Peak der Form der Gerdtefunktion, d.h. des Priméarstrahls
gestreut. Tatséchlich entspricht die Breite der Spitze des ersten Terms in GI. der
des Primérstrahls. In Abb. B wurden die Rohdaten mit GI. angepaBt. Die
Spitze dieses Peaks in der fluiden Phase ist deutlich breiter als die des vorher be-
trachteten in der Gelphase. Ein direkter Vergleich der Peakformen ist in Abb.
unten gezeigt, wobei die Position des Maximums jeweils zum Ursprung verschoben
wurde. Dabei ist ein typischer DNA—Peak mit Lorentzform im Vergleich zu den Peaks
aus Abb. A und B gezeigt. Der Lorentzpeak wurde durch radiale Mittelung der
2D-Réntgenaufnahme aus Abb. A ermittelt. Der Lorentzpeak und der Peak aus
Abb. B haben etwa vergleichbare Halbwertsbreiten, was auf dhnliche Korrelati-
onsléngen von etwa 1500-2000 A schlieBen 1i8t (siche Tab. . Die Spitze des Peaks
aus Abb. A ist dagegen deutlich schmaler. Genau am Maximum zeigt der Lorentzpeak
eine runde Form. Die beiden anderen Spitzen sind - wie im Falle von algebraischen

Singularitdten erwartet - durch die Gerétefunktion auflosungsbegrenzt.

5.3.5 Diskussion

Anisotropie der Korrelationslingen

Die orientierten Proben zeigen unterschiedliche Korrelationsldngen in in g,- und ¢,
Richtung (Tab. . In der L{-Phase erstreckt sich die Korrelationlinge parallel
zu den Membranen iiber 10 DNA—Absténde, senkrecht dazu ist sie geringer als die
Membrandicke. Die Lnghase zeigt Korrelation des DNA—-Gitters iiber 14 Membran-
schichten in g,~Richtung und iiber 50 DNA-Absténde in ¢.~Richtung.

In der LS-Phase fehlt also jegliche Translationskorrelation zwischen zwei benach-
barten DNA-Lagen in der beobachteten Probe. Die voneinander unabhéngigen, ein-
zelnen DNA-Lagen bilden eine smektische Phase in zwei Dimensionen (2D-Smektik)
aus. Sie ist dadurch charakterisiert, dafl die DNA—Molekiile in y—Richtung durch die
Lipidmembranen in einer Ebene gehalten werden und dadurch Fluktuationen in die-

ser Richtung unterdriickt werden. In erster Ndherung wurde das Intensitéatsprofil mit
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einer Funktion folgender Form angepasst:

_ 1 1
— 105 2 2 2
q +& ¢+ &

I(gy,q:) (5.10)
Sie besteht aus zwei miteinander multiplizierten Lorentzfunktionen, jeweils in Rich-
tung ¢, und ¢.. Wie in Abb. gezeigt, ist die Ubereinstimmung mit den Lorentz-
kurven in beiden Phasen und Richtungen relativ gut. Damit 148t sich durch inverse
Fouriertransformation auf die Korrelationsfunktion des DNA-Gitters im Realraum
schlieflen:

gz, y) = (e'0l@—uOOl) — o=(u/&+2/t:) (5.11)

Die Ordnung féllt demnach in beiden Phasen (Lg und LY) wie in einer eindi-
mensionalen Kette, jedoch mit stark unterschiedlichen und anisotropen Korrelati-
onsldngen ab (siehe Kap. . In der Lg—Phase ist demnach die Korrelationslange
£,/~1750 A deutlich groBer als §,~1100 A. Die Ordnung im DNA-Gitter fallt dem-
nach anisotrop in den beiden Vorzugsrichtungen ab. Noch deutlicher zeigt sich dieser
Effekt in der LY-Phase, in der die Korrelationslinge &,~419 A ist, und §,~44 A nur
etwa einer Lipidmembrandicke entspricht. Das bedeutet, dafl hochstens eine schwache
Korrelation zwischen genau benachbarten DNA—-Galerien besteht.

Salditt et al. haben die Korrelationsfunktion fiir die 2D-smektische Phase nume-
risch exakt berechnet [74]. Dabei wurde beriicksichtigt, dafi die sich DNA-Molekiile
auch in x-Richtung kriimmen kénnen, was zu einer dritten Korrelationslange &, in
x—Richtung fiithrt. Fiir £, > dpya verhilt sich das DNA-Gitter in z—Richtung aqui-
valent zu einem Ensemble von steifen Stdben endlicher Lénge, die ausschlieBlich in
z—Richtung fluktuieren, was genau der gezeigten experimentellen Beobachtung ent-

spricht.

Kopplungsmechanismus des DNA—-Gitters zwischen benachbarten Galeri-
en: Analyse der DNA—-Peakform

Wie in Kap. besprochen, deutet die Ahnlichkeit des DNA-Peaks in Abb. auf
quasilangreichweitige Ordnung (QLRO) hin. Der Fuf resultiert aus einer unvollstandi-
gen Extinktion der Intensitét in den Bereichen des reziproken Raumes zwischen den
Braggpeaks. Diese verlieren dadurch an Intensitdt. Die Tatsache, dafl auch in grofien
q-Abstanden vom Peakmaximum noch eine wesentliche Intensitiat des Fufles mefSbar
ist (Potenzfunktion), ist ein Anzeichen dafiir, dal die Nahordnung im DNA-Gitter

gestort ist. Die dennoch extrem scharfe Spitze weist auf hohe Ordnung auf gréfSeren
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Lingenskalen (ca. 1000 A) hin. Also ist es naheliegend diese Peakform so zu inter-
pretieren, dafl vorhandene Storungen der Gitterposition auf kleineren Léngenskalen
in radialer Richtung rasch abfallen und nicht die rdumliche Korrelation auf groBeren
Langenskalen vernichten. Je geringer das Verhéltnis der Fliche des Fufles zur Fliche
des scharfen Peaks ist, desto grofier ist die Ahnlichkeit der Phase mit einer echten
3D—kolumnaren Phase.

