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Zusammenfassung

Polykationen bilden mit DNA spontan Komplexe. Triebkraft ist der Entropiegewinn durch
Freisetzung der Gegenionen auf den Polyelektrolyten. Solche Komplexe kénnen in der Gen-
technik verwendet werden, um fremde DNA in eine Zelle einzuschleusen. Dies bezeichnet
man als Gentransfektion. In dieser Arbeit werden erstmals biirstenférmige Polykationen
mit wurmformiger Topologie zur Gentransfektion verwendet.

Dazu wurde die Komplexierung von DNA mit Biirstenpolymeren mit Poly-L-Lysin- und
Polyvinylpyridinium-Seitenketten und linearen Polykationen untersucht. Die Komplexbil-
dung verlauft in allen Fillen kinetisch kontrolliert, alle Polykationen bilden sphéarische
Komplexe, die Topologie hat keinen Einfluss auf die Komplexgroke. Komplexe aus Biirs-
tenpolymeren transfizieren mehr als 25% der gesamten Zellpopulation bei Schweinehirn-
endothelzellen. Gegeniiber dem kommerziellen Transfektionsmittel Lipofektamin konnte
eine deutliche Steigerung um bis zu 400% erreicht werden. Komplexe, die mit linearen
Analoga gebildet wurden, zeigten bei gleicher Komplexgrofe Transfektionsraten unter 5%.

Freisetzungsversuche zeigen, dass die Komplexe, die gut transfizieren, recht labil sind,
also die DNA unter Kompetitoreinfluss freisetzen kénnen. Stabile Komplexe haben geringe
Transfektionseffizienzen. Ebenso wichtig ist der Schutz der DNA vor Abbau durch DNase.
Die PVP-Biirste bietet als einziges der untersuchten Polykationen diesen Schutz und zeigt
auch die besten Transfektionsraten.

Zusétzlich zu der medizinischen Anwendung wurde die Kinetik der Komplexbildung
untersucht. Dazu wurde ein spezieller Aufbau entwickelt, der es ermoglicht die Streuinten-
sitidt der Komplexlosung bei kleinen Streuwinkeln zeitaufgelost im Millisekundenbereich zu
detektieren. Die Komplexbildung verlduft diffusionskontrolliert, im Bereich von Ladungs-
verhéltnissen (positive zu negativen Ladungen) von 1.8 bis 4.0 schlieft sich ein fraktales
Wachstum an.



Summary

Polycations spontaneously form complexes with DNA. The driving force is the gain of
entropy by release of the counterions from the polyelectrolytes. Those complexes may be
used in gene technology to introduce foreign DNA into a cell. Such a process is called gene
transfection. In this thesis, brush like polycations with a stiff, worm like topology are used
for the first time in gene transfection.

The complexation between DNA and brush like polycations with poly-L-lysine and qua-
ternized poly(vinylpyridine) sidechains and linear analogues was investigated. In all cases,
the complex formation is kinetically controlled. All polycations form spherical complexes,
topology does not influence the complex size. Complexes formed by brush like polymers
show a transfection rate > 25% on borcine brain microvessel endothelial cells. Compared to
the commercial standard Lipofectamine an increase of 400% is reached. Complexes formed
with the linear analogues only transfect less than 5% of the total cell population.

Release experiments show that complexes that are able to release DNA under influence
of competitors are also good transfection agents. In contrast, very stable complexes have
poor transfection efficiencies. As important is the ability of the complex to protect the DNA
against degradation by DNase. Only the quaternized poly(vinylpyridine) is performing well
in this test and accordingly also shows high efficiency in transfection experiments.

In addition to the medical application, the kinetics of the complex formation was inves-
tigated. A new setup was designed allowing the time resolved detection of scattered light
at small scattering angles in the millisecond-regime. The complex formation is diffusion
controlled, which is followed by a fractal growth for charge ratios (positive to negative
charges) between 1.8 and 4.0.
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Kapitel 1
Einleitung

Nicht-viraler Gentransfer ist ein vielversprechendes Werkzeug um genetisches Material
(DNA, RNA) in lebende Zellen einzubringen [EA04] [Kab99] [TKO03| [DSY09] [CHO5.
Diesen Prozess bezeichnet man als Transfektion. Die Nukleinsiduresequenz bestimmt da-
bei die spezifische Aminosduresequenz des Proteins, das die Zelle synthetisiert, zunéchst
durch Transkription (Synthese von messengerRNA von der DNA), dann durch Translation
(Synthese des Proteins von der messengerRNA). Das Ziel der Gentherapie ist anwendungs-
spezifisch, zum Beispiel soll im Fall von genetischen Krankheiten der Einfluss des gestorten
Gens gemindert oder ausgeschaltet werden. Gentherapie kann aber auch zur Vorbeugung
von Krankheiten, z.B. durch Impfungen, angewandt werden. Dazu muss das genetische

Material fiir eine antigene Komponente eines spezifischen Pathogens kodieren. [Put06]

Fiir einen erfolgreichen Gentransfer benttigt man ein Nukleotid-bindendes Polykation
oder Lipid um die DNA/RNA zu kompaktieren, so dass sie in die Zelle aufgenommen wer-
den kann. Von Vorteil ist es dabei, wenn die Partikel nicht zu grof sind (<100-200nm)
und eine positive Ladung haben, da sie sich dann besser an der negativ geladenen Zell-
membran anlagern kénnen. Neben dem Eintritt in die Zelle muss ein nicht-viraler Vektor
aber auch noch den Eintritt des genetischen Materials in den Zellkern erméglichen. Deswe-
gen ist neben einer effizienten Kompaktierung der DNA /RNA auch eine gute Freisetzung
der DNA/RNA aus dem Komplex notig. Generell sind fiir den nicht-viralen Vektor vier
Barrieren zu iiberwinden|[BCM*00]: Zunéchst muss der Gen-Transporter seinen richtigen
Bestimmungsort in vivo ausfindig machen, ohne vorher vom kérpereigenen Immunsystem
abgebaut zu werden. Je spezifischer der Vektor auf einen bestimmten Zelltyp optimiert ist,
desto hoher die Chance auf eine hohe Transfektion. Die zweite Hiirde ist der Eintritt des ge-

netischen Materials in den gewiinschten Zelltyp. Der Komplex muss durch Endozytose ins

1
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Abbildung 1.1: Schematische Zeichnung der Aufnahme eines DNA-Polykationen-Komplexes in die
Zelle.

Zellinnere gelangen. Danach muss als weitere Barriere die DNA/RNA aus dem Endosom
gelangen, denn wenn die ganze endosomische Einheit in den Lysosomen abgebaut wird,
kann keine Expression der DNA erfolgen. Die vierte und letzte Hiirde ist die Translokation
der DNA in den Zellkern, in dem sie abgelesen werden kann (vergleiche hierzu Abbildung
).

Die Komplexierung bzw. Kompaktierung von DNA mit verschiedenen positiv gelade-
nen synthetischen und biologischen Polymeren ist im Hinblick auf ihre Anwendung in der
nicht-viralen Gentransfektion stark untersucht worden. Unter anderem wurden Peptide,
Polysaccharide und Polyamine [TKO03| verwendet. Die DNA wird durch die Komplexie-
rung mit Polykationen von ihrer Knéauelstruktur in eine Kugelstruktur kompaktiert, die
eine grofere Dichte besitzt. Dies kann, wie von Storkle [Sto07] gezeigt und in dieser Arbeit
angewendet, mit Lichtstreuung nachgewiesen. Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung
der Fluoreszenzmikroskopie (vgl. hierzu [AAZP*07]). Triebkréfte fiir die Bildung dieser
kompakten Interpolyelektrolytkomplexe sind die Anziehung unterschiedlich geladener Po-
lyionen, die Freisetzung der Gegenionen und der damit verbundene Entropiegewinn, sowie
die Abschirmung der elektrostatischen Repulsion gleich geladener DNA-Segmente. Aufier-

dem konnen hydrophobe Wechselwirkungen oder die Bildung von Wasserstoftbriicken be-



1.1. UBERSICHT ZUM THEMA GENE DELIVERY MIT POLYMEREN 3

teiligt sein [TMD*04]. Die Komplexe weisen zumeist eine ,scrambled-egg“-Struktur auf und
sind stark aggregiert. Die Komplexbildung ist kinetisch kontrolliert, so dass der Aggregati-
onsgrad mit der Konzentration der Komponenten in der Lésung abnimmt. In verdiinnten
Losungen und im Uberschuss einer Komponente konnen die Komplexgrofen so klein ge-
halten werden, dass eine kolloidale Dispersion entsteht. Die Partikel haben einen neutralen
Kern und eine geladene Schale der Uberschusskomponente, die fiir die Dispergierbarkeit
sorgt.

Die Kenntnis der Stabilitdt und physikalischen Eigenschaften wie Ladung, Dissoziati-
onsverhalten, Form und Grofe dieser Komplexe kénnen beim Verstidndnis der biologischen

Anwendung von grofsem Nutzen sein [Kab99].

1.1 Ubersicht zum Thema Gene delivery mit Polymeren

Die Verwendung von Polymeren zum Transport von genetischem Material ist seit drei Jahr-
zehnten im Fokus vieler Forschungsgruppen. Polymere haben den Vorteil niedriger Immu-
nogenitét, hoher Flexibilitdt und einfacher Herstellung [XPM*09]. Ein hiufig verwendetes
Polymer, das in vivo und in vitro erfolgreiche Transfektion zeigt, ist Polyethylenimin (PEI).
Es verfiigt iiber primére, sekundare und als verzweigtes Polymer auch iiber tertiire Amine,
die durch Protonierung positive Ladungen tragen konnen. PEI besitzt eine gute Pufferka-
pazitit. Bei physiologischem pH-Wert sind nur etwa 20% der Aminogruppen protoniert,
bei pH = 5 (z.B. im Lysosom) steigt dieser Wert auf 45% an. Diese Eigenschaft als Proto-
nenschwamm zu wirken, macht PEI zu einem effektiven Gentransporter [BLZ*95|. Lange
PEI-Ketten sind jedoch zelltoxisch und schrinken so die Anwendung als Gentransporter
ein.

Die Struktur von DNA-PEI-Komplexen wurde durch AFM-Technik von Dunlap et al.
untersucht [DMSM97]. Im Uberschuss DNA (0.08 Aquivalente PEI 22kDa auf 1 Aquivalent
DNA) entstehen gefaltete Schlaufen aus DNA (siehe Abbildung [I.2). Die DNA-Striinge
lagern sich im Komplex lateral an und haben partiell eine sehr starke Kriimmung, solche
Strukturen sind in reiner DNA nicht zu finden. Ahnliches wurde auch von Stérkle et al.
an PVP-Biirsten-pUC19-Komplexen gefunden [SDH*07], wie in Abbildung zu sehen.
Der stark kompaktierte Kern der Komplexe ist von einer Hiille aus DNA umgeben, die
schlaufenférmig aus dem Komplex herausragt.

Ausfiihrliche Untersuchungen zur Struktur-Eigenschaftsbeziehung wurden von Ander-

son et al. [AAHLO5| durchgefiihrt. In einem Hochdurchsatz-Screening wurden verschie-
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Abbildung 1.2: AFM-Bilder von PEI-DNA-Komplexen, die in 150mM NaCl hergestellt wurden,
entnommen aus [DMSM97]. Es wurden 0.08 Aquivalente 22kDa PEI auf 1 Aquivalent DNA
(pCMV-Luc DNA) verwendet. Die AFM-Messung wurde auf mit Poly-L-Ornithin beschichtetem
Mica in 15mM NaCl durchgefiihrt. Es bilden sich DNA-Schlaufen, individuelle DNA-Strénge sind
zu erkennen. Die gefalteten Schlaufen der DNA ordnen sich lateral mit hoher Kriimmung an. Ohne
PEI bildet DNA diese Strukturen nicht. Die Hohenskala betrédgt 5nm.

dene Poly(S-aminoester) synthetisiert und ihr Transfektionsvermégen getestet. Poly(f-
aminoester) sind interessant, da sie sowohl positive Ladungen an den protonierbaren Ami-
nogruppen zur Wechselwirkung mit der DNA besitzen als auch potentiell abbaubar sind
durch die hydrolysierbare Estergruppe. Zudem sind sie relativ leicht herzustellen durch
Konjugataddition eines priméren Amins an ein Diacrylat. Eine Bibliothek von iiber 400
verschiedenen Polymeren wurde synthetisiert und im Hinblick auf Molmasse, Komplex-
grofe mit DNA, Oberflichenladung, Polymer-/DNA-Verhiltnis und Transfektionseffizienz
verglichen. Die besten Polymere besitzen ein Amin/Acrylat-Verhéltnis von 1.2/1 bzw. 1.1/1
und konnten DNA in 71 und 79nm (Lichtstreumessung bei 90°) grofse Komplexe mit posi-
tiver Oberflichenladung kondensieren. Thre Transfektionseffizienz an COS-7-Zelllinien liegt
deutlich iiber der des kommerziell erhéltlichen Transfektionsmittels Lipofektamin, das auf
Lipiden basiert. Dass auch andere Polymere in der Studie DNA stark kompaktieren konn-

ten (sub 150nm Partikel), diese aber keine gute Transfektion zeigten, beweist, dass Grofe
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Abbildung 1.3: AFM-Bilder von DNA-PVP-Biirsten-Komplexe mit w(DNA) = 0.8 aus [SDH* 07].
Es wurde pUC19-DNA und eine quaternisierte PVP-Biirste mit einer Seitenkettenldnge von 26
Wiederholungseinheiten verwendet. Die Bilder wurden in getrocknetem Zustand auf Mica aufge-
nommen.

und Ladung allein nicht die einzig ausschlaggebenden Faktoren zur erfolgreichen Transfek-
tion sind. Austritt aus dem Endosom, Schutz der DNA und Dekomplexierung spielen auch
eine Rolle. So sind zum Beispiel Komplexe aus Polykationen mit einem Amin/Acrylat-
Verhéltnis von 1/1.05 im Vergleich zu 1/1 bei gleicher Molmasse achtfach effektiver. Dies
liegt vermutlich an den Kettenterminierungen, die scheinbar einen Einfluss auf die Trans-
fektionseffizienz besitzen. Die effektivsten Polykationen wurden aus Aminoalkoholen her-
gestellt. Anderson zeigt auch, dass Polymere mit kleiner Molmasse (M<10000g/mol) keine
guten DNA-Transporter sind. Ein allgemein giiltiger Trend zur Vorhersage der Transfekti-

onseffizienz aus den Figenschaften der Polymere wurde nicht gefunden.

1.2 Gene delivery mit verzweigten Polymeren

Die Verwendung von kamm- oder biirstenférmigen Polymeren zur DNA-Komplexierung
wird in der Literatur vereinzelt beschrieben. Hauptsichlich werden Kammpolymere unter-
sucht, lediglich eine Gruppe beschreibt biirstenférmige Polymere als Transfektionsagenz.
Diese weisen entgegen der Aussage in der Publikation jedoch eher eine Kugelform auf als
eine wurmformige Biirstentopologie. Die Seitenketten von Kammpolymeren sind nicht so
dicht gepackt wie in Biirstenpolymeren, es kommt nicht zur Streckung des Polymerriick-

grats und Kammpolymere sind deshalb als verzweigte Polymere anzusehen.
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Die Gruppe von Toshihiro Akaike hat eine Vielzahl von Publikationen zur Synthese
von kammformigen Polymeren und deren Anwendung in der DNA-Komplexierung verof-
fentlicht. Sie verwendet unter anderem Polymere mit Polylysin-Riickgrat und Dextran-
Seitenketten [MWE*98| zur Bildung von 16slichen DNA-Komplexen. Abhéngig von der
Propfdichte konnten verschiedene Veranderungen der physikalischen Eigenschaften beob-
achtet werden. Niedrige Propfdichten fiihren zu einer effektiven Kompaktierung der DNA.
Polymere mit hohen Pfropfdichten lagern sich ebenfalls an die DNA an, es kommt je-
doch nicht zu einer Konformationsdnderung. Die DNA ist sogar noch zur Denaturie-
rung und Rehybridisierung fahig. Ein in vitro Zelltest wird nicht durchgefiihrt. Ein wei-
teres Polymer besteht aus einem Poly(2-(diethylamino)ethyl-methacrylat)-Riickgrat mit
Polylysin-Seitenketten [AMCA97|. Der Schwerpunkt bei dessen Untersuchung liegt auf der
pH-Sensitivitdt der Seitenketten in hohen pH-Bereichen und des Riickgrates bei anna-
hernd neutralen pH-Werten. Die pH-abhingige Anderung der physikochemischen Eigen-
schaften der Komplexe konnte zur Klarung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen dienen,
Zellexperimente werden nicht prisentiert. Benns et al. verwenden N-Ac-poly(L-Histidin)-
graft-poly(L-Lysin) Kammpolymere zur Komplexierung von DNA [BCM*00]. 25% der
e-Aminogruppen am Poly-L-Lysin-Riickgrat sind mit Poly-L-Histidin modifiziert. Durch
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidverdrangungsversuche wird die Komplexierung der
DNA durch die Copolymere gezeigt. Die Komplexierungseffizienz ist jedoch im Vergleich
zu reinem Polylysin geschwécht, da Polyhistidin bei pH = 7 ungeladen ist. Transfektions-
experimente an 293T Zellen ergeben eine gesteigerte Transfektion im Vergleich zu linearem
Polylysin. Das Poly-L-Histidin verstarkt vermutlich die endosomale Freisetzung durch Pro-

tonenbindung und Fusion mit der Membran.

Eine ebenfalls erhohte Transfektionsrate (im Vergleich zu linearem PEI) fanden Liu et
al. bei Verwendung von Biirstenpolymeren mit Poly(2-hydroxyethyl-methacrylat)-Riickgrat
und Poly(ethylenimin)-b-Poly(ethylenglykol)-Seitenketten bei gleichzeitig niedriger Toxi-
zitdt |[LDZ*10| in BT474-, HEK293-Zellen und Mausosteoblasten. Bei den verwendeten
Polymeren handelt es sich jedoch nicht wie in der Publikation dargestellt um Biirsten-
polymere, sondern eher um kugelférmige Polymere. Die Linge der Hauptkette entspricht
in etwa der Liange der Seitenketten, so dass hier zwar eine hohe Ladungsdichte, dhnlich
zu Biirstenpolymeren, vorliegt, aber nicht die typische Biirstentopologie. Zusétzlich wird
nicht das gleiche Blockcopolymer in linearer Form zum Vergleich gewéhlt, sondern ein PEI
ohne PEG-Modifizierung.

Die Struktur-Aktivitdts-Beziehung von Polylysinen unterschiedlicher Struktur (linear,
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dendritisch, verzweigt) wurde 2002 von Ménnisto et al. [MVT*02] verglichen. Physikoche-
mische Untersuchungen der Komplexgrofe, Zeta-Potentiale, Kondensierung der DNA und
Form der Komplexe wurden durchgefiihrt und die Ergebnisse mit der Transfektionseffizi-
enz an D407 Zelllinien verglichen. Lineares Polylysin komplexiert die DNA effizienter bei
kleineren Ladungsverhéltnissen + /- als dendritisches Polylysin. Es ist flexibler und besitzt
eine hohere Anzahl primirer Amine. Dendritisches Polylysin der 3. Generation konnte die
DNA in toroidale und stdbchenférmige Komplexe kondensieren. Die Komplexgrofien un-
terscheiden sich jedoch nicht sehr stark, alle Komplexe sind aggregiert und polydispers.
Die Transfektionseffizienz ist bei allen untersuchten Komplexen niedrig (kleiner als PEI,
DOTAP oder Lipofectin), lineares PLL ist effizienter als dendritisches. Es konnte jedoch
kein klarer Zusammenhang zwischen den physikochemischen Eigenschaften und der Trans-

fektion gefunden werden.

1.3 Motivation

Biirstenpolymere besitzen durch die hohe Propfdichte der Seitenketten, die sich zusétzlich
durch die gleichsinnigen Ladungen elektrostatisch abstofen, eine wurmférmige Topologie.
Das macht sie zu interessanten Testreagenzien als Transfektionsmittel. Moglicherweise zei-
gen die DNA-Komplexe mit Biirstenpolymeren eine andere Struktur als die Komplexe mit
linearen Polymeren. Es ist zu erwarten, dass die Anisotropie des Polykations einen Ein-
fluss auf die Komplexbildung mit DNA ausiibt. Desweiteren besteht ein Ladungsmismatch
zwischen Biirste und DNA (vergleiche Definition in . Die Ladungsdichte der Biirste ist
durch die enge Propfdichte der mehrfach geladenen Seitenketten deutlich héher als die der
DNA bzw. eines linearen Polymers. Die Untersuchung der Biirstenpolymere im Vergleich
zu linearen Polymeren leistet einen wichtigen Beitrag im Verstdndnis der Komplexstruktur.

Endothelzellen dienen als Modellsystem in der Untersuchung der Blut-Hirn-Schranke.
Transfektionseffizienzen in Endothelzellen sind im allgemeinen aber sehr gering. Ahnlich
wie Neurone sind diese Zellen mit Standardmethoden nur schwer zu transfizieren. Es ist
daher notig, bessere Transfektionsagenzien fiir Endothelzellen zu finden. Dazu ist es ins-
besondere wichtig, die genaue Funktionsweise des Transfektionsmittels zu verstehen. Eine
Analyse der Struktur der DNA-Komplexe im Vergleich zu deren Transfektionseffizienz soll-
te einen erheblichen Beitrag zur Entwicklung neuer Transfektionsagenzien leisten. Ebenso
wichtig ist ein besseres Verstindnis der molekularen Vorgéinge beim Entpacken der DNA.

Hier stellt sich insbesondere die Frage, in wie weit die DNA von Transfektionsmittel ab-
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Abbildung 1.4: Schematische Komplexbildung aus biirstenformigem Polykation und DNA im
Uberschuss der positiv geladenen Komponente. Triebkraft des Komplexbildung sind die elektro-
statischen Wecheselwirkung und der Entropiegwinn durch Freisetzung der Gegenionen.

trennbar sein muss um eine erfolgreiche Transkription zu gewéhrleisten.

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

In dieser Arbeit werden Komplexe aus positiv geladenen Biirstenpolymeren mit DNA her-
gestellt und untersucht. Die Komplexbildung ist schematisch in Abbildung dargestellt.
Die biirstenférmigen Polykationen bilden ein formpersistentes Element, das durch die hohe
Pfropfdichte der Seitenketten eine wurmférmige Topologie besitzt.

Die Komplexbildung und das Komplexverhalten der Biirstenpolymere wird verglichen

mit linearen Analoga. Dabei werden die folgenden Punkte systematisch untersucht.
e Die Eigenschaften der Polykationen:

— Eine ausfiihrliche Charakterisierung mit Hilfe der Lichtstreuung.
— Thre Toxizitdt gegeniiber verschiedenen Zellen.
e Die Komplexierungseffizienz der Polykationen und die resultierende Komplexgrofe
in verschiedenen Medien und Ladungsverhéltnissen -+ /- (Verhéltnis der positiven

Ladungen an den Stickstoffatomen des Polykations zu negativ geladenen Phosphat-

gruppen der DNA).

e Der Einfluss des Komplexherstellungsverfahrens: sequentielle Titration der Kompo-

nenten zueinander im Vergleich zur turbulenten Mischung im Mikromischer

e Die Komplexeigenschaften:
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— Der Einfluss unterschiedlicher Salzgehalte in der Losung auf die Komplexierungs-

eigenschaften und die Komplexgrofen.

— Die Freisetzung der DNA aus den Komplexen mit Hilfe verschiedener Kompeti-
toren. Hier wird neben Modellsystemen (Heparin, BSA) auch RNA als natiirlich
in der Zelle vorkommendes Polyanion verwendet. Das ist insbesondere fiir eine
mogliche Anwendung als Gen-Transporter notwendig, da die DNA zur Trans-

fektion abgelesen wird und dabei ganz oder teilweise freigesetzt sein muss.

— Der Schutz vor DNase-Degradation. Ungeschiitzte DNA wird sofort abgebaut,
die Komplexierung soll die DNA vor DNase-Angriffen bewahren.

— Die Aufnahme der Komplexe in die Zellen.

— Das Transfektionsvermogen an Endothelzellen.

e Vergleich der Komplexeigenschaften mit deren Transfektionsvermdgen.
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Kapitel 2
Grundlagen

In diesem Kapitel werden die Grundlagen zur Komplexbildung und der Zelltransfektion
erldutert. Desweiteren werden die in dieser Arbeit verwendeten Messmethoden, Lichtstreu-

ung, Gelelektrophorese, CD-Spektroskopie und Rasterkraftmikroskopie, vorgestellt.

2.1 Polyelektrolytkomplexe

Eine gute Ubersicht iiber Polyelektrolytkomplexe ist in [TMD*04] zu finden. Polyelektro-
lytkomplexe sind entweder Komplexe aus negativ und positiv geladenen Polyelektrolyten
(PEC), diese werden in der vorliegenden Arbeit ausschlieflich behandelt, oder Polyelek-
trolyte mit entgegengesetzt geladenen Tensiden. Komplexe bilden sich im einfachsten Fall
durch Mischen wéssriger Losungen der beiden Komponenten. Polyelektrolytkomplexe wei-
sen meist eine ungeordnete Struktur auf, die keine langreichweitige, periodische Ordnung
aufweist. Die Struktur der PECs ist durch die schnelle Kinetik der Bildung bestimmt, nur
in sehr verdiinnten Lésungen kann man den Einfluss der Komplexmischung, Losemittel etc.
untersuchen.

Die Triebkraft der PEC-Bildung ist die elektrostatische Wechselwirkung der entgegen-
gesetzt geladenen Polyelektrolyte und die Entropiezunahme durch Freisetzung der Gegen-
ionen und Hydratwassers. Allgemein kann die Komplexbildung mit folgender Reaktions-

gleichung beschrieben werden:

(A*a™ ), -HyO+(Bb%) - HeO = (A*B™ )+ (ATa )pw+ (B0 ) pw +xa” +2b* + HyO (2.1)

11
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Ein Polykation (A*), mit seinen n negativ geladenen Gegenionen a~ bildet mit einem
Polyanion (B~),, mit m positiven Gegenionen b* einen Komplex (A* B~), unter Freisetzung
der z Gegenionen a~ und b*. Bei nicht vollstindiger Umsetzung bzw. unstochiometrischen
Mischverhéltnissen bleiben noch Teile der Polyelektrolyte (A*a~),_, und (B~b*),,, in
Losung. Die Stochiometrie des Reaktionsansatzes muss nicht notwendigerweise der Zusam-

mensetzung des Komplexes entsprechen.

Wasserlosliche PEC kénnen im Uberschuss einer Komponente und vor allem bei unter-

schiedlichen Molekulargewichten der Komplexkomponenten gebildet werden. Die Stabili-
sierung der Teilchen in Lésung beruht auf abstokenden Kriften zwischen den Teilchen. Es
wird unterschieden zwischen elektrostatischer und sterischer Stabilisierung. Polyelektrolyte
sind geladen, die Ladungen auf der Oberfliche werden durch Gegenionen ausgeglichen, die
sich in einer diffusen Tonenwolke um den Polyelektrolyt authalten. Die Abstolung zwischen
den Ionenschichten zweier Partikel stabilisiert die Dispersion (elektrostatische Stabilisie-
rung). Von sterischer Stabilisierung spricht man, wenn auf den Oberflichen ungeladene
Polymere gebunden sind, die sich sehr gut im Losemittel losen. Das Uberlappen zweier
Partikel wird damit verhindert, da sofort Losemittel in den Zwischenraum fliefst, wenn sich
die Teilchen zu nahe kommen.
Tsuchida et al. [Tsu94] haben gezeigt, dass Komplexe bei Zugabe eines weiteren (hochmo-
lekularen) Polyelektrolyten, der stirker an eine der beiden Komplexkomponenten bindet,
auch wieder aufgelost werden. Auch Zugabe von Salzen kann zum Auflésen der Komplexe
fithren.

Um zu erkliaren, warum manche Kompetitoren in der Lage sind, die DNA im Komplex
zu ersetzen und andere nicht, kann man die Gesamténderung der freien Energie AGyiq bei
der Austauschreaktion betrachten. Diese kann als die Summe der Anderungen der freien
Energien der Polymerketten (AG poiymer) und der Gegenionen (AGgegenionen) beschrieben
werden [AAZP*07]. Die Freisetzung des Hydratwassers wird hier nicht beriicksichtigt.

AC;toml = AGPolymer + AC;Gegemonen (22)

Jeder dieser Terme liefert sowohl einen entropischen wie einen enthalpischen Beitrag. Der
enthalpische Beitrag kann im Prinizip vernachlissigt werden, da zur Komplexbildung zwei
Bindungen gebrochen werden miissen (eine zwischen DNA und positivem Gegenion und
eine zwischen Polykation und negativem Gegenion) und auch wieder zwei Bindungen ge-
bildet werden (eine zwischen DNA und Polykation und eine zwischen den beiden entge-

gengesetzt geladenen Gegenionen). Bei der Auflosung der Komplexe liegt der umgekehrte
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Vorgang vor. Wichtiger als der enthalpische Beitrag ist die Anderung der Entropie. Bei
der Komplexbildung werden die Gegenionen freigesetzt und zudem gebundenes Wasser aus
dem Komplex gedringt und so die Entropie erhoht. Auf den hochgeladenen Polyelektro-
lyten sind im unkomplexierten Zustand stets einige Gegenionen kondensiert [Man79)]. Bei
der Komplexierung werden diese Gegenionen freigesetzt und tragen so zu einer héheren

Entropie bei.

2.1.1 Struktur der Komplexe

Losliche bzw. dispergierte Komplexe lassen sich nur in stark verdiinnten Systemen erhalten.
Ein wichtiger Aspekt in der Charakterisierung der PECs ist die Bestimmung der Komplex-
stochiometrie. Dazu konnen Triibungsmessungen, Potentiometrie, Leitfahigkeitsmessungen
oder Lichtstreuung verwendet werden. Fiir starke Polyelektrolyte liegt der Endpunkt meist
bei einer 1:1-Stochiometrie der Komponenten.

Interpolyelektrolytkomplexe sind in der Regel polydispers. Im Uberschuss einer Kompo-

nente bestehen die Partikel aus einem ungeladenen Kern mit geladener Hiille der Uber-

schusskomponente.
=) O
3 & Mixing Intracomplex
o ® reformation
&) )
‘Polyanion Polycation Random primary Ordered secondary

complex complex

Intercomplex aggregation

%\\ -

N Entanglement Network Large fibril
Y

Complex oggregales

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Aggregation von Polyelektrolytkomplexen aus
[T5u94)]
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Je hoher die Konzentration der Polyelektrolyte, desto starker die Aggregation der Kom-
plexe. Dies wurde schematisch von Tsuchida [Tsu94] dargestellt (siehe Abbildung [2.1). Er

unterscheidet drei Klassen der Komplexbildung:

1. Bildung von Primédrkomplexen
2. Bildung von Intrakomplexen

3. Interkomplexaggregation

Der erste Schritt beinhaltet die Bindung durch Coulomb-Kréfte direkt nach dem Mischen
der beiden entgegengesetzt geladenen Komponenten. Im Bereich von einer Stunde nach
Mischen (Schritt 2) tritt die Bildung von neuen Bindungen und/oder die Korrektur von
Verdrehungen der Polymerketten auf. Im dritten Schritt treten Aggregationen der Sekun-
darkomplexe auf, hauptsichlich durch hydrophobe Wechselwirkungen. Diese Aggregation
ist von vielen Faktoren abhingig, unter anderem der Polymerstruktur, der Komplexie-
rungsbedingung und der Konzentration. Bei niedrigen Konzentrationen prizipitieren die
primdren Komplexe in der Regel nicht und liegen als kolloidal geloste Teilchen vor.
Zugabe von Salz kann die Aggregation der Komplexe verdndern. Werden die Komplexe
in Losungen kleiner Salzkonzentration (0.01N) hergestellt, wird die Aggregation vermin-
dert. Hohe Salzkonzentrationen (0.1N) verstirken die Aggregation jedoch deutlich. Durch
Zugabe von Salz zu fertigen Komplexen kénnen je nach Polyelektrolyt verschiedene Be-
obachtungen gemacht werden. Starke Polyelektrolyte aggregieren umso schneller je mehr
Salz in der Losung ist, da die Ladungen in der stabilisierende Hiille neutralisiert werden.
Komplexe mit schwachen Polyelektrolyten quellen und 16sen sich bei Salzzugabe auf. Ein
zusitzlicher Effekt der auftreten kann, ist das Aussalzen der Komplexe bzw. der einzelnen
Komponenten. Zugabe grofer Mengen Salz stort die Ordnung des Wassers. Die Wasser-
molekiile lagern sich nicht mehr ausreichend um die geléste Substanz, die solvatisierende
Hiille bricht auf und die Teilchen fallen aus. Unterscheidbar sind diese Effekte durch Ka-
lorimetriemessungen. Aussalzen ist ein ausschlieklich entropischer Effekt ohne Anderung
von AH, wiahrenddessen die Wechselwirkung entgegengesetzt geladener Teilchen mit einer

Enthalpieinderung verbunden ist.

2.2 Kondensation von Gegenionen

In wéssrigem Medium liegt ein Polykation mit teilweise kondensierten Gegenionen vor. Das

Ausmals der Gegenionenkondensation wurde von Manning fiir stdbchenférmige Polyelek-
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trolyte hergeleitet [Man69|. Er betrachtet die Polyelektrolyten als unendlich lange Geraden,
auf denen sich in gleichméfigen Abstanden d Elementarladungen befinden. In Losung be-
findet sich die gleiche Anzahl Gegenionen, von denen ein gewisser Anteil ¢ in unmittelbarer
Umgebung des Polyelektrolyten lokalisiert ist und so dessen Ladung auf (1-¢) vermindert.
Der Rest der Gegenionen ist frei in Losung. Nach Manning kondensieren genau so lange
Gegenionen auf die Kette bis fiir den Abstand zweier Ladungen auf dem Polyelektrolyt die
elektrostatische Abstofungsenergie der thermischen Energie kT des Mediums entspricht.

Diesen Abstand nennt man Bjerrum-Lange .

e2

ly=—— 2.3
b dreegkT (2:3)

mit e: Elementarladung
e: Dielektrizitdtskonstante
€o: Dielektrizitatskonstante des Vakuums
k: Boltzmann-Konstante

T:Temperatur

In Wasser betriigt die Bjerrum-Liinge 7.1A. Unter der Annahme, dass die Polymere unend-
lich diinne Stdbchen sind, kann der Dissoziationsgrad berechnet werden. In 53% quaterni-
siertem Polyvinylpyridin betrigt der Abstand zweier chemischer Ladungen im Mittel 4.7A,
das heifit in Wasser kann dieses PVP nur zu etwa 66% dissoziieren. In Polylysin betrigt
die Linge einer Wiederholungseinheit 2.5A, bei pH=7 sind alle Aminogruppen der Seiten-
ketten protoniert, der Abstand der Ladungen ist also auch 2.5A. In Wasser ist Polylysin
deshalb zu 35% dissoziiert.

2.3 Zell-Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukariotische Zel-
len [DKO05]. Diese Ubertragung von DNA erfordert einen Vektor zur Uberwindung der
Zellmembran. Dazu kénnen Viren, Liposomen oder Polykationen dienen. Neben diesen
Vektor-basierten Verfahren gibt es auch physikalische Methoden, wie z.B. die sogenannte
Elektroporation. Sie beruht auf einer physikalischen Einwirkung auf die Zelle: Durch An-
legen einer Spannung werden Poren in der Zellmembran erzeugt. Das genetische Material

kann ohne Vektor durch die Poren in die Zelle eindringen.
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Als virale Vektoren werden Adenoviren und Retroviren verwendet, in denen die es-
sentiellen Gene durch das therapeutisch einzubringende Gen ersetzt werden. Viren stellen
sehr effektive Transporter dar und erfiillen viele der an sie gestellten Anforderungen fiir
einen effizienten Gentransfer. Thre breite Anwendung ist jedoch durch schwerwiegende Si-
cherheitsrisiken [Bre05], Limitierungen bei der Beladungskapazitét und Probleme bei der

Herstellung und Lagerung [Luo00] begrenzt.

Liposomen als Vektoren sind artifizielle, mit einer Lipiddoppelschicht umschlossene Ve-
sikel, die die zu iibertragende DNA enthalten. Diese Vesikel kénnen mit der Zellmembran
fusionieren [DK05]. Ublicherweise bestehen solche Liposomen aus einer Mischung aus po-
sitiv geladenen Lipiden und neutralen Helferlipiden. Die Fusion der Liposomen mit der
Membran hingt mit der negativen Ladung der Zellmembran (Saurereste der Glycolipide
oder negativ geladene Proteine) zusammen. Die negative Ladung spielt dabei mehrere Rol-
len: Zunéchst fordert sie den engen Kontakt zwischen Vesikel und Membran, was zu einer
gegenseitigen Neutralisierung der Oberflichenladungen fiihrt. Dadurch wird die hydrophile
Natur der Membranen verringert, das durch Wasserstoftbriicken gebundene Wasser freige-
lassen und so eine noch engere Anbindung des Vesikels an die Membran erlaubt. Deswei-
teren destabilisiert die Neutralisierung des positiv geladenen Lipids die Doppelschicht des
Liposoms [BC97].

Xu et al. [XS96] beschreiben den Aufnahmeweg von DNA mit liposomalen Vektoren
nach Versuchen zur DNA-Freisetzung mit Ethdiumbromid-Verdriangung, DNase I Degra-
dation und Messung der elektrophoretischen Mobilitét wie folgt (siche Abbildung [2.2)):
Nach Anlagerung des Liposoms an die Zelloberfliche durch elektrostatische Wechselwir-
kungen wird dieses in ein Endosom aufgenommen (Schritt 1). Der Vesikel-DNA-Komplex
initiiert eine Destabilisierung der endosomalen Membran, die zu einem Flip-Flop (Wechsel
der Schicht in der Lipiddoppelschicht) der anionischen Lipide (vorwiegend auf der Seite,
die dem Cytoplasma zugewandt ist) fithrt (Schritt 2). Die anionischen Lipide diffundieren
lateral in den Komplex und bilden ladungsneutralisierte Ionenpaare mit den kationischen
Lipiden (Schritt 3). Dieser Prozess fithrt zum Ablésen der DNA aus dem Vesikel und erlaubt
deren Eintritt ins Cytoplasma (Schritt 4). Verantwortlich fiir die Freisetzung der DNA aus
dem liposomalen Vektor sind also die negativ geladenen Lipide auf der dem Cytoplasma
zugewandten Seite des Endosoms. Gleiches Verhalten wird von Zelphati et al. durch Versu-
che mit fluoreszenzmarkierten Lipiden und DNA beobachtet [ZS96]. In dem von Xu et al.
vorgeschlagenen Mechanismus muss der Vesikel mit der DNA zunéchst durch Endozytose

aufgenommen werden. Erst die Verschmelzung mit der Membran des Endosoms erlaubt
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Abbildung 2.2: Aufnahme- und Freisetzungsmechanismus von Plasmid-DNA aus Liposomen.
[XS96]

eine Freisetzung der DNA. Prinzipiell ist die gleiche Verschmelzung aber auch mit der Zell-
membran méglich. Eine Erklarung ist der verbesserte Kontakt der Vesikelmembran mit
der endosomalen Membran, da diese eine stirkere Kriimmung besitzt als die Zellmembran.
Alternativ konnte auch der mechanische oder osmotische Druck auf die Zellmembran nicht
grof genug sein, um die Doppelschicht aufzubrechen und die DNA freizulassen. Neuere
Arbeiten von Berezhna et al. [BSH*05] an giant vesicles als Modellsystem zeigen, dass
nicht nur anionische, sondern auch neutrale Lipide (z.B. Phosphatidylethanolamin) die
Freisetzung von kurzen DNA-Strangen aus Liposomen ermdglichen. Vermutlich verursacht
die kleine Kopfgruppe des Lipids eine starke Kriimmung der Lipiddoppelschicht, in die es
integriert ist, und destabilisiert diese dadurch.

