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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde mit Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) und Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie (FCS) die Struktur und das Phasenverhalten supramolekularer Komplexe
aus Lipiden und hydrophiler DNA in unpolarem Losungsmittel (Alkan) sowie von Kom-
plexen aus Tensiden und hydrophoben Dendrimeren in wéfkriger Umgebung untersucht.
In beiden Féllen wurden Makromolekiile mit Amphiphilen komplexiert, die eine sowohl
zur Oberfliche der Makromolekiile als auch zum Losungsmittel kompatible Grenzfliche
erzeugen.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Klein- und Weitwinkel Rontgenstreuan-
lage konzipiert und aufgebaut, die fiir Untersuchungen an weicher kondensierter Materie
unter maximalen Fluf optimierte wurde. Der absolute Photonenfluft und die Auflésungs-
funktion, sowie das Signal-Rausch-Verhalten und die zeitabhéngige Speicherung des Bild-
plattensignals wurden bestimmt und mit der Theorie verglichen.

Um eine DNA-basierte selbstorganisierte Strukturbildung in unpolaren Lésungsmitteln
zu verstehen, wurden Grundlagenuntersuchungen an Lipid /DNA-Komplexen in Alkan durch-
gefithrt und das Phasendiagramm des quaterniren System aus DNA, Lipid, Wasser und
Alkan bestimmt. Es wurden Lipidmischungen aus dem zwitterionischen DOPE und dem
kationische DOTAP verwendet, und die Untersuchungen auf ein isoelektrisches Verhéltnis
zwischen DOTAP und DNA beschriankt. Das Phasendiagramm wurde als Funktion des Ge-
wichtsanteil @ des zwitterionischen Lipides DOPE an der Lipidgesamtmenge beschrieben.
Bei einer ausreichenden Zugabe von Wasser und Alkan bilden diese zwei getrennte Phasen,
wobei sich die Messungen auf die Alkanphase konzentrierten.

Die Lipid/DNA-Komplexe wurden mit Rontgenkleinwinkelmessungen am Hamburger
Synchrotronstrahlungslabor (HASYLAB) untersucht. Es konnte eine stabile Mesophase
aus inversen zylinderartigen Lipid/DNA-Mizellen nachgewiesen werden, die bei steigendem
DOPE Anteil @ in eine Phase aus inversen sphérischen Lipid-Mizellen mit DNA-freiem
Wasserkern iibergeht. Zwischen beiden Phasen befindet sich ein Koexistenzbereich aus
zylindrischen und sphéirischen Mizellen, welcher sich zwischen @y = 72 % und &, = 82 %
erstreckt.

Die DNA befindet sich im Inneren der zylinderartigen inversen Lipidmizellen und ist ent-
lang der Mizelle gestreckt. Sie wird von einer 1 nm dicken Wasserschicht von dem umgeben-
den Lipid getrennt. Die aus der Elektronendichteverteilung ermittelte Zusammensetzung
der Lipidhiille ist gegeniiber der zugegebenen Lipidzusammensetzung @ zu einem hoéheren
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DOPE Gehalt verschoben. Aus der Interpartikelkorrelation kann eine starke Zunahme der
Konzentration der Lipid /DNA-Mizellen mit steigendem & nachgewiesen werden.

Interessanterweise ist die Struktur der zylinderartigen Lipid/DNA-Mizellen weitgehend
unabhéngig von der Sorte der verwendeten Alkane (Oktan, Dekan und Dodekan). Der
Koexistenzbereich verschiebt sich bei Oktan in Vergleich zu Dekan und Dodekan zu einem
hoheren Wert. Aufserdem kénnen in Dekan fiir reines DOTAP (@ = 0%) keine Komplexe
festgestellt werden.

Es wurde das Phasenverhalten der Lipid/DNA-Komplexe als Funktion der Wasser-
konzentration bestimmt. Dies wurde exemplarisch bei einer Lipidzusammensetzung von
& = 76 % durchgefiihrt, bei der unter Wasseriiberschuf annihernd die gesamte DNA in
Alkan {ibergeht. Bei niedrigem Wassergehalt bilden sich in Alkan invertierte sphérische
Lipidmizellen, die mit steigendem Wassergehalt anschwellen. Ab einem Wassergehalt von
163 % (Gewichtsprozent Wasser zu DNA) treten zylinderartige Lipid/DNA-Mizellen auf,
deren Wassergehalt mit der zugegebenen Wassermenge bis zu einer Schichtdicke von 1nm
zunimmt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
hydrophobe Polyphenylen-Chromophor-Dendrimere untersucht. Drei Arme des Dendrimers
weisen fluoreszierende Gruppen auf, der vierte einen bioaktiven Biotinanker. Es konnte ge-
zeigt werden, daf die Dendrimere supramolekulare Komplexe mit Tensiden formen und so
in walkrigen Medien gelost und als multichromophorer Fluoreszenzmarker verwendet wer-
den koénnen. Die Komplexe zeigen bei Verwendung verschiedener Tenside unterschiedliche
Strukturen. Alle weiteren Messungen wurden mit dem Tensid Tween 20 durchgefiihrt, das
monodisperse Tensid/Dendrimer-Mizellen mit jeweils einem einzelnen Dendrimer bilden
kann.

Aus der Analyse der Fluoreszenzautokorrelation bei einer Dendrimerkonzentration von
50nM erhélt man zwei stark unterschiedliche Diffusionszeiten von 7p = 168 us und 7p =
2470 s, die beide iiber den gesamten Tensid-Konzentrationsbereich nachweisbar sind. Die
schnellere Komponente aus Tensid/Dendrimer-Mizellen mit jeweils einem einzelnen Den-
drimer pro Mizelle, dominiert die Autokorrelationsfunktion oberhalb einer Tensidkonzen-
tration von 1,7-10"*M. Ihre Diffusionskonstante bleibt fiir alle Tensidkonzentrationen
konstant und ergibt einen hydrodynamischen Radius Ry = 7,1 nm. Die langsamere Kom-
ponente aus grofsen Aggregaten mit einer Vielzahl von Dendrimeren iiberwiegt unterhalb
der Ubergangskonzentration. Ihr hydrodynamischer Radius divergiert mit sinkender Ten-
sidkonzentration bis hin zu einer Grofe von iiber 20 pm.

Die Tensid/Dendrimer-Mizellen bleiben auch bei Verdiinnung stabil. Innerhalb eines
Konzentrationsbereiches der Dendrimere zwischen 10 nM und 10 pM ist die gemessene Kon-
zentration proportional zu dem Verdiinnungsfaktor. Damit kénnen die Tensid /Dendrimer-
Mizellen als Fluoreszenzmarker fiir quantitative Fluoreszenzmessungen genutzt werden.



1. Einleitung

Die Evolution des Lebens begann vor etwa vier Milliarden Jahre im Wasser. Bis heute ist
die wakrige Umgebung das natiirliche Umfeld der meisten biologischen Materialien und alle
wichtigen molekularen Vorgéange der Biologie finden dort statt. Ein wichtiger Teil der betei-
ligten Biomolekiile ist amphiphil, sie besitzen also sowohl hydrophile als auch hydrophobe
Anteile. Das Zusammenspiel dieser Bereiche mit der Umgebung ist ein wichtiger Faktor
fiir die Strukturbildung, da entropisch ungiinstige Kontakte zwischen hydrophoben Mole-
kiilteilen und Wasser minimiert werden. Nichtpolare Umgebungen liegen nur im Inneren
biologischer Komplexe vor, welche dann durch die hydrophilen Gruppen der Amphiphile
vom Wasser abgeschirmt werden.

Auch aufserhalb von Organismen bilden amphiphile Molekiile in Losung eine Vielzahl ver-
schiedener Strukturen, die von Mizellen bis hin zu bikontinuierlichen Anordnungen |18} [65]
reichen. Die entstehenden Strukturen werden weitgehend durch Konzentration, Tempera-
tur, den verwendeten Losungsmitteln und dem Verhéltnis der hydrophilen zu hydrophoben
Molekiiloberfliche der stabilisierenden Amphiphile bestimmt. Bietet man den Amphiphilen
eine hydrophobe oder hydrophile Oberfliche an, ordnen sie sich dort unter den richtigen
Bedingung an und bilden geordnete Strukturen. Von besonderem Interesse fiir diese Arbeit
sind auch polymerartige Mizellen. Diese bestehen aus selbstassemblierten polymerartigen
Strukturen und weisen sowohl Eigenschaften von Mizellen als auch von Polymeren auf

Oftmals ist es wiinschenswert, hydrophobe oder hydrophile Makromolekiile in dem je-
weils entgegengesetzten Losungsmittel zu 16sen. Entweder um die spezifischen Figenschaf-
ten der Molekiile in einer neuen Umgebung zu nutzten, oder aber um neue Moglichkeiten
zu gewinnen, das Losungsmittel zu beeinflussen. Zu diesem Zweck muf die Oberfliche
der Molekiile von hydrophob nach hydrophil oder umgekehrt geindert werden. Gerade bei
kleinen Partikeln, Polymeren und anderen Makromolekiilen ist eine Modifizierung oftmals
umstindlich oder mit weiteren aber unerwiinschten Anderungen der Eigenschaften verbun-
den. Eine optimale Methode wird versuchen, diesen Effekt zu minimieren und vielleicht
sogar noch zusitzliche Eigenschaften erzeugen. Der hydrophobe Effekt lift sich ausniitz-
ten, um hybride Mizellen zu bilden, bei denen die zu losenden Makromolekiile in einer
amphiphilen Hiille verpackt werden, welche eine sowohl zur Oberfliche als auch zum L&-
sungsmittel kompatible Grenzfliche erzeugt. Ein Vorteil dieser Vorgehensweise ist, daf die
Grenzflache auf die konkrete Anwendung ausgerichtet werden kann. So ist beispielsweise fiir
biophysikalische Anwendungen Biokompatibilitit ein wichtiges Kriterium. Dies bedeutet,
daf die Materialien physiologische Prozesse kaum beeinflussen und daher keine nennens-
werte Storung in den Organismen verursachen kénnen. Die konkrete Wahl der einhiillenden
Amphiphile und die Vorgehensweise zur Komplexbildung hingt dabei vom Teilchen, vom
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Medium und der gewiinschten Anwendung ab und muf fiir jeden Fall passend gew#hlt
werden.