Die Form eines Lorentz—Peaks legt eine qualitativ andere Interpretation nahe, als
zuvor diskutiert. Die runde Spitze zeigt verschwindende rdumliche Korrelation auf
grofferen Léangenskalen. Der Fufl des Peaks ist im Vergleich zu einer Potenzfunktion
schméler, und deutet dadurch auf vergleichsweise gute lokale Korrelation hin.

Im Lipid-DNA-System sind zwei unterschiedliche Arten von Defekten denkbar,
die lokale Storungen des Gitters hervorrufen kénnen, ohne zwangslaufig die Ordnung
auf groBleren Léngenskalen zu zerstoren. Dies sind statische Defekte wie z.B. 3D-
Stapelfehler in den Membranen bzw. 2D—Stapelfehler in den 2D—smektischen DNA—
Galerien einerseits und andererseits thermische Fluktuationen in Form von Phononen,
die je nach Dimension des Systems unterschiedliche Effekte im Gitter hervorrufen
konnen (siche Kap. [1.1.4).

Statische Storungen, die in Kristallgittern durch Gitterfehlstellen hervorgerufen
werden, fallen in guter Ndherung etwa mit dem Quadrat des Abstandes ab, so daf
dadurch die langreichweitige Ordnung des Gitters bei geringer Konzentration an
Storstellen erhalten bleibt [44]. Der EinfluB von Gitterstorstellen mit geringer Kon-
zentration auf das Streusignal wurde zuerst von Huang untersucht [33]. Wichtigstes
Ergebnis ist, dafl statische Storstellen den gleichen EinfluBl auf das Streusignal ha-
ben konnen, wie thermische Anregungen des Gitters, insbesondere diffuse Streuung
in den Peakfufl. Es ist also generell nicht moéglich, aus statischen Messungen heraus,
Unordnungsphénomene aufgrund von statischen Defekten und thermischen Anregun-
gen zu unterscheiden. Zu den in dieser Arbeit gefundenen vergleichbare Peakformen
aufgrund von Huang—Streuung wurden z.B. in SiOy—kontaminierten Siliziumkristallen
gefunden [39].

Hinweise darauf, daf§ die Stérungen des Gitters vor allem durch thermische Anre-
gung entstehen, geben die theoretischen Arbeiten von Lubensky et al. und Golubovié¢
et al. [23, 58] 24]. Nach deren Abschétzung ist die Dichte von sogenannten Hairpin—
Defekten in der 2D—smektischen Phase extrem niedrig, so dafy der Effekt von Huang—
Streuung keine dominierende Rolle spielen kann. In diesen theoretischen Ansétzen
geht man von einem Hamiltonoperator aus, in dem die elastischen Beitrige der 2D—

smektischen DNA—Phasen innerhalb der jeweiligen Galerien genauso beriicksichtigt
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Abb. 5.22: Schematische Darstellung der drei méglichen Ordnungszustidnde der DNA-Galerien.
Links kénne die DNA-Schichten frei gegeneinander verschoben und rotiert werden (links),
in der gleitend—kolumnaren Phase herrscht Orientierungskorrelation und in der kolum-
naren Phase zusétzlich Positionsordnung.

werden, wie die der 3D—smektischen Phasen der Membranen. Dariiberhinaus wird
Kopplung der Orientierung und der Positionen benachbarter DNA-Gitter beriick-
sichtigt. Die wichtigsten Beitrége zur freien Energiedichte stammen von Kompression
(Ecom(u, h)) und Kriitmmung (Epena(u, h)). h steht fiir Auslenkungen aus der Gleichge-
wichtslage in y—Richtung, u fiir Auslenkungen in z—Richtung. Die freie Energiedichte
der Komplexe hat damit unter Beriicksichtigung von Termen bis zur zweiten Ordnung
die Form:

B2P) (au)2+Bauah BEP) (%)2

Brompes (0, h) = =3 ( 52 ) + Bomn+ =5 (50 )+ Bitna + B + By
) Beom (u.h) ’ Frenatd)

(5.12)

Wobei EEP) — 13D (3—3)2 + KGP) (gi + %)2 und E2P) = LKGP) die Ener-

giebeitrdge durch Kriimmung der 3D-Lamellen und der 2D-smektischen Phase des
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DNA-Gitters sind. E/™ , ist von der Form:

end

, K Pu\’ K 9?u \°
D p— i 5.13
bend 2 <8y8x) * 2 (8y82) (5.13)
K, beriicksichtigt die Kopplung der Orientierung von DNA-Gittern in benachbarten
Schichten, K. beschreibt die Kopplung von lokalen Dichten der smektischen DNA—
Phase (=0,u).