Die Abtrennung der DNA vom liposomalen Vektor vor dem Eintritt in den Zellkern wurde
von Zelphati et al. [ZS96] durch Fluoreszenzmarkieren gezeigt. Die Freilassung der DNA
beim Eintritt ins Cytoplasma scheint ein entscheidender Schritt in der Zelltransfektion zu
sein: Komplexe aus kationischen Lipiden und DNA, die direkt in den Zellkern mikroinji-
ziert werden, zeigen niedrige Transfektionseffizienzen |[ZEM*95]. Die genomische DNA im
Zellkern ist dementsprechend nicht in der Lage, die fremde DNA aus dem Vektor zu l6sen.

Dies muss schon vor dem Eintritt in den Nukleus stattfinden.
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2.4 Definitionen

Chemische Ladungen vs. effektive Ladungen Chemische Ladungen sind alle positiv
oder negativ geladenen Gruppen in einem Molekiil, unerheblich, ob sie durch Gegenionen
ausgeglichen werden oder nicht. Chemische Ladungen sind durch Titration bestimmbar.
Effektive Ladungen sind nach aufen, iiber grofe Entfernungen wirksame Ladungen. Sie
lassen sich durch Leitfdhigkeitsmessungen oder Zeta-Potential-Messungen bestimmen und
sind fiir die Wanderung von Teilchen in der Elelektrophorese verantwortlich. Die effekti-
ven Ladungen starten die elektrostatische Bindung an Oberflichen oder andere Molekiile
IBS07|. Die Zahl der effektiven Ladungen ist kleiner als die der chemischen Ladungen, da
ein Teil der Ladungen durch Kondensation von Gegenionen kompensiert wird. Das Ausmafs
der Gegenionenkondensation hingt von der Bjerrum-Lénge ab, siche Abschnitt

Ladunsgmismatch Als Ladungsmismatch wird der immense Unterschied der Anzahl
chemischer Ladungen pro Einheitslange zwischen DNA und Biirstenpolymer bezeichnet.
Die DNA besitzt 5.9 negative Ladungen pro nm Konturlinge, die PVP-Biirste verfiigt da-
gegen durch die hohe Propfdichte der mehrfach geladenen Seitenketten iiber ca. 55 positive
Ladungen pro nm Konturldnge. Eine einzelne Schicht von DNA-Molekiilen, die sich um die
zylindrische Biirste anlagert, kann deshalb niemals alle positiven Ladungen kompensieren
und die effektive Ladung im Inneren des dicht gepackten Kerns eines Komplexes muss
folglich positiv bleiben. Dies gilt nur, wenn keine Ladungskompensation durch gebundene

Gegenionen, also Ionenpaarbildung, auftritt [SDH*07].

Debye-Linge Die charakteristische Lange oder Dicke der diffusen elektrischen Doppel-
schicht nennt man Debye-Lénge 1/xk. Sie definiert den Abstand vom Ion, nach dem das

Potential auf 1/e des Maximums gesunken ist.

eockT
1/x = —_— 2.4
[k \ 2N ezt (2:4)

mit: €y, €:  Dielektrizitdtskonstante im Vakuum bzw. im Medium
k: Boltzmann-Konstante
T: Temperatur
N4:  Avogadrozahl
e: Elementarladung

I: Tonenstarke
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Die Debye-Linge hingt nur von den Losemitteleigenschaften ab, nicht von Oberflachen-
charakteristika. Fiir 1:1 Elektrolyte wie NaCl ist 1/x = 0.304/\/an wéhrend fiir
1:2 und 2:1 Elektrolyte wie CaCly oder NaySOy 1/k = ().176/\/WHH1 gilt. In reinem
Wasser bei pH 7 betrigt die Debye-Linge 960nm.

Wasserstoffbriicken, hydrophober Effekt und Hydrophilie Wasserstoffbriicken bil-
den sich zwischen Wasserstoff und elektronegativen Atomen (wie O, N, F und Cl). Die Stér-
ke der Wasserstoffbriickenbindungen liegt zwischen einfachen van der Waals-Kraften und
kovalenten oder ionischen Bindungen. Sie sind beispielsweise verantwortlich fiir den hohen
Siedepunkt von Wasser und halten die Stréange in der DNA-Helix zusammen. In reinem
Wasser bildet jedes Wassermolekiil 3.0 bis 3.5 Wasserstoffbriicken aus. Wenn Wasser in
Kontakt mit unpolaren Stoffen, die keine Wasserstoffbriicken bilden kénnen, kommt (z.B.
Alkane, Kohlenwassertsoffe oder inerte Atome), so verringert sich die Zahl der H-Briicken,
die das Wassermolekiil bilden kann, da in Richtung des unpolaren Stoffs keine H-Briicken
ausgebildet werden konnen. Ist das unpolare Molekiil jedoch nicht zu grof, so konnen die
Wassermolekiile dieses Molekiil, wenn es eine passende Geometrie hat, umschliefen. Durch
Neuorientierung der Wassermolekiile konnen diese wiederum Wasserstoffbriicken ausbilden,
oft sogar mehr als in reinem Wasser. Diesen Effekt nennt man hydrophobe Hydratation.
Er ist jedoch entropisch ungiinstig, da das Wasser um das geloste Molekiil herum einen
héheren Ordnungsgrad hat als in reinem Wasser. Deshalb sind die meisten Kohlenwasser-
stoffe in Wasser unloslich. Diese Unmischbarkeit inerter Substanzen mit Wasser aufgrund
des Entropieverlustes nennt man hydrophoben Effekt.

Hydrophile Substanzen ziehen im Gegensatz zu hydrophoben Gruppen den Kontakt mit
Wasser dem Kontakt mit sich selbst vor. Hydratisierte Ionen sind hydrophil, genauso wie
polare Stoffe, die elektronegative Atome besitzen, die Wasserstoffbriicken zum Wasser aus-
bilden kénnen. Wiahrend hydrophobe Stoffe die Ordnung der um sie herum angelagerten
Wassermolekiile erhéhen, fiihren hydrophile Stoffe eher zur Ausbildung von Unordnung.
Einige polare Molekiile kénnen die Wasserstruktur sehr effektiv verindern bzw. zerstoren,
sodass sie drastische Auswirkungen auf geldste Teilchen haben konnen. Ein Beispiel ist
Harnstoff, der Proteine zur Entfaltung bringt. Solche Materialien nennt man chaotrop. Sie
verringern die Ordnung des Wassers, indem sie die Kafigstrukturen des Wassers, die sich
um ein gelostes Molekiil bilden, zerstoren. Bei Zugabe von Salzen, die die Entropie des

Systems erhéhen, konnen Polymere aus der Lésung ausfallen. Man spricht dann von Aus-
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salzen.
Hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Anordnung von amphiphilen Stoffen wie Tensiden oder bestimmten Blockcopolymeren in

Losung.
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2.5 Verwendete Methoden

2.5.1 Lichtstreuung [Bee96] [Sch07]

Mit Hilfe der Lichtstreuung kann die Form, Molmasse und Gréfse von Teilchen in Lo-
sung bestimmt werden. Sie ist eine Absolutmethode, die ohne Kalibrierung mit Standards
auskommt. Es wird unterschieden zwischen statischer und dynamischer Lichtstreuung, je
nachdem ob die gemittelte Intensitit oder die zeitaufgeldste Intensitdtsfluktuation aus-
gewertet wird. Beide Methoden liefern unterschiedliche charakteristische Merkmale der

untersuchten Partikel.

Statische Lichtstreuung

Trifft ein Lichtstrahl auf Molekiile oder Atome, so verschiebt er durch seine Eigenschaft als
elektromagnetische Welle die Elektronen relativ zum Kern und erzeugt so in den Teilchen
ein oszillierendes Dipolmoment. Die entstandenen Dipole senden wiederum elektromagne-
tische Wellen senkrecht zur Schwingungsrichtung des Dipols aus, die sogenannten Streuwel-
len. Die Grofe des Dipolmoments ist dabei proportional zur Polarisierbarkeit o der Dipole.
In der statischen Lichtstreuung wird ausschlieklich elastische Streuung betrachtet, bei der
die Wellenléinge der gestreuten Welle mit der der einfallenden Welle {ibereinstimmt.

Die fundamentale Gleichung zur statischen Lichtstreuung wurde von Lord Rayleigh
theoretisch hergeleitet. Sie gilt allerdings nur fiir verdiinnte Gase. Einstein und Smo-
luchowsky erweiterten die Gleichung mit der Fluktuationstheorie auch auf Fliissigkeiten
und Losungen. Dabei gilt, dass Streuung nur beobachtet werden kann, wenn das betrach-
tete Volumenelement einen anderen Brechungsindex besitzt als die Umgebung. In reinen
Fliissigkeiten tritt dies durch Dichteschwankungen auf, in Losung gibt es zusétzlich noch
Konzentrationsschwankungen.

Durch statische Lichtstreuung kann das Gewichtsmittel der Molmasse M,,, das z-Mittel
des Tragheitsradienquadrat (R;)Z und der 2. Virialkoeffizient des osmotischen Drucks A,
bestimmt werden. Letzterer beschreibt die Wechselwirkungen zwischen Polymersegmenten
und Losemittel. In der statischen Lichtstreuung wird die iiber einen bestimmten Zeitraum

gemittelte Streuintensitit in Abhéngigkeit vom Streuwinkel gemessen.

Punktstreuer Teilchen, die kleiner als A/20 sind, kénnen als Punktstreuer betrachtet
werden, deren Streuzentren im Molekiil so eng beeinander liegen, dass nur konstruktive

Interferenz auftritt. Die Streuintensitit ist deshalb unabhéngig vom Streuwinkel und kann
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mittels Fluktuationstheorie wie folgt beschrieben werden:

C
(37r

I < KET
%)T,N

(2.5)

mit K: Kontrastfaktor, beschreibt die Streukraft der einzelnen Teilchen
k: Boltzmann-Konstante
T: Temperatur
c: Konzentration

%:Anderung des osmotischen Drucks in Abhangigkeit von der Konzentration

Nach van’t Hoff gilt fiir den osmotischen Druck realer Losungen die Beziehung:

on 1
%—RT(M+2AQC+...) (26)

mit M: Molmasse der gelosten Teilchen
Ay:2. Virialkoeffizient

Die Streukraft der Teilchen hingt wie oben gesagt von der Polarisierbarkeit der Teil-
chen ab und damit auch vom Brechungsindexunterschied zwischen gelosten Teilchen und
Lésemittel. Der Kontrastfaktor K kann deshalb formuliert werden wie in Gleichung

2,2 2
K_47r nD((‘?n) (2.7)

"N, \oe
mit np: Brechungsindex der gelosten Substanz
Ao: Wellenlénge des einfallenden Lichts
N: Avogadro-Zahl

aa—’CL: Brechungsindexinkrement

Der Absolutwert der Intensitit ist auch von Faktoren wie der Laserleistung, dem Ab-
stand des Detektors zur Probe rp, der Grofe des Streuvolumens V' etc. abhéngig. Deshalb
ist es sinnvoll, die gemessene Intensitét fiir die Probe mit der eines bekannten Standards

(meistens Toluol) zu kalibrieren. So erhilt man das sogenannte Rayleigh-Ratio R.

2
r I . .
D Losung Losemittel
R= ([Lésung - ILbsemittel) <, = . RRStandard (28)
V I Standard
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Fiihrt man Gleichungen und [2.7] zusammen, so erhélt man die Zimm-Gleichung
fiir kleine Teilchen (<\/20), Gleichung
Ke 1

F = M + 2A2C (29)

Teilchen grofier A\/20 Betrachtet man die Streuung groferer Teilchen, so befinden sich
in einem Molekiil mehrere Streuzentren. Zwischen deren Streustrahlen tritt sowohl kon-
struktive wie auch destruktive Interferenz auf. Die Streuintensitit ist also nicht mehr win-
kelunabhéngig, da sich die Interferenz mit dem Beobachtungswinkel &ndert (siehe Abbil-
dung [2.3|fiir den vereinfachten Fall zweier Streuzentren).

Zweckméifigerweise fithrt man den Streuvektor ¢ ein, der definiert ist als Differenz des
Streustrahls und des einfallenden Strahls. Sein Betrag ist ¢ = %52sin(6/2).

Fiir stark verdiinnte Losungen, in denen man lediglich Wechselwirkungen zwischen
Streuzentren eines Molekiils, aber nicht die Interferenz von Streustrahlen aus verschiedenen
Teilchen beriicksichtigen muss, kann die Streuintensitit nach Gleichung berechnet

werden. Dazu summiert man paarweise iiber alle Wechselwirkungen.

(@)= VK S Y. exp (-idiiy) (2.10)

i=0 j=0

mit N: Zahl identischer Teilchen im Streuvolumen
Z: Anzahl der Streuzentren pro Teilchen

7i;: Abstandsvektor zwischen 2 Streuzentren innerhalb eines Teilchens

Y

Abbildung 2.3: Interferenz bei zwei Streuzentren
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Fiir isotrope Teilchen erhilt man die normierte Streuung eines einzelnen Teilchens, auch

bezeichnet als Partikelformfaktor P(q), nach Reihenentwicklung, wie folgt:

1 1 Z Z . Z Z 1 -
NZQKI(q) =22 Z Zexp(—zqrij) = Z Z (1 —50 Ty + ) (2.11)

i=0 j=0

P(q) =

Z Z
(RD) =52 2 275 (2.12)
und setzt sie in Gleichung ein, erhilt man fiir den Partikelformfaktor
P(g)=1-2(R2) ¢ 2.13
(¢) = _g( g)q + ... (2.13)

Der Abbruch nach dem ersten Glied ist gerechtfertigt, wenn ¢? (RS) << 1.
Um die Winkelabhéangigkeit der Streuung an grofen Teilchen zu beriicksichtigen, wird
der Formfaktor in die Zimmgleichung eingesetzt.

Ke 1
R MP(q)

1 1
+2A2C=M(1+§

(R%) q2) +2A5¢ (2.14)
Fiir polydisperse Proben lisst sich zeigen, dass mit Hilfe der statischen Lichtstreuung
das z-Mittel des Trégheitsradienquadrat (Rg)z und das Gewichtsmittel der Molmasse M,

bestimmt wird. Diese sind wie folgt definiert:

. N; M?
M, = Zi NiM7 (2.15)
2 NiM;
i NiMP(R);
(R2) _ L VMR) (2.16)
Iz ZleMz2

Der vereinfacht als Trégheitsradius bezeichnete Wert , R “ ist also exakt der radizierte Wert
eines quadratischen z-Mittelwertes.

Mit Hilfe des aus der Zimm-Gleichung abgeleiteten Zimm-Plots (Abbildung kann
man durch doppelte Extrapolation auf ¢ = 0 und q = 0 das Gewichtsmittel der Molmasse,
das z-Mittel des Triagheitsradienquadrat und den zweiten Virialkoeffizienten des osmoti-

schen Drucks bestimmen.
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Kc/R

1 —e— Messwerte
h / L ]
1M, —e— extrapolierte Werte fir ¢=0 und 6=0

a*+ke

Abbildung 2.4: Exemplarischer Zimm-Plot

Dynamische Lichtstreuung

Im Unterschied zur statischen Lichtstreuung, die lediglich den Mittelwert der Streuin-
tensitdt auswertet, wird in der dynamischen Lichtstreuung die zeitliche Fluktuation der
Streuintensitit beobachtet. Auf Grund der Brownschen Molekularbewegung diffundieren
die Teilchen frei im Losemittel in alle Richtungen, damit dndert sich auch stédndig die In-
terferenz zwischen den Streustrahlen und damit die gemessene Gesamtintensitit. Daraus
kann dann der Diffusionskoeffizient und daraus der hydrodynamische Radius der Probe
bestimmt werden.

Aus der Fluktuation der Streuintensitit wird zunéchst eine Intensitidtskorrelationsfunk-
tion g, berechnet, indem die Intensitat zum Zeitpunkt t mit der Intensitdt zum Zeitpunkt
t-+7 multipliziert wird. Wiederholt man diese Operation (Gleichung fiir verschiedene
Werte von 7 und deren Vielfache und mittelt iiber die gesamte Messzeit, erhilt man eine
exponentiell abfallende Kurve fiir g»(q,7) (siche Abbildung [2.5).

(I(q,t) » I(q,t+7))
(I(q.1))?

Mit Hilfe der Siegert-Relation (2.18) kann die Intensititskorrelationsfunktion go(q,7)

92(q,7) = (2.17)



26 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

= Vot Ay

A®It+T)

Messzeit t Korrelationszeit T

Abbildung 2.5: Fluktuation der Streuintensitét I(t) mit der Zeit und die daraus berechnete Inten-
sitatskorrelationsfunktion go(q,7)

in die Amplitudenkorrelationsfunktion g;(q,7) iiberfithrt werden.

g1(q,7) = \’ U ]Zlff)”t”)) 1=/ga—1 (2.18)

g1(q,7) ist die Fouriertransformierte der van Hove-Selbstkorrelationsfunktion, die den

Bezug zum Diffusionskoeffizienten liefert (Herleitung siehe Literatur, z.B. [BP00]).

g1(q,7) = B-exp(-¢*>DT) (2.19)

mit B: Signal-Rausch-Verhiltnis (abhéngig vom experimentellen Aufbau)

D: translatorischer Diffusionskoeffizient

Fiir polydisperse Systeme ist g1(q,7) keine einfach abklingende Exponentialfunktion,

sondern besteht aus einer Uberlagerung mehrerer Exponentialfunktionen gewichtet mit
P(D).

gl(q,T):f P(D) exp(-¢*D;T)0D (2.20)
0
Die Verteilungsfunktion P(D) héngt dabei von der Teilchenzahl, ihrer Masse und dem
Partikelformfaktor ab.

Aus der Anfangssteigung der Korrelationsfunktion kann man den Diffusionskoeffizi-

enten fiir einen Winkel berechnen. Da, wie oben erwéihnt, der Diffusionskoeffizient vom

Formfaktor abhingt, ist dieser auch winkelabhéngig. Der bestimmte Diffusionskoeffizient
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Tabelle 2.1: p-Verhéltnisse fiir verschiedene Partikeltopologien

Topologie p-Verhiltins
Homogene Kugel 0.775
Hohlkugel 1

Ellipsoid 0.775-4
Polymerknauel 1.505

Zylinder der Lange | und Durchmesser d % In(5 - 0.5)

ist deshalb nur ein apparenter Diffusionskoeffizient, D).

3 > nz‘MiQPi(Q)Di

Dapp =
T XnMEE(g)

(2.21)

Das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten (D) _ kann dann durch Extrapolation der appa-
renten Diffusionskoeffizienten gegen q = 0 erhalten werden, da fiir ¢ = 0 alle Formfaktoren
P(q) = 1 sind.

Durch Verwendung der Stokes-Einstein-Beziehung kann aus dem z-Mittel des Diffu-
sionskoeffizienten der kugeldquivalente hydrodynamische Radius als inverses z-Mittel be-

rechnet werden. Dieser wird als hydrodynamischer Radius bezeichnet.

kT 1\7!
={—) =R 2.22
670D, <Rh)z 4 ( )

p-Verhaltnis

Das p-Verhiltnis verbindet die charakteristischen Gréfen der dynamischen und statischen
Lichtstreuung. Es erlaubt eine Aussage iiber die Topologie untersuchter Teilchen im Gré-
fsenbereich von 20 bis 200nm. Fiir diese Partikel ist eine detailierte Analyse des Parti-
kelformfaktors nicht mdoglich, da ein Lichtstreuexperiment keinen ausreichend grofsen q-
Bereich abbildet. Das p-Verhiltnis ist definiert als

1/2
_ Rg _ <R§>z
Pt (2.23)
v (),
Bei polydispersen Systemen muss man die Mittelwertsberechnung (z-Mittel des Trégheits-
radienquadrat bzw. z-Mittel des reziproken hydrodynamischen Radius) beachten.

Tabelle fasst die p-Verhéltnisse fiir verschiedene Partikeltopologien zusammen [Sch07].
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Thermostatisierung Toluolbad %

Probe

/ ‘

Korrelator

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau einer Lichtstreuapparatur (nach [Sch93|)

Aufbau einer Lichtstreuapparatur

Im allgemeinen besteht eine Lichtstreuapparatur aus der Lichtquelle (Laser), verschiedenen
Linsen und Lochblenden um den Strahl zu fokussieren, dem Detektor (Photomultiplier), der
auf einem beweglichen Goniometerarm befestigt ist und einer Auswerteeinheit (Korrelator,
Digital-Anolag-Wandler, Rechner). Typischerweise wird bei Streuwinkeln zwischen 15 und
150° gemessen. Neben dem schwenkbaren Goniometerarm ist auch ein Aufbau mit mehreren
Detektoren an verschiedenen Winkeln moglich. Ein zweiter Detektor (Photomultiplier oder
Photodiode) zeichnet die Stabilitit der Laserstirke auf. Die Kiivette mit der Probenlésung
steht in einem temperierten Toluolbad, dessen Brechungsindex dem von Glas dhnelt, um

Reflexionen zu vermeiden und das zur Thermostatisierung dient.

Lichtstreuung an Polyelektrolyten [Bee96]

Polyelektrolyte bediirfen einer besonderen Behandlung in der Lichtstreuung, da sowohl in
Wasser als auch in organischen Losemitteln langreichweitige Coulomb-Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen auftreten. Die resultierenden abstofsenden Wechselwirkungen zwi-
schen den gleichgeladenen Makroionen behindern eine isotrope Verteilung der Molekiile im
Losemittel. Es kommt zu einer regelméfigen Anordnung, die sich bei statischen Messun-

gen in einem Maximum der Streuintensitit, dem sogenannten Bragg-Peak, dufert. Fiir die
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Lage dieses Intensitatsmaximums ¢, erhédlt man aus der Bragg-Gleichung:

27
Gmaz = — 2.24
- (2.24)
mit d: mittlerer Abstand der Polyionen.
Geht man von einem kubischen ,Gitter* aus, erhélt man fiir den Abstand d von Makroionen

der Molmasse M und der Konzentration cp folgende Gleichung:

B (Y ERNLE
d- (NL ‘ CP) (2.25)

Qmae Wachst also mit der dritten Wurzel der Polymerkonzentration. Durch Zugabe von
niedermolekularem Salz (z.B. LiCl, NaCl, LiBr fiir wissrige Losungen oder LiBr, LiClOy,
Lithium-trifluoracetat oder Tetrabutylammoniumbromid fiir Losungen in organischen Lo-
semitteln) werden die Coulomb-Wechselwirkungen der Polylelektrolyte abgeschirmt und
der Bragg-Peak unterdriickt. Dadurch wird die Messung des Trégheitsradius erst erlaubt.

In der dynamischen Lichtstreuung tritt in salzfreien Losungen ein Slow Mode auf, also
ein zweiter langsamer Relaxationsprozess zusatzlich zu dem des reinen Polyelektrolyten.
Die Ursache fiir diesen langsamen Diffusionsprozess ist bislang ungeklirt. Durch Zugabe
niedermolekularen Salzes kann er jedoch verhindert werden. Der ebenfalls beobachtete
Fast Mode wird bedingt durch die Wechselwirkung mit den kleinen (Gegenionen. Deren
schnelle Diffusion verursacht eine beschleunigte Diffusion der Ketten bzw. deren Segmente.
Fast und Slow Mode verhindern die experimentelle Bestimmung des Diffusionskoeffizienten
der Einzelkette, weshalb zur hydrodynamischen Charakterisierung eines Polyelektrolyten
immer in Salzlosung gemessen werden muss. Typischerweise sollte das molare Verhaltnis

CSalz / CPolymerladungen > 1 bis 10 sein.
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2.5.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine weit verbreitete analytische Methode um geladene Teilchen
ihrer Masse und Ladung nach aufzutrennen. Dazu werden die Proben auf ein Gel aufge-
tragen, das in einer Pufferlosung steht. Nach Anlegen einer Spannung wandern die Proben
gemélfs ihrer Ladung im elektrischen Feld. Die erste elektrophoretische Trennung wurde in
den 1930er Jahren von Tiselius [Tis37| veroffentlicht, der 1948 den Chemie-Nobelpreis fiir
seine Forschung erhielt. Die Charakterisierung von DNA mit Hilfe der Gelelektrophorese
wurde von Thorne [Tho67] durchgefiihrt. Elektrophorese wird seither als Standardtechnik
in der Biochemie verwendet.

Im folgenden werden kurz die theoretischen Grundlagen der elektrophoretischen Tren-
nung erldutert. Die Krifte, die auf ein Teilchen der Ladung q im elektrischen Feld wirken,

sind zum einen die beschleunigende Kraft F,

F.=q-FE (2.26)
mit ¢ = z- e und zum anderen die Reibungskraft F,

F.=f.-v (2.27)

wobei E die elektrische Feldstarke, v die Wanderungsgeschwindegkeit des Teilchen und f,
der Reibungskoeffizient ist. Dieser ist abhingig von der Viskositdt des Mediums und der
Porengrofe der Matrix. Beide Krifte stehen im Gleichgewicht und so ergibt sich fiir die
Wanderungsgeschwindigkeit

B (2.28)

Den Proportionalititsfaktor u zwischen Geschwindigkeit und angelegter Feldstérke nennt
man auch elektrophoretische Mobilitdt. Mit Hilfe des Stokesschen Gesetzes, das die Rei-

bungskraft fiir kleine kugelférmige Teilchen beschreibt, kann man u wie folgt formulieren:

(2.29)

mit z: Ladungszahl
e: Elementarladung in Coulomb
n: Viskositit der Losung
r: Stokes-Radius des Teilchens
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Je kleiner und stiarker geladen die Molekiile sind, desto schneller wandern sie also durch
das Gel. Zudem ist die Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur angelegten Feldstarke
und umgekehrt proportional zur Viskositat des Probe.

In unendlich verdiinnten Losungen treten zwei weitere Effekte auf, die zur Mobilitit
der Teilchen beitragen: der Relaxations- und der Retardationseffekt. Wie in der Debye-
Hiickel-Theorie beschrieben, ist jedes geladene Teilchen in Lésung von einer Ionenwolke
entgegengesetzter Ladung umgeben. Legt man eine Spannung an, bewegt sich das Teil-
chen in die entgegengesetzte Richtung zu den es umgebenden Ionen. Es muss also einen
,Gegenstrom® {iberwinden und seine Geschwindigkeit verlangsamt sich deshalb (Retarda-
tionseffekt). Aukerdem ist die Anziehung zwischen geladenem Teilchen und Tonenwolke zu
beachten, die dazu fiihrt, dass das Zentralteilchen die Ionenwolke hinter sich herzieht und
auch so wiederum abgebremst wird (Relaxationseffekt). Diese beiden Effekte sind umso
stiarker, je hoher die Molaritat der Losung ist. Deshalb bereiten Proben mit hohen Salz-
konzentrationen in der Gelelektrophorese héufig Probleme und sollten vor der Analyse
entsalzt werden.

Muthukumar berechnet die elektrophoretische Mobilitat von Polyelektrolyten in un-
endlich verdiinnten Losungen fiir verschiedene Salzkonzentrationen [Mut96]. Diese héngt
nicht nur vom Molekulargewicht ab, sondern wird auch von den elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen den Polyelektrolyten ab. Fiir sehr kleine Salzkonzentrationen ist die
elektrostatische Abstofung der einzelnen Polymersegmente stark und das Polymer nimmt
eine stibchenformige Topologie an. In hoheren Salzkonzentrationen wird die Reichweite
der elektrostatischen Krifte verringert und das Polymer verhilt sich eher wie ein Knéuel.
Das Maf fiir die Reichweite der elektrostatischen Kréfte ist die Debye-Lange x~! (siche
Definition in [2.4] wobei x? ungefihr proportional zur Salzkonzentration ist. Fiir die elek-
trophoretische Mobilitat u gilt

q
= M(kR 2.30
u 67T770Rg (KJ g) ( )

mit 79: Viskositidt des Losungsmittels

R,:Tragheitsradius des Teilchens

Die Molmasse ist hier keine Konstante, sondern eine Funktion von xR,. Sie erreicht die
Grenzen M (kR,) = In N-1 fiir sehr niedrige Salzkonzentrationen (kR, << 1) bzw. M (kR,) =
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(kRy)*4r fiir sehr hohe Salzkonzentrationen (xR, >> 1). d; ist die effektive fraktale Di-
mension des Polymers.

Fiir salzfreie Losungen, in denen die Polymere stibchenférmig sind, gilt unter Beriick-
sichtigung von R, = N1/\/12 folglich

q
u=—"—(N-1 2.31
ﬁwnoNl( ) (2.31)

mit N: Molmasse des Polyelektrolyten
[: Kuhnlinge

Da die Ladung q proportional zu N ist, ist die elektrophoretische Mobilitét proportional
7zu In N — 1 und damit extrem gering.
Fiir hohere Salzkonzentrationen verhilt sich der Polyelektrolyt wie ein Kn#uel und es
gilt
q -dy 1

uoc —Iy,

e e (2.32)

Da ij proportional zu N ist, wird v unabhiingig von N und proportional zu x!~4. Folglich
gibt es keine elektrophoretische Auftrennung in Losungen mit hoher Salzkonzentration.
Eine Trennung ist aber trotzdem moglich, wenn man eine Gelmatrix mit ungeladenen

Polymeren verwendet.

Gelelektrophorese von DNA und RNA

Zur Trennung von DNA und RNA werden Agarosegele verwendet. Je nach Konzentration
der Agarose entstehen verschieden grofe Poren im Gel im Bereich von 150nm (1% Gele) bis
500nm (0.16% Gele), durch die die Molekiile wandern [LEQ9]. Agarose ist ein Polysaccharid,
das in Wasser durch Aufkochen gelost wird und beim Abkiihlen geliert. Es bilden sich
Doppelhelices, die sich in Gruppen zusammenlagern und so relativ grofe Poren bilden.
Da das Ladungs- zu Masseverhiltnis bei DNA konstant ist, werden verschiedene DNA-
Strange nach ihrer Masse und Konformation aufgetrennt. Kurze DNA-Molekiile laufen
schneller als lange, supercoiled-DNA [&uft schneller als lineare DNA. Um die DNA auf
dem Gel sichtbar zu machen, firbt man diese mit Ethidiumbromid an, das in die DNA-
Helix interkaliert und unter UV-Licht fluoresziert. Vorteile der Gelelektrophorese sind ihre
einfache Anwendbarkeit, die schnelle Durchfiihrung und bei korrekter Wahl der Gelkon-

zentration die gute Auftrennung verschiedener Molekiile.
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ztg :J Dimere
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Abbildung 2.7: 1% Agaro-
segel mit 1kB-Marker und
pUC19-DNA
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Abbildung zeigt ein 1% Agarosegel von pUC19-DNA.
Die Plasmid-DNA trennt sich in vier Banden, von denen die
stiarkste die grofite elektrophoretische Mobilitdt besitzt. Die-
ser Anteil der DNA ist supercoiled, durch die kompakte, steife
Struktur lduft die supercoiled-DNA am schnellsten zur An-
ode. Die Komponente, mit dem zweit schnellsten Laufverhal-
ten, ist linearisierte DNA. Beide DNA-Strénge sind an einer
Stelle durchtrennt, sodass sich der Plasmidring 6ffnet und die
DNA als lineares Molekiil vorliegt. Die dritte Bande von un-
ten ist sogenannte Nicked-DNA. Nur ein Strang der DNA ist
durchtrennt, sodass die Spannung im supercoiled-Ring gelost
wird und die DNA als offener Ring vorliegt. Die Bande mit

der kleinsten Mobilitat besteht aus Dimeren.

In dieser Arbeit wird die Agarose-Gelelektrophorese zur Untersuchung des Freisetzungs-
verhaltens von DNA aus den Polyelektrolytkomplexen verwendet (siehe Kapitel . Es
werden 1% Agarosegele verwendet und 1x TBE (TRIS-Borat-EDTA)-Puffer als Elektro-

lyt. Die Intensitat der mit Ethidiumbromid angefarbten Banden ist dabei proportional zur

Menge freigesetzter DNA. Da die gemessene Fluoreszenzintensitit aber auch von der Kon-

zentration der Farbelosung und der Ionenstirke abhingig ist, werden die Intensitéiten vor

allem zum qualitativen Vergleich der Proben auf einem Gel verwendet.
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2.5.3 CD-Spektroskopie

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie (Circulardichroismus-Spektroskopie) lassen sich Sekundér-
strukturen von Proteinen und DNA bestimmen. Dazu wird die unterschiedliche Absorption
von links- und rechtspolarisiertem Licht untersucht. Unterschiedliche Absorptionen treten
bei chiralen Molekiilen auf. Der Messwert ist die Elliptizitat 6, die die Differenz der mola-
ren Extinktionskoeffizienten von rechts- und linkspolarisiertem Licht ¢, und ez angibt. Sie

wird in Abhéngigkeit der Wellenldinge A gemessen.
O(\) =const.- (e —€g)-c-d (2.33)

Dabei ist d die Schichtdicke und c die Konzentration der Losung.
CD-Spektroskopie wird zur Strukturanalyse von Proteinen und DNA angewendet. Protein-
sekundarstrukturen lassen sich im Wellenldngenbereich von etwa 160-250nm untersuchen.
Dort treten die n - 7*- und die 7 - 7*-Ubergéinge der Peptidbindung auf. Elektronische
Uberginge von Nukleotiden sieht man vor allen im Bereich von 250-350nm.
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Abbildung 2.8: CD-Spektrum von DNA in A-, B- und Z-Form aus [BBO7|

Abbildung zeigt das zu erwartende CD-Spektrum von DNA in ihrer A-; B- bzw.
Z-Form [BB07]. A-DNA hat ein Maximum bei 265nm, fiir B-DNA liegt das Maximum bei
280nm und fiir Z-DNA ist eine grofe Elliptizitdt bei 260nm zu erwarten. Mit Hilfe der
CD-Spektroskopie lasst sich also die Form der DNA bestimmen.

2.5.4 CD-Spektroskopie an DNA-Komplexen

Shapiro et al. haben die Wechselwirkungen zwischen Polylysin und DNA untersucht [SLF69].
Die Komplexe wurden in 0.85 bis 1mol NaCl hergestellt und die CD-Spektren der reinen
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DNA mit der des Komplexes verglichen. Durch die Komplexierung verstéirkt sich das CD-
Signal bei ca. 290nm im Vergleich zur reinen DNA und zuséatzlich kehrt sich das Vorzeichen
um. Das gleiche Verhalten ist bei ca. 250nm zu beobachten. Aus dem negativen Signal der
DNA wird eine positives, sehr viel stérkeres Signal des Komplexes (siche Abbildung [2.9).

+1
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1 4 S —

230 250 270 290 310 330 350
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Abbildung 2.9: CD-Spektren von DNA und Polylysin-DNA-Komplexen aus [SLF69].
(—) Kalbsthymus-DNA + Poly-L-Lysin (DP = 70) in 1M NaCl

(- - -) Kalbsthymus-DNA + Poly-L-Lysin (DP = 50) in 1M NaCl

(----) Kalbsthymus-DNA allein

Das Auftreten dieser Banden kénnen Shapiro et al. nicht endgiiltig erkléren. Sie schlagen
vor, dass ein Verkippen der DNA-Basen relativ zum Helix-Riickgrat die Ursache sein konnte
oder dass Strukturen mit langreichweitiger Ordnung auftreten. Durch die Komplexierung
wird das gebundene Wasser aus dem Inneren des Komplexes freigesetzt. Diese Dehydrierung
ist mit einer Anderung der Basenanordnung verbunden, die ebenfalls das CD-Signal &ndern
konnte.

Fasman et al. haben CD-Spektren von DNA-Histon-Komplexen [FSGAT0| sowohl in
Abhéngigkeit des Histon:DNA-Verhéltnisses als auch in Abhéngigkeit der lIonenstérke ge-
messen. Bei Erhchung der Histonmenge im Komplex, werden zwei Effekte beobachtet: zum
einen die Abnahme der Elliptizitdt bei 275nm, zum anderen die Verschiebung der Bande
bei 245nm auf 25Inm. Je mehr Salz in der Losung ist (zwischen 0.01M und 0.3M NaF),
desto starker nimmt die Bande bei 275nm ab (siehe Abbildung [2.10).

Die Autoren schreiben die Anderung im CD-Spektrum einer Verkippung der Basen der
Doppelstrang-DNA durch das Binden der Histone zu. Hinzu kommt die Neutralisierung
der DNA-Ladungen sowie die Abschirmung der verbleibenden negativen Ladungen und

der Einfluss der Komplex-Solvatisierung, die zu einer Assoziation der Komplexe fiihren.
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Abbildung 2.10: CD-Spektren an Histon-DNA-Komplexen aus [F'SGAT0]

a) CD-Spektren in Abhéngigkeit des Histon (mol Reste):DNA (mol Phosphat)-Verhéltnisses r.
Die Konzentration der DNA betrigt 10~*mol Phosphat in 0.14mol NaF, pH = 7. Kurve 1: native
DNA, Kurve 2: r — 0.75, Kurve 3: r — 0.75 korrigiert um den Histonanteil, Kurve 4: r — 1.0,

Kurve 5:r = 1.25
b) CD-Spektren in Abhéngigkeit der Ionenstirke (NaF-Konzentration). Die DNA-Konzentration

betrégt 10~3mol Phosphat, r = 0.5

Eine weitere Erklirung fiir die Anderung im CD-Spektrum kann die Hydratisierung der
Komplexe sein, da gebundenes Wasser notig ist um die B-Form der Helix zu stabilisieren.
Darauf aufbauend verwenden Khadake et al. die Abnahme der positiven Elliptizitdt bei
270nm als Mah fiir die DNA-Kondensation |[KR97|. Das gleiche Phinomen beobachten
Evdokimov et al. bei der Zugabe von PEG zu DNA-Lésungen [EPTV72|. PEG konkurriert
mit der DNA um Wasser, so dass die steife Struktur der Doppelstrang-Helix aufgehoben
wird. Je hoher der PEG-Gehalt in der Losung, desto kleiner die Amplitude der positiven

Bande bei 270nm bei gleichzeitiger Rotverschiebung des Bandenmaximums.
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2.5.5 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie ermoglicht Aufnahmen mit einer Auflésung bis in den moleku-
laren Bereich. Sie wurde 1986 von Binnig und Quate entwickelt. Gemessen werden die auf
eine Sonde wirkenden Krifte. Diese sind bei ungeladenen, atomaren Strukturen abhingig
vom Abstand. Bei grofen Abstinden wirken attraktive van der Waals-Kréfte, beim Verrin-

gern des Abstandes gehen diese schlieklich in repulsive Kréfte (Hardcore-Potential) iiber.