In dieser Arbeit wurde diese Fragestellung an zwei biophysikalisch relevanten Systemen
untersucht. Der Ubergang von hydrophilen Teilchen in ein hydrophobes Medium wurde fiir
den Transfer von DN in Alkan behandelt. Der umgekehrte Ubergang von hydrophoben
Teilchen in ein hydrophiles Medium wurde fiir fluoreszenzmarkierte Dendrimere untersucht,
die in Wasser gelst wurden.

Aktuelle Fragestellungen der Nano- oder Biotechnologie betreffen Wege, Strukturen auf
nano- und mesoskoper Skala gezielt zu steuern (Bottom-up Assemblierung). Dies kann
unter anderen durch die Nutzung der herausragenden Eigenschaften der DNA ermdoglicht
werden, die es erlaubt, ihre Struktur molekiilgenau durch Standardtechniken zu steuern.
So kénnen komplexe dreidimensionale Strukturen aufgebaut werden, wie dies beispielweise
in Arbeiten von Seeman et al. [66, [67] und Simmel et al. [73] demonstriert wurde. Die-
se konnen wiederum als ein Geriist oder eine Schablone dienen, um eine weitergehende
Strukturbildung zu kontrollieren. Die Bildung verschiedenster Strukturen und Komplexe
aus DNA und Lipiden (Lipoplexe) in wifrigen Losungen wurde bereits auf vielfiltige Wei-
se realisiert. Ein aktuelles Forschungsgebiet ist die Charakterisierung und Anwendung von
Lipoplexen als kiinstliche Genvektoren [61]. Dabei dienen die Lipide als Verpackung, um
DNA in Zellen einfiihren zu konnen. Wechselt man von wéfrigen zu unpolaren Medien,
kann die native DNA aufgrund ihrer hydrophilen Natur nicht mehr gelost werden. Da un-
polare Losungsmittel ein verbreiteter Ansatzpunkt fiir die Bildung nano- und mesoskoper
Phasen sind, beispielsweise bei der Synthese von Nanokristallen [87], kénnen mit DNA
weitere Anwendungen moglich werden. Die Loslichkeit der DNA kann beispielsweise durch
eine Komplexierung der DNA mit amphiphilen Molekiilen ermoglicht werden, wie es bereits
in der Literatur [57, [69] [86] gezeigt wurde.

In dieser Arbeit wurden DNA-Molekiile in Alkan gelost, indem sie durch Selbstorganisa-
tion einzeln in Lipidmizellen eingebettet wurden. Dadurch werden einzelne DNA-Molekiile
durch die hydrophobe Umgebung voneinander abgeschirmt, und es sind weitere Einzelmo-
lekiilanwendungen moglich.

Am zweiten untersuchten System wurde der umgekehrte Weg der Lésung eines hydro-
phoben Molekiils in einem wifrigen Medium betrachtet. Einige der Haupttechniken der
Biophysik beruhen auf Fluoreszenz. Hierbei werden die zu untersuchenden Materialien mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mit mikroskopischen oder spektroskopischen Tech-
niken untersucht. Eine wichtige Aufgabe ist es, Fluoreszenzfarbstoffe zu finden, die sich
durch eine moglichst hohe Quantenausbeute auszeichnen. Dies bedeutet, dafs das Verhalt-
nis zwischen fluoreszenten Signal und absorbierten Licht moglichst hoch ist. Dadurch 1aft
sich die bendtigten Beleuchtungsmenge reduzieren, die das Objekt schidigen kénnte, sowie
eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnis erreichen. Eine naheliegende Moglichkeit
zur Effizienzverbesserung ist die Zusammenfassung mehrerer Chromophore zu einem mul-
tichromophoren Molekiil, wie es am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung in Mainz
in der Gruppe von Prof. Miillen durchgefiihrt wurde. Dazu wurden Dendrimere syntheti-

!deoxyribonucleic acid oder deutsch: Desoxyribonukleinsiure(DNS)



siert, dak heifit Makromolekiile mit einer, von einem Zentrum ausgehenden, wohldefinierten
baumartigen Struktur. Drei der vier Aste enden in den Chromophore, der iibrige Ast kann
iiber eine Biotingruppe an das zu markierende Objekt anbinden. Neben dem Vorteil einer
erh6hten Quantenausbeute ermdglicht dieser Entwurf auch eine Verwendung fiir quanti-
tative Fluoreszenztechniken wie Bioassays, da die Quanteneffizienz der einzelnen Marker
genau definiert ist und damit ein zur Konzentration der markierten Molekiile proportionales
Signal erzeugt. Sowohl Farbstoffmolekiile als auch Dendrimere sind oftmals hydrophob, so
auch in diesem Fall. Um auch Verwendungen in wéfrigen Medien und damit fiir biologische
Systeme tiberhaupt moglich zu machen, wurden in dieser Arbeit wasserlosliche Komple-
xe aus Dendrimeren und amphiphilen Tensiden erstellt und mittels Fluoreszenztechniken
charakterisiert.

Zur Untersuchung der Systeme werden in dieser Arbeit zwei Methoden verwendet. Die
Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXSED gehort zu den klassischen Untersuchungsmethoden
zur Strukturaufkldrung nanoskopischer bis mesoskopischer Strukturen der biologischen Ma-
terie, Kolloide und anderer selbstorganisierten Systeme. Dazu wird ein intensiver Ront-
genstrahl auf die Probe gelenkt und das Streusignal unter einem kleinen Winkel (<5°)
detektiert. Aus der Streuamplitude konnen dann Aussagen iiber die Elektronendichtever-
teilung der Probe bei einer GroRenskala zwischen 1 A bis etwas 100 nm gewonnen werden.
Die Rontgenkleinwinkelstreuung wurde in den letzten Jahren insbesondere im Bereich der
Strukturanalyse von Kolloiden und Polymerlésungen [47], Lipidphasen [22] und hochor-
ganisierten Lipid/DNA-Komplexen [89] verwendet. In dieser Arbeit verbinden sich die-
se Bereiche, indem sie auf die Strukturbestimmung polymerartiger Lipid /DNA-Komplexe
ausgedehnt wird.

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eine mikroskopische Fluoreszenztech-
nik, die besonders fiir Farbstoffmolekiile in geringer Konzentration (etwa 1 pM bis 0,1 nM)
sensitiv ist. Sie basiert auf der Beobachtung der Intensitatsfluktuationen eines, durch ein
konfokalen Mikroskop erzeugten, kleinen Beobachtungsvolumen (& 1fl). Probenmolekiile
diffundieren durch diesen Fokus und erzeugen ein Fluoreszenzsignal fluktuierender Starke.
Durch eine Korrelationsanalyse des zeitlichen Verlaufs dieses Signals konnen Aussagen iiber
Grofe und Konzentration der Probe gewonnen werden.

Der Aufbau dieser Arbeit ist wie folgt:

In Kapitel [2| werden die Materialien vorgestellt und die Probenpriparation erldutert.

Kapitel [3| beschreibt die hier angewandete Theorie zur Rontgenkleinwinkelstreuung.

Kapitel [4] beschreibt den experimentellen Aufbau der verwendeten Rdntgenkleinwin-
kelapparaturen. Ein wichtiger Teil dieser Arbeit bestand im Aufbau einer laboreigenen
Rontgenkleinwinkelanlage. Der Charakterisierung von Fluf, Auflésung und Detektionsei-
genschaften dieser Anlage ist Kapitel [5| gewidmet.

In Kapitel @ werden die Ergebnisse zu den Lipid/DNA-Mikroemulsionen vorgestellt. Die
Methode der Rontgenkleinwinkelstreuung wird angewendet, um Struktur und Loésungsei-
genschaften von Lipid/DNA-Komplexen in Alkan zu untersuchen. Das Phasenverhalten der

Zeng: Small-Angle-Xray-Scattering



4 1. Einleitung

Komplexe wird erforscht und eine Prozedur etabliert um einzelne DNA Ketten in Alkan
zu 16sen, die dann in invertierten polymerartigen Lipidmizellen vorliegen.