Eine besondere Rolle spielt der Term Ej? . Ist ndmlich K, endlich, fiihrt dieser

Energiebeitrag zu einem endlichen Schermodul zwischen zwei benachbarten DNA—
Gittern. Ein endlicher Schermodul wiederum fithrt zu Auspriagung einer 3D—kolumnaren
Phase und damit zu langreichweitiger Ordnung. Ist K, vernachldssigbar, K, jedoch
nicht, fiihrt dies zu einer Phase in der die Orientierung benachbarter DNA—Schichten,
jedoch nicht deren Positionen korreliert sind. Eine schematische Darstellung ist in
Abb. gezeigt. Die Phase von Lipid-DNA-Komplexen, in der Orientierung und
lokale Dichte von benachbarten DNA-Schichten gekoppelt sind, bei gleichzeitig ver-
schwindendem Schermodul der DNA-Gitter, wird als sliding—columnar (SC)(gleitend
kolumnare)-Phase bezeichnet. Sie wurde unabhéngig voneinander von Golubovi¢ und
Lubensky unter Verwendung des genannten Hamiltonoperators vorhergesagt [23], [58].

Fiir den oben beschriebenen theoretischen Ansatz existiert bisher keine analyti-
sche Losung, mit der es moglich ist, die Form des DNA—-Peaks anzupassen. Um die
Ubereinstimmung mit dem Modell zu erzielen wiren umfangreiche numerische Rou-
tinen notig.

Andererseits resultiert aus obigem Ansatz die Vorhersage, daf§ fiir Fluktuationen
entlang der z—Achse (u) o (InL)? gilt. Die fiir 3D-smektische Phasen bekannte (InL)—
Abhiingigkeit der Fluktuationen unterscheidet sich nicht drastisch von (InL)% Man
kann damit fiir die Form des DNA-Peaks eine qualitativ dhnliche Form wie fiir 3D—
smektischen Phasen erwarten. Die experimentellen Ergebnisse zeigen, daf tatséchlich
neben der Lorentzform und der auflésungsbegrenzten Form des DNA—Peaks als cha-
rakteristische Form der Potenzgesetzabfall auftritt.

Gegenstand der aktuellen Diskussion ist, ob die SC—Phase existiert und, wenn dies
der Fall ist, ob der Ubergang von der SC—Phase zur 3D-kolumnaren Phase kontinu-
ierlich oder diskontinuierlich ist. Unter der Voraussetzung, dafi die diffuse Streuung
tatsdchlich durch thermische Deformationen der Komplexe hervorgerufen wird, wei-
sen die Daten von equimolaren Lipidmischungen auf die Existenz der SC—Phase hin.
Auflerdem ist der kontinuierliche Zuwachs der Korrelation mit dem DNA—-Abstand

ein Indiz fiir einen kontinuierlichen Ubergang der SC-Phase in eine 3D-kolumnare
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Abb. 5.23: Vorstellbarer Kopplungsmechanismus unter benachbarten DNA—-Galerien durch DNA-
bedingte, periodische Membrandeformationen. In der L,-Phase kénnen die Ketten be-
nachbarter Lipidmonoschichten interdigitieren, was zu einem geringeren Schermodul als
in der Lg—Phase fiihrt.

Phase. Der systematische Zuwachs der Korrelationslinge mit dem DNA-Abstand
legt dariiberhinaus nahe, daf§ tatséchlich thermische Fluktuationen auschlaggebend
fiir diffuse Streuung sind, da kein naheliegender Grund existiert, der die Wahrschein-
lichkeit fiir das Auftreten von Defekten in dichter gepackten DNA-Gittern gegeniiber
weniger dicht gepackten DNA-Gittern erhoht.

Die Theorie von Golubovi¢ und Lubensky macht keine Aussage iiber die Art der
Kopplung, ob diese etwa elektrostatische bzw. mechanische Griinde hat. Es stellt
sich Frage, welche Art der Kopplung zwischen den DNA—Galerien ohne topologische
Verénderung dazu fiihrt, dal die Korrelation mit dem DNA—Abstand wéchst und in
der Lnghase stirker als in der L-Phase ausgepriigt ist.

Die naheliegendste Erkldarung zur Stabilisierung der rhombisch zentrierten Ord-
nung des DNA-Ubergitters ist die Ubertragung der Ortsinformation durch Wellung
der Membran, die in der rekonstruierten Elektronendichte entdeckt wurde. Diese An-
ordnung ist dariiber hinaus giinstig, um die Ladungen der DNA effektiv durch die
in der Membran beweglichen Gegenionen zu ermoglichen. Mit steigendem Abstand

vergroflert sich der Kriimmungsradius, der ja invers quadratisch in die freie Energie
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der Biegeenergie der Membran eingeht. Also ist bei gréfferem DNA—-Abstand weniger
Energie fiir eine groflere Amplitude der Membran—Wellung erforderlich. Gleichzeitig
148t sich leicht einsehen, dafl die Membran—Wellung in der Lnghase zu einer stérke-
ren Korrelation als in der LY-Phase fiihrt. Dazu betrachte man Abb. . In der
L, -Phase der Membranen ist zwar die Biegesteifigkeit der Membran geringer als in
der Gelphase, aber im Gegensatz zur Lz—Phase konnen die Methylgruppen am En-
de der Alkylketten in der L —Phase in die angrenzende Lipidkettenschicht eindringen
[25]. Das hat zur Folge, daB in der LS~Phase die beiden Monoschichten, die die Lipid—
Doppelschicht bilden, leichter gegeneinander verschoben werden, was letztendlich zu
einer Verringerung des Schermoduls fiihrt. Wie aus dem Elektronendichteprofil in
Abb. erkennbar ist, betrédgt die Amplitude des Membran—Wellblechs nur wenige
A. In der Gelphase dagegen zeigt sich kaum Durchdringung der CHs-Gruppen so,
daBl die Wellungen der aneinander angelagerten Monoschichten viel stéirker korreliert
ist.