Lock In
Detektor Verstarker

Spiegel El Phase
/] B > Amplitude

Referenz-
signal

LED

oszillierender Anregungssignal

Federbalken .t
+ Spitze

Probe Frequenz-
oy generator

I Fehler-
| signal Sollwert
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Abbildung 2.11: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops im Tapping Mode [Kue03|

Abbildung zeigt schematisch den Aufbau eines Rasterkraftmikroskops. Als Sonde
dient eine mikroskopisch kleine, scharfe Spitze, die an einem Federbalken (englisch: cantile-
ver) befestigt ist. Die Cantileverspitzen bestehen aus Silizium oder Siliziumnitrid und haben
Federkonstanten zwischen 0.01N/m und 100N /m. Die Auslenkung des Cantilevers wird mit
Hilfe des Lichtzeiger-Prinzips gemessen. Hierbei wird ein Laser auf den Cantilever gerichtet,
dessen Strahl von dort auf einen Photodetektor reflektiert wird. Eine Auslenkung des Can-
tilevers bewirkt somit ebenfalls eine Auslenkung des Laserstrahls, welche dann durch die
Photodiode detektiert wird. Als Detektor wird eine Vierfeld-Differenzphotodiode verwen-
det, mit der eine ortsauflosende Detektion moglich ist. Mit Hilfe von Piezostellelementen
kann die Probe in alle drei Raumrichtungen verschoben werden.

Es gibt drei verschiedene Messmodi beim Rasterkraftmikroskop - Contact Mode, Non-
Contact Mode und Tapping Mode. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieflich im
Tapping Mode gemessen. Dazu wird der Cantilever mit einer Frequenz nahe seiner Re-
sonanzfrequenz zur Oszillation angeregt. Die Sonde kommt der Probe in diesem Modus

immer nur fiir kurze Zeit nah, im Idealfall beriihrt sie die Oberfliche nicht. Aufgezeichnet
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wird ein Hohenbild der Probe, ein Amplituden- und ein Phasenbild. Letzteres ergibt sich
aus der Phase zwischen anregender und resultierender Schwingung. Néhert sich die Spitze
der Probe, erfihrt sie verschiedene Kréfte (Abbildung [2.12)).
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Abbildung 2.12: Krifte, die auf die Cantileverspitze wirken.

Reichweite von Wechselwirkungskréften zwischen Spitze und Probe. Fluidfilmdidmpfung,
Kapillarkrifte und van der Waals-Kréfte sind attraktiv, elektrostatische Kréfte kénnen repulsiv
oder attraktiv sein, die Wechselwirkung aufgrund des Pauli-Verbots ist repulsiv [Dus07|.
Kraft-Abstandskurve: Die wirkende Kraft setzt sich zusammen aus repulsiven und attrak-
tiven Kréften. Je nachdem, im welchen Messmodus (Kontakt oder Nichtkontakt) gemessen wird,
befindet sich die Spitze in anderen Abstinden zur Probe [Kit09]. Im tapping-mode wird der ge-
samte Abstandsbereich tiberstrichen.

Die Regelung erfolgt mit konstanter Amplitude. Bei grofen Abstédnden von der Probe
schwingt der Cantilever ungestort mit der anregenden Frequenz. Nahert man ihn der Probe
in den Bereich der attraktive Wechselwirkungen an, so wirken diese wie eine scheinbare
Massenzunahme der Spitze. Die Resonanzfrequenz verschiebt sich deshalb zu kleineren
Werten. Um Artefakte zu vermeiden, regt man den Cantilever mit einer Frequenz an, die

etwa 5-8% niedriger ist als die Resonanzfrequenz des frei schwingenden Cantilevers.



Kapitel 3
Verwendete Polymere

Der Schwerpunkt der Untersuchung liegt auf biirstenférmigen Polykationen, wie der Poly-
vinylpyridinium-Biirste (PVP-Biirste) und der Poly-L-Lysin-Biirste (PLL-Biirste). Zum

Vergleich wurden auch lineare Polymere untersucht, die kommerziell erhaltlich sind.

Poly-2-vinylpyridinium, dessen Strukturformel in Abbildung[3.1] gezeigt ist, verfiigt iiber
permanente positive Ladungen am quaternisierten Stickstoff des Pyridinrings. Die Quater-
nisierung erfolgt mit Ethylbromid, durch unterschiedlich lange Reaktionszeiten lassen sich
verschiedene Ladungsgrade einstellen. Poly-L-Lysin ist ein Polypeptid, das ausschlieflich
aus L-Lysin-Einheiten aufgebaut ist (Strukturformel des linearen und biirstenférmigen Po-
lylysins in Abbildung . Die Aminogruppen der Seitenketten haben einen pks-Wert
von 10.53 [JJ82], in neutralem pH sind die Seitenketten also vollstindig protoniert. Die
biirstenférmigen Polymere beider Spezies verfiigen iiber ein methacrylisches Riickgrat, die
Seitenketten bestehen aus PVP bzw. PLL. Die Synthesen werden im folgenden kurz be-

schrieben.

Abbildung 3.1: Strukturformel von partiell quaternisiertem Polyvinylpyridin

39



40 KAPITEL 3. VERWENDETE POLYMERE

(CH,)s NH

+
CF3COO Br

R = ~(CHo),-NH; Br n

(a) Poly-L-Lysin-Biirste (b) Lineares Poly-L-
Lysin

Abbildung 3.2: Strukturformeln der verwendeten Poly-L-Lysine

3.1 Charakterisierung

Die Synthese der PVP-Biirsten wurde von Tim Stephan nach der Makromonomermetho-
de durchgefiihrt [Ste02]. Sie bestehen aus einem Polymakromonomer mit methacrylischer
Hauptkette und 2-Vinylpyridin-Seitenketten des Polymerisationsgrads 26, die mit Ethyl-
bromid quaternisiert wurden. Durch Elementaranalyse wurde ein Quaternisierungsgrad
der Vinylpyridineinheiten von 53% bestimmt. Damit betrigt die Molmasse einer positiven
Ladungseinheit 307g/mol.

Abbildung[3.3|zeigt den Zimm-Plot der verwendeten PVP-Biirste in 5mM Natriumphos-
phatpuffer. Das Gewichtsmittel der Molmasse M,, betrigt 9.2:106g/mol, der Tragheitsra-
dius R,=91nm, der zweite Virialkoeffizient Ay = 1.74-10® mol-dm?3/g? und der hydrody-
namische Radius Ry=>52nm. Die mittlere Konturlinge der PVP-Biirste betragt 200nm.

Die Poly-L-Lysin-Biirste wurde von Mike Sahl im Rahmen seiner Dissertation nach
der Grafting-from-Methode synthetisiert. Das Polymerriickgrat besteht aus Polymethyl-
methacrylat, an das dann durch ringéffnende Polymerisation von Leuchs Anhydriden die
Seitenketten polymerisiert werden. Angesetzt wurde eine Seitenkettenlinge von 55 Mo-
nomereinheiten unter der Annahme einer 100% Propfdichte. Da mit der Grafting-from-
Methode die Propfdichte aber immer kleiner 100% ist, sind die Seitenketten im Mittel
langer als 55 Einheiten. Eine positive Ladungseinheit hat eine Molmasse von 209g/mol.

In Abbildung ist der Zimm-Plot der Polylysin-Biirste in 5mM Phosphatpuffer zu
sehen. Die Molmasse betriagt M, = 9.7-10g/mol, der Trégheitsradius R, = 78nm, der
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Abbildung 3.3: Zimm-Plot der PVP-Biirste in 5mM Phosphatpuffer. Als Brechungsindexinkrement
wurde 0.1776ml/g verwendet.

zweite Virialkoeffizient Ay = 2.48-10-% mol-dm?3/g2. Der hydrodynamische Radius in 5mM
Phosphatpuffer betrigt 56nm.

Es wurden zwei verschiedene Plasmid-DNAs untersucht. Fiir Transfektionsexperimente
wurde der pEGFP-C3-Vektor (im folgenden GFP-DNA (Green Fluorescent Protein)) ver-
wendet. GFP-DNA kodiert fiir ein griin fluoreszierendes Protein. Eine erfolgreiche Trans-
fektion kann so sehr einfach durch die griine Fluoreszenz beobachtet und gemessen werden.
GFP-DNA besteht aus 4700 Basenpaaren und hat damit eine Molmasse von 3.1-10%g/mol.
Fiir Struktur- und Eigenschaftsuntersuchungen wurde zusétzlich pUC19-DNA, ebenfalls ei-
ne Plasmid-DNA, allerdings mit 2686 Basenpaaren und einer Molmasse von 1.7-10%g/mol,
verwendet. Die Molmasse eines negativen Ladungsidquivalents betrégt 330g/mol.

Tabelle stellt die untersuchten Polymere mit ihren Molmassen und Radien zusam-

men.
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Abbildung 3.4: Zimm-Plot der PLL-Biirste in 5mM Phosphatpuffer. Als Brechungsindexinkrement
wurde 0.18ml/g verwendet.

3.2 Toxizitatstest

In diesem Abschnitt wird die Toxizitdt der verschiedenen Polymere beschrieben. Die Ex-

perimente wurden in Kooperation mit der Universitdtsmedizin Mainz durchgefiihrt.

3.2.1 Cytotoxizitat an PBMEC

Die Cytotoxizitdt wurde an Schweinehirnendothelzellen (PBMEC: Porcine Brain Micro-
vessel Endothelial Cells) untersucht. Es wurden verschiedene Konzentrationen der Polyka-
tionen und unterschiedliche Inkubationszeiten getestet. Die Anzahl lebender Zellen wurde
durch DCF-Farbung (5,6-Dicarboxy-2,7-dichlorofluorescein-diacetat) bestimmt. Die ace-
tylierte Form des Reagenzes fluoresziert nicht bis die Acetatgruppen durch intrazellulire
Esterasen abgespalten werden und Oxidation auftritt. Nach Abspaltung der Acetatgrup-
pen wird der Farbstoff deutlich besser in der Zelle gehalten als die Ausgangskomponente
IBPD*83]. Die Fluoreszenz kann dann mit einem Photometer gemessen werden und in
Verhiltnis zu einer Kontrollprobe gesetzt werden. Die Fluoreszenz der Proben wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten in einem Platereader ausgelesen und so die Uberlebensrate nach

0.5 bis 24 Stunden bestimmt. Untersucht wurden unterschiedliche Konzentrationen an Po-
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Tabelle 3.1: Ergebnisse der Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Polymere. Mol-
massen M,, und M, wurden mit Lichtstreuung bzw. GPC bestimmt, Trégheitsradien R, und
hydrodynamische Radien Rj, wurden durch dynamische und statische Lichtstreuung gemessen.

Polymer M, / (g/mol) M, / (g/mol) R,/nm  R,/nm
lineares Poly-L-Lysin Hydrobromid 326600 (A.d.H) 27 21
Poly-L-Lysin-Biirste Hydrobromid 9.7E6 (LS) 6E6 (GPC) 78 (LS) 56 (LS)

lineares Polyvinylpyridin,
35% quaternisiert mit Ethylbromid * 1.16E6 (GPC)  9.7E5 (GPC) - -
Polyvinylpyridin-Biirste,

53% quaternisiert mit Ethylbromid ~ 9.2E6 (LS) 1.5E6 (GPC) 91 (LS) 52 (LS)
pUC19-DNA 1.7E6 (LS) ; 77 (LS) 43 (LS)
GFP-DNA 3.1E6 (Theorie) - 125 (LS) 94 (LS)

A.d.H.: Angabe des Herstellers

LS: durch Lichtstreuung bestimmt

GPC:  mit GPC bestimmt

Theorie: theoretisch berechnete Molmasse

* Lineares PVP wurde nur in den Toxiztétstest (Kapitel verwendet.

lymeren. Pro well wurden 100l Polymerlosung aufgetragen.

Wie in Abbildung zu sehen, ist lineares Polylysin bis zu hohen Konzentrationen
von 500ug/ml nicht toxisch, in einer Konzentration von 1000ug/ml betriigt die Vitalitit
auch nach 24 Stunden noch iiber 80% im Vergleich zur Kontrolle. Die Polylysin-Biirste
(Abbildung ist im Vergleich zum linearen Analogon in hohen Konzentrationen iiber
100ug/ml toxischer, Uberlebensraten liegen bei 40 bis 50% nach 24 Stunden. In kleinen
Konzentrationen (1 und 10pug/ml) ist jedoch keine hohe Sterbensrate zu beobachten. Die
Vitalitatsrate der PBMECs liegt bei Zugabe von PVP-Biirste in kleinen Konzentrationen
(1 und 10pug/ml) bei 100%, je hoher die Konzentration an Polykation wird und je langer
die Inkubationszeit, desto kleiner wird die Vitalitatsrate, sie sinkt auf 40 bis 50% nach
24 Stunden Inkubatioszeit (siehe Abbildung . Das lineare Polyvinylpyridin mit einem
Quaternisierungsgrad von 33% (Abbildung ist im Gegensatz dazu in allen Konzen-
trationen und iiber alle beobachteten Zeiten nicht toxisch.

Nach 24 Stunden kann in manchen Féllen eine Erhéhung der Uberlebensrate beobach-
tet werden. Dies ist durch die Messmethode zu erkléren: Die Fluoreszenz, die als Mak fiir
lebende Zellen gilt, tritt nur dann auf, wenn die Zellen den Farbstoff deacetylieren und oxi-

dieren. Zellen, zu denen die Komplexe gegeben wurden, sind unter Umstédnden geschéidigt
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bzw. stehen unter dem Einfluss der Komplexzugabe, sodass die Umsetzung des Farbstoffs
langer dauert als in vollig intakten Zellen. Wahrend nach kurzen Zeiten im Vergleich zur
Kontrolle also wenig fluoreszierendes Material gebildet wurde, kann die Menge an Fluores-
zenzmarker nach 24 Stunden hoéher sein als nach 4 Stunden, da mehr Zeit zur Verfiigung
stand.

Die Beobachtung, dass die linearen Polykationen weniger toxisch sind als die biirstenfor-
migen, kann auch mit der Molmasse der Polymere und deren Ladungsdichte zusammenhén-
gen. Fiir Polyethylenimin wurde gezeigt, dass die Toxizitdt bei hohen Molmassen hoher ist
als bei niedrigen [FBL*99|. Choksakulnimitr et al. berichten von erhhter Toxizitét der Po-
lylysine, je langer das Polymer (Vergleich von M,, = 8000 und M,, = 39800g,/mol)[CMT*95]
Morgan et al. finden ein dhnliches Verhalten fiir Polylysin im Molmassenbereich zwischen
40000 und 120000g/mol an humanen vaskuldren Endothelzellen [MCP88|. Kleinere Poly-
lysine waren im untersuchten Konzentrationsbereich (0-800nM) nicht toxisch. Die Autoren
schlussfolgern, dass die hohe Ladungsdichte, die bei langen Polymeren vorliegt, fiir die ho-
he Toxizitdt verantwortlich ist. In der vorliegenden Arbeit zeigt das verwendete Polylysin
mit einer vergleichsweise hohen Molmasse von 326600g/mol keine Toxizitdt an den Schwei-
nehirnendothelzellen, die Polylysin-Biirste ist in hohen Dosen toxisch. Eventuell ist dafiir
auch die sehr hohe, chemische Ladungsdichte verantwortlich.

Die Toxizitétstests belegen, dass alle Polymere bis zu einer Konzentration von 10ug/ml
keine Zellschdden an den Schweinehirnendothelzellen verursachen. Generell sind die biirs-

tenformigen Polykationen toxischer als ihre linearen Analoga.

3.2.2 Toxizitat an dendritischen Zellen

Die Toxizitdt an dendritischen Zellen wurden durch in wvitro Pulsing mit 20ug Polymer
in Phosphatpuffer an 3-106 Zellen fiir 30min getestet. Die Zellen wurden danach gewa-
schen und 36 Stunden inkubiert. Die Tests wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Tabelle
zeigt die Ergebnisse des Tests. Nach 18 Stunden Inkubation wurde unter dem Mikroskop
massiver Zelltod beobachtet. Die besten Ergebnisse liefert die PVP-Biirste mit einer Vi-
talititsrate von ca. 40%, die anderen Polymere sind deutlich toxischer, teilweise liegt die
Uberlebensrate nur bei 10%.

3.2.3 Zusammenfassung

Die Untersuchung der Cytotoxizitdt brachte folgende Ergebnisse:
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Tabelle 3.2: Toxizitdt der verschiedenen Polykationen an dendritischen Zellen. Angegeben ist die
Menge lebender Zellen in %, die Tests wurden in Duplikaten durchgefiihrt.

Polykation % vitale Zellen (36h), Duplikate
Poly-L-Lysin, linear 8.4 182
Poly-L-Lysin-Biirste 11.2 24.6

Polyvinylpyridin, linear 9.9 26.0
Polyvinylpyridin-Biirste 39.0 428
Kontrolle (Phosphatpuffer) 78.2 76.6

o Die Toxizitat an dendritischen Zellen ist deutlich hoher als an Endothelzellen.

e In dendritischen Zellen sind die Uberlebensraten sehr klein, eine Ausnahme bilden die
PVP-Biirsten mit ca. 40% vitalen Zellen. Da die Abweichung der Wiederholungsmes-
sungen sehr grof ist, ist kein klarer Trend zwischen Biirstenpolymeren und linearen

Analoga zu erkennen.
e An PBMECs liegen die Uberlebensraten mit linearen Polymeren nahezu bei 100%.

e Biirstenpolymere sind fiir PBMECs in hohen Konzentration toxischer als die linearen
Analoga. Bei ausreichend kleinen Konzentrationen (¢ < 100ug/ml) kénnen Uberle-

bensraten von annahernd 100% gesichert werden.



Kapitel 4
Komplexbildung und -charakterisierung

Im folgenden Kapitel werden die Herstellung und Charakterisierung der Polykation-DNA-
Komplexe beschrieben. Es ist aufgeteilt in drei Unterkapitel, zunichst werden die Kom-
plexe mit PVP-Biirsten und dann die Polylysin-Komplexe besprochen. Die Herstellung
der Komplexe erfolgt entweder durch Titration der beiden Komponenten zueinander oder
mit Hilfe eines Mikromischverfahrens (Kugelmischer), das schnelles turbulentes Mischen
garantiert. Die Komplexe werden mit Hilfe der statischen und dynamischen Lichtstreuung
sowie durch AFM-Aufnahmen in Losung charakterisiert. Neben der Herstellung in niedrigen
Salzkonzentrationen (5mM Phosphatpuffer) wird die Komplexbildung in physiologischem
Salzgehalt (150mM /1) und bei sehr hohen Molaritdten (1mol/l) untersucht. Im dritten Un-
terkapitel wird die Komplexbildung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Verdrangung verfolgt.
Die Methode wird erklirt und deren Grenzen, vor allem bei hohen Salzkonzentrationen
in Losung, aufgezeigt. Die Zusammensetzung der Komplexe kann entweder als Gewichts-
bruch an DNA, w(DNA), oder als Verhiltnis der positiven zu negativen Ladungen +/-
ausgedriickt werden. Im Anhang [B] befinden sich Graphen und Tabellen zur Umrechnung.

47



48 KAPITEL 4. KOMPLEXBILDUNG UND -CHARAKTERISIERUNG

4.1 Komplexe aus quaternisierter PVP-Biirste und DNA

Biirstenformiges Polyvinylpyridin, dessen Pyridingruppen zu 53% mit Ethylbromid qua-
ternisiert sind, verfiigt iiber permanente positive Ladungen. Es vermag deshalb negativ

geladene DNA zu komplexieren, wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird.

4.1.1 Vergleich der Herstellungsmethode:
Titration vs. Stopped-Flow-Mikromischer

Die Komplexe aus PVP-Biirste und pUC19-DNA wurden auf verschiedene Weise prépa-
riert. Entweder folgend der Vorschrift von Storkle durch Zutropfen der Unterschusskompo-
nente zur Uberschusskomponente [SDIT*07] oder durch Mischung der beiden Komponenten

mit Hilfe eines Stopped-Flow-Mikromischers (Kugelmischer), der turbulent mischt.

Komplexierung in 5mM Phosphatpuffer Zunichst wurde die Komplexierung in
5mM Phosphatpuffer untersucht. Wie in Abbildung zu sehen ist, bleiben die hydro-
dynamischen Radien der Komplexe bei sequentieller Titration der Komponenten mit zu-
nehmendem Gewichtsbruch an DNA, w(DNA), zunéchst annidhernd konstant in einem
Grofenbereich unter 75nm. Bei weiterer Zugabe von DNA wachsen die Komplexe bis sie
ein Maximum bei w(DNA) > 0.28 erreichen. Im Bereich zwischen 0.28 < w(DNA) < 0.55
aggregieren die Komplexe so stark (grau schraffiert), dass sie teilweise prézipitieren. Im
Uberschuss des Polykations sind die Komplexradien wieder kleiner und im Gréfenbereich
der unkomplexierten Biirste. Die mit dem Mischer hergestellten Komplexe sind im Vergleich
zu den durch Titration hergestellten kleiner. Die  ,Mischungsliicke” (schwarz gestreift), in
der die Komplexgrofen extrem ansteigen, ist kleiner. Sie liegt zwischen w(DNA) = 0.35
und 0.45. Bei w(DNA) = 0.5 sind die Komplexradien bereits wieder kleiner als 100nm. (vgl.
hierzu auch die kinetische Untersuchung der Komplexbildung in Kapitel |7l und [KFS09]).
Storkle zeigt durch Gelelektrophoreseexperimente, dass ab einem Gewichtsbruch an DNA
von w(DNA) = 0.53, entsprechend einem Ladungsverhiltnis von +/- = 0.95 keine freie
DNA in der Komplexlosung aus PVP-Biirste und pUC19-DNA in 5mM Phosphatpuffer
vorhanden ist. Bei hoheren Werten von w(DNA) steigt der Gewichtsbruch freier DNA
w(DNA frei) linear mit w(DNA) an [Sto(7].

Komplexierung in physiologischem Salzgehalt Fiir eine Anwendung der Partikel

in Zellversuchen, muss deren Stabilitit auch in physiologischem Salzgehalt untersucht und
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Abbildung 4.1: Vergleich der Komplex-Radien in 5mM Phosphatpuffer bei Herstellung in Kugelmi-
scher (v ) und durch sequentielle Titration (m), c(PVP) = ¢(DNA) = 10mg/1. Die durchgezogenen
Linien sind lediglich eine Hilfe zur besseren Lesbarkeit. Die Mischungsliicke fiir die Komplexe, die
titriert wurden, ist grau hinterlegt, fiir die mit dem Mischer hergestellten Komplexe ist sie schwarz
gestreift.

sichergestellt sein. Dazu wurden die Komponenten PVP-Biirste und pUC19-DNA jeweils
in bmM Phosphatpuffer mit zusitzlich 150mM NaCl gelost. Die Komplexbildung wurde

wieder durch Titration per Hand oder mit dem Kugelmischer durchgefiihrt.

Die hydrodynamischen Radien der Komplexe als Funktion des Gewichtsbruchs DNA
sind in Abbildung [.2] aufgetragen.

Wie zu erkennen ist, sind auch in physiologischem Salzgehalt die mit dem Mischer
hergestellten Komplexe kleiner im Radius als die von Hand titrierten. Allgemein gilt, je
kleiner die Konzentration der Losung, desto kleiner sind auch die entstehenden Komplexe.
Die Radien in 150mM NaCl sind vergleichbar mit denen in 5mM Phosphatpuffer. Der
kritische Punkt, an dem die Radien sehr grofse Werte annehmen und die L&sung instabil
wird, liegt bei w(DNA)=0.22, sowohl fiir die titrierten Komplexe als auch fiir die turbulent
gemischten. Er ist also kleiner als bei den Komplexen in 5mM Phosphatpuffer ohne NaCl-

Zusatz.
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Abbildung 4.2: Hydrodynamische Radien der Komplexe aus PVP-Biirste und DNA in 150mM
NaCl. Vergleich der Herstellung durch sequentielle Titration mit ¢(PVP)=c(DNA)=10mg/] (m)
und ¢(PVP)=c(DNA)=2.5mg/1 (&) mit der Herstellung im Kugelmischer (e)

Alle Versuche zeigen, dass die durch turbulente Mischung praparierten Komplexe kleinere
Radien haben als die duch Titration hergestellten. Ebenso ist der Bereich, in dem die

Komplexe sehr stark aggregieren, erheblich enger.

4.1.2 NaCl-Zugabe zu Komplexen

Die vorherigen Abséitze zeigen, dass PVP-pUC19-Komplexe in physiologischem Salzgehalt
mit zunehmendem w(DNA) schneller aggregieren als in 5mM Phosphatpuffer. Im folgen-
den wird deshalb der Komplex (¢(DNA) = 10mg/1) zunéchst in Losung niedriger Molaritét
hergestellt und dann durch Zugabe hochkonzentrierter NaCl-Losung auf physiologischen
Salzgehalt bzw. noch héhere Salzkonzentrationen eingestellt. Verschiedene Effekte, abhan-

gig vom Ladungsverhéltnis der Komplexe, werden beobachtet.

e w(DNA) < 0.2
Komplexe mit Gewichtsbriichen w(DNA) < 0.2 (dies entspricht einem Ladungsver-
héltnis von +/- > 4.3) sind in der Losung stabil, d.h. sie aggregieren nicht. Es kann

bei diesen Komplexen keine signifikante Anderung des Radius festgestellt werden.
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. W(DNA > 0.2

Bei Anteilen an DNA grofer 0.2, aggregieren die Komplexe stark. Dies entspricht
den Beobachtungen aus Abschnitt Absatz Komplexbildung in physiologischem
Salzgehalt, in dem die Komponenten einzeln in 150mM NaCl gelost und dann ge-
mischt werden. Komplexe, die in 5mM Phosphatpuffer noch stabil in Lésung bleiben
(Radien < 200nm), aggregieren in hoherem Salz oder sind bereits unloslich. Dies
wurde insbesondere bei einem Verhéltnis von w(DNA)= 0.286 (+/- = 2.7) unter-
sucht (Abbildung . Bei NaCl-Zugabe aggregiert die Probe zunéchst stark, ab
einem Salzgehalt von 0.5mol NaCl nimmt der hydrodynamische Radius dann wieder
ab. Die vorher auftretenden Aggregate l6sen sich wieder auf. Die zunéchst stiarker
auftretende Aggregation bei hoheren Salzgehalten kann mit der Abnahme der stabi-
lisierenden positiv geladenen Schale des Komplexes erklirt werden [Sch04]. Je mehr
Salz in der Losung, desto mehr Gegenionen sind auf das Polykation kondensiert und
desto schwicher ist die Ladung des Komplexes. Die Repulsion wird verringert und
der Komplex fillt aus. Die Abnahme der Komplexradien bei sehr hohen Salzgehalten
ist mit einem Auflésen der Komplexe an sich zu erkliren, wie auch in den Freiset-
zungsexperimenten in Kapitel gezeigt wird. Erkliaren lisst sich dies iiber eine
Entropiebetrachtung. In niedrigem Salzgehalt sind die Komplexe hydrophob aggre-
giert. Bei ihrer Bildung wird Hydratwasser frei und die Gegenionen werden entlassen,
deshalb vergrofert sich die Entropie. Bei hohem Salzgehalt sind zum einen die elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen den Polyelektrolyten abgeschirmt, da alle
Ladungen durch Gegenionen des Salzes ausgeglichen sind. Zum anderen, und dieser
Teil iiberwiegt deutlich, vergréfert sich die Entropie durch Komplexbildung nicht
mehr wesentlich. Bei hohen Salzkonzentrationen sind die Gegenionen nicht mehr auf
der Polyelektrolytkette lokalisiert. Diffundiert ein Gegenion von der Kette, lagert sich
direkt ein anderes an, da die Konzentration der Ionen in der Losung sehr hoch und
damit die Debye-Lénge sehr klein ist (vergleiche Definition in . Die Komplexbil-
dung bringt somit entropisch keinen Vorteil gegeniiber den Einzelpolyelektrolyten in

Losung.

4.1.3 Vergleich mit Literatur

Kabanov et al. haben die Komplexierung von DNA mit linearem, mit Ethylbromid quater-
nisiertem Poly-(4-vinylpyridin) untersucht [KAM*93| [KAC*91]. Der Polymerisationsgrad
der verwendeten Polymere betrug 18, 200, 400 und 500, der Quaterisierungsgrad wurde
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Abbildung 4.3: Entwicklung der hydrodynamischen Radien bei steigender Salzkonzentration in der
Losung fiir Komplexe aus PVP-Biirste und pUC19-DNA (¢(PVP) = 5mg/l, ¢(DNA) = 2mg/I).
Die Komplexe wurden in 5mM Phosphatpuffer (m) bzw. in 0.5mol NaCl (e) im Ladungsverhéltnis
+/- = 2.7 hergestellt und dann durch Zugabe hochkonzentrierter NaCl-Losung aufgelost. Die
chemische Ionenkonzentration auf den Polyelektrolyten betrdgt 22umol/l. Die durchgezogenen
Linien sind lediglich eine Hilfe zur Lesbarkeit.

mit IR-Spektroskopie auf 90-95% bestimmt. Die Komplexe wurden durch einfaches Mi-
schen (Zugabe der Polykationenlosung zur DNA-Losung in Phosphatpuffer) hergestellt.
Bei Ladungsverhéltnissen +/- < 0.5 bleiben diese in Losung, die kurzen PVP-Ketten sind
gleichméfig tiber den DNA-Strang verteilt. Bei htherem PVP-Gehalt (+ /- = 0.5 is 1), pré-
zipitieren die Komplexe. Uberschuss an Polykation ergibt wieder 16sliche Komplexe. Die
Ergebnisse stimmen qualititv mit den in dieser Arbeit erhaltenen Beobachtungen {iberein.
Die von Kabanov verwendeten Polymere sind jedoch deutlich kleiner in der Molmasse als
die hier untersuchte PVP-Biirste, auerdem wurde 4-Vinylpyridin statt 2-Vinylpyridin ein-
gesetzt. Die Komplexierung von Poly-(2-Vinylpyridinium) mit DNA wurde bisher nur mit
Blockcopolymeren aus Polystyrol-b-Poly-(-2-Vinylpyridin) quaternisiert mit Methyliodid
beschrieben [TP08|. Die Komplexe wurden durch Zutropfen der DNA zur Copolymer-
Losung hergestellt. Prizipitation tritt bei +/—Verhéltnissen um Ladungsstochiometrie auf.
In hohen Salzkonzentrationen von 0.5M finden die Autoren ebenfalls eine zumindest par-
tielle Auflésung der Komplexe, welche sie mit dem Abschirmen der Ladungen auf den

Polyelektrolyten durch das niedermolekulare Salz erklaren.



4.1. KOMPLEXE AUS QUATERNISIERTER PVP-BURSTE UND DNA 33

4.1.4 Zusammenfassung

DNA wurde mit Polyvinylpyridin-Biirstenpolymeren komplexiert. Variiert wurde neben
dem Ladungsverhéltnis + /- bzw. Gewichtsbruch an DNA, w(DNA), auch die Herstellungs-

methode (sequentielle Titration und Mikromischer), sowie der Salzgehalt der Losung.

e Stabile Komplexe sind in 5mM Phosphatpuffer fir w(DNA) < 0.28 und w(DNA) >
0.6 (enstprechend +/- < 2.8 bzw. +/- > 0.7) zu erhalten. Bei Gewichtsbriichen zwi-

schen diese Werten kommt es zur Aggregation bzw. Sedimentation (Mischungsliicke).

e Die Herstellung im Kugelmischer fiihrt zu einer engeren Mischungsliicke, die Kom-
plexe sind bis w(DNA) = 0.35 bzw. ab w(DNA) = 0.45 stabil, dies entspricht + /-
= 2.0 bzw. +/- = 1.3. Die Komplexradien sind generell kleiner als bei sequentieller

Titration.

e In 150mM NaCl verschiebt sich der Grenze der Mischungsliicke zu w(DNA) = 0.22
(+/- = 3.8), da die Komplexstabilisierung durch elektrostatische Abstofung der
gleichgeladenen Komplexe abnimmt. Die Komplexradien sind vergleichbar mit den
Werten in 5mM Phosphatpuffer.

e Zugabe von NaCl zu Komplexen, die in 5mM Phosphatpuffer stabil sind, fiithrt zu-
néchst zu einer Aggregation der Komplexe durch Verringerung der elektrostatischen
Stabilisierung. Ab einem Salzgehalt von 0.5mol/l kommt es zu einer Abnahme der

gemessenen Radien, da sich die Komplexe auflésen.
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4.2 Komplexe aus Polylysin und DNA

Poly-L-Lysin (PLL) war eines der ersten Polymere, die zum Gentranfer verwendet wurden
[WWS&T|. Da es als Wiederholungseinheit die Aminoséure Lysin besitzt, ist es prinzipiell
biologisch abbaubar. Lysine kommen im Histon vor, dass die DNA im Zellkern kondensiert.
Es wurde gezeigt, dass DNA-Kondensierung und Transfektionseffizienz bei hohen Molmas-
sen der Polylysine zunehmen, gleichzeitig aber auch eine unerwiinschte, hohe Cytotoxizitét
zu verzeichnen ist [LZW*06]. Ohsaki et al. beschreiben die Verwendung von dendritischem
Polylysin der 6. Generation, das hohe Transfektionseffizienzen bei gleichzeitig niedriger
Cytotoxizitat aufweist [OOW*02].

Im folgenden wird die Komplexbildung aus Poly-L-Lysin (linear und in Biirstenform)
und unterschiedlichen Plasmid-DNAs beschrieben. Fiir die Transfektionsexperimente ist die
Verwendung von GFP-DNA nétig, da diese fiir griin fluoreszierende Proteine kodiert und
die Transfektionseffizienz so einfach ermittelt werden kann. Die Stabilitit der Komplexe
wird zudem mit pUC19-DNA untersucht.

4.2.1 Komplexe mit Polylysin-Biirste

Das Komplexierungsvermogen der PLL-Biirste wird mit Hilfe der Gelelektrophorese unter-
sucht. Im Gegensatz zu freier DNA lauft komplexierte DNA im Gel nicht zur Anode. Je
schwécher die Bande der freien DNA, desto mehr DNA wurde komplexiert. In Abbildung
M wurde die Komplexierung bei verschiedenen Ladungsverhéltnissen +/- durchgefiihrt.
Es zeigt sich, dass die verwendete pUC19-DNA ab einem Verhéltnis +/- — 2 (Spalte 7)
vollstandig gebunden wird. Die Menge freier DNA steigt linear mit dem Gewichtsbruch an
DNA, w(DNA) (siche Abbildung [4.4D)).

Zur vollstindigen Immbobilisierung der DNA ist ein Uberschuss Polylysin-Biirste (bezo-
gen auf die Ladungen) n6tig. Bei der PVP-Biirste reicht dazu bereits eine stéchiometrischer
Ladungsmenge aus. Lineares Polylysin, das in Kapitel [4.2.2] untersucht wird, kann ebenfalls
mit nahezu stochiometrischen Mengen Ladungen die DNA vollstindig komplexieren.

Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA wurden durch Titration der DNA
zum Polykation hergestellt, wie im experimentellen Teil detailliert beschrieben wird. Die
Ergebnisse der Lichtstreumessung (R, R, und M,,, sowie R;/R;) sind in Abbildung
als Funktion des Gewichtsbruchs an DNA aufgetragen. In 5mM Phosphatpuffer liegen die
hydrodynamischen Radien im stabilen Bereich zwischen 40 und 60nm, die Tragheitsradien

im Bereich von 50 bis 70nm. In physiologischem Salzgehalt sind die Komplexe bei allen Zu-
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Abbildung 4.4: Komplexierung von pUC19-DNA mit PLL-Biirste in verschiedenen /- Verhélt-
nissen.

Zum Gelbild : Spalte DNA: reine DNA, Spalte 2: +/- = 0.37, Spalte 3: +/- = 0.73, Spalte 4:
+/- = 1.1, Spalte 5: +/- = 1.5, Spalte 6: +/- = 1.8, Spalte 7: +/- = 2.2, Spalte 8: +/- = 2.9,
Spalte 9: +/- = 5.9

In der rechten Abbildung ist die quantitative Auswertung der Intensitit der supercoiled-DNA-
Bande gegen w(DNA) und das Ladungsverhéltnis + /- aufgetragen. Der lineare Fit ist I =
-0.66 + 1.69 - w(DNA) bzw. I = 0.88 —0.45 - Ladungsverhaltnis.

sammensetzungen gréfer im Radius (Rj, = 60-80nm, R, = 70-100nm) und in der Molmasse.
Der kritische Punkt, an dem die Komplexgrofen rapide zunehmen ist in hherem Salzge-
halt leicht zu kleineren Werten von w(DNA) verschoben (w(DNA) = 0.35 bzw. w(DNA) =
0.3 fiir 5mM bzw. 150mM Salzgehalt). Das p-Verhiltnis R, /R, nimmt mit zunehmendem
w(DNA) von 1.4 auf Werte um 1.0 ab. Die Komplexe verfiigen also iiber eine kugelférmige
Gestalt und {ibernehmen nicht die wurmférmige Topologie der Biirstenpolymere. Da die
Komplexbildung kinetisch kontrolliert verlduft, ist eine solch ungeordnete Struktur auch

nicht {iberraschend.