In Kapitel [7| wird eine Prozedur vorgestellt, um hydrophobe Dendrimeren in Wasser zu
16sen. Die entstehenden Komplexe werden mit Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
und Laser Scanning Microscopy (LSM) charakterisiert. Hier wird besonders auf den Ein-
flufs unterschiedlicher Tensid- und Dendrimerkonzentrationen eingegangen und der Bereich
bestimmt, in dem einzelne Dendrimere in Losung vorliegen.



2. Materialien und
Probenpraparation

2.1. Materialien

2.1.1. DNA und Lipide
DNA

Die biologische Aufgabe der DNA beist die langfristige Speicherung der genetischen Infor-
mation aller Lebewesen. Thre in der Natur am héufigsten vorliegende Form, die B-DNA, ist
eine Doppelhelix aus zwei rechtsgingig umeinander gewundener Polymere. Die einzelnen
Monomere werden als Nukleotide bezeichnet und bestehen aus einer Phosphat- und Des-
oxyribosegruppe mit angehéngter Base Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin
(T). Aus sterischen Griinden kénnen sich in der doppelstriangigen Anordnung jeweils nur
zwei Basen mit der spezifischen Basenpaarung A mit C und G mit T iiber Wasserstoft-
briicken verbinden. Die Phosphatgruppe und Desoxyribose bilden dabei ein doppelstrin-
giges helikales Riickgrat, wihrend die Basen iibereinander gestapelt werden. Der typische
Basenabstand fiir die B-DNA liegt zwischen 0,33 - 0,34 nm. Andere Formen der DNA be-
sitzen einen anderen Drehsinn und eine andere Art der Basenstapelung. Die genetische
Information ist {iber die Sequenz der Basen auf jedem Strang codiert, welche durch Tran-
skription in die chemisch verwandte RNA iibergefiihrt wird und durch Translation in eine
eindeutige Sequenz von Aminosiuren auf einem Polypeptidstrang umgewandelt werden
kann.

Neben der biologischen Bedeutung der DNA machen sie ihre herausragenden Eigen-
schaften auch fiir andere Gebiete interessant. Auf Grund ihrer Dimensionen, kann man sie
bereits mit optischen Methoden untersuchen. Die aus der Biologie abgeleiteteten Metho-
den erlauben es, DNA beliebiger, auf ein Basenpaar genau definierter Léngen zu erhalten
und verschiedene DNA Stiicke auf eindeutige Weise zu verbinden. Dies macht sie zu einem
nahezu universal einsetzbaren Untersuchungsobjekt fiir die Polymerphysik.

In dieser Arbeit wurde Kalbsthymus DNA (Sigma, Deisenhofen) benutzt, die als hoch-
polymere und polydisperse DNA in der B-Konformation vorliegt. Sie wurde mittels Phe-
nolextraktion gereinigt, in Wasser gelost und fiir mindestens 12 Stunden equilibriert. Um
die Loslichkeit zu verbessern wurde sie fiir 15 Minuten in einem Bandelin Sonorex Ul-
traschallbad (240 W /35 kHz) beschallte. Mittels Agarose Gelelektrophorese wurde sie mit
unbeschallter DNA verglichen (nicht gezeigt). Hierbei konnte kein Unterschied in der Lén-
genverteilung festgestellt werden.
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Abbildung 2.1.: B-DNA besteht aus einer Doppelhelix zweier umeinander gewickelten Ein-
zelstriange. Die Basenpaare sind in einem Abstand von 0,33 - 0,34 nm iiber-
einander gestapelt. Der Radius betrigt 1 nm.

Lipide

Lipide sind amphiphile Molekiile mit zumeist zwei unverzweigten Alkylketten und einer
hydrophilen Kopfgruppe.

In dieser Arbeit wurden zwei Lipidsorten verwendet. Dioleoyl-Glycero-Phosphoethanol-
amin (DOPE) ist ein ladungsneutrales Lipid mit einer negativen NHj3 und einer positiven
Phosphatgruppe. Dioleoyl-Trimethylammonium-Propan (DOTAP) ist ein kationisches Li-
pid mit einer positiv geladenen N (CsH), Gruppe. Beide Lipide wurden von Avanti Polar
Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA) in Chloroform gelést bezogen und ohne weitere Reinigung
verwendet.

Die Lipidketten sind jeweils einfach ungeséttigt. Dies verringert in Gegensatz zu den
gesittigten Ketten die Hauptphaseniibergangstemperatur weit unterhalb 0°C.

Hydrophober Effekt und Lipid/DNA-Phasen

Lipide sind ein wichtiges Bestandteil biologischer Membranen und geben dieser ihre zwei-
dimensionale Gestalt. Aufgrund der hydrophoben Wechselwirkung ordnen sie sich derart
an, dafl die hydrophoben Ketten den Kontakt mit Wasser vermeiden und die hydrophilen
Kopfe diesen suchen. Daher weisen sie abhéngig von der Lipidsorte, dem Wassergehalt und
der Anwesenheit anderer unpolare Losungsmittel eine Vielzahl unterschiedlicher Phasen
auf [35] 60, 65].

Die hydrophobe Wechselwirkung resultiert aus der Struktur des Wassers. Bei einem Was-
sermolekiil sind die Orbitale tetrahedral um das Sauerstoffatom herum angeordnet. Zwei
Orbitale sind dabei von den Wasserstoffmolekiilen besetzt, wihrend die beiden iibrigen frei
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Abbildung 2.2.: Die Lipide DOPE und DOTAP als Strukturformel sowie DOPE in dreidi-
mensionaler Ansicht

bleiben. Dabei weisen die von Wasserstoff besetzten Arme eine positive und die unbesetz-
ten Arme eine negative Ladung auf. Die elektrostatische Anziehungskraft zwischen den
unterschiedlich geladenen Orbitalen ist die Ursache fiir die Wasserstoffbriickenbindung,
bei der die beteiligten Wasserstoffatome zwischen beiden Wassermolekiilen hin und her
tunneln konnen [43]. Die einzelnen Wassermolekiile bilden so ein Netzwerk untereinander
verbundener Tetraeder mit dem Sauerstoffatom in der Mitte. Die Wasserstoffatome sind
dabei nicht mehr fest dem jeweiligen Sauerstoffatom zugeordnet, so daf aus der Vielzahl
der moglichen Verbindungen die hohe Entropie des Wassers resultiert.

Wird nun ein hydrophobes Material, das sich dadurch auszeichnet, keine Wasserstoff-
briicken eingehen zu konnen, in das Wasser eingebracht, bildet sich um dieses Molekiil
ein Kéfig aus Wassermolekiilen. Die fehlende Moglichkeit zur Wasserstoftbriickenbindung
verursacht ein geringere Entropie, die iiblicherweise jeden enthalpischen Vorteil anderer
Wechselwirkungen {ibertrifft. Die freie Energie AG = AH — TAS wird daher ansteigen
und hydrophobe Molekiile aggregieren, um diesen Effekt zu vermindern.

Lipide sind amphiphil, besitzen also sowohl hydrophile als auch hydrophobe Bereiche.
Aufgrund dieser gegensitzlichen Natur bilden sie komplexe Strukturen, bei der die hydro-
phoben Bereiche nach Md&glichkeit versuchen, keinen Kontakt zu Wasser zu erhalten, und
die hydrophilen Bereiche genau diesen suchen. Die Temperatur, Konzentration, geometri-
sche Gestalt der Lipide [21] und etwaige elektrostatischen Wechselwirkung der Kopfgruppen
[32] entscheidet dabei, welche Phase gebildet wird. Ist der Fldchenbedarf der Ketten gerin-
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ger als der der Kopfgruppe bilden sich Mizellen, im umgekehrten Fall hexagonale Phasen.
Hélt sich der Flachenbedarf in der Waage bilden sich Doppelschichten aus.

DNA ist aus obigen Griinden 16slich in Wasser und unldslich in organischen Losungsmit-
teln. Im Zusammenspiel mit Lipiden wenden sich die Lipidképfe der DNA zu und bilden
sogenannte Lipoplexe. Dieses Verhalten kann noch verstirkt werden, wenn eine Teil der
Lipide positiv geladen ist, um so ladungsneutrale Komplexe zu erzeugen. Die letztliche An-
ordnung ist von der Geometrie der Lipide, deren Ladung, Lipidmischung und den jeweiligen
Losungsmitteln abhingig [18), 65 [89].

2.1.2. Dendrimere und Tenside
Dendrimere

Dendrimere sind Makromolekiile mit einer, von einem Zentrum ausgehenden, wohldefi-
nierten baumartigen Struktur. Die hier verwendeten Polyphenylen-Dendrimere wurden am
Max-Planck-Institut in fiir Polymerforschung Mainz in der Gruppe von Prof. Miillen syn-
thetisiert [38]. Die chemische Struktur ist in Abbildung [2.3{dargestellt. Drei Aste der Den-
drimere enden in Perylendicarboximid-Chromophore (PMI), der vierte Ast in einer Bio-
tingruppe. Durch diesen Aufbau ist es hervorragend als Fluoreszenzmarker geeignet. Die
Biotingruppe kann mit einer hohen Affinitdtskonstante an die Proteine Avidin und Strep-
tavidin anbinden. Durch die drei stark fluoreszierenden Chromophore zeigt das Dendrimer
eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute. Die Anregung liegt bei 520 nm und die Emission
bei 600 nm. Da jedes Dendrimer die exakt gleiche Anzahl an Chromophoren enthélt und
damit die Quanteneffizienz der einzelnen Makromolekiile genau definiert ist, erzeugt es ein
zur Konzentration der markierten Molekiile proportionales Signal. Damit kann es als Farb-
stoffmolekiil fiir quantitative Fluoreszenztechniken wie Bioassays verwendet werden. Durch
die Hydrophobizitit der Dendrimere konnen sie nicht direkt in wéfkrigen Medien eingesetzt
werden, sondern miissen mit einer hydrophilen Hiille, wie in dieser Arbeit beschrieben,
ummantelt werden.