Parallel zu den Membranen, d.h. in z—Richtung, bilden die DNA—-Molekiile eine 2D
smektische Phase, die vor allem durch elektrostatische Abstoung stabilisiert wird.
Senkrecht zu den Membranen, d.h. entlang der y—Achse, sind die DNA-Schichten
durch die geladenen Membranen getrennt, wodurch die direkte elektrostatische Wech-
selwirkung zwischen den DNA-Molekiilen in dieser Richtung weitgehend abgeschirmt
ist. Elektrostatische Effekte werden eher durch periodische, laterale Phasenseparation
der kationischen und neutralen Lipide zwischen den Lipid-Monoschichten {ibermit-
telt. Eine zweite Moglichkeit, die Information iiber die Lage des benachbarten DNA—
Gitters durch die Membran zu vermitteln, ist eine Deformation der Membran, die
durch elektrostatische Anziehung zwischen DNA—-Molekiilen und Membran hervorge-

rufen wird.



6. Kondensierte Phasen aus
kationischen Lipiden und
anionischen Polymeren

Die Ergebnisse fiir das thermodynamische und strukturelle Verhalten von Lipid—
DNA-Komplexen der vorangegangenen Kapitel konnen nun angewendet werden, um
das Verhalten von Lipid-DNA-Komplexen in der unmittelbaren Néhe von natiirli-
chen Zellmembranen zu simulieren. Die Oberfliche der Zellmembran besteht zum Teil
aus negativen Polymerketten, wie z.B. Polyzuckern und Polypeptiden,die an einem
Ende in der Zellmembran verankert sind und deren zweites Ende in die extrazellulére
Matrix ragt. Ahnlich wie kationische Lipide und DNA in dicht gepackte Aggrega-
te kondensieren, bilden solche Polyelektrolyte mit entgegengesetzt geladenen Lipiden
kondensierte Phasen, die nicht zwangsldufig lamellar sein miissen[19, [104]. Haupt-
bestandteil dieser negativen Polymerschicht ist Hyaluronsdure. Ein anderes Beispiel
sind Proteoglykane, die aus einem zentralen Protein mit kovalent daran gebundenen
Seitenketten aus Polysacchariden bestehen, den sog. Glykoaminoglykanen. Diese wie-
derum bestehen aus Monomeren aus sulfatierten Disacchariden wie z.B. Chondroitin-
sulfat, Heparansulfat, Heparin und Deparansulfat. Heparin fiithrt zur Destabilisation
von kationischen Lipid-DNA-Komplexen [96]. Reprisentativ fiir diese geladenen Po-
lyzucker wurde in dieser Arbeit Dextransulfat aufgrund seiner starken Ladung und
hohen mechanischen Flexibilitdt verwendet. In Abb. ist schematisch der mogli-
che Gentransfektions—Mechanismus unter Verwendung eines Lipid-DNA-Komplexes
dargestellt. Der Komplex wird iiber Endozytose aufgenommen, wie fiir Transfektions-

experimenten in vitro nachgewiesen wurde [97].

6.1 Struktur von kationischen Lipid—Komplexen mit
Hyaluronsidure und Dextransulfat

Ebenso wie DNA bilden Hyaluronsiure (HA) und Dextransulfat (DS) (Abb.

in wésseriger Losung zusammen mit beschallten, kationischen Lipidvesikeln aus 1:1

107
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Abb. 6.1: Schematische Zeichnung eines mogliches moglichen Transfektionsvorgangs mittels eines
Lipid-DNA-Komplexes. Durch Endozytose gelangt der Genvektor durch die duflere Zell-
membran und wird von Lysosomen durch Fusion aufgelost. Neben immunologischen Ab-
wehrmechanismen bilden die negativen Polysaccharide an der extrazellularen Zellmembran
und Lipidorganellen im Zytosol physikalische Barrieren fiir den Gentransport.

DMPC / DMTAP Mischungen weifle Aggregate, die préazipitieren. Genau wie die im
vorigen Kapitel untersuchten lamellaren Lipid-DNA—-Komplexe streuen diese Aggre-
gate Rontgenstrahlung in Debye—Scherrer-Ringe, die auf eine isotrope Verteilung von
geordneten Doménen hinweisen. In Abb. [6.3] A sind die radial gemittelten Intensititen
von SAXS Messungen an den kationischen Lipid-Aggregaten mit HA und DS zum
Vergleich zusammen mit einer SAXS-Messung an DNA-Lipid—-Komplexen gezeigt.
Die dquidistanten Bragg—Reflexe deuten auf eine lamellare Struktur der Lipidmem-
branen und dazwischen interkalierten negativen Polymeren hin. Im Gegensatz zu den
Lipid—-DNA-Komplexen, weisen die Rontgenmessungen der beiden anderen Polymere
jedoch keinen Peak auf, der auf Ordnung der Polymere innerhalb der Wasserschich-
ten hinweist. Die an der Beamline D43, LURE, durchgefiihrten Messungen lieflen
es zu, die Intensitdten der ersten 6 Ordnungen der lamellaren Peaks zu integrieren.