Einzelne Komplexzusammensetzungen wurden auch iiber einen lingeren Zeitraum be-
obachtet, um sicherzustellen, dass diese Komplexe in einer moglichen Anwendung auch
langer als eine Stunde in Losung stabil sind und Aufschluss iiber Alterungsphinomene zu
erhalten. Dazu wurden die Komponenten in niedrigen Konzentrationen (¢(DNA) = 4mg/1
und ¢(PLL-Biirste) = 10mg/1) im Volumenverhéltnis 1:1 in 5mM Phosphatpuffer gemischt.
Dies entspricht w(DNA) = 0.286 bzw. +/- = 3.95. Die Komplexe haben einen hydrody-
namischen Radius von R;, = 45nm. Nach 24 Stunden sind die Komplexe nicht aggregiert

(Rp, = 46nm). Bringt man die Komplexlosung durch Zugabe geséttigter NaCl-Losung auf
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Abbildung 4.5: Komplexbildung aus Polylysinbiirste und pUC19-DNA durch Titration in unter-
schiedlichen Salzgehalten (5mM NaPO m und 150mM NaCle). Die Konzentrationen der Ausgangs-
komponenten betragen jeweils 10mg/l. Aufgetragen sind die Radien (R, und Ry,) und Molmassen
sowie das Verhéltnis Ry /Ry, der entstehenden Komplexe gegen den Gewichtsbruch an DNA in der
Lésung.

physiologischen Salzgehalt von 150mM, erh6ht sich der hydrodynamische Radius etwas auf
R;, = 54nm. Dieser Wert dndert sich auch nach 16 Stunden Inkubation bei 20°C nicht.

Fiir eine Anwendung als Transfektionsagenzien muss in Zellexperimenten die Green
Fluorescent Protein DNA (GFP-DNA) zur Komplexierung verwendet werden. Es wurden
verschiedene Verhiltnisse von Polymer zu GFP-DNA getestet, Polylysin-Biirste: GFP-DNA
= 80:40 und 120:40 (jeweils m/m). Beide Komplexe waren stabil, die Radien betragen Ry,
= 77nm und R, = 88nm fiir PLL-Biirste: GFP-DNA = 80:40 (w(DNA) = 0.333 bzw. +/-
= 4.74) bzw. R, = 89nm und R, = 107nm fiir PLL-Biirste: GFP-DNA = 120:40 (w(DNA)
= 0.25 bzw. +/- = 4.74). Die Konzentration der DNA betrug 40mg/1, das Polylysin wurde
in 80mg/1 und 120mg/1 angesetzt. Die Komplexmischungen wurden jeweils im Volumen-
verhéltnis 1:1 gemischt (siehe Tabelle |4.1)).



4.2. KOMPLEXE AUS POLYLYSIN UND DNA 57

Tabelle 4.1: Bestimmung der Komplexradien (Ry und Ry, fiir verschiedene Komplexe aus Polylysin-
Biirste und GFP-DNA. Variiert wurde das Massenverhéktnis der Komponenten m:m, der entspre-
chende Gewichtsbruch w(DNA) ist ebenfalls berechnet.

Komplex Verhdltnis mm  w(DNA) +/- R,/nm Rj,/nm
PLL-Biirste-GFP  80:40 0.33 3.16 88 7
PLL-Biirste-GFP  120:40 0.25 4.74 107 89

Einfluss der Polylysin-Konformation auf die Komplexbildung

Polylysin kann abhingig von den gewihlten Bedingungen in Losung als Knéuel vorliegen
oder eine Helix bilden. Durch Zugabe von 0.5mol Lithiumperchlorat kann die Helixbil-
dung induziert werden. Die Helix bildet sich auch in pH = 7, bei dem alle Aminogruppen
protoniert sind. Der stabilisierende Effekt der Perchlorat-Ionen iiberwiegt also gegeniiber
der Destabilisierung durch elektrostatische Abstofung [PCTBT72]. In einer Losung gleicher
Molaritat Natriumchlorid liegt lineares Polylysin als Knéuel vor. Auch die Seitenketten der
Polylysinbiirste konnen als Helix oder Knéuel vorliegen. Der Radius der Biirste verkleinert
sich bei der Helixbildung der Seitenketten, eine genaue Strukturaufklirung wird derzeit
durchgefiihrt. Der Einfluss der Konformation auf die Komplexbildung soll im folgenden
iiberpriift werden. Dazu werden die Polylysinbiirste und die DNA getrennt voneinander
in jeweils 0.5mol LiClO4 bzw. 0.5mol NaCl gel6st und dann gemischt. Die Konzentrati-
on der Ausgangskomponenten betrdgt 10mg/l. Die Radien (R, und Rj) sowie die Mol-
masse der entstehenden Partikel sind in Abbildung gegen den Gewichtsbruch DNA
aufgetragen. Zur Auswertung der statischen Lichtstreuung wurde ein Brechungsindexin-
krement von 0.18mg/1 verwendet. Wie zu erkennen, nehmen die Radien und die Molmasse
in LiClO4-Losung mit steigendem w(DNA) schneller zu als in NaCl-Lésung. In NaCl sind
die Komplexe bis zu w(DNA) = 0.4 stabil, wihrend sie in LiClO4-Lésung schon ab einem
Gewichtsbruch an DNA von 0.2 stark aggregieren. Dieses Verhalten ist damit zu erkliren,
dass helikales im Vergleich zu knduelformigem Polylysin deutlich hydrophober ist. Die He-
lix bildet sich durch Wasserstoffbriickenbildung zwischen den Ammoniumgruppen (in pH
= 7 sind die Aminogruppen des Lysins vollstdndig protoniert) und den Carbonylgruppen.
Durch die Komplexbildung mit DNA werden weitere Ladungen ausgeglichen, die Kom-
plexe sind noch hydrophober und aggregieren deutlich schneller als in NaCl-Losung der
gleichen lonenstérke. Die p-Verhéltnisse von 1 zeigen wiederum die kugelférmige Gestalt

der Komplexe.
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Abbildung 4.6: Komplexbildung aus Polylysinbiirste und pUC19-DNA. Durch die unterschiedli-
chen Salze (LiClO4 m und NaCl e) liegt das Polylysin einmal als Helix und einmal als Knéauel
vor. Die Konzentrationen der Ausgangskomponenten betragen jeweils 10mg/l. Aufgetragen sind
die Radien (R4 und Rj,) und Molmassen der Komplexmischung sowie das Verhéltnis Ry /R), gegen
den Gewichtsbruch an DNA in der Losung.

Vergleich der Herstellungsmethode: Titration vs. Kugelmischer

Um den Einfluss der Herstellungsmethode auf die Komplexe zu untersuchen, wurden die
Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA durch sequentielle Titration und im Ver-
gleich dazu mit dem Kugelmischer hergestellt. Abbildung zeigt die hydrodynamischen
Radien der Komplexe aufgetragen gegen den Gewichtsbruch an DNA. Die Radien unter-
scheiden sich nicht signifikant bei den unterschiedlich gemischten Komplexen. Wie auch
bei den PVP-Komplexen sieht man eine Verschiebung des kritischen Punktes zu groferen
Werten von w(DNA) bei Verwendung des Kugelmischers. Dies liegt an der feindispersen
Verteilung der Polymere in der Komplexmischung im Mischer. Bei der manuellen Titration

liegt lokal an der Stelle des Eintropfens ein hoher Uberschuss der zugegebenen Kompo-
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nente vor. Die Komplexe konnen hier sehr schnell wachsen, da die Polymere nur kurze
Strecken diffundieren miissen um sich an den Komplex anzulagern. Im Mischer sind beide
Komponenten gleich verteilt, die Abstinde zwischen den Teilchen sind grofser und gleich
verteilt iiber das gesamte Mischvolumen. Die Komplexe aggregieren deshalb nicht so stark

und sind bis zu groferen Werten von w(DNA) stabil in Losung.
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Abbildung 4.7: Vergleich der Komplexbildung aus Polylysinbiirste und pUC19-DNA bei Titrati-
on per Hand (m) und Mischen mit dem Kugelmischer (A ) in unterschiedlichen Molaritéten. Die
Konzentrationen der Ausgangskomponenten betragen jeweils 10mg/Il. Aufgetragen sind die hy-
drodynamischen Radien der entstehenden Komplexe gegen den Gewichtsbruch an DNA in der
Losung.

Stabilitdt der Komplexe bei Salzzugabe

Im folgenden wird die Stabilitit der PLL-Biirsten-DNA-Komplexe in unterschiedlichen
Salzgehalten untersucht. Dazu werden die in 5mM Phosphatpuffer hergestellten Komplexe
(+/- = 3.9) durch Zugabe gesittigter NaCl-Losung auf verschiedene Molaritdten gebracht.
Die Lichtstreumessungen (Abbildung zeigen, dass der hydrodynamische Radius bei
NaCl-Zugabe zunéchst stark ansteigt. Die Komplexe aggregieren bis zu Mikrometer grofien

Partikeln. Erst bei Molaritdten iiber 2mol/1 16sen sich die Aggregate wieder auf.



60 KAPITEL 4. KOMPLEXBILDUNG UND -CHARAKTERISIERUNG

1400 -
1200-.
1000-.

800-.

600

Rh/nm

400

200 [ ]

T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35
Salzkonzentration / mol/l

Abbildung 4.8: Hydrodynamischer Radius der Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA
bei Zugabe von gesittigter NaCl-Lisung.

Desweiteren wird die Komplexgrofe auch in physiologischem HBSS+++-Puffer unter-
sucht, wie er in Zellversuchen verwendet wird. Er enthilt neben anorganischen Salzen auch
Glukose. Die PLL-Biirsten-Komplexe zeigen keine signifikant verdnderten Radien, wenn
die Komplexbildung in HBSS-++-Puffer durchgefithrt wird. Bis zu w(DNA)=0.252 sind
die Komplexe stabil und haben einen hydrodynamischen Radius kleiner 60nm (siehe Abbil-
dung . Dies ist vergleichbar mit den Werten in Phosphatpuffer mit 150mM NaCl . Die
weiteren Komponenten des HBSS+-+-+-Puffers beeinflussen die Komplexbildung demnach
nicht.
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Abbildung 4.9: Hydrodynamischer Radius Ry, der Komplexe aus PLL-Biirste und pUC19-DNA in
HBSS+++-Puffer als Funktion des Gewichtsbruchs an DNA.
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Von den Komplexen aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA wurden AFM-Bilder auf
Mica unter Wasser bzw. NaCl-Losung aufgenommen. Abbildung zeigt die AFM-Bilder
(Amplitude), die im Tapping-Mode aufgenommen wurden. Phasen- und Hohenbilder, sowie
Vergroferungen befinden sich im Anhang. Die Grofsen der Komplexe dndern sich, wie mit
der Lichtstreuung gezeigt, bei Zugabe von NaCl-Losung bis zu einer Salzkonzentration von
0.5Mol deutlich. Die Komplexe aggregieren zu grofsen Agglomeraten. Bei Hinzufiigen von

2M NaCl-Losung 16sen sich die Agglomerate wieder auf.
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Abbildung 4.10: AFM-Bilder (Amplitudenbilder) der Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-
DNA (+/- = 3.9). Die Bilder wurden unter einem Fliissigkeitsfilm aus 5mM Phosphatpufler,

0.5mol NaCl bzw. 2mol NaCl aufgenommen. Phasen- und Hdéhenbilder, sowie Vergriferungen
befinden sich im Anhang.
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4.2.2 Komplexe mit linearem Polylysin

Die Komplexierung der DNA mit linearem, kommerziell erhéltlichem Polylysin der Mol-
masse M,, = 326600g/mol wurde als Vergleich zum Biirstenpolymer durchgefiihrt.
Abbildung zeigt die elektrophoretische Mobilitdt der nicht komplexierten DNA
bei verschiedenen + /- Ladungsverhiltnissen. Lineares Polylysin ist ein effektives Komple-
xierungsagens, bei stochiometrischen Mengen positiver Ladung (+/- = 1) wird fast die
gesamte DNA immobilisiert. Bei +/- = 1.5 ist keine freie DNA mehr auf dem Gel zu

erkennen.

ORI S p— e f‘“ : | —

Abbildung 4.11: Komplexierung von pUC19-DNA mit linearem PLL in verschiedenen +/- Ver-
héltnissen.

Spalte DNA: reine DNA, Spalte 2: + /- = 0.37, Spalte 3: +/- = 0.73, Spalte 4: +/- = 1.1, Spalte
5: +/- = 1.5, Spalte 6: +/- = 1.8, Spalte 7: + /- = 2.2, Spalte 8: +/- = 2.9, Spalte 9: +/- = 5.9

Vergleich der Komplexierung in 5mM Phophatpuffer und physiologischem Salz-
gehalt

Die Komplexbildung mit linearem Polylysin wird in verschiedenen Salzgehalten untersucht.
Die sequentielle Titration in der Lichtstreukiivette liefert die in Abbildung gezeigten
Werte fiir Molmasse und Radius der Komplexmischung.

Die Komplexe bleiben bis zu einem Gewichtsbruch an DNA von w(DNA)=0.4 stabil,
(dies entspricht einem Ladungsverhéltnis +/- von 2.3) mit hydrodynamischen Radien und
Tragheitsradien kleiner als 70nm. Die apparenten Molmassen steigen kontinuierlich von der

Molmasse des reinen Polylysins bis auf 9.5-107g/mol an.
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Abbildung 4.12: Komplexbildung aus linearem Polylysin und pUC19-DNA durch Titration in
unterschiedlichen Salzgehalten (5mM NaPO m und 150mM NaCl o). Aufgetragen sind die Radi-

en (Ry und Ry) und Molmassen sowie das Verhéltnis Ry/R), der Komplexmischung gegen den
Gewichtsbruch an DNA in der Losung.
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Stabilitidt der Komplexe bei Salzzugabe

Die Stabilitdt der Komplexe wird in unterschiedlichen Salzgehalten untersucht. Die Kom-
plexe werden in 5mM Phosphatpuffer hergestellt mit einem Ladungsverhéltnis von +/- =
3.9. Durch Zugabe gesittigter NaCl-Losung werden verschiedene Molaritdten eingestellt.
Lichtstreumessungen zeigen eine Zunahme des hydrodynamischen Radius bei steigender
Salzkonzentration (Abbildung [4.13). Ab 1.5mol/l NaCl sinken die Radien wieder. Dies ist
jedoch im Gegensatz zu den PVP-Komplexen nicht mit einem Auflésen der Komplexe (ver-
bunden mit Freisetzung der DNA) zu erkldren. Wie Agarose-Gelelektrophorese zeigt, liegt
auch in 2.5M NaCl-Losung keine freie, ungebundene DNA, die auf dem Gel mobil wi-
re, vor (vgl. Kapitel . Es muss sich also um einen Solvatationseffekt der sekundéren
Aggregate handeln.
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Abbildung 4.13: Hydrodynamischer Radius der Komplexe aus linearem Polylysin und pUC19-DNA
bei Zugabe gesittigter NaCl-Losung

4.2.3 Vergleich der Komplexe aus Polylysin-Biirste mit Komple-

xen aus linearem Polylysin

Wie in den Titrationsexperimenten (Abbildung und zu erkennen ist, sind die
Grofen der entstehenden Komplexe in etwa vergleichbar, unabhéngig von der Topologie der
Polylysinkette. Die Komplexe aus linearem Polylysin mit pUC19-DNA sind jedoch bis zu
hoheren Werten w(DNA) stabil als die mit biirstenformigen Polymeren. Ein Grund hierfiir

kann die bessere sterische Stabilisierung der Komplexe durch lineares PLL im Vergleich
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zu biirstenformigem PLL sein. Das flexible Knéuel des linearen Polylysins nimmt einen
groken Raum ein und verhindert so die Aggregation zweier Komplexe. Die kompakte Biirste
dagegen bietet keine sterische Abschirmung der Komplexe und erlaubt eher die Anlagerung
eines zweiten Komplexes.

Da der Abstand der chemischen Polylysinladungen zueinander 2.5A betragt, der Ab-
stand der DNA-Ladungen jedoch 3.4A, gibt es auf den Polylysin-Molekiilen unkompensier-
te positive Ladungen. Im Biirstenpolymer entsprechen die Abstinde der Ladungen in den
Seitenketten denen im linearen Polylysin, zuséitzlich sind die Seitenketten an das Riick-
grat gekoppelt und so noch dichter gepackt. Nach Hugenberg haben Biirstenpolymere eine
kleinere effektive Ladungsdichte als lineare Polymere [Hug00]. Das heift, dass bei gleichem
Gewichtsbruch an DNA in der Komplexmischung mit Biirstenpolymer weniger effektive
positive Ladungen vorhanden sind als mit dem linearen Polymer. Fiir die Komplexierung
ist nach der ersten Anndherung der Polyelektrolyte jedoch nicht die effektive, sondern die
chemische Ladungsdichte entscheidend, da es sich um einen kooperativen Prozess handelt.
Der wichtige Faktor der zur Aggregation der Komplexe bei einem kleineren Gewichtsbruch
(im Vergleich zu linearem Polylysin) fiihrt, ist die Zugénglichkeit der Ladungen. In den
Biirstenpolymeren sind nicht alle Ladungen fiir die DNA zugénglich. Vor allem im Inneren
der Biirste sind die Ladungen sterisch abgeschirmt und kénnen nur wenig zur Komplexbil-
dung beitragen.

Sowohl die Biirstenkomplexe als auch die linearen Analoga aggregieren bei Erhéhung der
Salzkonzentration deutlich. Ab einem Salzgehalt von etwa 0.5mol/1 sind die Dispersionen
nicht mehr stabil. Ab ca. 2mol/l lassen sich wieder kleinere Komplexradien messen. Dies
ist nicht auf eine elektrolytische Dissoziation der Komplexe zuriickzufiihren, wie die Frei-
setzungsexperimente in Kapitel zeigen, sondern auf eine Deaggregation sekundirer
Aggregate. Der Effekt, dass sich die Loslichkeit bei Salzzugabe erhoht, wird als ,,Einsalzen

bezeichnet.

4.2.4 Zusammenfassung

Die Komplexierung von DNA mit linearem und biirstenférmigem Polylysin wurde in ver-
schiedenen Salzkonzentrationen (NaCl und LiClO4) und mit unterschiedlichen Herstel-

lungsmethoden (sequentielle Titration und Mikromischer) untersucht.

e Lineares Polylysin komplexiert ab 50% Uberschuss positiver, chemischer Ladungen
die gesamte DNA, PLL-Biirsten zeigen das gleiche Verhalten erst ab 100% Uber-

schuss positiver, chemischer Ladungen. Die Ursache hierfiir liegt in der durch steri-
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sche Griinde geringeren Zuganglichkeit der Ladungen auf dem Biirstenpolymer und

deren wurmformigen, steifen Topologie.

e Stabile Komplexe bilden sich mit PLL-Biirste bis zu w(DNA) = 0.35 in 5mM Phos-
phatpuffer bzw. bis zu w(DNA) = 0.3 in 150mM NaCl. Je hoher der Salzgehalt umso
kleiner wird die elektrostatische Abstofung der gleichgeladenen Komplexe und umso
eher kommt es zur Aggregation. Der kritische Punkt liegt aufgrund des Ladungsmis-
matches, also dem Unterschied in der Ladungsdichte zwischen Biirste und DNA, bei
einem Uberschuss an positiven Ladungen. Mit linearem Polylysin verschiebt sich der
kritische Gewichtsbruch, an dem die Komplexgroken stark anwachsen, auf w(DNA)
= 0.4 in 5mM Phosphatpuffer bzw. w(DNA) = 0.38 in 150mM NaCl.

e Die Herstellungsmethode hat keinen Einfluss auf die Komplexgrofe.

e Zugabe von NaCl fiithrt bei beiden Lysinen zunéchst zur Aggregation, ab 2mol/1 16sen
sich die Aggregate durch Einsalzeffekte jedoch wieder auf.

e Die durch LiClO, induzierte Helixbildung der Polylysin-Seitenketten fiihrt bei der
Komplexierung der DNA mit der PLL-Biirste schon bei kleinen Werten von w(DNA)
zu einer verstirkten Aggregation. Der Grund ist die deutlich erh6hte Hydrophobizitét
des Polykations.
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4.3 Ethidiumbromid-Verdringung

Ethidiumbromid, dessen Strukturformel in Abbildung gezeigt ist, bildet mit DNA
einen stark fluoreszierenden Komplex. Dieser Effekt wurde zum ersten Mal in den 60er
Jahren des letzten Jahrhunderts von LePecq et al. beschrieben |[LP67] und beruht auf der
Interkalierung des Farbstoffs in die Doppelhelix der DNA.

LePecq unterscheidet zwei Bindungsstellen fiir Ethidiumbromid an der DNA: die Pri-
marstelle, welche die Interkalation zwischen den Basenpaaren der Doppelhelix beschreibt,
und die Sekundarstelle, an der Ethidiumbromid elektrostatisch an die Phosphatgruppen
an der DNA-Oberfliche gebunden wird. Die elektrostatische Bindung wird bei niedrigem
Salzgehalt und hohem Farbstoffiiberschuss bevorzugt [Nor92]. Im geséttigten Zustand wird
ein Ethidiumbromidmolekiil pro vier bis fiinf Basenpaare gebunden.

Laugaa et al. [LDPRS83| zeigen, dass Ethidiumbromid in
einem zweistufigen Prozess gebunden wird, zundchst kommt
es zu einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den ne-
gativ geladenen Phosphationen des DN A-Riickgrats und dem
positiv geladenen Stickstoff im Phenanthridiniumring, danach
interkaliert das Ethidiumbromid in die DNA-Helix, was zu
einer Stabilisierung des Komplexes durch hydrophobe Wech-

Abbildung  4.14: Ethidium- gelwirkungen fiihrt. Frei in Losung wird die Fluoreszenz des
bromid

Ethidiumbromids von Wasser gequencht, dabei wird ein Pro-
ton vom angeregten Singulettzustand des Ethidiumbromids
auf das Wasser iibertragen (siehe Abbildung [£.15)[PCK*91]. Nach Interkalation in die hy-
drophobe Region der Doppelhelix ist der Farbstoff gegeniiber Quenching durch das wéssrige
Losemittel geschiitzt und die Lebenszeit des angeregten Zustands wird deutlich verlédngert
(von 1.8ns in Wasser auf 23ns in der DNA-Helix) [OIK77]. Die Fluoreszenz nimmt mit stei-
gendem Salzgehalt der Losung ab. Die Bindung an sich und die Zahl der Bindungsstellen
ist unabhingig von der Salzkonzentration, hohe Molarititen erh6hen aber den Dissoziati-
onskoeffizienten |[LP67].

In der Literatur (z.B. [RHBGO00Q], [CMZP05|) wird mehrfach beschrieben, dass die ver-
stirkte Ethidumbromid-Fluoreszenz durch Zugabe von Polykationen gequencht werden
kann. Meistens wird die Abnahme der Fluoreszenz mit einer Konkurrenz um die Bindungs-
stelle an der DNA zwischen Ethidiumbromid und Polykation erklért und bei ausreichender
Bindungsstirke des Polykations erfolgt dann die Verdringung des Ethidiumbromids aus
der DNA-Doppelhelix. Diese Erklarung ist jedoch mit Vorsicht anzuwenden, da effizientes
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EH*+S E* + SH*
th
oder
EH*+ S — E + SH*

Abbildung 4.15: Mechanismus des Ethidiumbromid-Quenching durch Protonentransfer auf das
Lasemittel, EH* Grundzustand des Ethidiumbromids, EH™ angeregter Zustand des Ethidium-
bromids, E* angeregter Zustand des deprotonierten Ethidiumbromids, S: Losemittel, Zeichnung
nach Olmsted |[OIKT77]

Quenchen in verschiedenen Systemen auch nachgewiesen wurde, wenn der Kompetitor und
Ethidiumbromid gleichzeitig an die DNA gebunden waren [PCK*91], z.B. durch Elektro-
nentransfer von angeregtem Ethidiumbromid auf einen Akzeptor.

Trotzdem wird die Verdrangung von Ethidiumbromid oft als qualitative Messung der
Komplexierungseffizienz sowie der Stabilitdt von DNA-Polykation-Komplexen verwendet.
Die Methode liefert keine direkte Messung der Bindungskonstanten, sondern kann nur zum
qualitativen Vergleich verschiedener Bindungsaffinitdaten dhnlicher Polykationen nutzen.

Geall et al. [GBO0| beschreiben in ihrer Veroffentlichung mehrere Beispiele, die zeigen,
dass die Verdringung des Ethidiumbromids aus der DNA durch Polykationen oder Lipi-
de mit der Abnahme der Flexibilitdt der DNA zu tun hat. Die Bindung und Freisetzung
von Ethidiumbromid ist ein Gleichgewichtsprozess. Das Gleichgewicht verschiebt sich auf
die Seite des Ethidiumbromids in Losung, wenn die Flexibilitdt der DNA erniedrigt wird.
Anderungen der Konformation bei Kondensation der DNA erleichtern demnach ebenso die
Freisetzung von Ethidiumbromid aus der Doppelhelix. Es ist also nicht (nur) die reine An-
lagerung eines Komplexbildners verantwortlich fiir die Verdringung des Ethidumbromids
aus der DNA, sondern auch die Anderung der DNA-Konformation wihrend der Kompak-

tierung.

Im folgenden wird die Ethidiumbromid-Verdriangung zur Monitorisierung der Komplex-
bildung zwischen verschiedenen Polykationen und pUC19-DNA sowie Fischsperma-DNA
verwendet. Zunéchst wird der Verlauf der Fluoreszenzintensitit bei steigendem Ladungs-
verhéltnis + /- in 5mM Phosphatpuffer untersucht (Abschnitt [£.3.1), dann wird NaCl zu
den Komplexlosungen zugegeben (Abschnitt [£.3.2)). Dies kann, wie in den Freisetzungs-
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experimenten (Kapitel gezeigt, zu einem Auflésen der Komplexe fiihren. Im letzten
Abschnitt (Abschnitt wird die Komplexbildung selbst in Lésungen unterschiedli-
cher Molaritdat durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitit des Ethidiumbromids nach der
Komplexbildung gemessen. Die Werte werden mit den Ergebnissen der Lichtstreumessun-
gen (Tragheitsradien, hydrodynamische Radien und apparente Molmassen) und mit der

Analyse durch Agarose-Gelelektrophorese verglichen.

4.3.1 Komplexbildung mit verschiedenen Polykationen

Abbildung zeigt den Ethidiumbromid-Verdrangungsversuch fiir verschiedene Polymere
(PVP-Biirste, PLL-Biirste, lineares PLL) und pUC19-DNA in 5mM Natriumphosphatpuf-

fer. Aufgetragen ist die relative Intensitit der Fluoreszenz

[rel = ([ - [EtBr)/([DNA _[EtBr)

gegen das Verhéltnis von positiven zu negativen Ladungen, +/-.

1.2 5
1.0 iLn

0.8 o

0.6 n

0.4 1

Relative Intensitat

0.2 1

o7
00 05 1.0 15 20 25 30 35 40 45

+/- Ladungsverhaltnis

Abbildung 4.16: Ethidiumbromid-Verdringung an Komplexen aus pUC19-DNA und verschiedenen
Polykationen in 5mM Natriumphosphatpuffer: m PVP-Biirste, ¢ PLL-Biirste, Alineares PLL.

Die gemessene Fluoreszenz nimmt bei grokem Uberschuss DNA den Wert der reinen
DNA an. Bei Erhohen des Ladungsverhéltnisses + /- von 0 auf 2, kommt es zu einem steilen

Abfall der Fluoreszenz fiir alle Polykationen bei einem Ladungsverhéltnis +/- von 1.5 bis
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Abbildung 4.17: Intensitdt der Ethidiumbromidfluoreszenz als Maf fiir die Freisetzung der DNA
durch NaCl-Zugabe m PVP-Biirste, ¢ PLL-Biirste, Alineares PLL.

1.7. Die Bindungsaffinitdt der Polykationen ist also stark genug um Ethidiumbromid zu
verdrangen. Die Fluoreszenz erreicht dann ein Plateau bei ca. 5 bis 10% der urspriingli-
chen Intensitét. Dieser Anteil an Ethidiumbromid kann nicht verdriangt werden. Es sind im
Kurvenverlauf keine signifikanten Unterschiede zwischen Biirstenpolymeren und linearen
Polykationen bzw. zwischen verschiedenen Polymeren (PVP und PLL) zu erkennen. Fiir
die Ethidiumbromidverdrangung scheint es nicht relevant zu sein, wie die Ladungen be-
schaffen sind, ob es permanente positive Ladungen wie im Polyvinylpyridinium sind oder
protonierte Ammoniumgruppen wie im Lysin bzw. wie stark die Gegenionen kondensiert
sind. Auch die Erreichbarkeit der Ladungen, enggepackt wie in den Biirstenpolymeren oder
flexibel wie auf dem linearen Polylysin, spielt keine signifikante Rolle bei der Verdringung
des Ethidiumbromids aus der DNA-Helix. Entscheidend ist alleine das Verhéltnis der che-

mischen positiven und negativen Ladungen in der Komplexmischung.

4.3.2 Freisetzung der DNA durch NaCl-Zugabe

Komplexe aus PVP-Biirste, PLL-Biirste sowie linearem PLL und pUC19-DNA wurden im
Ladungsverhéltnis +/- = 2.7 in 5mM Phosphatpuffer hergestellt und nach 15min Inkuba-
tionszeit mit verschieden konzentrierten NaCl-Losungen versetzt. Die finalen Salzgehalte
betrugen zwischen 5mM und 1M Salz. Die NaCl-Zugabe bewirkt eine Erh6hung der Ethi-
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diumbromidfiuoreszenz (Abbildung [4.17), das heift die Komplexierungstendenz der DNA
mit dem Polykation wird verringert und Ethidiumbromid kann in die DNA-Helix interka-
lieren. Die Komplexe aus PVP-Biirste und pUC19-DNA sind am labilsten gegeniiber Salz,
in 0.3molarer Losung sind 80% der DNA-Molekiile ganz oder teilweise aus dem Komplex
gelost. 1 molare NaCl-Losung bewirkt eine véllige Dekomplexierung, vergleiche hierzu auch
Kapitel Die Komplexe mit anderen Polykationen sind stabiler. Selbst in 1 molarer
NaCl-Losung ist nur ungefihr 50% der DNA fiir Ethidiumbromid zugénglich. Dass dies
keine vollig freie DNA ist, beweisen die Gelbilder in Kapitel [5.1.2] Im direkten Vergleich
der PLL-Biirste mit linearem Polylysin scheinen die Komplexe mit dem Biirstenpolymer

etwas stabiler zu sein, im Rahmen des Fehlers ist dieser Unterschied aber nicht signifikant.

4.3.3 Komplexbildung in Losungen mit unterschiedlichem Salzge-
halt

Zur Komplexbildung bei unterschiedlichem Salzgehalt in der Losung wurden die pUC19-
DNA-Losungen und die Polymerlésungen getrennt in verschiedenen Molaritéten angesetzt.
Zu den Details der Durchfiihrung ist auf den experimentellen Teil zu verweisen. Es wurden
jeweils Duplikate angefertigt und der Mittelwert mit Fehler aufgetragen.

In Abbildung ist die Komplexierung von PLL-Biirste mit pUC19 in verschiedenen
Molaritéten (5mM Natriumphosphatpuffer, 0.5mol NaCl und 1mol NaCl) gezeigt. Links
ist jeweils die relative Fluoreszenzintensitit aufgetragen gegen das Ladungsverhaltnis + /-.
Wie zu erkennen, nimmt die Fluoreszenz mit steigendem -+ /- ab und erreicht ein Plateau
bei +/- = 2. Dieses liegt in 5mM Phosphatpuffer knapp iiber 0, bei hoherem Salz steigt
die Fluoreszenzintensitit im Plateau auf 0.4 der Kontrolle. Je hoher also die Molaritit der
Losungen, desto weniger stark wird die Komplexbildung zwischen Polykation und DNA
favorisiert. Bei hoher Molaritdt der Losung ist der Entropiegewinn durch die Freisetzung
der Gegenionen bei der Komplexbildung nicht mehr so ausschlaggebend und die Ladungen
auf den Polyelektrolyten werden durch die vielen Gegenionen besser abgeschirmt. Das zeigt

sich in der hohen Fluoreszenzintensitit auch bei grokem Uberschuss an Polykation.

Vergleich mit Lichtstreumessungen und Gelelektrophorese

Um zu iiberpriifen, ob wirklich Komplexe gebildet wurden oder die Homopolymere neben-
einander vorliegen, wurden Lichtstreumessungen der Komplexe bei ausgewihlten Werten

des Ladungsverhiltnisses gemacht: +/- = 0.5, 1, 2 und 4. Dies entspricht bei Polylysin-
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Abbildung 4.18: Komplexbildung aus Polylysin-Biirste und pUC19 in verschiedenen Molaritéiten.

Links ist jeweils die Fluoreszenzintensitit in Abhédngigkeit des Ladungsverhiltnisses aufgetragen,

rechts werden die Ergebnisse der Lichtstreumessungen gezeigt wobei auf der linken Achse m hy-

drodynamischer Radius Ry, und e Trégheitsradius Ry aufgetragen sind und auf der rechten Achse
die apparente Molmasse M,,.
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Abbildung 4.19: Gelelektrophorese der Komplexmischungen aus Polylysin-Biirste und pUC19-
DNA in veschiedenen Molaritidten. Es wurden die Lisungen aus den Lichtstreumessungen ver-
wendet. Spalte 2: + /- = 0.5, Spalte 3: +/- = 1, Spalte 4: + /- = 2, Spalte 5: +/- = 4

Komplexen den Gewichtsbriichen an DNA w(DNA) = 0.759, 0.612, 0.441 und 0.283. Ge-
messen wurde neben hydrodynamischem und Tragheitsradius auch die apparente Mol-
masse. Als Brechungsindexinkrement wurde 0.18ml/g verwendet. Die griine Linie, die die
Molmassenwerte der Einzelkomponenten verbindet, wére der zu erwartende Verlauf, wenn
eine Homopolymermischung vorliegt, ohne Komplexbildung, da die Intensititen lediglich
additiv sind. Wie zu erkennen, liegen die gemessenen Massen alle oberhalb dieser Linie,
weshalb von einer Komplexbildung ausgegangen werden kann. Die relative Fluoreszenzin-
tensitit ist also nur bedingt ein Maf fiir die Komplexbildung. Auch wenn noch 40% der
Kontrollintensitit gemessen werden, heift das nicht, dass 40% der DNA-Molekiile unkom-
plexiert sind. Um festzustellen, ob in hohem Salz auch bei + /- Werten von 2 und hoher
noch freie, unkomplexierte DNA vorliegt, wurden die gleichen Proben in der Gelelektro-
phorese untersucht (siehe Abbildung. Wie man sieht, ist ab einem Ladungsverhiltnis
von + /- =2 und hoher keine freie DNA mehr auf dem Gel mobil. Die hohe Fluoreszenz, die
detektiert wird, kommt also nicht von vollig unkomplexierter DNA, sondern von Schlau-
fen und Enden der DNA, die nicht vollstiandig von Polylysin komplexiert wurde und noch
Stellen hat, die fiir Ethidiumbromid zugénglich sind.

Die gleichen Experimente wurden auch mit der PVP-Biirste und pUC19-DNA (Abbil-
dung sowie linearem Polylysin und pUC19-DNA durchgefiihrt (Abbildung [4.21). Die
Ergebnisse sind prinzipiell vergleichbar mit denen der Polylysinbiirsten-Komplexe: Je ho-
her die Molaritiit der Losung, desto hoher die Fluoreszenzintensitiit auch bei grofem Uber-

schuss an Polykation. Die relative Fluoreszenzintensitit der PVP-DNA-Komplexe sinkt in
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Abbildung 4.20: Komplexbildung mit PVP-Biirste und pUC19-DNA in verschiedenen Molaritéten.
Links ist jeweils die Fluoreszenzintensitit in Abhdngigkeit des Ladungsverhéltnisses aufgetragen,
rechts werden die Ergebnisse der Lichtstreumessungen gezeigt wobei auf der linken Achse m hy-
drodynamischer Radius Ry, und e Trégheitsradius R, aufgetragen sind und auf der rechten Achse

die apparente Molmasse M,,.
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0.5mol NaCl nicht unter 80% der Referenz. Wie die Lichtstreudaten zeigen, werden aber
grofe Komplexe mit Radien bis zu 400nm gebildet. Die Agarosegelelektrophorese (Ab-
bildung zeigt keine freie DNA bei Ladungsverhéltnissen grofer +/- = 1. Auch mit
linearem Polylysin bleibt die Fluoreszenzintensitét in 1mol NaCl auf hohen Werten (70%
der Referenzintensitét), obwohl Komplexe gebildet werden. Auch auf dem Agarosegel (Ab-
bildung sieht man keine freie, unkomplexierte DNA mehr bei Ladungsverhéiltnissen
iber 4/- = 1.

4.3.4 Verwendung von Fischsperma-DNA zur Komplexbildung

Die gleichen Experimente wurden statt mit zirkuldrer Plasmid-DNA (pUC19) auch mit
linearer Fischsperma-DNA durchgefiihrt. Abbildung zeigt die Versuche in 5mM Phos-
phatpuffer fiir die verschiedenen Polykationen und Fischsperma-DNA bzw. pUC19-DNA
im Vergleich. Normiert wurde auf die Intensitit der reinen DNA mit Ethidiumbromid, als
Hintergrund wurde die Ethidiumbromid-Fluoreszenz in 5mM Phosphatpuffer abgezogen.
Es ist kein Unterschied zwischen den verschiedenen Polykationen zu erkennen. Mit
der Fischsperma-DNA wird der Bereich der vollstindigen Komplexierung im Vergleich zu
pUC19-Komplexen zu kleineren + /- Verhiltnissen verschoben. Das heift, dass pro Poly-
kation mehr DNA-Wiederholungseinheiten gebunden werden. Die lineare Fischsperma-
DNA ist flexibler als die supercoiled pUC19-DNA. Sie kann sich deshalb besser an die
Polymere anlagern. Die Topologie der Polymere hat im Vergleich zur Flexibilitdt der DNA

keinen Einfluss auf die Ethidiumbromidverdriangung.