Tenside

Tenside sind amphiphile Molekiile mit zumeist einer unverzweigten hydrophoben Alkylkette
und einem hydrophilen Bereich. Um Dendrimere in Wasser zu l6sen wurden die nichtioni-
schen, zwitterionischen und ionischen Tenside SDS, Didodecyldimethylammoniumbromid,
CHAPS, Tween 20 und 60, sowie die Co-Tenside Ethanol, Phenol und Benzaldehyd einge-
setzt (siehe auch Tabelle A.3).
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Biotin

Abbildung 2.3.: Struktur des verwendeten Dendrimers mit den angehéngten PMI Chromo-
phoren und der Biotingruppe

2.2. Probenpraparation

2.2.1. Préparation der Lipid/DNA-Komplexe

Die Praparation der Lipid/DNA-Komplexe erfolgte analog zur Arbeit von Koltover et al.
[28]. Dort wurde bei einem geeigneten Mischungsverhéltnis von neutralen und kationischen
Lipiden und DNA, eine hexagonale Phase aus Lipid/DNA-Komplexen beobachtet, bei der
einzelne DNA Molekiile von einer Schale Lipide umgeben sind.

Die in Chloroform gelésten Lipide wurden im Gewichtsverhéltnis ¢ = % ge-
mischil] Bei & = 100 % wurde die selbe Menge DOPE wie bei 94% verwendet, allerdings
wurde der Anteil DOTAP weggelassen. Das Chloroform wurde unter einem Stickstoffstrahl
verdampft und die iibrig gebliebenen Lipide fiir mindestens 12 Stunden in Vakuum getrock-
net. Darauthin wurden sie im jeweiligen Losungsmittel (siehe Tabelle gelost und mit
der ebenfalls gelosten DNA in einem Gewichtsverhéltnis von Dggﬁp = 2,2 gemischt, um so
neutrale Komplexe ohne Gegenionen zu erhalten [82]. Anschliefend wurde die Probe fiir
einige Tage equilibriert.

Um auszuschliefen, dak aufgrund der Praparation vorkomplexierte Nichtgleichgewichts-
strukturen in der Alkanphase lingere Zeit weiterbestehen konnen, wurde die Praparation
auf unterschiedlichen Wegen durchgefiihrt (siche Tabelle und die entstehenden Struk-

turen verglichen.

'bzw. DOTAP = UZ2\DOPE; DOPE = 725 DOTAP; DOTAP + DOPE = DOTAL
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Tabelle 2.1.: Praparationswege zur Erzeugung Lipid/DNA-Komplexe in Alkan

A

| B

| C

| D

Lipide in Alkan
l6sen

Lipid in Wasser
16sen

Lipid in Wasser
l6sen

Lipid in Wasser
16sen

DNA in Wasser

losen

DNA in Wasser

l6sen

DNA in Wasser

l6sen

DNA in Wasser

l6sen

DNA- und DNA- und lyophilisieren lyophilisieren
Lipidlésung Lipidlosung
mischen mischen
Wasser und mit einer mit Alkan
Alkan mischen geringen Menge | mischen

Wasser mischen
mit Alkan
mischen

Alle Praparationswege zeigen mittels UV /Vis einen &hnlich hohen Anteil an DNA in
der Alkanphase. Ein exemplarischer Vergleich der Rontgenstreudaten bei @ = 64 % zeigt
bis auf Weg D, bei dem kein Wasser in die Komplexe eingearbeitet werden kann, eine
vergleichbare Struktur (ohne Abbildung). Weg A ist praparativ aufwendig, da DOTAP in
Alkan nur schwer 16slich ist, und man deshalb mit verschiedenen Temperaturen arbeiten
muf, um eine vollstindige Losung von DOTAP zu ermoglichen. Weg C zeigt keinen Vorteil
und ist wegen dem Zwischenschritt der Lyophilisierung etwas aufwendig, so daf sémtliche
Proben auf dem Weg B pripariert wurden.

Eine Ausnahme besteht in der Praparation fiir die Bestimmung der Auswirkung des Was-
sergehalts. Fiir diese Experimente war es notwendig, eine genau definierte Menge Wasser
zu verwenden und es wurde der Priparationsweg C gewihlt.

Fiir die Rontgenexperimente wurde die Alkanphase unmittelbar vor der Versuchsdurch-
fithrung von der Wasserphase getrennt.

2.2.2. Praparation der Tensid/Dendrimer-Komplexe

Die Tensid /Dendrimer-Komplexe wurden mit verschiedenen Tensiden und Puffern erstellt.
Davon abhangig wurden unterschiedliche Loslichkeitsverhalten beobachtet, welche in Ka-
pitel [7] beschrieben werden. Die allgemeine Priaparation verlief folgendermafien:

1 mg des Dendrimers lagen in in 1 ml DMF gel6st vor. 100 pl dieser Mischung wurden in
200 pl der Tensidlosung gegeben und 5 Minuten mit einem Vortexer geschiittelt. Anschlie-
fend wurden sie mit den jeweiligen Puffern (PBS sowie Puffer A\B und C) gemischt und
mit FCS und LSM untersucht.



3. Rontgenkleinwinkelstreuung

3.1. Einleitung

Streutechniken bieten einen detaillierten Einblick in die Struktur biologischer Materie, Kol-
loide und selbstorganisierte Systeme. Neben den bildgebenden Verfahren wie TEM['| und
AFME] und spektroskopischer Verfahren wie die IR/VIS/UV- sowie Kernresonanzspektro-
skopie sind sie die Schliisseltechnik zur Strukturanalyse biologischer und nicht biologischer
Materie auf der atomaren bis hin zur mesoskopischen Lingenskala. Ihr groker Vorteil ge-
geniiber anderen Verfahren besteht in der Mittelung iiber die gesamte Probe, dem weit-
gehenden Verzicht auf Markierungsstoffe und ihre grofe Flexibilitat beziiglich der Strah-
lungsquellen: Ublich sind hier Neutronen, Réntgenstrahlung und Licht, sowie Elektronen
und Schallwellen.

In dieser Arbeit wurde Kleinwinkelstreuung eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine
statische, elastische Streuung bei kleinen Winkeln, d.h. aufgrund der reziproken Natur des
Streuprozesses um Untersuchungen mesoskopischer Strukturen. Die Wellenlinge #ndert
sich im Streuprozefs nicht und man miftt nur das zeitliches Mittel der Streuintensitdt und
nicht deren Fluktuationen.

Zwei Arten der Kleinwinkelstreuung werden hauptsichlich verwendet, Réntgenkleinwin-
kelstreuung (SAXS) und Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS). Da Rontgenstrahlung mit
der Elektronenhiille und Neutronen mit Kernen wechselwirken, zeigt dieselbe Probe, mit
beiden Techniken gemessen, grofe Unterschiede in der Streuintensitdt. Weiterhin bieten
beide Techniken verschiedene Vor- und Nachteile, so daf man zu jeder Problemstellung
die angemessene Methode wéhlen mufs. Die letztliche Analyse der Ergebnisse ist prinzi-
piell identisch. Die Unterschiede liegen mehr in den unterschiedlichen Moglichkeiten der
Versuchsdurchfithrung und damit bei der konkreten Fragestellung.

Da alle Streuexperimente dieser Arbeit ausschlieklich mittels Rontgenstrahlung durch-
gefithrt wurden, beziehe ich mich im weiteren nur auf diese Technik. Rontgenstrahlung
kann wie alle elektromagnetische Strahlung im Prinzip auf drei unterschiedliche Arten er-
zeugt werden. Durch Elektroneniiberginge, Bremsstrahlung oder Synchrotronstrahlung.
Fiir Rontgenstreuexperimente sind alle drei Arten relevant. Elektroneniiberginge werden
vor allen in hauseigenen Kupfer- und Molybdénanoden eingesetzt, das weike Spektrum der
Bremsstrahlung fiir Laue-Apparaturen und die hochbrilliante Synchrotronstrahlung am
Synchrotron. Mittlerweile sind auch Rontgenlaser in Planung bzw. im Bau, diese werden
allerdings noch nicht fiir SAXS Messungen eingesetzt.