Die daraus rekonstruierten Elektronendichteprofile senkrecht zur Membran sind in
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Proben digm(A) dy(A)  dmem(A)  diam(A)
20°C 20°C 20 °C 50 °C

DNA 73.5 35 38.5 65.5
HA 71 26 45 62.5
DS 62.5 21 41.5 o4
DMPC o4 21° 33 -

Tab. 6.1: Strukturelle Parameter der DMPC / DMTAP / Polyelektrolyt — Komplexe. Die Werte fiir
reines DMPC sind zum Vergleich angegeben. Die Wasserschichtdicke d,,ist vom Abstand
der Kopfgruppenamxima abgeleitet. ¢[84], *[79)

Abb. B gezeigt. Die Wahl der Vorzeichen wurde nach den gleichen Kriterien wie
fiir die Lipid-DNA-Komplexe getroffen (Kap. beschrieben). Die gemessenen la-
mellaren Absténde sind in guter Ubereinstimmung mit der Doppelmembran-Dicke
von reinem DMPC zuziiglich einer interkalierten Wasserschicht, deren Dicke durch
das enthaltene negative Polymer kontrolliert wird. In Tab. sind fiir die drei be-
trachteten Polymere die lamellaren Absténde und die Dicke der Wasserschichten, die
durch den Abstand von Kopfgruppenmaximum zu Kopfgruppenmaximum definiert
ist, zusammengefafit.

Die Wasserschichtdicken stimmen gut mit den geschétzten dehydrierten Durch-
messern der Polyelektrolyte, Dpya ~ 20121, Dy ~ 134 und Dps ~ 8121, zuziiglich
einer Hydratationsschicht iiberein. Die rekonstruierten Elektronendichten zeigen im
Zentrum der Wasserschicht von den Polyelektrolyten stammende Maxima. Die Maxi-
ma in der DS—und der DNA-Probe sind aufgrund der Sulfat—Gruppen im DS und den
Phosphat—Gruppen in DNA stérker ausgepréigt als in der HA—Probe, die geringere

Elektronendichten aufweisen sollte.

6.2 Mischungen konkurrierender Polyelektrolyte

Die Frage stellt sich, was passiert, wenn zwei verschiedene negativ geladene Poly-
elektrolyte gemeinsam mit kationischen Lipidvesikeln gemischt werden? Sind in der
Mischung weniger kationische Ladungen enthalten, um die negativen Ladungen der
Polyelektrolyte zu neutralisieren, erwartet man Konkurrenz um die starke Abschir-
mung zwischen den Membranen zwischen den Polyelektrolyten. Dazu wurden SAXS-
Messungen an Mischungen aus DS / DNA / DMPC / DMTAP mit verschiedenen
molaren Verhéltnissen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abb. gezeigt sind. In

der Abb. sind die molaren Verhéltnisse der dissoziierungsfihigen negativen Gruppen
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Abb. 6.2: Strukturformeln von Dextransulfat (DS) und Hyaluronsiure (HA).
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Abb. 6.3: SAXS (A) und daraus ermittelte Elektronendichteprofile (B) von kationischen Lipid-
komplexen einer 1:1 DMPC / DMTAP-Mischung mit Dextransulfat, Hyaluronsiure und
DNA.
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Abb. 6.4: SAXS von kationischen Lipidkomplexen mit variierenden Mischungen aus DS und DNA.

von DS und DNA zu der Anzahl der kationischen Lipidkopfe angegeben. Die ober-
ste Kurve zeigt einen DS-Lipid-Komplex mit vierfachem Uberschu an DS gegeniiber
den kationischen Ladungen. Diese Probe zeigt eine lamellare Phase, deren Wiederhol-
abstand mit d,,, = 62.0 A dem der isoelektrischen DS-Lipid-Komplexe aus Abb.
entspricht. Dabei koexistieren die Komplexe mit einem dreifachen Uberschufl an ne-
gativen DS-Ladungen. Die Proben wurden bei 20 °C in der Lg und bei 50 °C in
der L, Phase gemessen, wobei nur die Messungen in der Gel-Phase gezeigt sind. Die
Zugabe von kleinen Mengen DNA zu einem Verhéltnis 4:1:1 DS:DNA:kationisches
Lipid @ndert scheinbar nichts an dem Aussehen der Rontgenkurve und dy,,, ist in die-
sem Fall 61 A. Mischt man zu den kationischen Lipiden DS:DNA im Verhéltnis 1:1:1
zeigen sich gleichzeitig zwei lamellare Phasen mit lamellaren Wiederholabsténden
von dju,1=59.8 A und djy,,»=75.3 A. Die mit djym1 korrespondierenden Bragg—Peaks
sind mit Pfeilen gekennzeichnet, die mit dj,,,» korrespondierenden mit Strichen. Die
Probe mit deutlichem DNA-Uberschuss von DS:DNA 1:4 schlieBlich zeigt die fiir rei-
ne Lipid-DNA-Komplexe charakteristische Struktur mit einer kleinen Schulter am
linken Fufl der ersten lamellaren Ordnung, was von der DS-Lipid—Phase stammen

konnte.
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6.3 Thermotropes Verhalten der DS-DNA-Lipid—
Komplexe