4.3.5 Diskussion

Die Ethidiumbromid-Verdrangungsversuche liefern in 5mM Phosphatpuffer gute Ergeb-
nisse zur Komplexierung der DNA mit verschiedenen Polykationen. Eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitiat kann durch Komplexbildung erkliart werden. Die Fluoreszenz wird
bei grofsem Polykationiiberschuss fast vollstindig gequencht. Anders verhélt es sich bei
hohen Salzkonzentrationen in der Losung. Die Fluoreszenzintensitit nimmt dann auch bei
grokem Polymeriiberschuss weniger stark ab, sie betrigt teilweise noch bis zu 80% der Re-
ferenzintensitdat unkomplexierter DNA mit interkaliertem Ethidiumbromid. Lichtstreuung
und Gelelektrophorese zeigen jedoch, dass auch in hohen Salzkonzentrationen Komplexe ge-
bildet werden und die DNA nicht mehr frei als Einzelmolekiil in Lésung vorliegt. Hier muss

unterschieden werden zwischen Komplexbildung auf molekularer Ebene (also zwischen dem



4.3. ETHIDIUMBROMID-VERDRANGUNG 77

- 414
T 1.2 140+ =
= q12
S 104 =" 120+
2 410 ~
£ " i (] o
S sl . g 100 1 S
% < 80 = *

] ~ T j—
& 0.6 ..} ” {6 ©
o 2 60 £
s ] ] =
S 0.4 g {2 ©
s 0. ] ° -
2 o 404 4 N N , 32
9 0.24 204 o =
= nE n [ ] 40
3 004 =t ol : : : : :
4 r r T T T 0.0 02 04 06 0.8 1.0

0 1 2 3 4 w(DNA)
g Ladungs-
Ladungsverhaltnis +/- verhiltnis +/- 632 237 105 039

Komplexbildung mit linearem PLL und pUC19-DNA in 5mM Natriumphosphatpuffer

™ 1.2 4007 ° 1300
2 3507 250
g 109 %, 300 ° S
£ £ 0] 4200
g 0.8 4 s 250 - *
F 3 ~ i | | i o
N ol i 5, 200 ° 150 2
o BN = 150 - 100 @
9] RIS N S NN g ] -
3 041 100+ 2
@ e ]
i = {50 =
° 501 4 °
> 0.2 0 H 1o
E T T T T T T
ey : : : : 00 02 04 06 08 10
0 1 2 3 4 w(DNA)
L Ladungs-
Ladungsverhaltnis +/- verhéltnis +/- 6.32 237 105 039
Komplexbildung mit linearem PLL und pUC19-DNA in 0.5mol NaCl
T 12 1000+ ° 10000
2] -
< j Y
% Lo v T, ¥ - 8004 1000,\
= = b 4
N 0.8 M 5 £ 100 9
5 v vos £ 600 ;
Q ~ ° 10 —_
8 0.6 g [e)
g = 4001 . n 1 E
S 0.4 G ° . >
(T o 01
200+ =
2 024 s ej001 =
- 1e
& 004 01, . . . . —1E3
4 r r . ' ' 00 02 04 06 08 1.0
0 1 2 3 4 W(DNA)
e Ladungs-
Ladungsverhéltnis +/- verhaltnis +/- 632 237 105 0.39

Komplexbildung mit linearem PLL und pUC19-DNA in 1mol NaCl

Abbildung 4.21: Komplexbildung mit linearem PLL und pUC19-DNA in verschiedenen Molarité-
ten. Links ist jeweils die Fluoreszenzintensitdt in Abhdngigkeit des Ladungsverhéiltnisses aufge-
tragen, rechts werden die Ergebnisse der Lichtstreumessungen gezeigt wobei auf der linken Achse
m hydrodynamischer Radius Ry, und e Tréigheitsradius R, aufgetragen sind und auf der rechten
Achse m die apparente Molmasse M,,.
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(a) 5bmM NaPO (b) 0.5mol NaCl

Abbildung 4.22: Gelelektrophorese der Komplexmischungen aus PVP-Biirste und pUC19-DNA
in veschiedenen Molaritédten. Es wurden die Lisungen aus den Lichtstreumessungen verwendet.
Spalte 2: 4 /- = 0.5, Spalte 3: +/- = 1, Spalte 4: +/- = 2, Spalte 5: +/- = 4

(a) 5bmM NaPO (b) 0.5mol NaCl (¢) 1mol Nacl

Abbildung 4.23: Gelelektrophorese der Komplexmischungen aus linearem Polylysin und pUC19-
DNA in veschiedenen Molarititen. Es wurden die Losungen aus den Lichtstreumessungen verwen-
det. Spalte 2: +/- = 0.5, Spalte 3: +/- = 1, Spalte 4: +/- = 2, Spalte 5: +/- = 4
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Abbildung 4.24: Komplexbildung mit Fischsperma-DNA (rote Symbole) und pUC19-DNA
(schwarze Symbole) im Vergleich. m m PVP-Biirste, e o PLL-Biirste, A A lineares PLL. Alle
Experimente wurden in 5mM Phosphatpuffer durchgefiihrt.

ganzen DNA-Molekiil mit einem oder mehreren Polykationen) und der Komplexierung ein-
zelner Phosphatgruppen an der DNA bzw. kurzer Segmente der DNA durch positive La-
dungstriager (Ammonium im Polylysin bzw. Pyridiniumionen im PVP) des Polykations.
In der Lichtstreuung beobachtet man die molekulare Komplexbildung: Durch die Zunah-
me des Radius bzw. der Molmasse in der Komplexlésung kann eine Bindung der DNA an
Polykationen nachgewiesen werden. Die Lichtstreuung lasst jedoch keine Aussage iiber die
Zahl der Bindungsstellen im beobachteten Komplex zu. Man kann nicht unterscheiden, ob
die DNA lediglich iiber eine einzelne ionische Wechselwirkung an das Polykation gebunden
ist oder iiber sehr viele Bindungen. Die Molmasse des Komplexes dndert sich nicht signifi-
kant, wenn mehr Bindungen zwischen zwei Molekiilen gebildet werden, wichtig ist nur, dass
sie verbunden sind. Im Gegensatz dazu kann man mit Hilfe der Ethidiumbromidverdran-
gung eine Aussage iiber die Zahl der komplexierten Phosphatreste an der DNA machen.
Je mehr Phosphate von einer Ladung des Polykations neutralisiert werden, desto mehr
Ethidiumbromid wird aus der Helix verdringt. Alternativ kann man sagen, je hoher die
Ethidiumbromidfluoreszenz, desto mehr unkomplexierte Phosphatreste liegen an der DNA
vor. Dabei kann nicht unterschieden werden, ob ein DNA-Molekiil véllig unkomplexiert

bleibt und ein anderes vollstindig komplexiert wird oder ob an beiden DNA-Molekiilen
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jeweils die Hélfte der Phosphate komplexiert wurden. Die Ethidiumbromidfluoreszenz be-
weist lediglich, dass es fiir Ethidiumbromid zugéngliche Stellen an der DNA gibt. Die DNA
kann aber durchaus an einer anderen Stelle nur partiell an ein Polykation gebunden sein.

Vorhersagen fiir Komplexbildung auf molekularer Ebene sind also mit Hilfe der Ethi-

diumbromidverdrangung nur in Losungen niedriger Salzkonzentration moglich.

4.3.6 Zusammenfassung

Ethidiumbromid fluoresziert bei Interkalation in die DNA-Helix. Komplexierung der DNA

kann das FEthidiumbromid verdriangen und so das Fluoreszenzverhalten dndern.

e In 5mM Phosphatpuffer ist die Verdringung von Ethidiumbromid und die damit

verbundene Abnahme der Fluoreszenz ein gutes Maf fiir die Komplexierungseffizienz.

e In hohen Salzkonzentrationen ist die Ethidiumbromid-Verdrangung ungeeignet zur
Bestimmung der Komplexbildung, da auch bei grokem Uberschuss Polykation eine

hohe Fluoreszenz detektiert wird.

e Ethidiumbromidverdringung detektiert Bindungsstellen der DNA, jedoch nicht die

molekulare Komplexbildung, wie z.B. Lichtstreuung.



Kapitel 5
Komplexeigenschaften

Dieses Kapitel beschreibt die Eigenschaften der gebildeten Polykation-DNA-Komplexe. Ein
Hauptaugenmerk liegt auf der Stabilitdt der Komplexe gegeniiber verschiedenen Kompe-
titoren, siehe Abschnitt Der Einfluss anderer, natiirlich vorkommender Polyanionen
auf die Komplexe sowie ihr Verhalten in Losungen unterschiedlicher Molaritdt und pH-
Werte wird ausfiihrlich untersucht. Ein weiterer Punkt ist der Test der Schutzfunktion der
Polykationhiille gegeniiber DNase-Degradation (Abschnitt .

5.1 Freisetzungsexperimente

Sollen die DNA-Komplexe zur Gentransfektion eingesetzt werden, ist es wichtig, ihre Sta-
bilitdt zu kennen. In der Zelle gibt es verschiedene Polyanionen, die in Konkurrenz zur
Komplexierung der DNA treten. Dies sind zum Beispiel andere DNA-Molekiile, RNA oder
Proteine. Eine friithe Freisetzung der DNA kann zu ihrer Degradation fithren. Wenn die
Komplex-Wechselwirkung jedoch zu stark ist, und die DNA-Freisetzung deshalb zu spét
oder nur unvollsténdig erfolgt, wird die Transfektionseffizienz méglicherweise herabgesetzt.
Bisher ist unklar, ob die Dissoziation der Komplexe nétig ist, um eine erfolgreichen Trans-
fektion zu erhalten. Der Befund, dass intakte PEI-DNA-Polyplexe im Zellkern gefunden
wurden [BMK*02|, deutet an, dass es nicht notwendig ist die DNA vor Aufnahme in den
Zellkern vollsténdig vom Polykation zu trennen. Godbey et al. konnten durch unterschied-
lich fluoreszenzmarkierte PEI und DNA beweisen, dass der Komplex als ganzes in den
Zellkern eintritt. Es tritt zwar eine Auflésung der Komplexe im Cytoplasma auf, im Zell-
kern ist jedoch hauptsichlich die iiberlagerte Fluoreszenz von PEI und DNA zu sehen
[GWM99]. Schaffer et al. zeigen in ihrer Arbeit jedoch, dass Polylysine htherer Molmasse

81
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(180 Wiederholungseinheiten) linger an der DNA gebunden sind und die Transfektion so
im Vergleich zu Komplexen mit kiirzerem Polylysin (19 Wiederholungseinheiten) behindert
ist [SEDLO0].

Im folgenden wird die Stabilitit der Polykation-DNA-Komplexe bei Einwirkung anderer
(Poly-)Ionen untersucht (vgl. [BBS*06] [Mor01]). Dazu werden Komplexe mit verschiede-
nen Kompetitoren versetzt und die Losung danach auf 1% Agarosegelen untersucht. Die
verwendeten Komplexe werden mit einem Uberschuss Polykation hergestellt, sodass die
DNA vollstdndig gebunden ist. Freie DNA lduft in der Gelelektrophorese zur Anode. Kom-
plexe dagegen zeigen keine Komponente, die im Gel mobil ist. Ist der Kompetitor in der
Lage, die DNA aus dem Komplex zu verdringen, siecht man die freigesetzte DNA im Gel
wandern. Die Intensitdt der Bande dient als Maf fiir die Menge freigesetzter DNA. Zur
Abschétzung der Freisetzungseffizienz wird als Standard jeweils eine Probe unbehandelte
pUC19-DNA auf das Gel aufgetragen. Deren Menge enstpricht genau der mit Polykation
pro Spalte komplexierten DNA. Wenn also die gesamte DNA aus dem Komplex freigesetzt
wird, muss die Intensitidt der Bande der der reinen DNA entsprechen.

Zur Freisetzung wird der pH-Wert und die Salzkonzentration durch Zugabe von NaCl
variiert. Weiterhin werden verschiedene Polyanionen als Kompetitoren ausgewéhlt: das
Polysaccharid Heparin als Modellpolyanion, RNA als in der Zelle vorkommendes Polyanion
und das globulire negativ geladene Protein Rinderserumalbumin (BSA). Heparin gehort
zur Stoftklasse der Glykosaminoglykane, die in der extrazelluliren Matrix und an der Zell-
oberfliche vorkommen.

Im folgenden werden die Freisetzungsversuche anhand der Agarosegelbilder mit ver-
schiedenen Polymeren und Kompetitoren gezeigt. Die Spalte K bezeichnet jeweils den
Komplex alleine, in der Spalte DNA ist die reine pUC19-DNA aufgetragen in genau der
Konzentration, die auch pro Spalte im Komplex enthalten ist. Die Komplexe werden bei
w(DNA) = 0.29 hergestellt, dies entspricht einem Ladungsverhéltnis +/- = 2.7 fiir PVP-
Komplexe und +/- = 3.9 fiir Polylysin-Komplexe. Am Ende des Kapitels sind die Ergeb-
nisse in Tabelle [5.4] zusammengefasst.

5.1.1 Heparin als Kompetitor

In Abbildung[5.1]sind die Freisetzungsexperimente mit Heparin als Kompetitor gezeigt. He-
parin ist ein Polysaccharid, das bei pH = 7 pro Saccharid-Wiederholungseinheit (281g/mol)
1.43 negative Ladungen triagt [HSH*85|. Es wurden verschiedene Komplexe aus PVP-
Biirste, PLL-Biirste und linearem PLL mit pUC19-DNA untersucht. Wie in Abbildung[5.1a]
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Abbildung 5.1: Freisetzungsexperimente an verschiedenen puC19-DNA-Komplexen mit Heparin
als Kompetitor. Den Komplexen wurden jeweils verschiedene Mengen Heparin zugefiigt.

Fiir PVP und lineares Polylysin gilt die Spaltenbeschriftung als Endkonzentration in
der Komplexlisung: Spalte 2: 15g/1 Heparin, Spalte 3: 1.5g/1 Heparin, Spalte 4: 0.15g/1 Heparin,
Spalte 5: 0.015g/1 Heparin.

Fiir Abbildung[5.1H ist die Endkonzentration Heparin in der Komplexlosung folgendermafen ange-
geben: Spalte 2: 5g/1 Heparin, Spalte 3: 1.5g/1 Heparin, Spalte 4: 0.5g/1 Heparin, Spalte 5: 0.15g/1
Heparin, Spalte 6: 0.05g/1 Heparin, Spalte 7: 0.015g/1 Heparin, Spalte 8: 0.005g/1 Heparin.

K: Komplex

zu sehen ist, ist die Freisetzung aus PVP-Komplexen umso starker, je mehr Heparin zuge-
setzt wird. Bei einer Endkonzentration von 15g/1 Heparin werden ungeféhr 2/3 der gesam-
ten DNA aus den Komplexen gelost. Das Ladungsverhéltnis der negativen Heparinladungen
zu den DNA-Ladungen betriigt bei dieser Heparinkonzentration Ladungpeparin/Ladungpy a
— 252. Heparin wird also in grokem Uberschuss eingesetzt. Vergleicht man die Fluores-
zenzintensititen der Banden in Abbildung und setzt die Bande der reinen DNA auf
100%, erhélt man die relative Menge freigesetzter DNA. Tabelle zeigt die freigesetzte
Menge DNA aus den PVP-Kompexen fiir die verschiedenen Heparin-Konzentrationen. Mit
einer finalen Konzentration von 1.5g/1 Heparin, lassen sich 66% der DNA aus dem Komplex
16sen. Dies entspricht auch gleichzeitig dem Maximum, denn selbst bei Verzehnfachung der
Heparinmenge, wird nicht deutlich mehr DNA aus dem Komplex gelst. Schon mit 0.15g/1
Heparin, dies entspricht 2.5 negativen Heparinladungen pro DNA-Ladung, wird fast die
Hilfte der komplexierten DNA freigesetzt. Lichtstreumessungen bestétigen die instantane

Komplexbildung zwischen PVP und Heparin.
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Tabelle 5.1: Menge durch Heparin freigesetzte DNA aus PVP-Komplexen

Fliche (PVP-Komplexe) % freie DNA

15g/1 Heparin 3655 68
1.5g/1 Heparin 3589 66
0.15g/1 Heparin 2554 47
0.015g/1 Heparin 775 14
Komplex 275 5
reine DNA 5413 100

Fiir die PLL-Biirste wird ein dhnliches Verhalten beobachtet, die Menge freigesetzter
DNA steigt mit der Heparinkonzentration (Abbildung [5.1b)). Eine quantitative Auswer-
tung der Fluoreszenzintensitit ist bei den PLL-Biirsten-Komplexen nicht mdéglich, da die
DNA-Bande iiberladen ist und deshalb die Konzentration nicht genau bestimmt werden
kann. Deutlich zu erkennen ist allerdings, dass mit 0.05g/1 Heparin keine Freisetzung der
DNA erfolgt, dies entspricht 0.8 negativen Heparinladungen pro DNA-Ladung. Es sind
also mindestens dquimolare Mengen negativer Ladung erforderlich um DNA aus den PLL-
Biirsten-Komplexen freizusetzen. Im Gegensatz zu den beiden Biirstenkomplexen werden
die Komplexe mit linearem Polylysin im untersuchten Konzentrationsbereich nicht durch
Heparin aufgeldst. Bei den hochsten Heparinkonzentrationen (15g/1 und 1.5g/1) ist ledig-
lich ein leichtes Schmieren von den Taschen nach unten zu erkennen, es wird jedoch keine
freie DNA detektiert.

Fiir die PVP-Komplexe wurde zusétzlich noch untersucht, ob sich das Freisetzungsver-
halten altersbedingt dndert oder durch die Inkubationszeit mit Heparin beeinflusst werden
kann (Abbildung . Bei einer Variation der Inkubationszeit mit Heparin zwischen 1
Stunde und 24 Stunden ist kein signifikanter Unterschied in der Menge freier DNA zu
erkennen. Wie auf dem Gel zu sehen, unterscheiden sich die Intensititen der DNA-
Banden nicht voneinander. Beim Vergleich der Spalten 2 mit den Spalten 4 in Gel [5.2bJund
ist zu erkennen, dass die Heparinkonzentration einen wesentlich groferen Einfluss auf
das Release-Verhalten als die Inkubationszeit. Das Alter der Komplexe vor der Heparin-
zugabe spielt ebenfalls keine Rolle bei der Freisetzung mit Heparin. Untersucht wurde ein
Zeitbereich von 15min bis 24 Stunden. Die Komplexe prazipitieren zwar eher, je élter sie
sind, aber es kann mit 15g/1 Heparin trotzdem die gleiche Menge DNA freigesetzt werden

wie bei frisch hergestellten Komplexen.



5.1. FREISETZUNGSEXPERIMENTE 85

) s
et Lot | anlfbeed e i , \ b b b

24 Std | 15Std || 1 Std

Tt 5t D B 5T ©W T B S «
DB H S L HBH B B B EZ
= SO 0o~ © N N o O
| 2|12 3 42 3 42 3 4
M— s b [a]
:—HH-—‘ h
< “wi
e 3 4 50 K - -—
=) (L e i Buwwwww

(a) PVP-Biirste mit (b) Variation der Inkuba-  (c) Variation des Komplexalters
Heparin tionszeit mit Heparin

Abbildung 5.2: Freisetzungsexperimente an PVP-pUC19-Komplexen mit Heparin. In Abbildung
wurde die finale Heparinkonzentration variiert von 15g/1 (Spalte 2), 1.5g/1 (Spalte 3), 0.15g/1
(Spalte 4) bis 0.015g/1 (Spalte 5).

In der mittleren Abbildung wurden die Komplexe zusétzlich unterschiedlich lang (1 Stunde bis 24
Stunden) mit Heparin inkubiert. Die Spaltenbeschriftungen 2, 3 und 4 entsprechen den Werten in

Abbildung [5.24,
In Abbildung[5.2d wurde der Einfluss des Komplexalters auf die Freisetzung von DNA untersucht.

Die Komplexe wurden zwischen 24 Stunden und 15min vor der Heparinzugabe hergestellt. Die
Inkubationszeit mit 15g/1 Heparin betrug konstant 45min.

Zusammenfassung Heparin ist ein guter Kompetitor fiir DNA-Komplexe mit PVP-
bzw. PLL-Biirsten. Eine erhohte Freisetzung der DNA wird beobachtet, je hoher die He-
parinkonzentration ist. Um signifikante Mengen DNA aus den Komplexen freizusetzen,
werden fiir PVP-Komplexe 0.15g/1 Heparin benotigt. In dieser Losung sind 2.5 Heparin-
ladungen pro DNA-Ladung. Fiir PLL-Biirsten-Komplexe wird eine Heparinkonzentration
von 0.5g/1 benotigt. Dies entspricht dem 8fachen der DNA-Ladung. Komplexe aus linearem
Polylysin konnen mit Heparin nicht aufgelost werden. Heparin hat also eine hohe Affinitét
zu PVP, fiir Polylysin ist die Affinitdt deutlich vermindert, die Biirste zeigt in grofem
Uberschuss Heparin noch einen Austausch der DNA gegen Heparin, lineares Polylysin ist
so fest an die DNA gebunden, dass Heparin keinen Einfluss auf die Komplexzusammenset-
zung hat. Im Falle der PVP-Komplexe hat das Alter der Komplexe und die Inkubationszeit

mit Heparin keinen Einfluss auf das Ausmafs der DNA-Freisetzung.

5.1.2 NaCl als Kompetitor

Durch Zugabe von Salzen werden die Ladungen auf Polyelektrolyten abgeschirmt. Die

effektive Ladung nimmt somit ab, die Wechselwirkung zwischen den entgegengesetzt gela-
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denen Polyelektrolyten wird kleiner und ein Rearrangieren der Komplexe wird erleichtert.
Prinzipiell sollte es bei ausreichend hohen Salzkonzentrationen mdoglich sein, die Komple-
xe wieder aufzulésen. Ab einer bestimmten Salzkonzentration kénnen Polymere und DNA

auch aussalzen.
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Abbildung 5.3: Freisetzungsexperimente an verschiedenen Komplexen mit pUC19-DNA. Als Kom-
petitor wurde NaCl verwendet.

Abbildung [5.3a) DNA 100: pUC19-DNA 100mg/1, DNA 10: pUC19-DNA 10mg/1, K: Komplex,
Spalte 2: 0.50mol/I NaCl, Spalte 3: 0.52mol/l NaCl, Spalte 4: 0.54mol/I NaCl, Spalte 5: 0.56mol/l
NaCl, Spalte 6: 0.58mol/l NaCl, Spalte 7: 0.60mol/l NaCl, Spalte 8: 0.62mol/l NaCl, Spalte 9:
0.64mol/l NaCl, Spalte 10: 0.66mol/l NaCl, Spalte 11: 0.68mol/l NaCl, Spalte 12: 0.70mol/l NaCl;
Abbildung [5.3b} Spalte 2: 2mol NaCl, Spalte 3: 1mol NaCl, Spalte 4: 0.5mol NaCl, Spalte 5:
0.33mol NaCl, Spalte 6: 0.15mol NaCl;

Abbildung [5.3d; Spalte 2: 0.15mol NaCl, Spalte 3: 0.5mol NaCl, Spalte 4: 1mol NaCl, Spalte 5:
1.5mol NaCl

Die Untersuchung der Komplexe bei verschiedenen Salzgehalten zeigt, dass alle Kom-
plexe bei physiologischem Salzgehalt (150mM Salz) stabil sind. Dies ist insbesondere fiir
medizinische Anwendungen wichtig. Wie in Abbildung zu sehen ist, wird DNA aus
PVP-Komplexen erst ab etwa 0.56mol /1 NaCl freigesetzt. Dann nimmt die Menge der frei-
gesetzten DNA mit der Menge NaCl zu. Tabelle [5.2] fasst die relativen Mengen freigesetzter
DNA aus PVP-Biirsten-Komplexen zusammen. Der Verlauf der Freisetzung in Abhingig-
keit der NaCl-Menge kann mit einem sigmoidalen Fit angepasst werden (Abbildung .
Die Polylysin-Komplexe (sowohl PLL-Biirste als auch das lineare Analogon) bleiben auch
bei sehr hohen Salzkonzentrationen bis zu 2 bzw. 1.5mol/1 NaCl stabil. Auf dem Gel kann
keine DNA detektiert werden. Auch bei Erhohung der NaCl-Gehalte auf bis zu 3mol/l wird
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keine DNA freigesetzt. Die Verwendung von Salzen mit anderen Anionen (Thiocyanat und

Fluorid) fiithrt ebenfalls nicht zur Freisetzung von DNA (Abbildungen nicht gezeigt).

Tabelle 5.2: Menge freigesetzter DNA aus PVP-Biirsten-Komplexen mit NaCl als Kompetitor

Fliche (PVP-Komplexe) % freie DNA

0.56mol/1 NaCl
0.58mol/1 NaCl
0.60mol/1 NaCl
0.62mol/1 NaCl
0.64mol/1 NaCl
0.66mol/1 NaCl
0.68mol/1 NaCl
0.70mol/1 NaCl
Komplex
reine DNA

393
3624
3983
4799
9469
5110
5231
2386
209
6247

6
o8
64
7
88
82
84
86
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Abbildung 5.4: Menge freigesetzter DNA aus PVP-Biirsten-Komplexen in Abhéngigkeit der zu-

gegebenen NaCl-Menge.

Die Messungen konnen verglichen werden mit den Beobachtungen von Bronich et al.
IBKMOI]. Hier werden die Komplexbildung von poly[d(AT)]-poly[d(AT)| mit 1620 Basen-
paaren und PEO-g¢-PEI-Copolymeren untersucht und eine Abnahme der Assoziationskon-
stanten mit steigendem Salz (zwischen 17mM und 217mM) festgestellt. In 0.2mol NaCl ist
die Anderung der freien Energie AGy = -2.6kcal/mol im Vergleich zu AG = -5.6kcal /mol
in 17mM NaCl. Dies liegt, wie mit ITC-Messungen gezeigt wurde, an der Abnahme des
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Entropieterms. Der Enthalpieterm ist positiv, aber sehr klein und unterscheidet sich nicht
signifikant bei den verschiedenen Salzkonzentrationen. Je mehr Salz in der Losung, desto
weniger Entropie wird bei der Komplexierung gewonnen. Dies lésst sich auch bei den unter-
suchten PVP-pUC19-Komplexen beobachten. Die bendtigte Salzmenge ist jedoch deutlich

groker als 217mM um eine Assoziation zu verhindern bzw. Komplexe aufzul6sen.

CD-Spektroskopie an Komplexen in unterschiedlichem Salzgehalt

Zur weiteren Uberpriifung der Komplexstruktur bei Zugabe von NaCl wurden CD-Spektren
aufgenommen. Dazu wurde die Elliptizitat 6 von pUC19-DNA und verschiedenen Komple-
xen im Wellenldngenbereich zwischen 210 und 350nm aufgenommen. Es wurden Komplexe
mit Ladungsverhiltnissen von +/- = 1 und +/- = 2 untersucht. Es zeigten sich qualitativ

gleiche Spektren, so dass hier nur auf die Komplexe mit + /- = 2 niher eingegangen wird.

Ergebnisse Wie in Abbildung im blauen Spektrum zu sehen ist, nimmt die reine
pUC19-DNA in 500mM NaCl mit 5mM Phosphatpuffer eine typische Helix-B-Konformation
an. Das Maximum der positiven Elliptizitit liegt bei 275nm, das Minimum der negativen
Elliptizitdt bei 245nm und der Nulldurchgang bei 258nm. Polylysin (Biirste und lineares
Polymer) kompaktiert die DNA, wie in der Abnahme der Elliptizidt bei 270nm zu sehen
ist [FSGATO0].

In den PLL-Biirsten-Komplexen (Abbildung [5.5] Mitte) verschiebt sich zusétzlich die
negative Bande bei 246nm in der reinen DNA zu 252nm in den Komplexen. Fiir die ver-
schiedenen Salzgehalte ist kein signifikanter Unterschied zu beobachten. Da die Proben
durch die Salzzugabe verdiinnt werden (in reiner DNA hat die Elliptizitdt bei 270nm in
Imol NaCl noch 60% des Wertes in 5mM Phosphatpuffer), zeigt die gleichbleibende Hohe
des Signals real eine Verstiarkung der Bandenintensitdt mit zunehmeder Salzkonzentration.

Mit linearem Polylysin (Abbildung oben) verschiebt sich die Bande der reinen
DNA (246nm) nach Komplexbildung zu groferen Wellenldngen. Je hoher der Salzgehalt
der Komplexlosungen, umso stirker die Rotverschiebung (5mM Phosphatpuffer: 6=252nm,
500mM NaCl: 6=282nm, 1mol NaCl: #=261nm). Die Intensitit der Banden (sowohl der
negativen wie auch der positiven Elliptizitdt) nimmt ab, je hoher die Molaritét. Wie mit
PLL-Biirste wird auch in den Komplexen aus linearem Polylysin die Bande bei 270nm
kleiner. Das Maximum verschiebt sich zu hoheren Wellenldngen. Der Effekt verstarkt sich,
je mehr Salz in der Losung ist.

Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Fasman et al.
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Abbildung 5.5: CD-Spektrum der verschiedenen Komplexe in unterschiedlicher Molaritédt: 5mM
Natriumphosphatpuffer (-), 500mM NaCl (-) und 1mol NaCl (-). Zum Vergleich ist jeweils die
reine pUC19-DNA in 500mM NaCl (-) aufgetragen.
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[FSGAT0], die die Kompaktierung der DNA mit Histonen untersucht haben. Die DNA
ist also in den Komplexen kompaktiert, Salzzugabe fiihrt zu einer weiteren Aggregation
der Komplexe. Der Vergleich der Werte fiir § der Komplexe aus linearem Polylysin und
Polylysin-Biirste zeigt eine deutlich stirkere Anderung des CD-Spektrums bei Komplexie-
rung der DNA mit linearem Polylysin als mit dem Biirstenpolymer. Das Minimum ist zu
deutlich kleineren Werten verschoben und auch die Rotverschiebung des Maximums ist
mit linearem PLL stirker ausgeprigt. Dies konnte an der héheren Flexibilitit des linearen
Polymers liegen, das im Gegensatz zum steifen Biirstenpolymer bei gleichem Ladungsver-
haltnis vermutlich mehr DNA-Ladungen ausgleichen kann und damit besser bindet. Die
Ladungen in der Biirste sind sehr stark lokalisiert, wenn die Biirste an einen DNA-Strang
bindet, kann sie nicht alle ihre Ladungen ausgleichen. Am linearen Polymer dagegen sind
die Ladungen weiter verteilt und es konnen deutlich mehr Bindungen an Phosphatgruppen
gebildet werden. Zusétzlich sind die Ladungen im Inneren der Biirste, nahe des Riickgrats,

sterisch sehr gut geschiitzt und deshalb nur schwer zugéanglich.

Die PVP-Komplexe zeigen bis zu 500mM NaCl das gleiche Verhalten wie die Polylysin-
Komplexe, die DNA wird stark kompaktiert, die Elliptizitat bei 270nm nimmt stark ab und
das Minimum verschiebt sich zu hoheren Wellenldngen. In 1molarer NaCl-Lésung stimmt
das CD-Spektrum wieder mit dem Spektrum reiner DNA iiberein. Die Bandenintensitét
ist kleiner, die Positionen des Maximums und Minimums sind nahezu bei den Werten der
DNA. Die Kompaktierung der DNA nimmt also bei PVP-Komplexen in 1M NaCl wieder
ab. Dies wird auch in den Beobachtungen im Freisetzungsexperiment auf dem Agarose-
gel (vgl. Abbildung bestitigt. In 1M NaCl sind die Komplexe vollstandig aufgelost
und die DNA liegt unkomplexiert vor. Demgegeniiber sind die Polylysin-Komplexe durch
hohe Salzkonzentrationen nicht aufzulésen und zeigen in den CD-Spektren einen hohen

Kompaktierungsgrad der DNA.

Zusammenfassung Gelelektrophorese und CD-Spektroskopie haben gezeigt, dass durch
erh6hte Konzentrationen an NaCl die Komplexe aus PVP-Biirste und pUC19-DNA aufge-
16st werden konnen. Es werden dazu mindestens 0.56mol/l NaCl ben6tigt. Bei physiologi-
schem Salzgehalt sind alle untersuchten Komplexe stabil. Polylysin-Komplexe lassen sich

selbst bei sehr hohen Salzkonzentrationen iiber 2M nicht auflosen.
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5.1.3 Rinderserumalbumin als Kompetitor

Rinderserumalbumin (BSA) ist ein globulires, negativ geladenes Protein und stellt somit
einen moglichen Kompetitor fiir die Polykation-DNA-Komplexe dar. Serumalbumin ist das
héufigste Protein im Blut mit typischen Konzentrationen von 50g/l [CH94]. BSA selbst
wird von Ethidumbromid auf dem Gel leicht angefirbt und ist als Schatten in allen Spal-
ten mit BSA zu sehen (Abbildung [5.6). Fiir die Komplexe aus PVP-Biirste und linearem
PLL kann durch Zugabe von BSA in Konzentrationen bis zu 150g/1 keine DNA freigesetzt
werden (Abbildung [5.64). Bei Erhchung der BSA-Menge auf 241g/1 kann jedoch aus den
PVP-Komplexen DNA freigesetzt werden (vgl. Abbildung [5.11]). Fiir die PLL-Biirsten-
Komplexe (Gelbild zeigt sich eine vollstdndige Auflosung der Komplexe iiber alle ein-
gesetzten BSA-Konzentrationen von 150g/1 bis 25g/1. Lichtstreumessungen an Mischungen
von PVP-Biirste und BSA zeigen eine deutliche Erhohung der Streuintensitat im Vergleich
zu den Einzelkomponenten. Bei einem Streuwinkel von 90° ist [(PVP, 10mg/l) = 4.5kHz
und I(BSA, 10g/1) — 58kHz, eine 1:1-Mischung der beiden Komponenten sollte also un-
gefihr in einer Intensitdt von 20kHz resultieren, beobachtet wird jedoch eine Intensitit
von 65kHz. Dies deutet auf eine Komplexbildung hin, beim Fitten der Korrelationsfunk-
tionen aus der dynamischen Lichtstreuung lassen sich diese durch einen triexponentiellen
Fit anpassen. Dabei werden zwei Exponentialfunktionen konstant gehalten mit den Ab-
klingzeiten der reinen Komponenten und die dritte Exponentialfunkiton zum Fitten der
Komplexe verwendet. Trotz des hohen BSA-Uberschusses liegt also noch freie PVP-Biirste
in der Losung vor. Die Komplexbildung ist unvollstindig, BSA zeigt kein gutes Komple-
xierungsvermogen der PVP-Biirste. Dies erklart auch, dass mit BSA keine DNA aus den
PVP-Komplexen freigesetzt wird. Bei der Mischung von PLL-Biirste mit BSA steigt eben-
falls die Streuintensitit {iber den fiir eine reine Mischung der Komponenten zu erwartenden
Wert. Die Korrelationsfunktion lasst sich jedoch nicht mit einer triexponentiellen Funkti-
on aus PLL-Biirste, BSA und Komplex anpassen. Lediglich die Abklingzeit fiir BSA kann
konstant gehalten werden. Die Polylysinbiirste wird also vollstindig von BSA komplexiert.
BSA bindet effektiv an die Biirste und kann deshalb auch DNA aus dem PLL-Biirsten-
DNA-Komplex verdrangen.

Zusammenfassung Rinderserumalbumin vermag schon bei der kleinsten untersuchten
Konzentrationen die DNA quantitativ aus den PLL-Biirsten-Komplexen zu l6sen (13 BSA-
Ladungen pro 1 DNA-Ladung). Komplexe mit linearem Polylysin bleiben dagegen sta-
bil. Aus den PVP-Biirsten-Komplexen kann erst bei BSA-Konzentrationen iiber 150g/1
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Abbildung 5.6: Freisetzungsexperimente an verschiedenen Komplexen mit pUC19-DNA mit Rin-
derserumalbumin (BSA) als Kompetitor. Die Gesamtkonzentration an BSA betréigt jeweils:
Spalte 2: 150g/1 BSA, Spalte 3: 75g/1 BSA, Spalte 4: 50g/1 BSA, Spalte 5: 37.5g/1 BSA, Spalte 6:
25g/1 BSA. K: Komplex

DNA freigesetzt werden. Dies entspricht 82 negativen BSA-Ladungen pro 1 negative DNA-
Ladung. Lichtstreumessungen zeigen ebenfalls, dass PVP und BSA keine stabilen Komplexe
bilden, wahrenddessen die PLL-Biirste BSA gut komplexiert.

5.1.4 RNA als Kompetitor

RNA kommt in der Zelle natiirlich vor, z.B. als Transporter der genetischen Information
(transfer RNA), in den Ribosomen (ribosomale RNA) oder als Boten-RNA (messenger
RNA) [VVBS94]. Die verschiedenen RNAs nehmen ganz spezifische Aufgaben in der Zelle
wahr, trotzdem sind sie prinzipiell auch in der Lage mit dem Komplex zu interagieren. In
diesem Versuch wurde RNA aus Béckerhefe (5. cerevisiae) als Kompetitor verwendet. Da
RNA deutlich kleiner ist als DNA, lauft sie auf dem Gel schneller. Sie kann wie DNA auch
mit Ethidiumbromid angefirbt werden und ist als Bande auf allen Gelen mit freier RNA
zu detektieren.

Wie in Abbildung zu sehen, vermag RNA die Komplexe nicht aufzulésen. Es kann
keine freie DNA auf dem Gel detektiert werden, weder fiir die Biirsten-Komplexe noch
fiir die Komplexe mit linearem Polykation. Die Polylysin-Biirsten-Komplexe sind sogar
noch in der Lage, die RNA zuséitzlich zu komplexieren, so dass auch keine freie RNA auf

dem Gel zu erkennen ist. Der RNA-Versuch wurde deshalb noch einmal mit sehr groffem
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Uberschuss an RNA durchgefiihrt (siche Abbildung . Die RNA-Ladungen liegen im
5fachen Uberschuss (im Vergleich zu den DNA-Ladungen) vor. Doch auch mit diesem
grofen Uberschuss an Kompetitor, wird keine DNA aus dem Komplex gelost. Dies kénnte
daran liegen, dass RNA sehr dhnlich zu DNA aufgebaut ist, der Abstand der Ladungen ist
gleich, es ergibt sich also keine bessere Anpassung der Ladungsabstinde im Komplex wenn
DNA durch RNA ersetzt wird. Auferdem ist die verwendete RNA kiirzer als die DNA.
Zum Austausch eines DNA-Stranges miissten mehrere RNA-Molekiile an das Polykation

gebunden werden, was entropisch ungiinstig ware.
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(a) PVP-Biirste (b) PLL-Biirste (c) Lineares PLL

Abbildung 5.7: Freisetzungsexperimente an verschiedenen Komplexen mit pUC19-DNA. Als Kom-
petitor wurde RNA verwendet. In den Spalten 2-5 wurden dem Komplex verschiedene Mengen
RNA zugefiigt, sodass folgende Konzentrationen resultierten: Spalte 2: 25mg/l RNA, Spalte 3:
50mg/1 RNA, Spalte 4: 100mg/l RNA, Spalte 5: 200mg/l RNA. Wie zu erkennen, wird durch
RNA keine DNA aus den Komplexen freigesetzt. Die Polylysin-Biirste komplexiert sogar die ge-
samte RNA, sodass keine Bande der freien RNA auf dem Gel zu sehen ist.

Zusammenfassung Mit RNA kann im Konzentrationsbereich von 25mg/1 bis 1g/1 (ent-
sprechend einem bis zu zehnfachen Uberschuss negativer RNA-Ladungen) aus keinem der
untersuchten Komplexe DNA freigesetzt werden. Der Austausch von DNA gegen RNA ist
entropisch ungiinstig, da RNA kiirzer als die verwendete DNA ist. Auferdem stimmen
die chemische Struktur annihernd und die Ladungsabstinde vollig mit denen der DNA

iberein, sodass es auch enthalpisch nicht giinstig ist, DNA mit RNA zu ersetzen.
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Abbildung 5.8: Freisetzungsexperimente an Polylysin-Komplexen mit pUC19-DNA mt groken
Uberschuss an RNA. Diese wurde als Losung der Konzentration 1g/I in gleichen Volumen zu den
Komplexlésungen gegeben, die Endkonzentration an RNA in der Lésung betragt folglich 0.5g/1.