! Transmissions Elektronen Mikroskopie
2 Atomic Force Microscopy, Rasterkraftmikroskopie
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3.2. Rayleigh-Debye-Gans Theorie

Die hier dargestellt Theorie beruht auf der ersten Bornschen N&herung. Sie besteht dar-
in, dafl sowohl einfallende als auch auslaufende Welle als eben angenommen wird und sie
nicht durch das Medium beeinflutt werden. Dies bedeutet insbesondere, dafs keine Mehr-
fachstreuung auftritt. Die Rayleigh-Debye-Gans Theorie beschreibt im wesentlichen die
gestreute Welle unter diesen Bedingungen. Damit ist sie die geeignete Beschreibung fiir
Streuprozesse an kolloidale Systemen und diinnen Proben, solange folgenden Bedingungen
erfiillt sind [13]:

|npartikel — 1] < 1 (3.1)

2rD §R(”Partikel)

A 8%(nLésungsmittel)

—1| <1 (3.2)

Hier steht D fiir den Durchmesser der Streuteilchen und n fiir den Brechungsindex. Dieser
ist fiir Rontgenstrahlung immer in der Nihe von 1 mit einer Abweichung von kleiner 1077,
welche diese Naherung fiir Partikel kleiner als etwa 100 nm-1000 nm giiltig macht.

Im folgenden betrachtet man nur noch die entstehenden monochromatischen Wellen.

E. (r,t) = Eyel@t ke (3.3)

Hier ist w die Kreisfrequenz, k. die Wellenzahl und der Index e steht fiir einfallend.

Eine Probe besitzt die Elektronendichteverteilung p (7, t). Im einfachsten Fall wechsel-
wirkt die Welle elastisch mit einzelnen Elektronen, regt diese zu Schwingungen an und
erzeugt Hertzsche Dipolstrahlung [2].

piwi—kR) .
B.(R.f) = B /i?’rp (r,t) e-iar (3.4)
v
hier ist ¢ = k — k. der Impulsiibertrag, p(r,t) = r.p(r,t) die Streuldngendichte mit
re = % = 2,818-10"® cm dem Thomson-Streuquerschnitt eines Elektrons. Er ist ein

Malfs dafiir, wie stark elektromagnetische Wellen an freien Elektronen gestreut werden.
Der Term vor dem Integral beschreibt eine ausgehende Kugelwelle, deren Amplitude zur
einfallenden Welle proportional ist. Der Integralterm ist die Streuamplitude

Aq) = [|dBrp(r, t)e " (3.5)
/

und gibt an, wie die gestreute Welle von der Struktur der Probe abhéngig ist. Durch den
Ubergang der Elektronendichte zur Streulingendichte macht man die Streutheorie unab-
hidngig von der konkreten Strahlungsart. Jeder Streuprozef kann durch die Gleichungen im
folgenden Text beschrieben werden, solange nur die oben genannten Rahmenbedingungen

der Gleichungen und nicht verletzt werden.
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Die Streuamplitude in Gleichung [3.5]14kt sich folgendermafen interpretieren: Eine einfal-
lende Welle I, wird an einem Partikel gestreut und die Streustrahlung unter einem Winkel
O gemessen. Strahlung, die von einem Punkt P innerhalb diese Partikels ausgesandt wird,
ist gegeniiber Strahlung aus dem Ursprung um (k.r — ksr) /k, also um —gr, in der Phase
verschoben. Die resultierende Streustrahlung wird nicht nur von einem Punkt der Pro-
be abgestrahlt, so dafk sich aus der Summation iiber alle infinitesimalen Volumenbereiche
Gleichung ergibt.

\Y
0@\6\60
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Abbildung 3.1.: Streuung an einem Partikel

Mit der Bragg-Bedingung

nA = 2dsin (©/2) (3.6)

ergibt sich der wichtige Zusammenhang zwischen Impulsiibertrag ¢ und Strukturgrofe d:
2

d=— 3.7

. (3.7)

Ublicherweise ist man an Proben interessiert, bei denen Partikel und Strukturen in einem
Medium eingebettet sind. Dabei kann es sich wie in dieser Arbeit, um Kolloide in Lésungen,
aber auch um andere Systeme, wie beispielsweise Strukturfehler in Materialien, handeln.
In allen Fallen kann die Streuléngendichte aus zwei Termen zusammengesetzt werden. Das
umgebende unstrukturierte Medium weist eine konstante Streuldngendichte p auf. Die zu
untersuchenden Partikeln werden durch eine Abweichung Ap () von diesem konstanten
Hintergrundterm beschrieben. Fiir die gesamte Streuldngendichte p (7) folgt somit:

p(r)=p+A2p(r) (3-8)
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Aus Gleichung [3.5] wird somit

A(q) = /(13?"ﬁ el~iam) 4 /(137"Ap (1) el~1am) (3.9)
v v

Der erste Term aus Gleichung ergibt ein Signal in Vorwartsrichtung, das aufgrund
des ungestreuten Strahls und des Beamstops (siehe Kapitel nicht gemessen wird.
Ubrig bleibt nur der zweite Term - man kann also in der Kleinwinkelstreuung nur Fluk-
tuationen der Streuldngendichte um die konstante Hintergrundstreuldngendichte messen.
Im Prinzip besteht der zweite Beitrag wiederum aus zwei Termen, der Dichtefluktuation
der Partikel selbst und spontanen Dichtefluktuation der Umgebung. Normalerweise kann
man diese spontanen Fluktuation ignorieren, bzw. sie mit einer Hintergrundmessung ent-
fernen, allerdings konnen sie fiir bestimmte Fille auch wichtig werden. Dies ist besonders
der Fall, bei der Messung von Proben mit schwachem Kontrast. Dort kann die spontane
Dichtefluktuation des Losungsmittel schnell in die selbe Gréfsenordnung wie das Signal der
Probe kommen (siehe Kapitel [5.2). In allen weiteren Formeln wird zur Vereinfachung auf
das Ap verzichtet und die Abweichung vom Hintergrund lediglich mit p bezeichnet.

Schlieflich folgt fiir den Impulsiibertrag ¢ = k — k. (siehe Abbildung und wegen
k= 27” die wichtige Beziehung

q=|q| = 4%Tsin (0/2) (3.10)

Gleichung ergibt nur die Amplitude der gestreuten Strahlung, der Detektor mifst
jedoch die Intensitit, also auf das Streuvolumen normiert

I(q)=A(q,t)A" (q.t) (3.11)
Mit Gleichung [3.5] ergibt dies:
/ Brd®r'p (r,t) p (v t) e =) (3.12)
vV Vv
Die Korrelationsfunktion
1 / /7 /
g(,r):V dTp(’l"7t)p(7‘+’I‘,t) (313)
1%

gibt die Wahrscheinlichkeit an, in Abstand 7 eines Teilchens ein weiteres zu finden.
Damit ergibt sich

I(q)=V [dPrg(r)e (3.14)
f

Die Streuintensitét ist also die Fouriertransformierte der raumlichen Korrelationsfunkti-
on. Gleichung zeigt eine wichtige Aussage der Kleinwinkelstreuung. Selbst im giinstig-
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sten Fall kann man aus der Streuintensitit nur die Dichtekorrelation der Probe zuriicktrans-
formieren, die rdumliche Strukturinformation ist also nicht direkt zugénglich. Durch den
Umstand, dafs bei typischen Systemen die Partikel iiber alle Raumrichtungen gemittelt wer-
den, geht zusétzlich die Information iiber Dichtekorrelation der einzelnen Raumrichtungen
verloren. Die Fouriertransformation der Intensitit ergibt dann die Paardichteverteilungs-
funktion (PDDFf), das Histogramm iiber alle mit dem Volumen und der Elektronendichte
gewichteten Lingen.

Die obigen Gleichungen behandeln Streuung im allgemeinen. Im folgenden wird der fiir
diese Arbeit wichtige Fall der gelosten Partikel in einen Losungsmittel behandeln.

Y

Y

Y

Rj+1(t)
@)

Abbildung 3.2.: Zur Herleitung des Strukturfaktors wird der Ortsvektor in einen Vektor
R; 7zu den einzelnen Partikeln und einen Vektor r; innerhalb der jeweiligen
Partikeln zerlegt. Es gilt » = R; + 7,

Abbildung veranschaulicht diesen Fall anhand zweier getrennter Partikel. Man fiihrt
neue Koordinaten ein. Die Vektoren R; (¢) sind Ursprungsvektoren zu den einzelnen Masse-
schwerpunkten der Partikel, r; (¢) sind die Vektoren von dem jeweiligen Massemittelpunkt
zu den einzelnen Volumenelementen. Die Streuamplitude aus Gleichung wird nun zu

N
Afg) = 3R ﬁ%mrm (3.15)
j:l V]

Verbindet man nun Gleichung und Gleichung erhilt man:

3Pair Density Distribution Function
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N N
I(q) = Z o iRy %137“] p(r;)e " Z B A3y, p (1r;) el (3.16)

i=1 Vi

1 . ) ) .
= N N Z Z pla(Ri—R;) / /dd?"j ddn p (T‘j) P (7'1) e—ia(rj—mi)

3.3. Formfaktor

Zuerst betrachtet man monodisperse verdiinnte Losungen. In diesem Fall besteht wegen
dem grofen Abstand unter den Partikeln keine Wechselwirkung. Der Detektor mift das
zeitliche Mittel der Streuintensitdt und da es sich im allgemeinen auch immer um ergodische
Systeme handelt, kann man das Scharmittel mit dem Zeitmittel gleich setzten. So wird aus
Gleichung und Gleichung

(I(q)) = (Alg)A™(q)) =

= Z< /d?’r,o —iqr >
i< Tt / T‘p(rj)ei""j><eiqm figmp(ri)eiq”> (3.17)

N
2
i g=1 v, Vi

2

Die Doppelsumme in der Gleichung ergibt Null, da wechselwirkungsfreie Partikel im
statistischen Mittel gleichméfig iiber die Probe verteilt sind. Die Exponentialfunktion ist
deswegen gleichméfig um Null verteilt und ihr Mittel ergibt auch Null.