In Analogie zu den Untersuchungen in Kap. kann man die gemischt lamel-
lare Phase von DS-Lipid—Komplexen und DNA-Lipid-Komplexen untersuchen. In
Abb. A ist ein einfacher Aufbau zur Durchfithrung von strukturellen Messungen in
Abhéngigkeit von der Zeit gezeigt. Dazu wird eine Fuji Phosphor—Platte mit konstan-
ter Geschwindigkeit an einem Schlitz vorbeigezogen, so dafl nur ein schmaler Bereich
der Platte belichtet wird. Erhoht man die Probentemperatur mit konstanter Heizrate,
erhélt man mit diesem Aufbau die strukturellen Parameter der Probe in Abhéngig-
keit von der Temperatur. Die zweidimensional aufgezeichneten Daten ergeben einen
Graphen, in dem wie in Abb. B zu sehen ist, die Intensitat 1(g,,T,) aufgetragen
ist, wobei x nach rechts und y nach oben aufgetragen ist. Diese Probe zeigt eine
Verdnderung des lamellaren Abstandes der isoelektrischen DS / DMPC / DMTAP-
Komplexe bei T,,=42 °C, was dem Phaseniibergang von der Lg zur L, ,Phase der
Membran zugeordnet wird. Die Probe gemischt aus DS:DNA:DMPC:DMTAP im
Verhéltnis 1:1:1:1 zeigt die zwei lamellaren Abstédnde fiir DS—Lipid—Komplexe und
DNA-Lipid—Komplexe, die sich bei 7,,; = 38 °C und 7,,» = 41 °C sprunghaft ver-
groflern. Die Verdnderungen der lamellaren Absténde sind voll reversibel und zeigen

dabei keine Hysterese.

6.4 Kinetische Messungen

Im folgenden Kapitel werden Experimente zur Untersuchung der Kinetik der Bil-
dung einer gemischten DS-DNA-Lipid—Phase vorgestellt. Dazu wurden Lipid-DNA—
Komplexe in einer Kapillare mit Aulendurchmesser von 1mm gebildet und mecha-
nisch komprimiert. Zum Zeitpunkt ¢, wird in den Wasseriiberstand ein grofer Uber-
schul von Dextransulfat dazugefiigt. Der Rontgenstrahl durchdringt die Probe na-
he am oberen Rand der Lipid-DNA-Komplexe. Die strukturellen Parameter werden
mit dem oben beschriebenen Aufbau in Abhéingigkeit von der Zeit aufgenommen.
Abb. A zeigt wie sich die reine Lipid-DNA-Phase mit der Zeit zu einer neuen
Gleichgewichtstruktur umwandelt, wie sie die Kurve 4/1 in Abb. aufweist. Dieser
Ubergang ist durch eine Abnahme der Intensitiit der lamellaren Reflexe der DNA—
Lipid-Komplexe auf Kosten der Reflexe der DS—Lipid—Struktur charakterisiert. Dabei

bleibt die Summe der normalisierten Intensitédten gleich, was zu der Annahme fiihrt,
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Abb. 6.5:
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(A) Experimenteller Aufbau fiir zeitabhiingige Messungen der Anderung von strukturellen
Parametern mittels SAXS. (B) SAXS einer isolektrischen DMPC / DMTAP-DS Probe
mit 0.1°C/min steigender Temperatur und (C) #quivalente Messung an einer DMPC
/ DMTAP / DS / DNA (1:1:1:1) Mischung. Anhand der jeweils ersten Ordnungen der
Bragg—Reflexe (qr, qrr) 1d8t sich der Unterschied in der Phaseniibergangstemperatur der
Lipidketten zeigen, was Folge lateraler Phasenseparation ist.
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Abb. 6.6: (A) der zeitlichen Entwicklung des Streusignals eine 1:1:1 DMPC / DMTAP / DNA-
Komplexes nach Zugabe von DS zum Wasseriiberstand. (B) Relative Intensitéten der er-
sten lamellaren Ordnungen korrespondierend mit DNA-Lipid—Komplexen und DS—Lipid—

Komplexen. Die Summe der relativen Intensitéiten bleibt zeitlich konstant bei 100% (obere
Kurve).
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Abb. 6.7: Schematische Zeichnung zur Verdrdngung von DNA durch DS in der lamellar konden-
sierten Phase. Freies Dextransulfat wird in den Komplex gezogen, was DNA—Freisetzung
einer stochiometrisch dquivalenten Einheit bewirkt.
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dal der Phaseniibergang nicht iiber eine intermediire Phase abliduft. Diese Vorstel-
lung ist in Abb. illustriert. Als interessantes Ergebnis 148t sich festhalten, dafl das
Dextransulfat von oben nach unten durch die Melkapillare diffundiert, wobei es die
DNA-Lipid-Komplexe auflost und die DNA aus den Wasserschichten verdréngt. Die
Diffusionsgeschwindigkeit kann durch die Zeit abgeschétzt werden, die ben6tigt wur-
de, um alle Komplexe im vom Strahl beleuchteten Gebiet umzuwandeln. Damit ergibt
sich die Diffusionsgschwindigkeit zu etwa 500 pum in 2 Stunden, also 4pum/min. Die
in der Gentherapie eingesetzten Komplexe sind im Normallfall kleiner als 1 pgm und

wiirden durch iiberschiissiges Dextransulfat praktisch instantan aufgelost werden.

6.5 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dafi Lipid-DNA-Komplexe durch negativ geladene Polyelek-
trolyte an der Zelloberfliche noch in der extrazelluldren Matrix zerlegt werden kénnen.
Dazu reichen jedoch sehr geringe Mengen bzw. Konzentrationen des anionischen Poly-
mers nicht aus, wie die Daten aus Abb. zeigen. Kleine Mengen an negativen und
flexiblen Polymeren kénnen in Komplexen aufgenommen werden bzw. adsorbieren,
was zu einer physikalischen Immobilisierung der Komplexe durch an der Zelloberfldche
verankerte Polyelektrolyte fiihrt. Zu diesem Zweck miissen die Gentransferkomplexe
jedoch aureichend grof sein. Zum Auflésen kleinerer Komplexe ist weniger anionisches
Polymer nétig, da das Verhéltnis von zur Verfiigung stehender DNA und negativem
Polymer zur kationischen Komponente iiber die Stabilitdt des DNA—Komplexes ent-
scheidet - nicht die absolute Menge an negativem Polymer. Immobilisierung an der
Zelloberflache ist wahrscheinlicher, wenn die Gesamtladung des Gentransferkomplexes
positiv ist. In diesem Falle tragt das negative Polymer zur Neutralisierung der Kom-
plexe bei, immobilisiert den Komplex gleichzeitig an der Zelloberfldche und erleichtert
der Zelle auf diese Weise, den Gentransferkomplex durch Endozytose aufzunehmen.
Insgesamt folgt, dafl die GréBe der Gentransferkomplexe fiir einen effektiven Transfer
durch die duflere Zellmembran groff genug zu wéihlen ist, um nicht von der Glyko-
kalix schon in der extrazelluldren Matrix lysiert zu werden, jedoch klein genug, um