5.1.5 pH-Wert-Anderung zur Freisetzung von DNA

Eine Anderung des pH-Werts im Bereich von pH — 7 bis pH — 3 bewirkt keine Freisetzung
der DNA. Auf den Agarosegelen (nicht gezeigt) wird keine freie DNA detektiert.

5.1.6 Release-Experimente in physiologischem Salzgehalt

Die vorigen Experimente wurden alle in 5mM Phosphatpuffer durchgefiihrt. Um die Frei-
setzung unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, werden die Versuche in 150mM
NaCl mit 5mM Phosphatpuffer (pH 7) wiederholt (sieche Abbildung[5.9).

Die Ergebnisse kénnen wie folgt zusammengefasst werden:

e PVP-Biirste
Aus den PVP-Komplexen kann die DNA durch Heparin verdréngt werden. Die Ver-
dréngung ist abhiingig von der Heparin-Konzentration, erst ab einer Gesamtkonzen-

tration von 0.15g/1 in der Komplexmischung wird DNA freigesetzt. RNA setzt aus
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PVP-Komplexen keine DNA frei, BSA kann bei einer Konzentration von 150g/1 einen
Teil der DNA aus dem Komplex mit PVP-Biirste 16sen.

e PLL-Biirste
Die Komplexe aus pUC19-DNA und Polylysin-Biirste lassen sich durch Heparin (ab-
héngig von dessen Konzentration) und durch BSA zum Teil auflésen. RNA hat keine

Wirkung auf die Stabilitiat der Komplexe.

e lineares PLL
Wenn die DNA mit linearem Polylysin kompaktiert ist, kann keiner der untersuchten

Kompetitoren sie aus dem Komplex l6sen.
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Abbildung 5.9: Freisetzungsexperimente an verschiedenen Komplexen mit pUC19-DNA in 150mM
NaCl. In Spalte K ist jeweils der reine Komplex aufgetragen, in Spalte DNA ist die unkomple-
xierte DNA aufgetragen. In den Spalten 2-5 wurden dem Komplex verschiedene Mengen Heparin
zugefiigt:

Spalte 2: 15g/1 Heparin, Spalte 3: 1.5g/1 Heparin, Spalte 4: 0.15g/1 Heparin, Spalte 5: 0.015g/1
Heparin.

Die Spalten 6 bis 7 zeigen den Verdrangungsversuch mit RNA (Spalte 6: 0.5g/1 RNA, Spalte 7
0.05g/1 RNA ).

In Spalte 8 und 9 wurden die Komplexe mit BSA inkubiert: Spalte 8: 150g/1, Spalte 9: 15g/1.

Die Ergebnisse unterscheiden sich also lediglich bei der Verwendung von BSA als Kom-
petitor von den Versuchen in 5mM Phosphatpuffer. In physiologischem Salzgehalt ver-
dringt BSA in hohen Konzentrationen einen Teil der DNA aus den PVP-Komplexen, in
5mM Puffer ist dies nicht zu beobachten. Fiir die PLL-Biirsten-Komplexe dagegen ist der
Freisetzungsgrad in physiologischem Salzgehalt geringer als in 5mM Phosphatpuffer.

Das unterschiedliche Freisetzungsverhalten in 5mM Phosphatpuffer und in 150mM

NaCl ldsst sich durch eine strukturelle oder eine Ladungsinderung des BSAs erkliren.
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Abbildung 5.10: CD-Spektren von BSA in 5mM Phosphatpuffer (-) und in 150mM NaCl-Lésung
(-)

Die CD-Spektroskopie zeigt keine strukturellen Verdnderungen des BSA in Abhéngigkeit
des Salzgehaltes. Die Spektren von BSA (Abbildung5.10)) sind identisch in physiologischem

Salzgehalt und in niedrigem Salz.

Es gibt jedoch Unterschiede im Ladungsgrad des BSA, wie von Tanford et al. durch
Messung von Titrationskurven herausgefunden wurde[TB56|[TBRS55|[TSS55]. Die Auto-
ren fanden eine erhohte Diffusion der Protonen von den Carboxylgruppen, je hoher der
Salzgehalt der Losung. Der elektrostatische Wechselwirkungsparameter w nimmt fiir BSA
mit steigender Molaritdt ab und damit auch die elektrostatische Arbeit, die verrichtet
werden muss um ein Proton der COOH-Gruppe abzulosen. Es werden vier Dissoziations-
konstanten berechnet, wovon drei (die fiir Seitenketten-Carboxyle, e-Aminogruppen und
phenolische Gruppen) abnormale Werte zeigten. So wird das Carboxylation, die ungeladene
Aminogruppe und die unionionisierte phenolische Gruppe bevorzugt. Dieses Phénomen ist
nicht vollstandig gekldrt. Tanford argumentiert, dass auf der Oberfliche des im Vergleich
zu anderen Proteinen sehr grofen BSA-Molekiils nur sehr wenige Ladungen Platz haben
und ionisierbare Gruppen aus dem Inneren des Proteins nur schwer abdissoziieren kénnen.
Es konnen sich aber auch Salzbindungen zwischen Gruppen innerhalb des BSA-Proteins

ausbilden, und so das Dissoziationsverhalten dndern.

Bei pH = 7 in 10mM Salz tragt BSA 11 negative Ladungen pro Molekiil, das entspricht
einer negativen Ladung pro 6000g/mol. Erhoht man die Molaritit der Losung auf 100mM,

sind 18 negative Ladungen pro BSA-Molekiil vorhanden. Dies entspricht einer negativen La-
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dung pro 3667g/mol. Verwendet man diese Werte zur Berechnung der Ladungsverhéltnisse
-/+ fiir die Komplexmischungen aus PVP-pUC19-Komplex und BSA bzw. PLL-Biirsten-
pUC19-Komplex mit BSA erhélt man die in Tabelle [5.3] zusammengestellten Werte.

Tabelle 5.3: Ladungsverhéltnisse -/+ fiir verschiedene pUC19-Komplexe nach BSA Zugabe

PVP-Komplex PLL-Biirsten-Komplex

150g/1 BSA in 5mM NaPO -/ — 16 =11
15g/1 BSA in 5mM NaPO -/+ =19 -/+ =13
150g/1 BSA in 150mM NaCl -/+ =25 -/ =17
15g/1 BSA in 150mM NaCl -/+ =29 -/+ =20

Im folgenden wurden deshalb die Freisetzungsexperimente mit BSA in 5mM Phosphat-
puffer und in 150mM NaCl wiederholt. Um die Experimente in Bezug auf das Ladungsver-
héltnis besser vergleichen zu kénnen, wurde in beiden Proben das gleiche Ladungsverhéltnis
-/+ eingestellt. Hierzu wurden die oben genannten Ladungen in 10mM (11 negative La-
dungen pro BSA) und in 100mM (18 negative Ladungen pro BSA) Salz verwendet. Um
die gleiche Anzahl negativer Ladungen wie in 150mM Salz zu erhalten, muss die BSA-
Konzentration in 5mM Puffer erhoht werden. Gleiche Anzahl negativer Ladungen erhilt
man bei Losungen von 150g/1 BSA in 150mM NaCl und 241g/l1 BSA in 5mM Puffer.
Ebenso enthalten die Losungen von 94g/1 BSA in 150mM NaCl und 150g/1 BSA in 5mM
Puffer genau gleich viele negative Ladungen (siehe Abbildung Spalten 2 und 3 so-
wie Spalten 4 und 8). Man sieht im Vergleich zu Abbildung dass bei sehr hohen
BSA-Konzentrationen auch in 5mM Salz DNA aus den PVP-Komplexen gel6st wird. Wie
aber vor allem im Vergleich der Spalten 2 und 3 zu erkennen ist, wird trotz gleichem
Ladungsverhéltnis -/+ nicht die gleiche Menge DNA freigesetzt. In physiologischem Salz-
gehalt ist weniger freie DNA vorhanden als in 5mM Phosphatpuffer. Ein Grund hierfiir
konnte die schlechtere Loslichkeit der PVP-Komplexe bei hoherem Salzgehalt sein. Licht-
streuexperimente zeigen, dass in 150mM NaCl PVP-DNA-Komplexe deutlich aggregieren
und im Vergleich die Aggregationstendenz auch wesentlich stirker ausgeprigt ist als fiir
die PLL-Komplexe. Die schlechtere Loslichkeit erschwert auch die Freisetzung von DNA
durch BSA.

Bei den PLL-Biirsten-Komplexen fillt der Vergleich schwerer, da die Auflésung nicht
ausreicht um einen Intensitatsunterschied zu erkennen. Deutlich wird jedoch, dass mit 15g/1
BSA (Spalte 6) ungefihr gleich viel DNA freigesetzt wird wie mit 150g/l (Spalte 5) und
94g/1 BSA (Spalte 4), mit 1.5g/1 BSA (Spalte 7) ist keine freie DNA mehr vorhanden.
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Abbildung 5.11: PVP-Biirsten- und PLL-Biirsten-Komplexe mit BSA in verschiedenen Salzgehal-
ten.

Spalte K-PVP: Komplex aus PVP-Biirste und pUC19, Spalte 2: PVP-Biirste + pUC19 in 150g/1
BSA in 150mM NaCl, Spalte 3: PVP-Biirste + pUC19 in 241g/] BSA in 5mM NaPO, Spalte
K-PLL: Komplex aus PLL-Biirste und pUC19, Spalte 4: PLL-Biirste + pUC19 in 94g/I BSA in
150mM NaCl, Spalte 5: PLL-Biirste + pUC19 in 150g/1 BSA in 150mM NaCl, Spalte 6: PLL-
Biirste + pUC19 in 15g/1 BSA in 150mM NaCl, Spalte 7: PLL-Biirste + pUC19 in 1.5g/1 BSA in
150mM NaCl, Spalte 8: PLL-Biirste + pUC19 in 150g/1 BSA in 5mM NaPO.

Spalte 2 und 3 sowie Spalte 4 und 8 haben jeweils das gleiche -/ Ladungsverhéltnis.

5.1.7 Zusammenfassung der Freisetzungsexperimente

Die Ergebnisse der Freisetzungsexperimente sind in Tabelle rzusammengefasst. Auffil-
lig ist der Unterschied zwischen linearem und biirstenformigem Polylysin. Trotz gleicher
chemischer Zusammensetzung zeigen die beiden Polykationen ein sehr unterschiedliches
Verhalten. Die Komplexe aus linearem Polylysin kénnen mit keinem der verwendeten Kom-
petitoren aufgeldst werden, wihrenddessen die Biirstenpolymere durch Heparin und BSA
aufgelost werden. Aus den Komplexen mit PVP-Biirste ldsst sich die DNA mit NaCl, Hepa-
rin und BSA freisetzen. Eine Anderung des pH-Wertes oder Zugabe von RNA zeigt keinen
Effekt. Der Trend zeigt eine stabilere Komplexierung mit dem linearem Polymer. Ursache
dafiir ist der Ladungsmismatch (siehe Definition in , der dazu fiihrt, dass die Biirsten-
polymere nicht mit allen verfiigbaren Ladungen an die DNA binden kénnen. Die positiven
Ladungen im Inneren der Biirste sind so dicht gepackt, dass sie schlechter zugédnglich sind.
Hugenberg zeigt in seiner Dissertation, dass Biirstenpolymere eine geringere effektive La-
dung besitzen als lineare Polymere [Hug00|. Dies zeigt sich unter anderem in Messungen

der Leitfahigkeit und in Lichtstreumessungen, die einen Slow Mode fiir die Biirsten bei sehr
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viel niedrigeren Salzgehalten zeigen als mit den linearen Polymeren. Die effektive Ladung
spielt jedoch nur zu Beginn der Komplexbildung eine Rolle, wenn sich Polykation und Po-
lyanion anndhern. Ist die erste Bindung gekniipft, ist die Komplexbildung ein kooperativer
Prozess, der durch den Entropiegewinn getrieben wird. Die chemische Ladung ist dann
ausschlaggebend und nicht die effektive.

Zur vollstandigen Freisetzung eines DN A-Molekiils miissen gleichzeitig alle Bindungen zum
Komplex gel6st werden. Je mehr Bindungen vorhanden sind, umso unwahrscheinlicher ist
dieser Prozess, wenn der Kompetitor nicht eine sehr viel héhere Affinitdt zum Polykation
hat als DNA.

Eine weitere Erkenntnis aus den Freisetzungsexperimenten ist, dass die DNA durch die
Komplexierung nicht verindert, denaturiert oder geschidigt wird. Auf den Gelbildern kann
man beim Vergleich der unkomplexierten DNA und der aus den Komplexen freigesetzten
DNA keinen Unterschied in der Verteilung von supercoiled, nicked und linearer DNA er-
kennen. Bei einer Denaturierung der DNA, also dem Trennen des DNA-Doppelstranges,
wire es sehr unwahrscheinlich, dass sich die gleiche Menge nicked-DNA (ein Strang intakt

als Ring, der andere Strang an einer Stelle gebrochen) bildet.
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5.1.8 Vergleich mit Literatur

Ahnliche Experimente zum Freisetzungsverhalten wurden von Bertschinger et al. [BBS*06]
an PEI-Komplexen durchgefiihrt. Es wurden verschiedene lineare und verzweigte PEI ver-
wendet. Die Autoren zeigen, dass Heparin, RNA und hohe Salzmolaritdten die Komplexe
zerstoren konnen. Im Gegensatz dazu sind die Komplexe bei Zugabe anderer DNA, die
in Konkurrenz zur komplexierten DNA treten kénnte, BSA oder einer Erniedrigung des
pH-Wertes stabil. Je aggregierter die Partikel sind, desto weniger DNA konnte herausge-
16st werden. Die Zugabe von RNA kann selbst in kleinen Konzentrationen die DNA aus
den PEI-Komplexen 16sen. Vor allem die kurzen PEI (lineare PEI mit 25000g/mol und
Jet PEI (kommerzielles Transfektionsmittel), sowie verzweigtes PEI mit 2000g/mol) ha-
ben eine hohere Affinitdt zu RNA als zu DNA. Fiir verzweigte PEI hoherer Molmasse
(25000g/mol und 700000g/mol) werden grofere Mengen RNA bendtigt, die aber trotzdem
nur kleine Mengen DNA freisetzen. Bei Zugabe von Konkurrenz-DNA, also einer anderen
DNA, die die komplexierte DNA verdrangen soll, wird keine Freisetzung von DNA aus den
Komplexen beobachtet. Die Autoren erkldren die Unterschiede zwischen DNA und RNA
im Freisetzungsverhalten mit der héheren Flexibilitdt der Einzelstrang-RNA im Vergleich
zur doppelstringigen DNA.

Die von Bertschinger et al. verwendeten Polykationen sind grofstenteils deutlich kleiner als
die in dieser Arbeit untersuchten Polylysine und PVP-Biirsten. Ihre Beobachtung, dass die
Komplexe mit Polymeren grofer Masse mit RNA nicht aufgeldst werden konnen, bestéitigte
sich in der vorliegenden Arbeit.

Je langer ein Polymer, desto mehr Verkniipfungsstellen hat es mit der DNA. Desto
unwahrscheinlicher wird es auch, dass alle diese Bindungen zur gleichen Zeit gelést werden.
Denn nur dann kann die DNA aus dem Komplex diffundieren. Schwache Kompetitoren
induzieren vermutlich eher ein Gleichgewicht zwischen Bindung des Polykations an die
DNA und an den Kompetitor. Je mehr Bindungsstellen vorhanden sind, desto schwerer wird
es alle zum gleichen Moment zu brechen. Deshalb kénnen kleine Polymere eher abgetrennt
werden als grofse Polymere.

Izumrudov et al. beschreiben die Austauschreaktion eines Poly(methacrylat)-Poly(N-
ethyl-4-vinylpyridinium)-Komplexes mit DNA [IKZ*95]. Die Autoren zeigen, dass DNA
umso mehr und umso schneller gegen Poly(methacrylat) ausgetauscht wird, je kiirzer die
Polykation-Ketten sind. Dazu vergleichen sie PVP des Polymerisationsgrades 30 und 130.
Wihrend mit dem kiirzeren Polykation die Austauschreaktion schon nach wenigen Minu-

ten im Gleichgewicht ist, dauert es mit dem ldngeren Polykation mehrere Tage. Aufserdem
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erhoht sich die Austauschgeschwindigkeit mit der zugesetzten Salzmenge und mit der Stei-
figkeit der Polyionen.

Die Erhohung des Salzgehaltes auf 1-2M NaCl fiihrte in Bertschingers Arbeit bei allen
Komplexen zur Freisetzung der DNA. Fiir die PVP-Biirsten-Komplexe wurde dieselbe Be-
obachtung gemacht, die Polylysin-Komplexe sind jedoch auch bei noch héheren Molarititen
stabil.

Miller at al. haben die Bindung von linearem Poly-4-vinylpyridin, das mit Ethylbromid
quaternisiert wurde, an DNA untersucht[MB68|. Dabei vergleichen sie die Bindungskon-
stanten von Cd** an DNA, wenn bereits PVP an die Nukleinsdure gebunden ist. Sie finden
eine ausschlieflich elektrostatische Bindung des PVPs an die DNA, die sogar schwicher
ist als die Bindung von Natriumionen. Damit bestitigen sie die Aussage von Ross et al.
IRS64], dass quaternire Ammoniumionen schwicher an DNA binden als Na*. Desweiteren
zeigen die Autoren, dass PVP einen Abschirmeffekt auch auf die ungebundenen Stellen der
DNA ausiibt.
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5.2 Schutz der DNA im Komplex gegen DNase-Abbau

DNase ist ein Enzym, das DNA hydrolisiert. Man unterschiedet Endonukleasen, die den
Strang iiberall schneiden konnen, und Exonukleasen, die die DNA nur vom Ende her ab-
bauen. DNase I ist eine Endonuklease, die die DNA relativ sequenzunabhéngig (mit einer
leichten Préferenz fiir Purin-Pyrimidin-Bindungen) zu Oligonukleotiden spaltet. Die Spal-
tung erfolgt jedoch relativ spezifisch an doppelstringiger DNA, DNA-RNA-Hybride oder
Einzelstrang-DNA werden vom Enzym schlecht gebunden und geschnitten. Diese Spezifitit
beruht auf der Bindung der DNase durch eine exponierte Schleifenregion, die sich in die klei-
ne Furche der DNA-Helix einlagert. Die Dimension der kleinen Furche von 13A passt ideal
zur Grofke der DNase und katalysiert so die Hydrolysereaktion. Ein kleinerer oder groferer
Abstand wirkt inhibitorisch auf das Enzym. Starke Kriimmungen, die zu einer Verengung
der kleinen Furche fithren, verringern deshalb die Effizienz der DNase [VVBS94]. Da DNase
I jedoch ein sehr kleines Enzym ist, schneidet sie alle freiliegenden Phosphodiesterbriicken,
auch Einzelstrange konnen geschnitten werden [personliche Mitteilung von Erwin Schmidt,
Institut fiir Genetik, Universitdt Mainz|.

Suck und Oefner [SO86| haben die Struktur von DNase I durch Réntgenstreuung auf-
gelost und den folgenden Wirkungsmechanismus vorgeschlagen (siehe Abbildung . In
einer Sdure-Base-katalysierten Reaktion wird ein Proton vom Glutaminsaurerest E75 auf
den Histidinrest H131 iibertragen, der wiederum ein Proton vom Wasser aufnimmt. Dieses
greift dann die Bindung zwischen Phosphor und dem Sauerstoff am 3’-Ende an und spaltet
diese. Der nukleophile Angriff wird durch die positive Ladung der Calciumions, das mit

der Phosphatgruppe wechselwirkt, erleichtert.

E75 H131 Water 390

Abbildung 5.12: Wirkungsmechanismus von DNase I. Das Carboxylation an E75 akzeptiert ein
Proton von H131, was wiederum ein Proton von Wasser aufnimmt. Dieses kann dann die Phosphat-
bindung nukleopil angreifen. Das Calciumion erleichtert den nukleophilen Angriff und positioniert
die Phosphodiesterbindung in Bezug zum Enzym, sodass die Spaltung optimal erfolgen kann.
Abbildung aus [SO86].
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Abbildung 5.13: Tests zum Schutz der DNA in den Komplexen vor Abbau durch DNase. DNA: rei-
ne pUC19-DNA in der Konzentration, wie sie pro Spalte im Komplex vorhanden ist, K: Komplex;
DNA+DNase: pUC19-DNA + DNase, K+Heparin: Komplex in 15g/1 Heparinlosung, K+DNase:
Komplex + DNase und nach Inaktivieren der DNase zusétzlich Heparinzugabe

Die Komplexierung von DNA mit Polykationen soll auch als Schutz gegeniiber enzyma-
tischen Abbau durch DNasen dienen. Freie DNA kann im Cytoplasma von cytosolischen
Nukleasen degradiert werden.

Um den Schutz der DNA bei Kompaktierung mit verschiedenen Polykationen zu testen,
werden die Komplexe mit DNase I versetzt. Die verwendete Aktivitdt der DNase ist genau

ausreichend um die gesamte zur Komplexierung verwendete DNA abzubauen.

5.2.1 Ergebnisse

Abbildung [5.13] zeigt DNase-Versuche fiir Komplexe aus PVP-Biirste bzw. PLL-Biirste mit
pUC19-DNA. Die Komplexe wurden im Massenverhéltnis 1000:400 (Polykation:DNA) an-
gesetzt. Dies entspricht einem Ladungsverhéltnis von + /- = 2.7 fiir PVP-Komplexe bzw.
+/- = 3.9 fiir Polylysin-Komplexe. Fiir PVP wurden alle Experimente in Duplikaten durch-
gefithrt. Wie in den Spalten DNA -+ DNase zu sehen ist, reicht die eingesetzte Menge DNase
um die gesamte DNA abzubauen (keine DNA-Bande). In Abbildung erkennt man,
dass der PVP-Komplex alleine (Spalte K) schon einen Anteil freie, unkomplexierte DNA
hat, diese siecht man im Gel zur Anode laufen. Bei DNase-Zugabe wird dieser freie DNA-
Anteil natiirlich degradiert. Nach Inaktivieren der DNase und Heparinzugabe, sieht man

jedoch wieder eine Bande mobiler und intakter DNA auf dem Gel. Der Komplex bietet also
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Abbildung 5.14: UV-Spektren von DNA und Komplexen aus linearem Polylysin und DNA vor und
nach DNase-Behandlung. (-) DNA, (-) DNA nach DNase-Behandlung, (-) PLL-pUC19-Komplex,
(-) PLL-pUC19-Komplex nach DNase-Behandlung.

einen Schutz gegeniiber Degradation durch DNase. Erhoht man die DNase-Konzentration
auf das fiinffache, wird jedoch keine freie DNA mehr detektiert. Die Schutzhiille ist also
nur fiir eine gewisse Menge an DNase wirksam. Der gleiche Versuch fiihrt bei PLL-Biirsten-
Komplexen (siehe Abbildung nicht zum Freisetzen intakter DNA. Polylysin-Biirsten

bieten also keinen ausreichenden Schutz gegeniiber DNase-Abbau.

Fiir lineares Polylysin konnte der DNase-Versuch nicht in dieser Form durchgefiihrt
werden, da kein Kompetitor gefunden wurde, der die DNA aus dem Komplex freisetzt. So
lasst sich nicht bestimmen, ob nach DNase-Einwirkung noch intakte DNA im Komplex
vorhanden ist. Deshalb wurde anhand der UV-Absorption das Verhalten gegeniiber DNase
untersucht. DNase schneidet DNA in kleinere Bruchstiicke, diese absorbieren bei einer
Wellenléinge von 260nm stérker als der Doppelstrang (siche Abbildung [5.14). Reine DNA
der Konzentration 37mg/1 hat eine Absorption von A(260nm) = 0.790. Nach Behandlung
mit DNase absorbiert die gleiche Probe bei 260nm A(260nm) = 1.052. Die Absorption des
Komplexes aus linearem Polylysin und pUC19-DNA (+ /- = 8) betrigt A(260nm) = 0.296,
nach DNase-Behandlung ist A(260nm) = 0.545. Wenn die DNA im Komplex geschiitzt
ist, sollte sich die Absorption nicht &ndern. Die Erhohung der Absorption spricht also fiir
eine Degradation der DNA. Eine quantitative Aussage kann anhand der UV-Messung nicht

getroffen werden.
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Die Komplexierung von DNA mit linearem, quaternisiertem Poly(4-Vinylpyridin) und
die Schutzwirkung gegeniiber DNase wurde von Kabanov et al. untersucht [KAC*91]. Der
Polymerisationsgrad des PVP lag allerdings nur bei 18. Verglichen werden Komplexe ver-
schiedener Ladungsverhéltnisse zwischen +/- = 0.2 und +/- = 1. Der Schutz gegeniiber
DNase-Degradation steigt mit zunehmendem Ladungsverhéltnis. Bei +/- = 1 fallen die

Komplexe aus und sind fiir einen Angriff der Nukleasen nicht mehr verfiigbar.

5.2.2 Zusammenfassung

Der Schutz der DNA vor Angriffen durch DNase durch die Komplexierung wurde unter-
sucht.

e PVP-Biirsten-Komplexe bieten Schutz gegeniiber DNase-Degradation.
e In PLL-Biirsten-Komplexen wird die DNA von DNase vollstindig abgebaut.

e Lineares Polylysin bietet ebenfalls keinen Schutz vor DNase Abbau.



Kapitel 6

Transfektionsexperimente

Die Transfektionen an Schweinehirnendothelzellen (PBMEC: porcine brain microvessel
endothelial cells) wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Luhmann am Institut
fiir Physiologie und Pathophysiologie der Universitdtsmedizin Mainz untersucht. Samtliche
Zellversuche wurden von Diplom-Biologin Eweline Pietrowski durchgefiihrt und ausgewer-
tet.

Schweinehirnendothelzellen sind interessant, da sie als Modell fiir die Blut-Hirn-Schranke
dienen. Endothelzellen kleiden die Blutgefife aus und bilden die Barriere zwischen Blut und
Gewebe. Endothelzellen im Gehirn sind sehr selektiv in Bezug auf die Stoffe, die ins Gewe-
be eindringen diirfen. Die Endothelzellen sind durch sogenannte Tight Junctions sehr eng
miteinander verbunden. Eine Diffusion durch die Zwischenenrdume zwischen den Zellen,
wie sie z.B. zur Versorgung von Muskeln erfolgt, ist deshalb nicht bzw. nur fiir sehr weni-
ge Molekiile (z.B. Wasser, Glycerin) moglich. Nur durch spezielle Transportmechanismem
konnen geloste Teilchen ins Gehirn aufgenommen werden. Das macht die Behandlung von
Gehirntumoren so kompliziert. Neben der Diffusion durch die Tight Junctions oder auch
durch die Zellen gibt es weitere Aufnahmewege: Transport durch Kanéle, der ohne Energie-
aufwand stattfindet und der aktive Transport mit zusétzlichem Energiebedarf, sowie den
vesikuldren Transport, bei dem die Substanzen in Vesikel aufgenommen werden, die sich
aus der Zellmembran abschniiren. Zur Transfektion von Endothelzellen muss der Komplex
ebenfalls in Membranvesikel aufgenommen werden um dann zum Zellkren transportiert
zu werden. Eine erfolgreiche Transfektion beweist also die Aufnahme der Komplexe in die

Zelle, der erste Schritt auf dem Weg zum Durchdringen der Blut-Hirn-Schranke.
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6.1 Aufnahme der Polykationen in PBMEC

Zunichst wird die Aufnahme der Polykationen allein, also ohne Komplexierung, untersucht.
Es wird ermittelt, ob die Polykationen iiberhaupt von der Zelle aufgenommen werden
oder ob sie gar nicht mit den Zellen wechselwirken. Dazu werden mit Fluoreszenzfarbstoff

markierte Polykationen verwendet.

Abbildung 6.1: Konfokale Aufnahme von Rhodamin B auf PBMEC. Der Messbalken entspricht
20pm.

1. Spalte: Rhodaminfluoreszenz

2. Spalte: Vybrant-Férbung (Zellmembran)

3. Spalte: Overlay

G-L: Rhodamin B 2ug/ml, M-R: Rhodamin B 10ug/ml. Mit Rhodaminkonzentrationen von
0.1ug/ml konnte keine rote Fluoreszenz detektiert werden.

Um auszuschliefen, dass Rhodamin, das nicht an Polykation gebunden ist, in die Zellen

eindringt und so die Bilder missinterpretiert werden, wird zunachst die Aufnahme von
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reinem Rhodamin B in PBMEC untersucht. Dazu werden verschiedene Konzentrationen
Rhodamin B verwendet (10ug/ml und 2ug/ml). Wie in Abbildung zu sehen ist, wird
auch der reine Farbstoff an die Zellmembran angelagert. Signifikant ist dieser Prozess aber
erst bei Konzentrationen von 10ug/ml, also deutlich hoher als eine Verunreinigung aus
nicht abgetrenntem freiem Farbstoff in der Polykationlésung (héchstens 0.35ug/ml) sein

kann.

Abbildung zeigt die konfokalen Aufnahmen der PBMEC mit linearem Polylysin.
Dieses lagert sich an die Zellmembran (mit griinem Fluoreszenzfarbstoff markiert) an.
Gelbe Stellen im Overlay der Membran-Farbung und der Rhodamin-Fluoreszenz zeigen,
dass die Polykationen wirklich auf der Membran angelagert sind und nicht dariiber oder

darunter liegen.

6.2 Kommerzielles Transfektionsmittel Lipofektamin

Lipofektamin ist ein kommerziell erhéltliches Reagenz (z.B. von Invitrogen) zur Trans-
fektion eukariotischer Zellen. Es ist eine 3:1 (w/w) Liposomformulierung aus dem polyka-
tionischen Lipid 2,3-Dioleyloxy-N-|2(spermin-carboxamido)ethyl|-N,N-dimethyl- 1-propan-
aminium trifluoracetat (DOSPA) und dem neutralen Helferlipid Dioleoyl-phosphatidyl-
ethanolamin (DOPE) in Wasser. Fiir eine optimale Transfektion wird 1ug DNA mit 3.33ul
Lipofektamin gemischt. Die Transfektionseffizienzen von Lipofektamin an verschiedenen

Zellen sind in Anhang [D] aufgelistet.

6.3 Transfektion mit Polylysin und Polyvinylpyridin

GFP-DNA wurde mit linearem und biirstenférmigem Polylysin sowie PVP-Biirste komple-
xiert, die hydrodynamischen Radien mit dynamischer Lichtstreuung bestimmt und dann
zur Transfektion auf PBMECs gegeben. Untersucht wurden verschiedene Verhéltnisse von
Polykation zu DNA, es wurde jedoch immer im Uberschuss Polykation gearbeitet, um eine
positive Ladung der Komplexe zu gewéhrleisten. Dies ist zur erfolgreichen Transfektion
notig, da sich positiv geladene Komplexe gut an die negativ geladene Zellmembran an-
lagern. Komplexe, die im Uberschuss DNA hergestellt wurden, zeigten keine erfolgreiche

Gentransfektion.
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Abbildung 6.2: Konfokale Aufnahme von linearem Polylysin in PBMEC. Der Messbalken ent-
spricht 20pm.

1. Spalte: Rhodaminfluoreszenz (Polylysin)

2. Spalte: Vybrant-Férbung (Zellmembran)

3. Spalte: Overlay

A-C: Kontrolle ohne Polylysin, D-F: nach 30min Inkubationszeit, G-I: nach 1 Stunde Inkubati-
onszeit, J-L: nach 2 Stunden Inkubationszeit, M-O: nach 4 Stunden Inkubationszeit, P-R: nach 6
Stunden Inkubationszeit, S-U: nach 8 Stunden Inkubationszeit, V-X: nach 24 Stunden Inkubati-
onszeit

Zunichst wurden konfokale Bilder der transfizierten Zellen aufgenommen. Mit Komple-
xen aus Polylysin (linear und Biirste) konnen transfizierte Zellen, die das griin fluoreszie-
rende Protein exprimieren, beobachtet werden (siehe Abbildung . Dabei sind die Zell-
membranen mit Calcein rot angefirbt, die griine Fluoreszenz stammt von den transfizierten
Zellen. Die konfokalen Bilder zeigen jeweils nur einen kleinen Ausschnitt des Zellrasens, sie
erlauben deshalb keine quantitative Aussage zur Transfektionseffizienz.

Um quantitative Aussagen iiber die Menge der transfizierten Zellen zu treffen, werden
diese mit einem Durchflusszytometer analysiert. Dabei werden die Zellen einzeln durch
eine diinne Kapillare gespiilt und ihre Fluoreszenz ausgelesen. Nicht transfizierte Zellen
fluoreszieren ausschlieflich rot auf Grund des Membranfarbstoffs, transfizierte Zellen zeigen
rote und griine Fluoreszenz.

In Tabelle ist die Charakterisierung der zur Transfektion verwendeten Komplexe
zusammengestellt. Die Molmassen sind apparente Molmassen der Mischung aus Komplex
und Uberschuss Polykation. Die exakte Menge unkomplexierte Polykationen kann durch
Analyse der Lichtstreudaten nicht ermittelt werden. Ein Fit der Korrelationsfunktionen mit
zwei biexponenentiellen Fits (ein Fit fiir das Polykation und die anderen zwei Exponential-
funktionen fiir den Komplex) ist moglich. Die Analyse der Amplituden liefert jedoch keine
physikalisch sinnvollen Ergebnisse. Verantwortlich dafiir ist vermutlich die breite Verteilung
der Polykationen (vor allem im Fall der PVP-Biirsten fiir die die Polydispersitat M,, /M,
= 5 betrédgt) und die sehr breite Verteilung der Komplexgrofen. Hier kommt es zu einer

Uberlappung der Verteilungsfunktionen, so dass die Komponenten nicht getrennt angefit-
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Abbildung 6.3: Konfokale Aufnahmen der mit Polylysin transfizierten PBMECs.

tet werden konnen. Eine Analyse des Komplexes per GPC ist ebenfalls nicht moglich, da
die Biirstenpolymere mit dem Sidulenmaterial interagieren und so keine Trennung erfolgt.
Kapillarelektrophorese, die ohne Gelmatrix verwendet wird, kdnnte eine Abtrennung der
Komplexe von unkomplexiertem Polykation ermd&glichen und soll in Zukunft getestet wer-
den. Dann kann auch die Dichte der Komplexe aus deren Molmasse und Radius bestimmt
werden, ein Faktor, der ebenfalls wichtig fiir das Transfektionsvermogen der Komplexe sein

konnte.

6.4 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Transfektionsexperimente sind in Abbildungen bis zusaminen-
gefasst. Alle Komplexe mit biirstenférmigen Polymeren haben gegeniiber Lipofektamin
eine deutliche hohere Transfektionseffizienz. Komplexe mit PVP-Biirste transfizieren 25%
(bei einem Ladungsverhéltnis von +/- = 19 in der Komplexmischung) bis 35% (Ladungs-
verhéltnis +/- zwischen 9 und 4) der PBMEC-Zellpopulation, Lipofektamin erreicht nur
Transfektionsraten kleiner als 10%. Es ist kein Trend der Transfektionseffizienz mit der

Komplexgrofe oder Zusammensetzung der Komplexmischung zu erkennen. Bei sehr grofem
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Tabelle 6.1: Charakterisierung der zur Transfektion verwendeten Komplexe. GFP-DNA wurde
mit verschiedenen Polymeren in verschiedenen Verhéltnissen komplexiert. Ry, Ry und M,,,app
wurden mit dynamischer und statischer Lichtstreuung bestimmt. M,,, app ist das Gewichtsmittel
der Molmasse der Mischung aus Komplexen und Uberschuss Polykation.

# Polymer w(DNA) +/- Ry /nm My, / g/mol R, /nm Ry/Ry
1 PVP-Biirste 0.05 19 101 5.13E-+07 135 1.34
2 PVP-Biirste 0.1 9 121 5.49E-+07 151 1.25
3 PVP-Biirste 0.14 6.1 173 4.11E+08 186 1.08
4  PVP-Biirste 0.19 4.3 216 9.46E+-08 178 0.82
1 PLL-Biirste 0.072 204 69 1.74E-+07 74 1.07
2 PLL-Biirste 0.13 10.6 83 5.56E+07 83 1.00
3  PLL-Biirste 0.2 6.3 94 9.91E+07 93 0.95
4 PLL-Biirste 0.25 4.7 140 9.79E+-07 96 0.69
1 lin PLL 0.15 8.9 81 3.32E+07 67 0.83
2 lin PLL 0.2 6.3 145 - - -

Uberschuss PVP (+/- = 19) ist die Transfektionsrate geringer als bei kleinerem Uberschuss.
Zwischen den Komplexen mit +/- — 9 und +/- — 4.3 ist jedoch kein Unterschied in der
Transfektionseffizienz zu beobachten. Die Komplexgrofe scheint ebenfalls kein Kriterium
zur Bewertung der Transfektionseffizienz zu sein und auch die oft erwihnte Maximalgrofe
von 100nm Durchmesser fiir eine optimale Transfektion bestatigt sich im vorliegenden Ex-
periment nicht. Die effizientesten Komplexe haben hydrodynamische Radien zwischen 120
und 220nm.

Die Transfektionsversuche mit Polylysin zeigen die Uberlegenheit der biirstenformigen
Polykationen gegeniiber den linearen Analoga in der Transfektionseffizienz. Komplexe, die
bei dhnlichen Ladungsverhéltnissen hergestellt wurden (PLL-Biirste #3 entspricht linearem
PLL #2), haben vollig verschiedene Transfektionseigenschaften. Lineares Polylysin ist ein
schlechtes Transfektionsagenz, seine Effizienz liegt unter den Werten von Lipofektamin.
Im Gegensatz dazu werden mit biirstenformigem PLL Transfektionsraten von bis zu 25%
erreicht.