F(q) bzw. P (q) wird Formfaktor des Partikels genannt, wobei P = F? gilt. Er ist die
normierte Streuamplitude eines einzelnen Partikels und damit die Fouriertransformierte
der Streuldngendichte.

NP NP

[d3rp (r) eiam
v

(3.18)
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Der Formfaktor beinhaltet damit prinzipiell die komplette Struktur der Streukorper. Er
ist normiert, so daf ' (¢ — 0) =1 und F (¢ — oo0) = 0 gilt.

In dieser Arbeit werden Formfaktoren fiir sphéarische und zylindrische Strukturen ver-
wendet, deswegen werden diese hier im Besonderen erortert.

3.3.1. Formfaktor Spharischer Objekte

Der hier hergeleitete Formfaktor beschreibt die Streuung an homogenen sphérischen Par-
tikeln. Aus Gleichung erhiilt man durch den Ubergang in sphirische Koordinaten
(dV = r*dpddcost und q-r = qrcosd) und Liosen des Integrales den Formfaktor fiir
sphérische Strukturen. Dieser lautet fiir Kugeln mit Radius R und unter der Annahme
einer homogenen Streulédngendichte:

Freuger (q) — 3sin (¢R) — qfcos (qr) (3.19)
(¢R)

Der Formfaktor fiir mehrschalige sphéarische Strukturen ergibt sich direkt aus der Lineari-
tat der Fouriertransformation und kann durch einfache Addition der jeweiligen homogenen
Formfaktoren gewonnen werden. Dabei muf auf die korrekte Streuldngendifferenz geachtet
werden:

F= % (B2 (o = pis) V(R:) Fy (¢, Ri) + (pv — po) V (Ry) Fv (¢, Ryy)) (3.20)

M =% (05— pis1) V (Ri) + (pv — po) V (Ry) (3.21)

Hierbei ist die Nummerierung von innen nach aufen zu vollziehen, p;V (Ry) F1 (¢, R1)
bezieht sich also auf den Kern, pg ist die Streuldngendichte des Mediums.

Der Formfaktor ikt sich fiir kleine Impulsiibertrige entwickeln. Aus Gleichung wird
damit

1
Plg)=1-30"Re (3.22)

beziehungsweise in der bekannteren, aber meist ungenaueren Form
P(q) = e @&/ (3.23)

Dir Grofe R wird als Gyrationsradius bezeichnet. Er ist das zweite Moment der Streu-
langendichteverteilung und damit definiert als

2 [ dvV Apr?
¢ JdVAp

Fiir homogene sphérische Partikel mit Radius Ry gilt Rg = 1/3/5Ro.

(3.24)
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Bei der Verwendung unterschiedlicher Lésungsmittel ist zu beachten, daf bei inhomoge-
nen Partikeln, im Gegensatz zu homogenen, der Gyrationsradius abhéngig von der Elek-
tronendichte des Losungsmittel ist:

JaV(p(r)=p)r* _ [dVp(r)r* —pV®/
Jav(p(r)—p) Tdvp(r) —pv

RZ = (3.25)

3.3.2. Formfaktor Zylindrischer und Polymerartiger Objekte

Zur Entwicklung des zylindrischen Formfaktors zerlegt man den Ortsvektor = in einem
Teil parallel zu Zylinderachse 7| und einem Teil rechtwinklig zur Zylinderachse 7, und
betrachtet das System in Zylinderkoordinaten (<p, T z) . Der Winkel zwischen g und der
Zylinderachse sei . Damit gilt q-r = rjcos (o) + r1cos (¢) sin (o) und Gleichung
geht iiber in:

L/2 2w
/ d?”” / d’f‘J_?”J_ / dgop (TJ_) efiqucos(a)+iqm_cos(a)sin(a) (326)
—L/2 0

Durch Integration wird daraus [9):

sin (g cos () L/2)

Flg,0) = qcos (o) L/2

w/drﬂlp (r1) Jo (grosin («)) (3.27)

Hier ist Jy die Besselfunktion O-ter Ordnung.
An Gleichung erkennt man , daf sich der Formfaktoren zylindrischer Strukturen in
zwei Teile aufspaltet. Der erste Term

sin (g cos () L/2)
qcos (a) L/2
beinhaltet nur den Beitrag des Zylinders in Léngsrichtung und entspricht dem Formfak-

tor eines infinitesimal diinnen Zylinder.
Der zweite Term

Fj(g,a) = (3.28)

R
27 / dririp(ry) Jo(grosin(«)) (3.29)

0
stellt den durch den Querschnitt verursachten Formfaktor dar.

In Lésung liegen Stédbchen in willkiirlicher Anordnung vor. Mittelung iiber alle Richtun-
gen fiir den Term ergibt unter der Annahme ¢ > 27/L:

i) = [antlosmielL o o0
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Fiir den Formfaktor des Querschnitts erkennt man aus dem Parametern der Besselfunk-
tion J_ in Gleichung [3.27] daf in diesem Fall nur Zylinder, deren Léngsachse weitgehend
senkrecht zu g stehen (also fiir « = 90°) einen nennenswerten Beitrag zur Streuamplitude
leisten. Auch fiir geringe Abweichungen von dieser Position dndert sich der Querschnitt
beziiglich g nur unwesentlich. Es gilt also ndherungsweise fiir den Formfaktor des Quer-
schnitts [14]:

27T/d7171,0 r1)Jo(gry) (3.31)
0

Die gesamte Streuintensitit einer Losung aus nicht interagierenden Zylindern ist damit

™

I= .1 (9)° (3.32)

Entwickelt man diese Gleichung fiir kleine ¢ wird daraus

L 2 p2
I(q)=1=n=¢ 0k (3.33)
q

Hier ist R¢o der Gyrationsradius des Querschnitts. Fiir einfache homogene Zylinder mit
dem Radius Ry gilt R¢ = f}—%.

Fiir Polymere bleiben die obigen Aussagen prinzipiell bestehen [51], [63]. Die Herleitung
des Formfaktors Fj muf fiir die jeweiligen Polymermodelle gedndert werden. Die Entkop-
pelung der Terme fiir den Querschnitt und fiir die Langsrichtung bleibt aber weiterhin
bestehen, da dieser urspriinglich aus der Zerlegung des Ortsvektors r resultiert. Dariiber
hinaus zeigt DNA das Verhalten eines semiflexiblen Polymers. Dieses kann unterhalb der

Persistenzldnge immer als steifer Zylinder angenédhert werden.

3.4. Strukturfaktor

Im weiteren betrachtet man die Verallgemeinerung auf konzentrierte monodisperse Syste-
me. Gleichung ist damit nicht mehr giiltig, da nun auch die Korrelationen zwischen
den Partikeln in die Streuamplitude eingehen. Verbindet man Gleichung [3.16]und und
bildet das Mittel erhdlt man fiir sphérische identische Partikel:

(I(q)) = NP(Q)%ZZ@W(RFRJ‘B: (3.34)
i# i=1
= NP(q)5(q)

Der Term S (q) wird (statischer) Strukturfaktor genannt und beschreibt die Korrelation
der Partikel untereinander. Er ist:
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S(g)=1+ % D) (elatRm R (3.35)

j=1 i=1
Der Term “14” entsteht durch die unterschiedlichen Indizierung in Gleichung und
Gleichung (3.35|

Im kontinuierlichen Limes gilt die Beziehung

S(q) =1+ % %137” (g(r) —1)el" (3.36)

Vv

Hier ist ¢ (r) die Paarkorrelationsfunktion der Partikel (analog Gleichung [3.13).

Gleichung zeigt den fiir die Kleinwinkelstreuung wichtigen Punkt, daf fiir mon-
odisperse Systeme der Form- und der Strukturfaktor entkoppelt sind. Es existieren auch

Néaherungslosungen fiir die Entkoppelung schwach polydisperse Systeme, diese werden in
Kapitel gesondert behandelt.

10'
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Abbildung 3.3.: Die Streuamplitude ist fiir monodisperse Systeme die Multiplikation des
Form- und Strukturfaktors. Die blaue durchgezogene Linie zeigt den Form-
faktor einer homogenen Kugel mit Radius 2nm und die rot gestrichelte Li-
nie den Hard Sphere Strukturfaktor einer Losung mit 50 % Volumenanteil
Die schwarze durchgezogene Linie gibt die gesamte Streuintensitit an.
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Fiir verdiinnte Lésungen kann angenommen werden, daf es keine Korrelationen zwischen
den Partikeln gibt, deswegen geht das Integral in Gleichung zu Null {iber, und es gilt
fiir den Strukturfaktor S = 1. Er hat deswegen keinen Einflufs auf die Streuintensitit. Fiir
konzentrierte Losungen ist dies nicht mehr der Fall und er muf in die Berechnung mit
einbezogen werden. Im Gegensatz zur Herleitung des Formfaktors fiir Kugeln und Zylinder
wiirde die Herleitung der zugehdrigen Strukturfaktoren den Umfang dieser Arbeit sprengen,
deswegen wird diese hier nur kurz skizziert.