Endozytose zu erleichtern.
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DNA-induzierte Lipid—Entmischung

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die thermodynamische Untersuchung der fliissig-
kristallinen Phasen in Lipid-DNA-Komplexen. Die Betrachtung des Systems mittels
DSC gibt Aufschluf} iiber die thermotropen Eigenschaften der auftretenden Phasen.
Eines auffilliges Ergebnisse ist, dafl der Koexistenzbereich zwischen den Phasen Lg,
und LS der Komplexe deutlich breiter ist, als der zwischen Lg und L, der reinen
Lipidmischungen. Dies ist ein klarer Hinweis fiir das Auftreten von DNA—-induzierter
Lipidentmischung in den Membranen, die theoretisch bereits in mehreren Arbeiten be-
handelt wurde [61, 55, 8, 53]. Ein erster experimentelle Nachweis von DN A—induzierter
lateraler Phasenseparation - allerdings fiir ungeséttigte Lipide - wurde von Mitrakos
und Macdonald mittles ?H NMR, erbracht [57]. In der Gelphase haben Lipidlegierun-
gen i.a. grofere Tendenz zur Entmischung, was nahe legt, dafl der DNA-induzierte
Entmischungseffekt in den Komplexen im Falle von geséttigten Lipidketten verstérkt
auftritt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Fourietransformation Infrarot Spektrosko-
pie Experimente (FTIR) durchgefiihrt, um diese Technik auf Anwendbarkeit zur Be-
obachtung lateraler Phasenseparation in Lipid-DNA—-Komplexen zu testen. In FTIR-
Experimenten mifit man die Absorption von infrarotem Licht in Abhéngigkeit der
Wellenlénge. Die charakteristischen Absorptionsbanden lassen sich auf ca. eine halbe
Wellenzahl [cm™1] genau bestimmen und sind abhéngig vom Molekiil und der Art der
Anregungen. Phasenseparation 18t sich durch Beobachtung der Absorptionsbande
der symmetrischen Streckschwingung der CHy—Gruppen in den Lipidketten im Be-
reich des Phaseniiberganges messen, da deuterierte und nicht deuterierte Komponen-
ten leicht unterscheidbare Absorptionsbanden aufweisen. Die Resonanzfrequenz, d.h.
das Absorptionsmaximum, der CHy~Gruppen in der Gelphase (2850 cm™!) verschiebt
sich beim Ubergang zur ungeordneten fluiden Phase der Ketten um ca. 1-2 ecm ™" zu
héheren Werten. Die Resonanzfrequenz der symmetrischen Streckschwingung deute-
rierter Methylgruppen , CD, (2089 cm™!), liegt aufgrund gut 760 cm™! unterhalb

der Resonanzfrequenz im Falle nichtdeuterierter Alkylketten in Lipidmembranen. Sie

116



117

erhoht sich durch die Hauptumwandlung ebenfalls um einige Wellenzahlen. Man kann
also die Umwandlungstemperaturen von deuterierten und nichtdeuterierten Lipidket-
ten getrennt von einander beobachten. Im Falle lateraler Phasenseparation lassen sich
koexistierende Phasen mit unterschiedlichen Mischungsverhéltnisse durch die unter-

schiedlichen Hauptumwandlungstemperaturen voneinander unterscheiden.
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Abb. 7.1: (A) FTIR-Messungen an einer bindren DMPC / DMTAP Mischung im Bereich des Haupt-
phaseniiberganges. Aufgetragen sind die Absorptionsmaxima der symmetrischen Streck-
schwingung der CHo—Gruppen von DMTAP und der CDs—Gruppen des kettendeuterierten
DMPC gegen die Temperatur. Es ist kein Unterschied zwischen den Hauptumwandlungs-
temperaturen der deuterierten und nicht—deuterierten Anteile zu erkennen. In der unteren
Zeile sind die Absorptionsmaxima der symmetrischen Streckschwingungen in Lipid-DNA—
Komplexen gegen die Temperatur aufgetragen. Die verwendeten Lipidmischungen sind
DMPC-ds4 und DMTAP (1:1) (B) und DSPC und DMTAP-d54 (C). In diesen Fillen sieht
man, daf3 sich die Phaseniibergangstemperaturen der deuterierten und nicht—deuterierten
Anteile um etwa 1 °C unterscheiden.