Vergleicht man die Transfektionsergebnisse mit den Komplexeigenschaften aus Kapitel
(siehe Tabelle [6.2)), so kann man folgende Schliisse ziehen:

e Lineares Polylysin ist das ineffizienteste der getesteten Transfektionsmittel. Die Trans-

fektionseffizienzen liegen deutlich unter den Lipofektamin-Werten. Komplexe mit li-
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(b) Transfektionen mit Komplexen aus PLL-Biirste

Abbildung 6.4: Transfektionsergebnisse der Komplexe mit PVP- und PLL-Biirste im Vergleich
zum kommerziellen Standard Lipofektamin. Aufgetragen ist die transfizierte Zellpopulation in
% der gesamten Population. Die Spaltenbeschriftungen fiir die Komplexe entsprechen denen in
Tabelle [6.1] Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Negative Werte entstehen durch
Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz der Kontrollprobe.
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Abbildung 6.5: Transfektionsergebnisse der Komplexe mit linearem PLL im Vergleich zum kom-
merziellen Standard Lipofektamin. Aufgetragen ist die transfizierte Zellpopulation in % der ge-
samten Population. Die Spaltenbeschriftungen fiir die Komplexe entsprechen denen in Tabelle[6.1]
Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Negative Werte entstehen durch Subtraktion
der Hintergrundfluoreszenz der Kontrollprobe.

nearem Polylysin lassen sich mit keinem der verwendeten Kompetitoren auflésen. Sie

bieten keinen Schutz gegeniiber DNase-Abbau.

e Die Polylysin-Biirste zeigt gute Transfektionsraten, die deutlich iiber den Lipofektamin-
Werten liegen. Aus den Komplexen lasst sich durch Heparin und BSA die DNA frei-

setzen. Sie bieten jedoch keinen Schutz gegeniiber DNase.

e Die besten Transfektionen zeigen in dieser Arbeit die Komplexe mit PVP-Biirste. Die
Komplexe sind durch NaCl und Heparin auflosbar und bei stochiometrischer Menge

DNase zum Teil vor dem Abbau geschiitzt.

Die Resultate lassen vermuten, dass das Freisetzungsverhalten einen Finfluss auf die Trans-
fektionseffizienz besitzt. Die Komplexe, die sehr stabil sind, transfizieren auch schlecht.
Umgekehrt ldsst sich jedoch nicht in Analogie schlussfolgern, dass Komplexe, die DNA
unter Kompetitoreinfluss freisetzen, auch gleichzeitig gute Transfektionsagenzien sind. Der
Schutz gegeniiber DNase-Abbau ist ein Vorteil um die DNA intakt zum Zellkern zu trans-
portieren. Die Fahigkeit Protonen zu binden und im Endosom als Protonenschwamm zu
wirken, kann vorteilhaft beim Austritt aus dem Endosom ins Cytosol sein [vdWMSN+*99].
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Das ist der Grund, warum Polyethylenimin ein so gutes Transfektionsmittel ist. Lysin hat
einen pks-Wert von 10.53 [JJ82], fiir 2-Vinylpyridin betrigt der pks-Wert 4.92 [BS57]. Die
Polymere haben vermutlich etwas kleinere pks-Werte, da die Protonierbarkeit abnimmt, je
mehr Seitenketten schon protoniert sind [vdWMSN*99]. Polylysin ist also bei pH 7 bereits
vollstandig protoniert, wihrenddessen das verwendete Polyvinylpyridin nur zu 53% mit
Ethylbromid quaternisiert ist und noch Protonen binden kann. Dies kann zu einem os-
motischen Quellen und Destabilisierung der endosomalen bzw. lysosomalen Vesikel fiihren
IBLZ*95].

Interessant ist der Vergleich der Transfektionseffizienzen mit den Versuchen zur Ethi-
diumbromidverdringung in 150mM NaCl. Die Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit des
Ladungsverhéltnisses + /- ist in Abbildung aufgetragen. Die Ethidiumbromidfluores-
zenz erlaubt eine qualitative Aussage iiber die Anzahl der Bindungsstellen zwischen DNA
und Polykation. Je niedriger die Fluoreszenz umso mehr Verkniipfungen wurden zwischen
DNA und Polykation gebildet. Wie die Messung zeigt, sinkt die Fluoreszenz bei Zugabe
von linearem Polylysin und Polylysin-Biirste sehr schnell ab. Bei einem Ladungsverhalt-
nis von 1.5 ist noch etwa 20% der Ethidiumbromidfluoreszenz in unkomplexierter DNA
detektierbar. Beide Polylysine binden also an vielen Stellen an die DNA. Im Gegensatz
dazu betrigt selbst in hohem Uberschuss an PVP-Biirste die Ethidiumbromidfluoreszenz
noch 60 bis 80% des Ausgangswerts. Lichtstreumessungen zeigen, dass Komplexe gebildet
wurden, die Ethidiumbromidverdriangung deutet aber darauf hin, dass es deutlich weniger
Bindungen zwischen PVP-Biirste und DNA gibt als zwischen Polylysin und DNA. Mogli-
cherweise sind also freie Schlaufen oder Enden der DNA im Komplex verfiighar, die eine
Transkription der DNA erleichtern.

Die Transfektionseffizienz wird also nicht nur durch das Freisetzungsverhalten komplet-
ter DNA-Molekiile bestimmt (dieses kann durch die Freisetzungsexperimente wie in Kapitel
bestimmt werden), sondern auch durch die lokale Zugénglichkeit einzelner Stellen der
DNA.

Tabelle 6.2: Zusammenfassung der Komplexeigenschaften und Transfektionsergebnisse

Toxizitdt  Schutz vor Freisetzung durch Transfektion
Polykation DNase NaCl Heparin BSA RNA
PLL-Biirste X X v v X +
PVP-Biirste 4 4 v X X 4
lineares PLL X X X X X --
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Abbildung 6.6: Ethidiumbromid-Verdridngung an Komplexen aus pUC19-DNA und verschiedenen
Polykationen in 150mM NaCl: m PVP-Biirste, ¢ PLL-Biirste, Alineares PLL. Aufgetragen ist die
relative EtBr-Fluoreszenzintensitit gegen das Ladungsverhéltnis + /-.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wird standardméfig der Anteil der trans-
fizierten, d.h. griin fluoreszierenden Zellen, von der Gesamtheit aller detektierten Zellen
bestimmt. Die Zellen werden mit Hilfe eines Durchflusszytometers bestimmt, das das an
einzelnen Zellen gestreute Licht detektiert. Zellklumpen o.4. werden in der Auswertung
nicht mitgezéahlt. Zur iiblichen Auswertung werden 10000 events ausgezdhlt und daraus
die Transfektionseffizienz bestimmt. Sind die Zellen durch die Transfektionsbehandlung
stark geschiadigt und nur noch wenige intakte Zellen in der Probenlésung, dauert es lin-
ger bis 10000 events detektiert werden konnen. Die Messdauer bzw. die Zahl der events
pro Zeiteinheit kann deshalb als Mak fiir die Schidigung der Zellen betrachtet werden. In
Abbildung sind neben den Transfektionseffizienzen auch die detektierten events pro
Sekunde aufgetragen. Bei den Kontrollen liegen die Werte zwischen 150 und 250 events pro
Sekunde, ebenso fiir alle untersuchten PVP-Biirsten-Komplexe. Deutlich weniger events

pro Sekunde sind fiir die Polylysin-Komplexe zu beobachten.

Sowohl fiir das lineare Polymer, das in den Toxizitdtstests, in denen reines, unkom-
plexiertes Polylysin verwendet wurde, nicht toxisch auf die Zellen wirkte, als auch das

Biirstenpolymer in hohem Uberschuss Polykation sind weniger als 75 events pro Sekunde
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beobachtbar. Fiir die PLL-Biirsten-Komplexe 1 und 2 konnte die geringe Zahl der events
pro Sekunde an der hoheren Konzentration PLL-Biirste liegen. Im Komplex PLL-Biirste 1
betrigt die PLL-Konzentration 26mg/1, fiir den Komplex PLL-Biirste 13mg/l. Die Toxizi-
tit wurde fiir 10mg/1 und 100mg/1 iiberpriift. Bei 100mg/1 war die Uberlebensrate nach 24
Stunden auf unter 50% gefallen. Die genaue Menge an freien Polylysin in den Komplexen
kann nicht bestimmt werden, aber moglicherweise liegt sie tiber 10mg/l und schiadigt die

Zellen in merklichem Umfang.
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Abbildung 6.7: Darstellung der Transfektionseffizienzen zusammen mit den im Durchflusszytome-
ter detektierten events pro Sekunde fiir die verschiedenen Transfektionsansitze. Die detektierten
events pro Sekunde sind ein Mak fiir die Schédigung der Zellen. Je weniger events po Sekunde
gezédhlt werden, desto weniger intakte Zellen sind in der Probe.

Das lineare Polylysin zeigt alleine keine toxische Wirkung, selbst in hohen Konzen-
trationen von 1000mg/1 sind die Zellen zu 100% vital. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Durchflusszytometeranalyse nach der Transfektion. Moglicherweise sind

die Zellen in der Zellteilung behindert, so dass weniger Zellen pro Volumen vorhanden
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sind. Oder die toxische Wirkung auf die Endothelzellen verdndert sich durch der Komple-
xierung der DNA mit den Polykationen. Die Ergebnisse an unkomplexiertem Polykation

lassen sich nicht direkt auf die Toxizitit der Komplexe iibertragen.

6.5 Literatur

Xu et al. [XPM*09] zeigen in ihrer Arbeit zu kammf6érmigen Polymeren aus einem Hydroxy-
propylcellulose-Riickgrat mit Poly((2-dimethylamino)ethylmethacrylat)-Seitenketten, dass
die kammférmigen Polymere DNA ebenso gut kompaktieren wie lineare Polymere. Die
Komplexgrofen liegen bei einem Ladungsverhiltnis +/- > 5 im Bereich von 150 bis 200nm
Durchmesser. Optimale Ladungsverhéltnisse fiir die Gentransfektion finden die Autoren in
serumfreien Medium bei + /- = 7. Bei hoherem + /- Werten nimmt die Transfektionseffizienz
in HEK293 Zellen ab. Sie erkldaren dies mit der Anwesenheit von freiem, unkomplexiertem
Polykation, das die Cytotoxiztdt erhoht und so die Transfektionseffizienz erniedrigt. Bei
kleineren -+ /- Verhéltnissen fiihrt eine nicht effiziente Kompaktierung zu einem lockeren
Polymer-DNA-Komplex, der nicht so einfach in die Zelle eintreten kann. Die Transfekti-
onsraten liegen iiber denen der Komplexe mit linearem Poly((2-dimethylamino)ethylmeth-
acrylat). Ebenfalls untersucht wird der Einfluss der Seitenkettenlidnge. In der Arbeit erga-
ben léngere Seitenketten eine erhohte Transfektionsrate, da die langen Seitenketten eine
hohere Bindungskapazitit besitzen und die Komplexstabilitdt erhohen. Das Einfiihren wei-
terer Ladungen durch Quaternisierung fiihrte nicht zur Verbesserung der Gentransfektion,
da diese Polymere zum einen toxisch sind, zum anderen eine erniedrigte Pufferkapazitét
besitzen, was den Austritt aus dem Lysosom erschwert. Als Grund fiir die erh6hte Trans-
fektionsrate bei Verwendung der kammformigen Polymere nennen die Autoren die bessere
Wechselwirkung des Polykations mit der DNA bzw. der Zellmembran. Warum aber gera-
de die kammformige Struktur die Wechselwirkung erleichtern soll, wird nicht erklart. Fin
flexibles, lineares Polymer kann sicherlich ebenso wirkungsvoll mit DNA interagieren. Ent-
scheidend ist eher, wie viele der Ladungen auf dem verzweigten Polymer an die negativen
Ladungen der DNA binden. Messungen des Zeta-Potentials sind hier ungeeignet, da nur
Oberflichenladungen einen Einfluss auf das Messergebnis haben.

Liu et al. synthetisieren nach eigener Aussage biirstenformige Polykationen, die jedoch
eher eine kugelférmige Struktur aufweisen, mit PEI-0-PEO-Seitenketten und testen diese
auf ihre Komplexierungs- und Transfektionseigenschaften [LDZ*10]. Sie finden eine Ag-

gregation der Partikel bei einem Ladungsverhéltnis + /- < 2.5 mit Komplexdurchmessern
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iber 400nm. Bei grokerem Polykationeniiberschuss (4 /- = 10) sind die Komplexe stabil in
Losung (Durchmesser 100-150nm). Die Transfektionseffizienz in HEK293-Zellen steigt mit
zunehmendem +/- (untersuchter Bereich +/- = 10 bis 50) und liegt im Bereich der Lipo-
fectamine2000 Kontrolle. Uberlebensraten und Transfektionseffizienzen sind grofer als bei
verzweigten PEI (25kDa). Der Vergleich ist jedoch ungeeignet um die Polykationenstruk-
tur zu beurteilen, da die PEG-Modifizierung einen grofen Einfluss auf die untersuchten
Faktoren hat.

Wau finden ebenfalls eine erhéhte Transfektionseffizienz (an 293-T-Zellen, einer Vari-
ante der HEK293-Zellen) bei Uberschuss an PEI in der Komplexlésung [Wul0][DYJ*09)].
Er nutzt dabei die Toxizitdt der Polyethylenimine gezielt aus, um die Zellmembran zu
penetrieren und so permeabler fiir die DNA-Komplexe zu machen.

Die vorliegende Arbeit kann den Trend der hoheren Transfektionsraten bei groferem
Uberschuss Polykation nicht bestiitigen. Vor allem bei den Komplexen aus PLL-Biirste
steigt die Transfektionsrate mit abnehmendem Ladungsverhiltnis + /-. Ein groker Uber-
schuss an Polykation vermindert dagegen die Transfektionsraten.

Untersuchungen zur Komplexierung von DNA mit quaternisiertem Poly(N-ethyl-4-vinyl-
pyridiniumbromid) wurden bereits 1993 von Kabanov et al. durchgefiihrt [KAM*93]. Die
Autoren finden eine geringe Toxizitdt der Polykationen und der Komplexe an NIH 3T3 Zel-
len. Die Transfektion der NIH 3T3 Zellen ist nur bei molaren Verhéltnissen npoyykation/2DN A
> 1 erfolgreich. Der optimale Wert liegt bei npoiykation/pna = 10 und die Effizienz ist dort
4 bis Tfach hoher als bei Calcium-Féllung. Es wurden zwei verschiedene Polymerisationsgra-
de DP untersucht (DP = 18 und DP = 500), wobei das lingere Polymer deutlich effektivere
Transfektionen zeigte. Die Verkapselung der DNA in quaternisiertem PVP verstirkt die
Nukleinsdure-Adsorption auf der Zellplasmamembran und ihre Aufnahme in die Zelle. Die
Autoren schlagen vor, dass sich in hohem Uberschuss Polykation positiv geladene Schleifen
des Polymers bilden, die mit der negativen Zellmembran interagieren. Ein weiterer wich-
tiger Faktor zur erfolgreichen Transfektion ist ihrer Meinung nach die Kompaktierung der

DNA in den Komplexen, die es erleichtert DNA in endozytotischen Vesikeln einzuschliefen.



Kapitel 7
Kinetik der Komplexbildung

Die vorhergehenden Kapitel haben sich aussschlieflich mit der Herstellung der Komplexe
und ihren Eigenschaften beschéftigt. Im folgenden wird die Kinetik der Komplexbildung
beschrieben. Deren Kenntnis kann zum Verstiandnis der vielen Wechselwirkungen (elektro-

statisch, dipolar, hydrophob und entropisch) wihrend der Komplexierung helfen.

7.1 Literatur

Bisherige Untersuchungen beschiftigen sich hauptsichlich mit der Komplexbildung im
Zeitbereich von einigen Sekunden, Minuten und Stunden [HABOO| [WBS80] |[Lai01]. In ei-
nigen Arbeiten wird die Stopped-flow-Technik angewandt um die ersten Schritte in der
Komplexbildung aufzuzeichnen, die im Millisekunden-Bereich stattfinden [Poe84| [BMLO3]
[TPMO3].

Mit Hilfe der Stopped-flow-Lichtstreuung hat Porschke die Komplexbildung zwischen
Giant T4- und A-DNA mit Spermin und Spermidin untersucht [Poe84]. Bei sehr kleinen
Konzentrationen (cpya = 1-107M, 0.7 < cgpermin < 1.5:10°5M) sind zwei Prozesse zu be-
obachten: ein sehr schneller Prozess im Zeitbereich unter 1lms, der der Anlagerung vieler
Spermin-Molekiile an die DNA zugeordnet wird. Der zweite Prozess, der im Bereich von
einigen 10 bis 100ms stattfinden wird interpretiert als Ubergang der freien zur kondensier-
ten Form der DNA. Es ist jedoch nicht klar, warum der Prozess der DNA-Kondensation zu
einer ca. 10-fachen Erhéhung der Streuintensitéit fiihrt. Desweiteren kann die Bildung von
Komplexen mit mehreren DNA-Molekiilen nicht ausgeschlossen werden. Bei hoheren Sper-
minkonzentrationen (5 bis 100-10-°M) wird der sehr langsame Anstieg der Streuintensitét

als intermolekularer Aggregationsprozess mehrerer DNA-Molekiile interpretiert.

121
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Die Komplexbildung zwischen Lachs-DNA (2000 Basenpaare) mit kationisch geladenen
Vesikeln wurde von Barreleiro et al. ebenfalls mit Hilfe der Stopped-flow-Technik und Trii-
bungsmessungen untersucht [BML03|. Mit beiden Messtechniken konnten zwei Prozesse im
Zeitbereich von 50ms bis 5s aufgezeichnet werden. Diese werden einer diffusen DN A-Vesikel-
Aggregation zugeordnet. Danach erfolgt ein Aufbrechen der Vesikel und die Bildung einer
Doppelschicht um die DNA. Ein sehr langer Prozess im Bereich von 150s konnte nur durch
Fluoreszenzmessungen beobachtet werden und wird mit internen Umordnungsprozessen in
den Komplexen erklart.

Tecle at al. verwenden Stopped-flow-Fluoreszenzmessungen um die Komplexbildung
zwischen pUMVC1 DNA (7520 Basenpaare) und Polypeptiden kleiner Molmasse zu un-
tersuchen [TPMO3|. Es wurden zwei Prozesse beobachtet, einer bei einigen Millisekunden
und der andere im Bereich von 15 bis 100ms, die jedoch nicht erklirt werden, sondern nur

in Analogie zur Proteinfaltung gesetzt werden.

7.2 Methode

Die Stopped-flow-Technik wurde 1940 von Chance entwickelt [Cha40] [KSHO04], eine An-
wendung in Verbindung mit statischer Lichtstreuung erfolgte jedoch erst 1971 [AECTI].
Die detektierte Streuintensitét ist proportional zum Gewichtsmittel der Molmasse M,, als
Funktion der Zeit. Der Hauptnachteil der Stopped-flow-Apparate ist bisher immer noch
die Messung der Streuintensitit bei festem Streuwinkel von 90°. Dies fiihrt zu unsicheren
Ergebnissen, wenn die Teilchengréfe iiber 20nm liegt, da dann der Einfluss des Partikel-
formfaktors P(q) nicht mehr vernachlissigbar ist. Im folgenden wird die Integration einer
Stopped-flow-Zelle in eine Lichtstreuapparatur beschrieben, die es ermdoglicht Streuinten-
sitdten bei einem Streuwinkel von 30° zu messen. Der Einfluss des Partikelformfaktors
betragt bei diesem Winkel weniger als 23% fiir Partikelradien kleiner 100nm. So kann die
Komplexbildung zwischen PVP-Biirste und pUC19-DNA im Bereich von Millisekunden bis

Minuten untersucht werden.

7.3 Ergebnisse

Wie in Abbildung gezeigt, sind die Streuintensititen der PVP-Biirste

Ipyp =1(t=0) - Ipuffer
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Abbildung 7.1: Intensitdt der PVP-Biirste zum Zeitpunkt t = 0 als Funktion der Biirstenkonzen-
tration

proportional zur PVP-Konzentration. I[(t=0) ist dabei die gemessene Intensitit der fliefen-
den Losung wihrend des Injektionsprozesses. Diese ist im Idealfall weniger als 3ms alt (dies
entspricht der Totzeit zwischen Mischer und Streuvolumen). Im folgenden entspricht die
Zeit t=0 der Zeit, wenn die gemischte Losung ins Streuvolumen eintritt. Der lineare Zu-
sammenhang zwischen Streuintensitit und PVP-Konzentration demonstriert die exzellente
optische Qualitdt der Flusszelle.

Um aufwendige Kalibrationen zu vermeiden, wird die relative Molmasse M, (t) als
Anstieg der Exzessstreuintensitdt relativ zur Streuintensitdt der Mischung aus DNA- und

PVP-Biirsten-Losung zur Zeit t = 0 ausgewertet.

Mya(t) = (I(t) = Ipusrer)[(1(t = 0) = Ipufer) (7.1)

Da das Brechungsindexinkrement von DNA (dn/dc = 0.17ml/g) sich nicht signifikant von
dem der PVP-Biirste (dn/dc = 0.188ml/g) unterscheidet, kénnen die Streudaten entspre-
chend einer multimodalen Homopolymermischung analysiert werden. Vernachlissigt man
den Einfluss des Formfaktors P(q), kann die relative Molmasse durch folgende Gleichung

ausgedriickt werden:

me(t) - Mo(t) + mpna(t) - Mpya+mpyp(t) - Mpyp]

M, =l
" ct-[mpna-Mpna+mpyp- Mpyp]

(7.2)

mit: Ct: CpnatCpyp
m,;: Massenfraktion der entsprechenden Komponenten PVP, DNA und Komplexe
M;: Molmasse der entsprechenden Komponenten PVP, DNA und Komplexe
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M,.(t) ist ein besonderes w,w-Mittel, da es berechnet wird aus dem Gewichtsmittel der
Molmasse der Komplexe und eventuell unkomplexierter DNA und PVP geteilt durch das
Gewichtsmittel der Molmasse der DNA-PVP-Mischung zur Zeit t = 0. Eine quantitative In-
terpretation von M, (t) ist nicht nur wegen des besonderen w,w-Mittel schwierig, sondern
auch wegen der Tatsache, dass nicht alle Biirsten- und/oder DNA-Molekiile komplexiert
sind.

Abbildung zeigt die relative Molmasse M,..; als Funktion der Zeit fiir verschiedene

Werte fir = anion.

100 - o

10__ "“\Af'l ' M,*WM‘"M
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Abbildung 7.2: Relative Molmasse M,.; als Funktion der Zeit fiir Komplexe bei verschiede-
nen Ladungsbriichen an;on. Von oben nach unten: rot: x apion=0.398; griin: x apijon=0.332;
schwarz: T anion=0.498; blau: T apion=0.284; orange: x Ap;on=0.665; hellblau: x A4n;on=0.249; magen-
ta: & Anion=>0.199; dunkelgriin: T ppn;on=0.166

Alle Kurven zeigen einen sehr schnellen Prozess im Zeitbereich von wenigen Millise-
kunden, gefolgt von einem zweiten Prozess im Bereich einiger 100 Millisekunden. Der erste
Prozess wird durch ein Mischartefakt verursacht, da ein kleiner Teil dlterer Losung durch
Wirbelbildung wieder zuriick ins Streuvolumen fliefst. Dieser Mischartefakt ist zu klein
um die Kinetik der Komplexbildung signifikant zu beeinflussen. Er zeigt jedoch sehr gut,
welche kurzen Zeitbereiche die Methode aufzulésen vermag (siehe auch[9.9.6). Dementspre-
chend stellt der zweite Prozess in Abbildung den ersten Wachstumsprozess dar. Fiir
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0.2 < Tanion < 0.35 folgt dem ersten Wachstumsprozess ein sehr langsamer Prozess, der

zu weiterer Aggregation der Komplexe folgend einem Potenzgesetz (Gleichung fiihrt.
M, o< t4 (7.3)

Der Exponent d nimmt dabei von 0.353 fiir x 4,;,b,=0.332 bis auf Werte nahe 0 fiir x an;0n
< 0.2 ab, wie in Tabelle gezeigt.

Tabelle 7.1: Exponenten d entsprechend Gleichung fiir verschiedene Ladunsgbriiche x Anion

X Anion d
0.332 0.353
0.284 0.19
0.249 0.107
0.199 0.094

Langzeitmessungen zeigen, dass sich die Komplexe innerhalb einiger Minuten stabili-
sieren, obwohl die Reproduzierbarkeit der hydrodynamischen Komplexradien fiir 0.25 <
T anion < 0.5 schlecht ist. Interessanterweise werden Exponenten d kleiner als 1 in Smo-
luchowskis Koagulationstheorie [Smol6] nicht erwartet. Ein moglicher Grund kénnte die
fehlende Extrapolation auf q=0 sein. Allerdings ist der relative gegeniiber dem absoluten
Einfluss des Formfaktors P(q) auf M, kleiner als +16%. Eine Ausnahme ist die Messung
fiir = 4050, —0.398, bei der die M,-Daten vor allem bei langen Zeiten signifikant unterbe-
wertet werden.

Die kinetischen Kurven (aufer dem Teil, der fraktales Wachstum zeigt) kénnen mit
folgender empirischer Funktion angepasst werden (siehe Abbildung 7.3 bis [7.4)):

M, = Pr- (1= ayexp(—t/ty) — agexp(—t/ty) — azexp(-t/t3)) + 1 (7.4)

wobei 1+ P, genau M, (t) fiir t=oc0 (ohne Beriicksichtigung des Potenzgesetzes entspre-
chend Gleichung . Die Amplituden 1+ P, - ¥, a; (i = 1 bis 3) ergeben M, (i) nach
jedem Aggregationsprozess mit Wachstumszeit ¢;. In der Zeit bevor das fraktale Wachs-
tum beginnt konnen zwei Prozesse eindeutig identifiziert werden: ein sehr schneller Prozess,
t; = 11, der sich sehr gut mit einer Exponentialfunktion beschreiben lédsst, im Zeitbereich
von 5 bis 10ms. Dieser ist unabhingig von x an;0,. Es konnte gezeigt werden, dass dieser
Prozess durch Wirbelbildung wéhrend des Mischprozesses entsteht und ein kleiner Teil

alter Losung zuriick ins Streuvolumen flieftt. Da der Einfluss auf die Streuintensitit aber
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Abbildung 7.3: Fit der Kinetikdaten mit einer triexponentiellen Funktion wie im Text beschrieben.
Rot: X Anion=0.398; griin: T apion=0.498; orange: x An;ion=0.665

sehr klein ist, hat dieser Effekt keinen signifikanten Einfluss auf die nachfolgende Komplex-
bildungskinetik. Der zweite Prozess 75 konnte nicht mit einer einzigen Exponentialfunktion
angepasst werden. Vielmehr waren mindestens zwei Exponentialfunktionen nétig, um den
zweiten Prozess ausreichend zu beschreiben[] Da die experimentellen Daten streuen, zei-
gen die Wachstumszeiten ¢ und 3 keinen eindeutigen systematischen Trend. Dies macht
das Auftreten zweier individueller Wachstumsprozesse unwahrscheinlich. Es existiert eher
eine monomodale Verteilung der Wachstumszeiten, die gut mit einem biexponentiellen Fit
angepasst werden kann (entsprechend dem Fit der Korrelationsfunktionen in der dynami-
schen Lichtstreuung). In formaler Analogie zur Lichtstreu-Auswertung kann eine mittlere

Wachstumsrate definiert werden als

o1l (ag/ts + asfts)

5 (a5 + a3) (7.5)

Obwohl diese Definition der mittleren Wachstumszeit 5 etwas willkiirlich ist, zeigen sich
doch eindeutige Trends fiir die Wachstumsprozesse, wie in Tabelle [7.2] und Abbildung

!Der langsamere, aber einfach exponentielle Anstieg konnte durch die extrem breite Molmassenvertei-
lung der PVP-Biirste verursacht werden.
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(a) Fit der Kinetikdaten mit triexponentiel- (b) Wachstum folgende einem Potenzgesetz

lem Fit bis zum Beginn des Potenzgesetzes. log(M,q-1) oc t? fiir verschiedene Werte

Grin: Tanion=0.322; blau: = Ani0n=0.284; hell- £ Anion. Grin: = sn0,=0.332, d=0.353; blau:

blau: z Apnion=0.249; magenta: x Anion=0.199; dun- = nion=>0.284, d=0.190; hellblau: = gyn;0n=0.249,

kelgriin: x 4450, =0.166 d=0.107, magenta: TApion=0.199, d=0.094;
dunkelgriin: x on;0,=0.166, d=0.065

Abbildung 7.4: Fit der Kinetikdaten mit anschliekendem Potenzgesetz

gezeigt. Aufgrund des Rauschens der Intensititsdaten und des Einflusses der oberen Limits
fiir den Fit, bei dem das fraktale Wachstum anfangt, liegt der experimentelle Fehler von
71 und 75 im Bereich von +30%. Der Vorteil der Definition der mittleren Wachstumszeit
Ty ist, dass die langsamere Wachstumszeit, die sich signifikant mit dem oberen Limit des
Fits dndert, diese nicht stark beeinflusst. Die Ergebnisse des Fits werden in Tabelle [7.2
zusammen mit den hydrodynamischen Radien, die nach Ende der kinetischen Messung

bestimmt wurden, aufgelistet.

Tabelle 7.2: Amplituden und Wachstumszeiten entsprechend Gleichung und sowie die
hydrodynamischen Radien, die nach Ende der kinetischen Messungen bestimmt wurden.

Tanion P1 &1 71/ ms agtaz 79 /ms Ry /nm
0.665 2.9 0.11 3.8 0.89 320 43
0.498 10.9 0.039 3.4 0.96 1410 55
0.398 101 0.00081 3.4 1 10200 239
0.332 7.8 0.066 8.9 0.934 635 99
0.284 5.2 0.07 6.4 0.93 565 58
0.249 2.1 0.15 6.9 0.85 67 45
0.199 1.08 0.19 5 0.81 76 44

0.166 0.87 0.22 3.5 0.78 69 44
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Abbildung 7.5: Wachstumszeiten 7o (e, linke Achse) der Komplexbildung als Funktion des Mo-

lenbruchs anionischer Ladungen x Anion. Zum Vergleich sind die hydrodynamischen Radien, die 2
min nach Ende der kinetischen Untersuchungen gemessen wurden, aufgetragen (A, rechte Achse).

Die mittlere Wachstumszeit 75 ist von x4y, wie in Abbildung gezeigt abhingig.
Abbildung[7.5] beinhaltet auch die hydrodynamischen Radien, die durch dynamische Licht-
streuung bei einem Streuwinkel von 30° direkt nach Ende der kinetischen Messungen be-
stimmt wurden. Die gréften Komplexe wurden wiahrend des beobachteten Zeitraums von
einigen Minuten fiir z 45,0, = 0.398 beobachtet. Das ist zunéchst iiberraschend, da norma-
lerweise die am schnellsten wachsenden oder grofsten Komplexe nahe Ladungsstochiometrie,
also T nion = 0.5, beobachtet werden. Wie fiir ein sehr dhnliches System berichtet wurde
[SDH*07] verursacht der extrem grofse Unterschied der Ladungsdichte zwischen DNA (5.9
Ladungen pro nm Konturldnge) und der PVP-Biirste (e< 55 chemische Ladungen pro nm
Konturldnge) eine Verschiebung des instabilen Bereichs, in dem sich primére Komplexe ver-
binden und letztendlich Phasenseparation bzw. Sedimentation auftritt, zu kleineren Werten
VON T Anion- Obwohl es zu erwarten wére, dass die unterschiedlichen Herstellungsprotokolle
fiir die Komplexe (schnelles, turbulentes Mischen im Gegensatz zum Zutropfen der DNA-
Komponente zum Uberschuss Polymerlésung) einen entscheidenden Einfluss nicht nur auf
die Stabilitdt der Komplexe, sondern auch auf die Lage des instabilen Bereichs haben, wer-
den die grofsten Komplexe im Rahmen dieser Untersuchung bei 4,0, — 0.4 beobachtet.
Dies steht in qualitativer Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen.

Im Hinblick auf eine Interpretation der beobachteten kinetischen Prozesse, ist es auf-
schlussreich die Diffusionszeiten in einem diffusionslimitiertem Aggregationsszenario zu

diskutieren. Der mittlere Abstand zwischen DNA-Molekiilen ist in allen Experimenten



7.3. ERGEBNISSE 129

10000

1000

100 4

1 10 100
M (z,)

rel

Abbildung 7.6: Wachstumszeit 7o als Funktion der relativen Molmasse M,.;(72)

konstant und betrigt etwa 800nm. Unter Verwendung des Diffusionskoeffizienten reiner
DNA Dpya = 2 - 1078 e¢m?/s sollten sich Komplexe, die nur eine DNA enthalten, in-
nerhalb 30ms bilden. Da die beobachteten Wachstumszeiten grofer sind und komplexierte
(und damit kompaktierte) DNA schneller diffundiert, miissen die Komplexe in dieser Arbeit
aus mehreren DNA-Molekiilen bestehen. Dies steht in qualitativem Einklang mit friiheren
Lichtstreuuntersuchungen an einem dhnlichen System (allerdings ohne Verwendung eines
schnellen Mischers), in denen Komplexe mit ungefihr 10 DNA-Molekiilen im Bereich von
T Anion > 0.6 bzw. 3 bis 4 DNA-Molekiile im Bereich von 4,0, < 0.2 gefunden wurden.
Fiir z 4ni0n > 0.2 und x anion < 0.6, in dem die meisten der kinetischen Daten liegen, sind
sogar noch mehr DNA-Molekiile in einem Komplex immobilisiert.

Es ist aufschlussreich die mittlere Wachstumszeit der Komplexe 75 gegen die relati-
ve Molmasse aufzutragen (Abbildung . Fiir anion < 0.25 betrigt die Zeit, die zur
Komplexbildung benétigt wird, 60 bis 80ms. Wie durch den konstanten hydrodynamischen
Radius gezeigt, bilden sich in diesem Bereich nur mehr, aber keine groferen Komplexe mit
zunehmnedem Z gnion. In qualitativer Ubereinstimmung mit [SDIT*07] koexistieren diese
primiren” Komplexe mit einem Uberschuss Polykation.

Fiir X anion > 0.25 ist die mittlere Wachstumszeit 7 proportional zur Molmasse der
Komplexe. Dies ist im Rahmen eines einfachen diffusionslimitiertem Aggregationsszenario

Zu erwarten:

73 o< (R?) /D o< M (7.6)

unter der Annahme, dass D o< M~1/3, das heift fiir sphirische Komplexe. Ebenso gilt,
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dass der quadratische mittlere Abstand zwischen wachsenden Komplexen (R2) o M?/3,
da (R?) o< c;\,z/g und cy o< M1 bei konstantem cp. cp und cy sind die Zahlen- bzw.

Massenkonzentrationen.

7.4 Simulation des Stromungsprofils in der Messkiivette

Am Institut fiir Mikrotechnik Mainz GmbH wurden Simulationen des Stromungsprofils in
der Messkiivette angefertigt. Dazu wurde ein Fluss durch die Messgeometrie angenommen,
der nach 0.1s gestopt wird, und dann das Verhalten der Losung im Inneren der Kammer
simuliert. Abbildung zeigt die Ergebnisse fiir den in den Kinetik-Messungen verwen-
deten Aufbau. Das Streuvolumen, das wihrend der Lichtstreumessungen beobachtet wird,
liegt im Zentrum des Kiivettenraums.

Wie in den Messungen beobachtet zeigt auch die Simulation einen Riickfluss alter Lo-
sung aus den Kiivettenvolumen zuriick ins Streuvolumen. Wiirde die Lésung nach dem
Stoppen der Injektion direkt stillstehen, gibe es nur hellblaue Bereiche im Streuvolumen.
Der Riickflusses vollzieht sich schon innerhalb der ersten 10ms nach dem Stopp, wie die
Messwerte auch bestatigen. Der Effekt der weiteren Wirbelbildung, die sich auf grokere
Zeiten ausdehnt, ist im Vergleich zur Intensitidtsinderung durch das Komplexwachstum
vernachléssigbar.

Im folgenden wurde ein anderes Kiivettendesign entwickelt, das den Riickfluss alter
Losung ins Streuvolumen mindern kann. Dazu wird am Boden der Kiivette ein Kegel
aufgesetzt, der die Losung zu den Seiten leitet und die Wirbelbildung im Inneren der
Kiivette minimieren soll. Die Simulationen zu dem neuen Design sind in Abbildung
gezeigt. Die Wirbelbildung im Zentrum der Kiivette verkleinert sich, die alte Losung wird
nach oben in den Zulauf gedriangt bzw. bleibt an den Seiten der Kiivette. Ein solches Design

konnte hilfreich sein, wenn Kinetiken bei sehr kleinen Zeiten untersucht werden.

7.5 Zusammenfassung

Das Wachstum der PVP-DNA-Komplexe wurde durch Messung der zeitabhingigen, abso-

luten Streuintensitét in einer Stopped-flow-Lichtstreu-Apparatur untersucht.

e Prozesse im Millisekunden-Bereich sind mit dem in dieser Arbeit verwendeten Aufbau

durch Lichtstreuung verfolgbar.
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Simulationszeil in s (Stopp bei 0.1 s}

(d) 30ms nach Stopp (e) 50ms nach Stopp (f) 100ms nach Stopp

Abbildung 7.7: Simulation des Strémungsprofils in der Messkiivette. Da die Kiivette zwei Sym-
metrieebenen hat, muss nur ein Drittel des Kiivettenraumes simuliert werden. Gezeigt sind Mo-

mentaufnahmen von dem Zeitpunkt, an dem die Ldsung stoppt , sowie 10ms , 20ms
, 30ms , 50ms und 100ms nach dem Stopp. Der Farbcode entspricht dem

Alter der Lisung. Die Simulationen wurden am IMM Mainz angefertigt.

e Stabile Komplexe bilden sich fiir z gn;0n < 0.2 und Z 4ni0n > 0.35. Das Wachstum kann
durch Diffusion der Komponenten zueinander beschrieben werden. Fiir x 4,0, < 0.2
bilden sich stabile primare Komplexe, wihrend bei x 40, > 0.35 weitere Aggregation

der primiren Komplexe auftritt.

e Fiir 0.2 < Zapion < 0.35 sind die Komplexe nicht stabil, ein fraktales Wachstum
schliet sich an die diffusionslimitierte Aggregation an. Die Exponenten sind kleiner

als 1, was nicht zu erwarten ist.

e Die groften und am schnellsten wachsenden Komplexe bilden sich nicht bei Ladungs-
stochiometrie, sondern bei xanion = 0.4, was mit dem grofen Unterschied in der

Ladungsdichte der Komponenten erklart werden kann.
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Abbildung 7.8: Simulation des Stromungsprofils in der Messkiivette mit zusétzlich eingefiigtem
Kegel am Kiivettenboden. Da die Kiivette zwei Symmetrieebenen hat, muss nur ein Drittel des
Kiivettenraumes simuliert wetden. Gezeigt sind Momentaufnahmen von dem Zeitpunkt, an dem
die Lésung stoppt , sowie 10ms , 20ms , 30ms , 50ms und 100ms

(7.81) nach dem Stopp. Der Farbcode entspricht dem Alter der Losung. Die Simulationen wurden
am IMM Mainz angefertigt.