3.4.1. Hard-Sphere Strukturfaktor

Aufgrund der unpolaren Natur des Losungsmittels werden fiir die Herleitung des Struk-
turfaktors nur die Volumenausschluftkréfte beriicksichtigt (Hard Sphere Structure Factor),
langreichweitige elektrostatische Krifte werden durch das Losungsmittel abgeschirmt. Das
Potential kann durch folgende Form angenéhert werden:

400 r< R
u(r) = {0 "> R (3.37)

Da zur Berechnung der zugehérigen Korrelationsfunktion auch Vielteilchenkorrelationen
beriicksichtigt werden miissen, wird von der Ornstein Zernike Theorie ausgegangen [45].
Die Herleitung erfolgt anhand Veroffentlichungen von Klein und Kinning [25] 27].

Die totale Korrelationsfunktion h (rq) = g (re) — 1 wird in zwei Teile zerlegt. Die di-
rekte Korrelation zwischen zwei Teilchen ¢ (r,) und einen iterativen Term, der die Wech-
selwirkung iiber weitere Teilchen beschreibt. Insgesamt ergibt sich die Ornstein-Zernike
Integralgleichung:

h(re) =c(re) +n /dri’ ¢ (Tae) b (T4e) (3.38)

Hier ist n die Teilchendichte. Damit reduziert sich die sich die Herleitung des Struktur-
faktors auf die Bestimmung der direkten Korrelation ¢ (7).
Die Fouriertransformation der obigen Gleichung ergibt

0=

Durch Kombination dieser Gleichung mit der Gleichung fiir den Strukturfaktor [3.36]
ergibt sich folgende Beziehung:

(3.39)

1

S(Q):Té(q)

(3.40)

Zur weiteren Berechnung werden Abgeschlossenheitsrelation oder Closure Relation be-
notigt, welche ¢ (r), h (r) sowie den noch nicht beriicksichtigen Wechselwirkungspotential
zwischen zwei Teilchen u (1) verbinden.
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Besonders geeignet, fiir die Berechnung kurzreichweitiger Korrelationen wie Volumen-
ausschlufkriifte, ist die Percus-Yevick Relation [52]

g(r)=e PO Q4+ h(r)—c(r) (3.41)
Diese kann fiir die Hard Sphere Wechselwirkung aus Gleichung eindeutig geldst
werden und ergibt |80 85]

c(r) = — <a +Bo=+7 (%%)j (3.42)

wobei a, (, und v vom Volumenbruchteil abhéngige Parameter sind.
Damit folgt mit Gleichung fiir den Hard Sphere Strukturfaktor:

1
S = 3.43
(a) 1+ 24nG (2Rusq) / (2Rusq) (343
Hier ist
G(A) = (sinA — AcosA) + ﬁ (QASinA + (2 - Az) cosA — 2) + (3.44)

e
A2 A3
+ % (—A*cosA+ 4 ((3A% —6) cosA+ (A* — 64) sinA+6))  (3.45)

. _ _ 2?5 —en(14n/2? . na
mit A =2qR, o = 525r, A= =2 =%
1 gibt den Volumenbruchteil an.

3.4.2. Strukturfaktor bei Polymeren und Zylinder

Fiir Partikel mit einer grofsen Anisotropie wie Zylinder und Polymere ist die Entkoppelung
von Form und Strukturfaktor aus Gleichung nicht mehr giiltig. Zur Berechnung der
Interaktion zwischen den Streukdérpern muf auch die jeweilige Orientierung zueinander
beachtet werden. Diese kann beispielsweise durch die Random Phase Approximation [71]
geschehen, bei der die jeweilige Wechselwirkung iiber eine Mean-Field Ndherung berechnet
wird. Der Strukturfaktor fiir Zylinder ist damit [48]:

P(q)
1+vP(q)

Hier ist n, die Teilchendichte, v ein zur Konzentration proportionaler Parameter und
P (q) der Formfaktor eines Zylinders. Gleichung ist nur giiltig fiir Zylinder und dort
besonders fiir hohe Konzentrationen.

Eine weitaus bessere Behandlung der Teilchen-Teilchen Wechselwirkung bietet das Po-
lymer Reference Interaction Site Model PRISM [64]. Dieses besteht aus einer Verallgemei-
nerung dem aus der Ornstein-Zernike Theorie abgeleiteten molekularen Fliissigkeitstheorie
RISM [6].

I(q) =np? (3.46)
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Bei diesem Modell betrachtet man nicht nur eine allgemeine Korrelation zwischen den
Partikeln, sondern detailliert eine Korrelation zwischen verschiedenen Stellen auf den ein-
zeln Partikeln und der Korrelation verschiedener Stellen auf dem selben Partikel.

Zu diesem Zweck wird die Paarkorrelation als Matrix dargestellt:

1 o
Gor (1) = — > 0 (r)0 (r = 1)) (3.47)
i#]
Die totale Korrelation h ist ebenfalls eine Matrix und wird definiert wie in Kapitel
hop (1) = gap (r) — 1. Die Verallgemeinerung der Ornstein Zernike ist dann:

bas (1) 13 = o (1) o + 35 [ A1 o (1) ol (fr = Dma— (3:49)
Y
beziehungsweise im Fourierraum

h(q) = (q) +&(q)nh(q) (3.49)

Hier ist n eine Matrix mit den Diagonalelementen n,g = 04374

Die totale Korrelationsfunktion wird nun in zwei Beitrdgen aufgespaltet, welche die
Korrelation zwischen zwei Teilchen beziehungsweise innerhalb eines Teilchens beschreiben.
Nach einigen Umformungen ergibt sich dann die RISM Gleichung

h(g) =@ (q)C ()& (q) +nm@ (q) C (q) h (q)

Die Funktionen & (¢) und C' (¢) beschreiben die Wechselwirkung zwischen verschiedenen
Teilchen, wihren w (¢) die Korrelation innerhalb desselben Teilchens beschreibt und gleich
dem Formfaktor P (q) ist.

Die grundlegende Vereinfachung des PRISM Modells ist die besonders fiir lange Polymere
gerechtfertigte Vernachlissigung der durch die Enden der Polymere verursachten Effekte.
Man geht also davon aus, dak die konkreten Wechselwirkungen unabhéngig von der Position
auf dem Polymer ist, die Korrelationsfunktion wird damit unabhéngig von o und 3 und es
gilt:

9(r) = gap(r) (3.50)
C(r) = Cusl(r) (3.51)
h(r) = hag(r) (3.52)

Damit erhélt man die grundlegende Gleichung der PRISM Theorie

h(q) = &*(q) C (q) +ni (q) ¢ (q) h (q) (3.53)

Mit der Fouriertransformierte der Gesamtstreuintensitat
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I(q) =& (g) —nh(q) (3.54)

erhalt man so

_ P(q)
1—nC(q) P (q)

Damit ist die Streuintensitit auch bei konzentrierten Systemen nur noch abhéngig von
der Konzentration n, dem Formfaktor P (¢) und der direkten Korrelationsfunktion C (g).
Diese kann bei Volumenausschlufkriaften durch die Fouriertransformation des Korrelati-
onslochs [I2] um jede Stelle des Zylinders angendhert werden [4§]:

I(q) (3.55)

(sin (¢D) — gReos (¢D))

Clg=3 (¢D)’

(3.56)

Hier ist D der Durchmesser des Zylinders.

3.4.3. Behandlung der Polydispersitat

In dieser Arbeit wird die Polydispersitdt der Partikel durch eine Schulz-Zimm Verteilung
beschrieben. Sie ist das iibliche Modell fiir die Langenpolydispersitit von Polymeren [62, Q0]
sowie der Grofenpolydispersitéit von Vesikel und Mizellen [88]:

D(z) = w;; ! T (51 1)e:rp (— (w+1) xﬁo) (3.57)

Hier ist 2y die durchschnittliche Grofe und I' die Gammafunktion, die Varianz der Vertei-

2
lung ist 2 = wxﬁl. Sie ist eine asymetrische Verteilung, die zu groferen Partikeln hin verbrei-
tert ist. Fiir kleine Polydispersititen geht sie in eine Gaufsverteilung {iber beziehungsweise

im Grenzfall zu einer Diracschen Deltadistribution und damit zum monodispersen Fall.

Die Streuintensitit verdiinnter Losungen, fiir die man S = 1 voraussetzten kann, berech-
net sich nach:

o0

I(q) = /er (r)V (r)> P(q,r) (3.58)

Fiir polydisperse Systeme ist Gleichung nicht mehr ohne weiteres giiltig, da die-
se identische Partikel voraussetzten. Um Gleichung nicht explizit l6sen zu miissen,
verwendet man unterschiedliche Ndherungen.