In Abb. A ist die Position des Maximums des Absorptionspeaks der sym-
metrischen Streckschwingung gegen die Temperatur aufgetragen. Die Probe besteht
aus beschallten Vesikeln, die aus einer Mischung aus kettendeuteriertem DMPC-dj,
(linke Achse) und nicht-deuteriertem DMTAP (rechte Achse) besteht. Die Kurven

liegen klar iibereinander, was laterale Phasenseparation unwahrscheinlich macht und
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in guter Ubereinstimmung mit der Ausbildung von stéchiometrisch isomolaren Un-
tereinheiten in der Gelphase ist (Kap. . Betrachtet man im Vergleich dazu die in
Abb.[7.1] A aufgetragenen Werte fiir Lipid-DNA-Komplexe bestehend aus DMPC—ds,4
und DMTAP isoelektrisch gemischt mit DNA sieht man in diesem Fall einen signifi-
kanten Unterschied von ca. 1 °C zwischen deuterierten und nicht deuterierten Ketten.
Haben DMTAP-reiche Gebiete eine etwas niedrigere Hauptumwandlungstemperatur
als DMPC—dgs—reiche Gebiete.

Ein zweites Beispiel ist in Abb. B gezeigt, in dem als Lipidmischungen DMTAP-
ds4 und DMPC im Verhéltnis 3:1 verwendet und isoelektrisch mit DNA gemischt wur-
den. Auch in diesem Fall deutet die unterschiedlich Hauptumwandlungstemperatur
laterale Phasenseparation an.

Detailliertere Informationen iiber Entmischungsphénomenen erhédlt man durch
Kontrastvariation in Neutronenstreuexperimenten. Solche Untersuchungen haben je-
doch als Voraussetzung, dafl die beobachtete Probe keine polydisperse Grofienvertei-
lung hat, was fiir Pulverproben von Lipid-DNA—-Komplexe in Losung i.a. der Fall ist.
In diesem Fall ist es notig, orientierte Proben mit einer ausreichenden Anzahl von
Lipid—-DNA-Schichten zu praparieren. Bei kleinen Winkeln kénnten dann die Inten-
sititen in der Kratky—Porod-Darstellung (log(q?®-Int) vs ¢?) zur Intensitit am Winkel
=0 extrapoliert werden, woraus laterale Phasenseparation in der Membran gemessen
werden kann [411, 42]. In nidherer Vergangenheit wurden verschiedenen neue Methoden
zu Préaparation von orientierten Lipid-DNA-Komplexen verdffentlicht [59, 77, 90] mit

denen solche Messungen moglich sein kénnten.

Statische Defekte oder thermische Fluktuationen

Um generell statische Defekte von thermischen Fluktuationen in geordneten Struk-
turen zu untersuchen, bietet es sich an, dynamische Messungen durchzufithren. Kurz
nach dem Mischen der Lipid- und DNA-Komponenten zu Lipid-DNA-Komplexen,
erwartet man eine hohe Dichte an statischen Defekten wie etwa Haarnadeldefekten.
Diese Art von Defekten fithrt bei DNA mit einigen tausend Basenpaaren, die zweidi-
mensional an kationische Membranen adsorbiert ist, zu einem typischen Muster, das
stark an Fingerabdriicke erinnert (Abb. [7.2] A) [100] [ Aus den Streuexperimenten ist

! An dieser Stelle muf darauf hingewiesen werden, daf$} sich die festkérpergestiitzte Membran [70]
mafgeblich von freien Membranen unterscheidet, da z.B. elastische Deformationen durch die feste
Unterlage iiber elektrostatische und van der Waals Krifte fast vollig unterdriickt werden. Gerade
die DNA-induzierte Wellung der Membran fiihrt jedoch nach der Diskussion von Kap. zu der
hohen Ordnung des DNA-Ubergitters in dreidimensionalen Lipid-DNA-Komplexen.
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Abb. 7.2: (A) Atom-Kraft-Mikroskopie (AFM) Aufnahmen an doppelstrangiger DNA, die auf
festkorperunterstiitzten Membranen adsorbiert ist. In (A) handelt es sich um ®X174 Hae
III digest DNA (78-1353 Basenpaare), in (B) um Oligonukleotiden mit 80 Basenpaaren.
Die ldngere DNA zeigt Doménen mit unterschiedlicher Vorzugsrichtung. Die Oligonukleo-
tide zeigen eine Doméne, in der die DNA-Stédbchen im Mittel in eine Richtung zeigen -
trotz der vielen sichtbaren Defekte.

bekannt, dafl nach ca. 2 wochiger Equilibrierung zumindest ein grofler Teil der stati-
schen Defekte ausgeheilt ist. Der Verlauf dieses Ausheilungsprozesses beobachtet mit
zeitaufgelosten Streuexperimenten kann moglicherweise Aufschlufl iiber den Einflul
von statischen und thermischen Stérungen des DNA-Gitters liefern. In Abb. [7.2] B
zeigt doppelstrangige DNA—Oligonukleotide mit 80 Basenpaaren und einer Linge von
ca. 270 A. Wie man an dem numerisch Fouriertransformierten Einsatz in den Bildern
sieht, ist die Orientierung der kurzen DNA-Molekiile deutlich hoher, als die der langen
DNA-Molekiile. Die vielen sichtbaren Defekte in der 2D—smektischen Phase haben
viel geringeren Einflu} auf die Ordnung des Gesamtsystems als im Falle langer DNA.
Durch Vergleich von Streuexperimenten mit langer und kurzer DNA sollte es demnach
moglich sein statische und thermische Defekte zu unterscheiden. Bei vergleichbarer
Korrelation des DNA-Gitters fiir lange und kurze DNA-Molekiile kénnte man davon
ausgehen, dafl vor allem thermische Fluktuationen die Gitterordnung stéren. Wéren
die Korrelationslangen in Proben mit DNA—-Oligonukleotiden mef3bar grofier, wére es
naheliegender, dafl Huangstreuung an Haarnadeldefekten die Ordnung in Proben mit
langer DNA stort.
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