Kapitel 8
Ergebnisse und Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Bildung von Komplexen aus biirstenférmigen
Polykationen und DNA, ihre Eigenschaften und Anwendung in der Gentransfektion unter-
sucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf Poly-L-Lysinen (PLL) in Biirstenform und als lineares
Polymer und quaternisierten Polyvinylpyridinen (PVP) in Biirstenform. Solch wurmférmi-
ge Polykationen wurden bislang in der Gentransfektion nicht untersucht, ein Einfluss der
Topologie auf das Transfektionsverhalten ist jedoch zu erwarten und wurde in der vorlie-
genden Arbeit gefunden.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Polymere konnen DNA in Komplexe kompaktieren,
die auf einem 1.0% Agarosegel nicht mobil sind. Bei den Biirstenpolymeren wird dafiir
ein Uberschuss an positiven Ladungen bendtigt, lineares Polylysin immobilisiert schon in
stochiometrischen Ladungsmengen die gesamte DNA. Ursache hierfiir ist die geringere Zu-
génglichkeit der Ladungen auf dem Biirstenpolymer. Die Komplexbildung der Polykationen
mit DNA ist in allen Fillen kinetisch kontrolliert. Die Komplexstruktur ist kugelférmig mit
R, /Ri-Werten zwischen 0.9 und 1.2, unabhéngig von der Struktur der Polykationen und
dem Salzgehalt der Losung.

In Losung stabile Komplexe bilden sich nur im deutlichen Uberschuss einer Komponen-
te. Bei den Biirstenpolymeren ist ein Ladungsverhéltnis +/- > 3 nétig, lineares Polylysin
bleibt bis zu +/- > 2 in 5mM Phosphatpuffer dispergiert. Je mehr man sich stochiome-
trischer Ladungsverteilung ndhert, umso starker aggregieren die Komplexe. Die Komplexe
sind elektrostatisch stabilisiert, bei Zugabe von NaCl werden die Ladungen teilweise aus-
geglichen und es kommt zur Aggregation. Die Grenze, bis zu der die Komplexe in Losung

stabil sind, verschiebt sich in 150mM NaCl zu héherem Uberschuss des Polykations.
Komplexe aus PVP-Biirste und pUC19-DNA aggregieren bei Salzzugabe zunéchst, 16-
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sen sich ab einem Salzgehalt von 0.5M aber wieder in die Ausgangskomponenten auf.
Ursache ist die Abschirmung der elektrostatischen Anziehung und die Verringerung des
Entropiegewinns bei der Komplexbildung durch das Freilassen der Gegenionen. Je mehr
Ionen in Losung sind, umso geringer wird der Entropiegewinn bei der Komplexbildung, da
die Gegenionen bereits vor der Komplexierung nicht mehr auf dem Polyelektrolyten gebun-
den sind. Die Polylysin-Komplexe aggregieren ebenfalls bei Salzzugabe, lassen sich jedoch
auch bei hohen Salzkonzentrationen nicht dekomplexieren, sondern nur deaggregieren.
Bei Verwendung eines Kugelmischers, der turbulentes Mischen ermdglicht, sind die Ra-
dien der PVP-DNA-Komplexe bei gleicher Konzentration und Zusammensetzung generell
kleiner als bei sequentieller Titration einer Komponente zur Uberschusskomponente. Die
Herstellungsmethode hat bei Polylysin-Komplexen keinen Einfluss auf die Komplexgréfse.
In Freisetzungsexperimenten wurde die Stabilitdt der Komplexe gegeniiber verschiede-
nen Kompetitoren, wie BSA, Heparin und RNA sowie erhohter Salzkonzentration getestet.
Zusétzlich wurde der Schutz der DNA in den Komplexen vor Angriffen durch DNasen
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle zusammengefasst. Die Komplexe aus li-
nearem Polylysin lassen sich durch keinen der verwendeten Kompetitoren auflésen. Die
Biirstenpolymere bilden labilere Komplexe, sie lassen sich jeweils mit zwei der vier Kom-
petitoren auflésen. Durch Ethidiumbromidverdrangungsversuche konnte gezeigt werden,
dass sich PVP an weniger Bindungsstellen der DNA als die beiden untersuchten Polyly-
sine anlagert. PVP und DNA sind deshalb nicht so stark aneinander gebunden und die
Wahrscheinlichkeit, dass alle Bindungen gleichzeitig gelost werden, ist grofser als bei den

Polylysinen.

Tabelle 8.1: Zusammenfassung der Komplexeigenschaften und Transfektionsergebnisse

Toxizitat  Schutz vor Freisetzung durch Transfektion
Polykation DNase NaCl Heparin BSA RNA an PBMEC

PLL-Biirste v X X v 4 X +

PVP-Biirste v v v X X 4+
lineares PLL X X X X X -

Im Konzentrationsbereich unter 100mg/1 sind alle verwendeten Polymere nicht toxisch
fiir Schweinehirnendothelzellen. Bei hoheren Konzentrationen wirken die Biirstenpolymere
im Vergleich zum linearen Poly-L-Lysin deutlich toxischer auf die Zellen. Die Transfektions-
effizienz der DNA-Polykation-Komplexe wurde an Schweinehirnendothelzellen (PBMEC)

getestet. Die verwendeten Komplexe wurden vor der Transfektion mit Hilfe der statischen
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und dynamischen Lichtstreuung charakterisiert. Alle verwendeten Komplexe wurden im
Uberschuss Polykation hergestellt (Ladungsverhiltnisse + /- zwischen 20 und 4) und hatten
hydrodynamische Radien zwischen 70 und 220nm. Es gibt keinen eindeutigen Zusammen-
hang zwischen Komplexgrofe und Transfektionseffizienz. Die Komplexe mit den hochsten
Transfektionsraten von 35% transfizierter Zellen der gesamten Zellpopulation haben Radi-
en von 173nm. Hierbei handelt es sich um PVP-Biirsten-Komplexe. Im Bereich von + /- =
9 bis 4 sind alle Komplexe aus PVP-Biirste und DNA sehr effizient, mehr als 30% der Zell-
population sind transfiziert. Das kommerziell erhiltliche Transfektionsmittel Lipofektamin
erreicht in Schweinehirnendothelzellen nur Werte unter 10%. Ebenfalls gute Transfektions-
raten (> 25%) werden mit den Polylysin-Biirsten erreicht, die linearen Polymere kénnen
PBMEC nicht oder nur sehr schlecht (< 5%) transfizieren.

Vergleicht man die Transfektionsraten mit den Komplexeigenschaften, so zeigt sich,
dass die Toxizitdt der Polykationen und die Komplexgrofhe keinen Einfluss haben. Die
Komplexe, die sehr stabil sind, die sich nicht durch Kompetitoren auflésen lassen und viele
Bindungen an die DNA kniipfen, transfizieren schlecht. Gute Transfektionsagenzien bilden
dagegen labilere Komplexe mit weniger Bindungsstellen zur DNA. Die Biirstenform bringt
hier einen ganz entscheidenden Vorteil in der Komplexbildung und deren Anwendbarkeit
in der Gentransfektion.

Im folgenden miissen weitere Biirstenpolymere und ihre linearen Analoga auf ihr Trans-
fektionsverhalten untersucht werden. Desweiteren muss ein Vergleich mit anderen formstei-
fen Polymeren erstellt werden und die Ladungsdichte variiert werden. Es ist bisher unklar,
ob die sehr guten Transfektionsraten durch das Ladungsmismatch verursacht werden oder
ob die wurmférmige Topologie der Polykationen der entscheidende Faktor ist. Die viel-
versprechenden PVP-Biirsten-Komplexe sollten auch auf anderen Zelllinien, die schwer zu
transfizieren sind, z.B. Neuronen, getestet werden.

In einem weiteren Projekt wurde eine neue Methode entwickelt, um die Kinetik der
Komplexbildung mit Hilfe der Lichtstreuung aufzuzeichnen. Dazu wurde ein Stopped-
Flow-Aufbau entworfen, der es erlaubt, Streulichtintensitédten bei kleinen Streuwinkeln zu
detektieren. Dadurch wird die Auswertung der Streuintensititsinderung als Molmassenén-
derung ermoglicht. Mit dem vorgestellten Aufbau sind Prozesse im Millisekunden-Bereich

auflosbar.
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Kapitel 9

Experimenteller Teil

9.1 Komplexbildung

Die Herstellung der Komplexe erfolgte entweder manuell durch sequentielle Tropfentitration
oder mit Hilfe eines Stopped-Flow-Mikromischers. Die Konzentrationen wurden sehr klein
gehalten um Mehrfachstreuung bei den Lichtstreumessungen zu verhindern.

Fiir die Titration wurde ca. 1ml der Polykationlgsung der Konzentration (¢ = 10mg/1
bzw. 2.5mg/1) in der Lichtstreukiivette vorgelegt und dann in 100ul-Schritten pUC19-DNA
(¢ = 10mg/1 bzw. 2.5mg/1) zugegeben. Die Titration wurde in 5mM Phosphatpuffer und
150mM NaCl mit 5mM Phosphatpuffer durchgefiihrt. Nach Schiitteln und 10min Inkuba-
tion bei 20°C wurde dynamische und statische Lichtstreuung an den Proben gemessen. Die
genauen Mengen DNA und Polykation wurden gravimetrisch bestimmt.

Fiir die Mischerexperimente kam ein Stopped-Flow-Mischer BioLogic SFM300 mit der
Steuereinheit MPS-60 zum Einsatz. Dieser besteht aus drei Spritzen, die einzeln gesteuert
werden konnen, mit einem Einzelvolumen von je 10ml. Durch einen Schrittmotor wird ein
Teflonkolben nach oben gefahren und Losung aus der Spritze herausgedriickt. Der Fluss
wird nach Injektion des angegebenen Volumens abrupt gestoppt. Es sind dabei pro Sprit-
ze Volumina zwischen 13ul und 1.3ml einstellbar. Zur Steuerung wird das mitgelieferte
Programm BioKine verwendet. Die Proben werden mit einen Fluss von 2ml/s gemischt.
Die so praparierten Komplexe werden dann direkt in Standard-Quarzkiivetten gefiillt und
per Lichtstreuung vermessen. Fiir die Mischerexperimente wurde die DNA-Konzentration
konstant bei 10mg/l gehalten und die Polykation-Konzentration variiert. Die Losungen
wurden im Mischer immer im Verhéltnis 1:1 (v/v) gemischt und die verschiedenen Misch-

verhéltnisse durch die variable Polykation-Konzentration erreicht.
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Die Herstellung der Komplexe mit dem Kugelmischer ist insgesamt zeitlich deutlich
aufwendiger als die Titration, da zur Lichtstreumessung hohe Préparationsanforderungen
erfiillt sein miissen. Dazu muss die gesamte Mischapparatur mit filtriertem Wasser staubfrei
gespiilt werden. Desweiteren werden viel grofere Volumina der Einzelkomponentenlésungen

benotigt, um die Spritzen des Mischer und die Kapillaren zu fiillen.

9.2 Ethidiumbromid-Verdrangung

Die Experimente werden in einer 96 Well Platte durchgefiihrt. Die pUC19-DNA (0.86ug
pro Well) wird mit 0.1ug Ethidiumbromidlésung der Konzentration 1g/1 gemischt und
10min inkubiert. Die Losung wird dann mit 5mM Natriumphosphatpuffer auf 100ul pro
Well aufgefiillt, die DNA-Konzentration betrigt also 8.6mg/l. Zunichst wird das Polyka-
tion vorgelegt, zur Einstellung der verschiedenen + /- Verhiltnisse, werden unterschied-
liche Volumina der Polykationlosung verwendet. Dann wird das Volumen durch Zugabe
von HbmM Natriumphosphatpuffer jeweils auf 100ul eingetellt. Es werden 100ul der DNA-
Ethidiumbromid-Mischung pro Well zugefiigt, fiinf mal auf- und abpipettiert und 10min
auf dem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wird die Fluoreszenz ausgelesen, die Anregungs-
wellenldnge betrigt 286nm, die Emissionswellenldnge 620nm. Als Kontrolle wird jeweils die
DNA-Ethidiumbromid- bzw. Polykation-Ethidiumbromid-Mischung und Ethidiumbromid
in Puffer (gegebenenfalls mit Salz) gemessen. Die Fluoreszenz jeder Probe wird um die
Hintergrundfluoreszenz des Ethidiumbromids mit Polykation und gegebenenfalls Salz ohne
DNA korrigiert und normiert mit der Ethidiumbromid-Fluoreszenz der reinen DNA ohne

Polykation abziiglich der Ethidumbromidfuoreszenz in Puffer mit gegebenenfalls Salz.

9.3 Freisetzungsexperimente

Zu einer Losung des Polymers (1g/1) in 5mM Natriumphosphatpuffer wird unter Schiit-
teln auf einem Vortexer das gleiche Volumen pUC19-DNA (400mg/1) in 5mM Natri-
umphosphatpuffer pipettiert. Dies entspricht einem Ladungsverhéltnis -+ /- = 2.7 fiir PVP-
Komplexe und +/- = 3.9 fiir Polylysin-Komplexe. Die Komplexe werden 15min inkubiert
und dann mit verschieden konzentrierten Kompetitorlosungen versetzt (V(Komplex) =
V(Kompetitorlosung). Wenn nicht anders angegeben, werden Komplex und Kompetitor
45min inkubiert bevor die Analyse durch Gelelektrophorese erfolgt. Die Gelelektropho-
resen werden mit 1% Agarosegelen in 1x TBE-Puffer durchgefiihrt. Der Stromfluss wird
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konstant auf 85mA geregelt, die Laufzeit des Gels betrigt durchschnittlich 60min.
Zur Intensititsbestimmung der Banden auf den Agarosegelen wurde das Programm

Scion Image der Firma Scion Corporation, Maryland, USA verwendet.

9.4 CD-Spektroskopie an Komplexen

Die Komplexe wurden in 5mM Natriumphosphatpuffer hergestellt, dabei wurde die Poly-
kation-Komponente vorgelegt und die DNA zupipettiert. Die Konzentration der Ausgangs-
komponten betrug 0.2g/l. Um ein Ladungsverhéltnis von +/- = 2 zu erreichen, wur-
den 170ul PLL-Losung mit 134ul pUC19-DNA gemischt bzw. 200u] PVP-Losung mit
108l pUC19-DNA. Daraus ergibt sich eine finale DNA-Konzentration von 0.088g/1 in
den Polylysin-Komplexen und ¢(DDNA) = 0.070g/l in den PVP-Komplexen. Zu diesen
Komplexlosungen wurde dann geséttigte NaCl-Losung zugegeben, um die verschiedenen
Molaritdten einzustellen. Dadurch wurde die Losung also verdiinnt auf ¢(DNA) = 0.076g/1
fiir PLL-Komplexe in 1mol NaCl bzw. auf ¢(DNA) = 0.059g/1 fiir die PVP-Komplexe.

9.5 DNase-Experimente

Die Komplexe werden aus Polykation (c=1g/l) und pUC19-DNA (¢=0.4g/1) im Volumen-
verhiltnis 1:1 hergestellt. Nach 15min Inkubation wird genau die Menge DNase zugegeben,
die die gesamte DNA degradiert. Per Definition baut 1U exakt 1ug DNA in 10min bei
37°C ab. Nach 10min Inkubationszeit bei 37°C wird die Komplexmischung nach Zugabe
von EDTA fiir 20min auf 80°C im Wasserbad erhitzt, dies inaktiviert die DNase. Nach
dem Abkiihlen wird die Losung mit dem gleichem Volumen Heparinlosung (c=30g/1) ver-
setzt. Das Heparin setzt noch intakte DNA aus dem Komplex frei. Diese kann dann auf
1% Agarosegelen analysiert werden. Zum Vergleich wird freie DNA derselben Behandlung

mit DNase unterzogen.

9.6 Markieren der Polykationen mit RhodaminB

Um die Position der Polykationen auf und in der Zelle sichtbar zu machen, wird ein
Farbstoff angekoppelt. Die Polylysine werden an den freien Aminogruppen der Seiten-
ketten mit Lissamine Rhodamin B-Sulfonylchlorid (Invitrogen) umgesetzt. Dazu wird ei-

ne Farbstofflosung der Konzentration 10mg/ml in DMF angesetzt, das Polykation ist in
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Natriumbicarbonat-Puffer (pH = 9) gelost. Um eine mdglichst quantitative Aussage iiber
die Polykationaufnahme machen zu kénnen, soll an jedes Polymer ein Farbstoffmolekiil ge-
bunden sein. Dazu wird ein vierfacher molarer Uberschuss an Rhodamin B-Sulfonylchlorid
eingesetzt. Die Polymerlosung wird mit dem Farbstoff {iber Nacht bei 4°C geschiittelt. Un-
umgesetzter Farbstoff wird durch Dialyse (Dialyseschlduche aus regenerierter Cellulose)

abgetrennt.

9.7 Untersuchung der Polykation-Aufnahme in PBMEC

Das mit Rhodamin markierte Polykation wird auf PBMEC gegeben und in Kulturmedium
inkubiert. Die Konzentration des Polykations betragt 10mg/1, davon werden 5004l auf ein
Well aufgetragen. Nach verschiedenen Zeiten werden Bilder mit dem konfokalen Mikroskop
aufgenommen (60x Vergroferung). Dazu wird 30min vor der Messung Vitalfarbstoff (Vy-
brant) aufgetragen um die Zellmembran anzufirben, sodass sie griin fluoresziert. Anschlie-
fsend wird drei mal mit HBSS+++ gewaschen und die Aufnahmen ebenfalls in HBSS+++
durchgefiihrt.

9.8 Transfektion auf PBMEC mit Durchflusszytometer-
Analyse

Die PBMEC Zellen werden in Gelatine beschichtete 24 Well Platten mit 60000 Zellen pro
Well ausgesit. Nach einem Tag werden die Zellen (etwa 60 bis 70% konfluent) drei mal mit
angewarmten HBSS-+++ gewaschen. Dann wurde 500ul der Komplexlosung (entsprechend
1pg DNA pro Coverslip) zugegeben bzw. 450ul HEPES-Puffer mit 50ul Transfektionsan-
satz. Zur DNA-Kontrolle wurde 1pug DNA bzw. 1ug DNA mit 3.33ul Lipofectamin ver-
wendet. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C, davon die erste Stunde auf dem Schiittler,
wurde der Uberstand abgesaugt und 5004l frisches PBMEC-Medium zugegeben. Nach 48
Stunden wurde das Medium abgsaugt und die Zellen 30min mit 1:1000 Calceine red-orange
(500p1) inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen einmal mit 500ul HBSS gewaschen. An-
schliefend wurden pro Well 100ul Trypsin-Losung fiir 1-4 min zugegeben um die Zellen
vom Boden des Wells abzulosen bzw. um die Zellen zu vereinzeln. Der Dissoziationsprozess
wurde mit 4001 HBSS—+++ mit 5% FCS abgestoppt und 10 mal mit einer 1ml Pipetten-
Spitze homogenisiert. Zur Analyse im Durchflusszytometer wurde die Probe auf 1.5ml mit
HBSS+++ aufgefiillt.
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9.9 Stopped-flow-Messungen

9.9.1 Methode und instrumenteller Aufbau

Zur Beobachtung der Komplexbildungskinetik wird die Stopped-Flow-Methode verwendet.
Sie wurde 1940 von Britton Chance zur Untersuchung von Enzym-Kinetiken entwickelt
[Kre04]. Vorteile dieses Methode sind der geringe Probenverbrauch, die Méglichkeit den
ganzen Verlauf der Reaktion zu beobachten und die sehr schnelle Mischung der Komponen-
ten, iibliche Totzeiten liegen im Bereich von 1-5ms. Die Wahl des Detektionssystem muss
an den zu beobachtenden Prozess angepasst sein. Der verwendete Stopped-Flow-Mischer
BioLogic SFM300 mit der Steuereinheit MPS-60 besteht aus drei Spritzen, die einzeln ge-
steuert werden koénnen, mit einem Einzelvolumen von je 10ml. Durch einen Schrittmotor
wird ein Teflonkolben nach oben gefahren und Lésung aus der Spritze herausgedriickt. Der
Fluss wird nach Injektion des angegebenen Volumens abrupt gestoppt. Zuséatzlich wird ein
Stopventil am Ausgang der Kiivette verwendet. Es sind dabei pro Spritze Volumina zwi-
schen 13pl und 1.3ml in vorgegebenen Inkrementen einstellbar. Die Losungen aus Spritze
1 und Spritze 2, werden intern iiber einen Kugelmischer gemischt und verlassen die Misch-
apparatur iiber eine gemeinsame Kapillare. Die Losung aus Spritze 3 bleibt unverindert.

Zur Steuerung wird das mitgelieferte Programm BioKine verwendet.

Die Beobachtungszelle ist eine selbst konstruierte Durchflusskiivette mit einem vorge-
schalteten Kugelmischer (siehe schematische Zeichnung rechte Seite). Die Losung aus
Spritze 3 wird zentral von oben in den Kugelmischer geleitet, die Mischung aus Spritze 142
gelangt durch den seitlichen Eingang in den Mischer. Der Kugelmischer hat ein Volumen
von 7ul und erzeugt eine turbulente, intensive und schnelle Mischung der beiden Kom-
ponenten. Die Mischung wird dann zentral in die 50ul fassende Kiivette gepresst. Dabei
wird die alte Losung, die in der Kiivette steht, {iber die sechs Ausgénge verdringt. Zwei
der Ausginge befinden sich am Ende der zwei Kanile, die anderen vier seitlich davon, je
etwa 45° versetzt (siehe dazu die linke Seite der schematischen Zeichung[9.1). Die Kiivette
besteht aus einer etwa lem dicken Quarzglas-Scheibe, in die der Probenraum (6mm Durch-
messer, die Kanéle sind 1x1mm breit und hoch und 5mm lang) eingefriist ist. Dieser hat
ein Gesamtvolumen von 37ul. Die komplette Mischzelle besteht aus der Kiivette selbst,
einer Trennscheibe aus PEEK, iiber die die Zu- und Abfliisse mit der Kiivette verbun-
den werden und einem PEEK-Block, in dem der Mischer sitzt. Zusammengehalten werden
die einzelnen Komponenten von zwei Schrauben, die eine Metallplatte von unten gegen die

Einzelteile pressen. Alle Kapillaren und Bohrungen haben einen Durchmesser von 0.75mm.
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Spritze 3
Abflisse M1 MMt (| Spritze 1+2
Abfllisse
Mischer &4 Fm—
Durchfluss-
kivette
Durchflussklvette Mischzelle
Draufsicht Ansicht von vorn

Abbildung 9.1: Mischzelle

Die Flussrate wurde konstant auf 2ml/s gesetzt. Alle Messungen wurden bei einem Streu-
winkel von 30° und einer Temperatur von 20°C durchgefiihrt. Dies fiihrt, wie im folgenden
gezeigt, bei Vernachldssigung der Extrapolation auf q = 0 nur zu einem kleinen Fehler in

der Molmassenbestimmung.

9.9.2 Fehlerbetrachtung

Der Einfluss des Formfaktors P(q) bei einem Streuwinkel von 6—=30° wird im folgenden

betrachtet. Fiir ¢R < 2 kann der Formfaktor entwickelt werden als
R2
Plg) ml+q’ 2 (9.1)

Da fiir die PVP-Biirste der Trégheitsradius R, — 87nm betragt, liegt der systematische
Fehler € von M, aufgrund des Formfaktoreinflusses bei ¢ = -18%. Unter der Annahme,
dass R, /Ry, der Komplexlosung im Grofenbereich von 1.2 liegt [SDH*07], liegen die Werte
fir R, der Komplexlosung im Bereich 50 nm < R, < 120nm (aufer fir Xnion = 0.398). Es
folgt, dass -6% < € < -34% ist, das heit der maximale relative Fehler fiir M,.,; als Funktion
der Zeit belduft sich auf +12% bis -16%. Nur fiir die Messung bei Xanion, = 0.398 ist R,
~ 300nm und Gleichung gilt nicht mehr. Da der Formfaktor fiir Komplexe mit grofsem

qR, unbekannt ist, ist die Ubereinstimmung der Streuintensitiit bei q — 8.4-10%cm=1 mit
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der relativen Molmasse M,..; extrem unsicher und spekulativ.

9.9.3 Probenvorbereitung

Vor der Messung wurde die DNA-Losung durch PALL GHP Acrodisc Filter (0.2um Poren-
grofe) staubfrei gefiltert. Die Apparatur wurde durch mehrfaches Spiilen mit gefiltertem
Wasser (Millex LG Filter, 0.2um Porengrofe) ebenfalls staubfrei gespiilt. Die PVP-Biirsten-
Losung wurde in einer Konzentration von 1g/1 mit PALL GHP Acrodisc Filtern (0.45um
Porengrofe) gefiltert und dann mit filtrierten Puffer verdiinnt. Alle Losungen wurden ent-

gast.

9.9.4 Komplexbildung

Zur Messung der Kinetiken wurde eine DNA-Konzentration von 10mg/L in 5mM Phosphat-
puffer (pH 7) verwendet. Die PVP-Biirsten-Konzentration wurde variiert um verschiedene
Mischungsverhéltnisse einzustellen. Die Polyelektrolyte wurden immer im Volumenverhalt-
nis 1:1 (500u] pro Komponente) gemischt. Das Mischungsverhiltnis wird ausgedriickt als
Molbruch negativer DNA-Ladungen X an;on:

CAnion /MAnion

9.2)

Fdnion = CKation] MKation + CAnion| M anion
mit Manion = 330g/mol und Mgaion = 307g/mol, der mittleren Molmasse pro Ladung.
X Anion Weicht fiir Komplexe auf PVP-Biirste und pUC19-DNA nicht stark von w(DNA) ab,
da M gnion und Mg aiion sehr dhnlich sind. Fiir den untersuchten Bereich ist X ,0n 2.5 bis
6% kleiner als w(DNA).

Zwischen den Messungen wurde die Flusszelle mit reinem Wasser gespiilt um alle Kom-

plexe zu entfernen.

9.9.5 Datenaufzeichung und -bearbeitung

Mit dem Programm ALV 5000 Correlator Software 3.0 wird die Zdhlrate der Streuinten-
sitdt, die der Detektor, ein ALV /SO-SIPD Single Photon Detector, misst, als Funktion
der Zeit aufgezeichnet. Die Auflosung liegt bei 0.256ms. Das Stopventil am Ausgang der
Kiivette liefert ein elektronisches Startsignal. Es 6ffnet sich 2ms vor Beginn der Injekti-

on. Da pro Messung 1000l Losung mit einer Flusrate von 2ml/s injiziert wurden, ist die
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Injektion 502ms nach dem Startsignal des Stopventils beendet. Dies bestimmt gleichzeitig
den Zeitpunkt t = 0 fiir die Komplexbildungskinetik.

Das Komplexwachstum wurde 90s lang durch Messung der Streuintensitit in Abhén-
gigkeit der Zeit beobachtet. Anschliefiend wurde iiber 60s eine Korrelationsfunktion auf-
genommen um den finalen hydrodynamischen Radius der Komplexe exakt zu bestimmen.
Fiir weitere Langzeitmessungen wurde die Komplexmischung aus dem Mischer direkt in
Standard Quarzkiivetten gefiillt.

Das Signal zu Rausch-Verhiltnis wurde durch Mittelung iiber 20 Wiederholungsmes-
sungen verbesssert. Um die Daten weiter zu glitten und um die Datenmenge zu reduzieren,
wurden die Daten in n Pakete mit jeweils 40 Intensititen aufgeteilt. In jedem Paket wurden
2" Datenpunkte gemittelt bis zu einem Maximum von 2048 Datenpunkten (entsprichend
einem Mittelungsintervall von ungefiahr 500ms) fiir lange Zeiten, wenn die kinetischen Pro-
zesse auf viel groferen Zeitskalen stattfinden. Ein Beispiel fiir die Datenreduzierung und
das Glétten finden sich in Abbildung [9.2]

20000 -
15000 -

10000 -

counts

5000 -

T T T T
20000 40000 60000 80000

o©

time t/ ms

Abbildung 9.2: Datenreduzierung und Glédttung der Streuintensitdten. Schwarz: Originaldaten, rot:
Mittelung iiber 20 Wiederholungsmessungen, gelb: geglittete Daten (wie im Text beschrieben).

9.9.6 Mischartefakte bei kleinen Zeiten

Im Bereich von etwa 10ms kann ein Anstieg der Streuintensitdt beobachtet werden, der
jedoch keinen Wachstumsprozess darstellt. In einem Testexperiment wurde stark streuende
Polymerlosung in die Durchflusskiivette gefiillt und dann 80ul reines Wasser, das nur sehr
schwach streut, injiziert. Wie in Abbildung[9.3|zu sehen, sinkt die Intensitét zundchst ab, da

Polymerlosung durch Wasser verdrangt wird. Sie steigt dann im Zeitbereich von 5 bis 10ms
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80 -
Ende der Injektion

60

40

counts

20 1

0 T T T T T T T T T T T T 1
-30 -20 -10 0 10 20 30

Zeitt/ ms

Abbildung 9.3: Testexperiment zur Untersuchung des Mischartefakts. 80ul reines Wasser werden in
stark streuende Polymerlésung injiziert. Nach Abnahme der Streuintensitét wéihrend der Injektion,
steigt diese nach dem Stopp wieder an. Dies wird durch einen Riickfluss der Polymerlosung in das
Streuvolumen verursacht.

nach dem Stopp jedoch wieder an, erreicht aber nicht die urspriingliche Streuintensitét.
Die ansteigende Intensitidt wird durch ins Streuvolumen zuriickfliekende Polymerldsung

verursacht. Der Effekt ist klein und tritt sehr schnell nach dem Ende der Injektion auf.
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Anhang A
Verwendete Gerate und Chemikalien

Agarose-Gelelektrophorese Die Experimente zur Komplexierungseffizienz, Degrada-
tion durch DNase und zur Freisetzung der DNA aus den Komplexen wurden mit Hilfe
der Agarose-Gelelektrophorese ausgewertet. Dazu wurde das vertikale GENterphorese Sys-
tem (70x66x2mm, GENterprise Genomics, Deutschland) verwendet. Die Gele enthalten
1% Agarose (ROTT AGAROSE, Carl Roth, Deutschland) in 1x TBE-Puffer. Als Laufpuf-
fer wurde ebenfalls 1x TBE-Puffer verwendet. 5-20u1 der Probe wurden mit 5ul Ladepuffer
(0.05% w/v Bromphenolblau, 40% w/v Sukrose, 0.5% w/v SDS, 0.1M EDTA, pH=8, Sigma
Aldrich) gemischt und aufgetragen. Die Gele liefen bei konstantem Stromfluss von 85mA.
Die Anfarbung erfolgte fiir 10min in Ethidiumbromidlésung. Die Gele wurden dann mit
einem E-Box 1000/20M Gel Imaging System (Peqlab, Deutschland) fotografiert und mit
der E-Capt-Software (Vilber Lourmat) analysiert.

Ethidiumbromid-Verdringung Zur Detektion der Ethidiumbromidfluoreszenz wurde

ein Tecan Microplate Reader Infinite M1000 verwendet.

Lichtstreuung Die dynamischen und statischen Lichtstreumessungen wurden an einer
Anlage durchgefiihrt, die aus einem Helium- Neon-Laser (JDS Uniphase 1145p-3083, Wel-
lenlénge 632.8 nm, Leistung 25 mW) und einer Detektionseinheit (Goniometer ALV-SP86,
ALV /High QEAPD Avalanche-Photodioden, Faseroptikdetektionssystem, ALV 3000 Kor-
relator /Strukturator von der Firma ALV, Langen) besteht. Auferdem wurde eine Vielwin-
kelanlage folgender Spezifiaktion eingesetzt: ALV /CGS-8F DLS/SLS 5022F Goniometer,
7004 Korrelator, APD Avalanche-Photodioden, optisches Detektorsystem mit Uniphase
Helium-Neon-Laser (Wellenldinge 632.8 nm, Leistung 21 mW).
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Fiir alle Messungen wurden Kiivetten aus Quarzglas der Firma Hellma, Miillheim, mit
einem Durchmesser von 20mm und einem Volumen von 14ml bzw. einem Durchmesser
von 10mm und einem Volumen von 5ml verwendet. Vor dem Befiillen mit der Probenlo-
sung wurden die Kiivetten mit destilliertem Aceton staubfrei gespiilt und danach in einer
staubfreien Flow-Box mit der Offung nach unten getrocknet. Wenn nicht anders angege-
ben, wurden die Probenlésungen durch Filter des Typs Acrodisc GHP (Porengrofe 0,20um,
Material der Membran: hydrophilisiertes Polypropylen, Durchmesser der Membran 13 oder

25mm) der Firma Pall Corporation filtriert.

AFM-Aufnahmen Die AFM-Aufnahmen wurden mit einem MultiModeTM Scanning
Probe Microscope, ausgestattet mit einem Nanoscope I1Ta-Controller, der Firma Digital
Instruments, Santa Barbara, USA, im tapping-Mode gemacht. Die verwendeten Cantilever
von der Firma Nanosensors, Wetzlar-Blankenfeld haben eine Resonanzfrequenz von ca. 300
kHz und bestehen aus Silicium. Alle Proben wurden auf frisch gespaltenem Mica pripariert.
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Probenlosungen mit einer Konzentration von ca.

2.5mg/1 durch Spin-coating (ca. 5000 Umdrehungen pro Minute) auf das Mica aufgetragen.

Chemikalien Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich,
Fisher Scientific oder Merck in p.a.-Qualitit bezogen. Fiir die wéassrigen Losungen wurde
Milli-Q-Wasser verwendet, das mit einer Wasserautbereitungsanlage der Firma Millipo-
re, Schwalbach, hergestellt wurde. Die pUC19-DNA wurde von ElimBiopharmaceuticals

bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.



Anhang B

Umrechnung von Gewichtsbruch DNA
zu Ladungsverhaltnis + /-

Die folgenden Graphen und zeigen den Zusammenhang zwischen Gewichtsbruch
an DNA (w(DNA)) und Ladungsverhéltnis +/- fiir PVP-DNA- und PLL-DNA-Komplexe.
Eine Tabelle zeigt jeweils die + /- Verhéltnisse fiir ausgesuchte Gewichtsbriiche an DNA.
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20
18 _- w(DNA) -
1 0.1 9.67427
16 0.2 4.29967
. . 0.3 2.50814
F 144 0.4 1.61238
o . 0.5 1.07492
c 124 0.6 0.71661
=
e . 0.7 0.46068
£ 10 0.8 0.26873
o 1 0.9 0.11944
o 8- 1 0
o ]
S 64
° .
-1 44
2
0 . , . , , . : : s
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
w(DNA)

Abbildung B.1: Umrechnung von w(DNA) in Ladungsverhéltnis +/- fiir PVP-Komplexe

20
18 4 w(DNA) —/-
- 0.1 14.21053
16 - 0.2 6.31579
; 0.3 3.68421
14 H 0.4 2.36842
. 05 1.57895
12 4 0.6 1.05263
. 0.7 0.67669
10 0.8 0.39474
i 0.9 0.17544

0

Ladungsverhaltnis +/-
(0¢]

w(DNA)

Abbildung B.2: Umrechnung von w(DNA) in Ladungsverhéltnis +/- fiir PLL-Komplexe



Anhang C

AFM-Bilder der
PLL-Bursten-pUC19-Komplexe

Die AFM-Bilder der Polylysin-Biirsten-DNA-Komplexe sind als Héhen- und Phasenbild
gezeigt. Zusatzlich sind vergroferte Ausschnitte der Amplitudenbilder aus Abschnitt
gezeigt.
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0 5.00 ym 0O 5.00 pm

Data type Phase Data type Phase
Z range 10.00 © Z range 15.00 ©
(a) 5mM Phosphatpuffer, Phase (b) 0.5M NaCl, Phase

Abbildung C.1: AFM-Phasenbilder der Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA (+/- =
3.9) in 5mM Phosphatpuffer und 0.5mol NaCl
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0 5.00 pm O 5.00 um

Data type Height Data type Height
Z range 5.000 nm Z range 5.000 nm
(a) 5mM Phosphatpuffer, Héhe (b) 0.5M NaCl, Hohe

Data type Height
Z range 5.000 nm

(c) 2M NaCl, Hohe

Abbildung C.2: AFM-Hohenbilder der Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA (+/- =
3.9) in 5mM Phosphatpuffer, 0.5mol NaCl und 2mol NaCl
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(c) 2M NaCl, Amplitude

Abbildung C.3: AFM-Amplitudenbilder der Komplexe aus Polylysin-Biirste und pUC19-DNA
(+/- = 3.9) in 5mM Phosphatpufler, 0.5mol NaCl und 2mol NaCl



Anhang D

Transfektionseffizienzen von

Lipofektamin in verschiedenen Zelllinien

In Tabelle sind die Transfektionseffizienzen von Lipofektamin in verschiedenen Zellli-

nien, wie sie im Datenblatt des Reagenz zu finden sind, zusammengestellt.

Tabelle D.1: Transfektionseffizienzen von Lipofektamin in verschiedenen Zelllinien aus dem Da-
tenblatt des Lipofectamine Reagents von Invitrogen.

Zellttyp Transfektionseffizienz / %
293H 99
293F 99
BE(2)C 7
CHO-S (adhérent) 96
COSTL 99
CV-1 70
HeLa 94
HT1080 81
HUVEC <2%
MDCK 43
Murine Embryoinic Stem Cells, D3 75
PC12 85
Primary Human Fibroblasts 48
RKO 40-60
SKBR3 49
Vero 86
Rat Hepatocytes 50
Rat E18 Cortical Neurons 20-25
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Anhang E

Verwendete Abkiurzungen

AFM:
DNA:

FCS:

GFP:
GFP-DNA:
GPC:
HBSS:
HBSS+++:
HEPES:

Hepes-Puffer:

NaPO:
PBMEC:
PLL:
pUC19:
PVP:

R,hl
RNA:
TBE:

Rasterkraftmikroskopie

Desoxyribonukleinsdure

fetales Kélberserum

Green Fluorescent Protein

DNA, die GFP kodiert

Gelpermeationschromatographie

Hank’s Buffered Salt Solution

HBSS mit zusédtzlich 2mM CaCly, 2mM MgCl, und 10mM Glukose
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
Hepes-Puffer bestehend aus 25mM HEPES, 125mM NaCl, 1mM CaCls,
2.6mM KCI, 1.2mM MgCl,, 1.2mM KH,;PO,, 10mM Glukose,

auf pH 7.4 eingestellt

Gewichtsmittel der Molmasse

Natriumphosphatpuffer pH = 7

porcine brain microvessel endothelial cells, Schweinehirnendothelzellen
Poly-L-Lysin

kiinstlich hergestelltes, bakterielles Plasmid

mit Ethylbromid quaternisiertes Polyvinylpyridin

Tragheitsradius

Hydrodynamischer Radius

Ribonukleinsdure

TRIS-Borat-EDTA-Puffer bestehend aus 89mM TRIS-Base

(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan), 89mM Borsiure und 2mM Na-EDTA
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w(DNA): Gewichtsbruch DNA, w(DNA) = 7;(;’81::2
+/- Ladungsverhéltnis der positiven Ladungen am Stickstoff zu

negativen Ladungen der Phosphate
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