In dieser Arbeit wurde die besonders fiir hohe Polydispersititen und Konzentrationen
geeignete Local Monodisperse Approzimation verwendet [48], bei der davon ausgegangen
wird, daf Partikel immer von Partikeln der gleichen Gréfe umgeben sind. Die Streuinten-
sitdt ist dann
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o0

I@)= [arD @)V () Pla.r) S (ar) (3.59
0
Daneben gibt es noch weitere Niherungsmethoden. Die Entkoppelungsnéherung [30]

nimmt einen von der Grofe unabhéngige Wechselwirkung an, die Skalierungsnéherung [11]
einen Wechselwirkung, die bis auf eine Konstante gréfenunabhéngig ist.
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4. Aufbau der
Kleinwinkelinstrumente

4.1. Aufbau der Laboreigenen Kleinwinkelanlage

Abbildung 4.1.: Fotografie der Rontgenkleinwinkelapparatur

Die Kleinwinkelanlage wurde besonders fiir die Streuung an typischen Systemen der wei-
chen kondensierten Materie konzipiert. Hier ist besonders der geringen Kontrast zwischen
Probe und Umgebung von Bedeutung, der besondere Anforderung an Quelle und Detektor
stellt. Aus diesem Grund wurde ein Aufbau mit moglichst hohem Fluf bei annehmbarer
Auflésung entwickelt, wobei auch eine hohe Flexibilitit und ein geringer Wartungsaufwand
von Bedeutung sind.

Eine Bild der kompletten Anlage ist in Abbildung [4.T] dargestellt, der skizzierte Aufbau
in Abbildung Die Rontgenstrahlung wird in einer Rontgenanode erzeugt und mit Go-
belspiegel fokussiert. Der Strahl wird durch drei Lochblenden definiert und durch die Probe
geleitet. Der nicht gestreute Anteil des direkten Strahls wird durch den Beamstop ausge-
blendet, das Streusignal mittels eines Bildplattendetektors aufgenommen. Im folgenden
werden die einzelnen Komponenten gesondert behandelt.
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Abbildung 4.2.: Schema der Rontgenkleinwinkelapparatur

4.1.1. Quelle

Die Rontgenquelle ist eine Osmic Molymax Stehanode, basierend auf der Bede Micro-
Source Molybdin Anode und der Confocal Max-Flux Optik von Osmic. Die Molymax
arbeitet standardméfig bei einer Leistung von 30 W bei 50kV und 0,6 mA. Der erzeugte
Fluf betriigt 107ph/s (sieche Abschnitt [5.2.2), dies entspricht ca. 80% einer rotierenden
5kW Anode. Die Energieauflosung A—; ist nach Herstellerangaben 5 %.

Die Rontgenstrahlung wird durch den Beschuf der Anode mit hochenergetischen Elektro-
nen erzeugt. Durch diese werden aus der innersten Schale des Anodenmaterials Elektronen
herausgeschlagen. Die aufgrund der nachriickenden Elektronen freigesetzten Photonen er-
geben die fiir die Messung verwendete diskrete K ,-Rontgenlinie. Dariiber hinaus wird durch
die im Anodenmaterial abgebremsten Elektronen kontinuierliche Réntgenbremsstrahlung
erzeugt, die aber nur als unerwiinschter Untergrund Bedeutung hat. Bei Molybdén liegt
die K,-Linie bei 17,5keV, dies entspricht einer Wellenlinge von 0,71 A. Die Groke des
Brennflecks auf der Anode betragt 20 pm.

Bei dieser Wellenlénge weisen biologisch relevante Materialien eine hohe Abschwéchlange
auf, diese betriagt zum Beispiel bei Wasser 10 mm. Die Probendicke kann man in derselben
Dicke wahlen, um den Effekt des schwachen Kontrastes zwischen Probe und Umgebung
wieder auszugleichen (siche Anhang[A1]). Dies ist der wesentliche Grund fiir die Wahl von
Molybdén bei dieser Anlage. Ein weiterer Vorteil dieser Wellenlénge ist, dafs sie nahe dem
optimalen Wert fiir das beste Signal zu Rausch-Verhéiltnis aus der kohédrenten Rayleigh-
streuung und der inkohédrenten Comptonstreuung sowie dem Photoelektrischen Effekt bei
Kohlenstoff bei 22 keV liegt [56]. Da der Anteil der Comptonstreuung bei kleinen Winkeln
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Abbildung 4.3.: Darstellung das aus der Quelle austretende Strahlprofil. Der urspriinglich
ungespiegelte Bereich wird in der Abbildung durch eine gestrichelte Linie
begrenzt. Die einfach reflektierten Bereich sind die beiden Linien links und
rechts unten. Der zweifach gespiegelte direkte Strahl, mit dem letztendlich
gemessen wird, ist unten in der Mitte zu erkennen.

vernachléssigbar ist, verschiebt sich das Optimum zu kleineren Werten, und die 17,5 keV
sind noch besser geeignet.

Der direkte Strahl wird mit einem Gobelspiegel fokussiert und monochromatisiert. Dieser
besteht aus gekriimmten Multilayern mit grofen Elektronendichtedifferenzen und arbeitet
nach dem Prinzip der Braggreflexion. Durch passende Wahl von Material, Kriimmung,
Anzahl der Schichten und den jeweiligen Schichtdicken, deckt die Bandbreite genau die K-
Linie ab, wéhrend die K s-Linie nahezu vollstindig unterdriickt wird. Durch die Kriimmung
wird der Strahl fokussiert und erhéht so den Fluf auf die Probe.

Die Molymax verwendet die Confocal Max-Flux Optik von Osmic. Dabei handelt es
sich um zwei, in rechtwinkliger Anordnung verbundener Gobel Spiegel im selben Abstand
zur Quelle, durch die der Priméarstrahl zweifach reflektiert wird und so den gewiinschten
Strahl erzeugt. Abbildung zeigt das aus der Anlage austretende Strahlprofil. Der poly-
chromatische Primérstrahl ist aufgrund einer Blende urspriinglich quadratisch. Die einfach
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Tabelle 4.1.: Make und Prézision der verwendeten Platin/Iridium Lochblenden

Scheibendurchmesser | +0/-0,02 mm
Dicke: +0/-0,02 mm
Lochgrofe: +5 pum <300 pm
+10 pm >300 pm
Rundheit des Loches: 1,0 pm <200 pm
2,0 pm >200 pm
Zentrizitat: 40,02 mm

reflektierten Strahlen sind als Striche zu erkennen, wihrend der zweifach reflektierte direk-
te Strahl punktférmig erscheint. Durch diese spezielle Wahl der Anordnung kann die Optik
nahe an der Anode plaziert werden, damit einen grofen Raumwinkelbereich der entstehen-
den Rontgenstrahlung eingefangen, und so den hohen Flufs bei niedriger Leistung erzeugen.
Dariiber hinaus erméglicht diese Anordnung eine einfache Justierung. Die Spiegel besitzen
sechs Freiheitsgrade von denen fiir die meisten Justagen nur zwei bendtigt werden.

4.1.2. Lochblenden

Die Strahlgrofie wird durch drei Lochblenden eingestellt, die so Flut und Auflosung der
Anlage beeinflussen. Blende 1 und 2 schrinken den Strahl ein und erzeugen den gewiinsch-
ten Fluf und Divergenz. Blende 3 rdumt den Strahl auf, um unerwiinschte Streustrahlen
der ersten beiden Blenden und dem Vakuumfenster zu entfernen. Die Blenden befinden
sich an den Positionen 57 cm, 91cm und 124 cm ab Quelle. Bei Blenden 1 ist eine Wahl
zwischen den Durchmessern 100, 700, 1000 und 1200 pm moglich, bei Blende 2 zwischen
300, 600, 700 und 1000 pm. Blende 3, die sich in der Probenkammer befindet, ist mit 100,
300, 750 und 1000 pm Lochblenden ausgestattet. Die fiir Messungen unter hohem Fluf
tiblicherweise verwendeten Blenden sind 700, 600 und 1000 pm (von Blende 1 nach 3). Die
jeweilige Auswahl wird mittels Schrittmotoren vorgenommen. Die hochprizisen Blenden
(siehe Tabelle[4.1)) wurden von der Firma Plano GmbH in Wetzlar bezogen, bestehen aus ei-
ner Platin-Iridium Legierung und werden normalerweise benutzt, um den Elektronenstrahl
eines Elektronenmikroskops zu definieren. Die Abschwichlange der verwendeten Legierung
ist 4,6 pm. Dies ergibt bei der verwendeten Blendendicke eine Transmission von 4 - 10710,

4.1.3. Probenumgebung

Die Probe befindet sich unmittelbar hinter der letzten Blende 3. Sie wird in Glaskapilla-
ren (Hilgenberg, Malsfeld) mit 2mm Durchmesser und 10 pm Wanddicke gefiillt und diese
vakuumdicht versiegelt. In dem Probenhalter aus Aluminium ist eine Mulde eingelassen,
durch welche die Kapillare vertikal eindeutig in die Hohe des Strahls positioniert wer-
den kann, horizontal ist sie frei verschiebbar. Der gesamte Probentisch ist um alle sechs
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Abbildung 4.4.: Fotografie des Probenkontainers mit Probenhalter und motorisierten Ver-
stelltisch

Freiheitsgrade durch Schrittmotoren verstellbar. Um Luftstreuung zu vermeiden, kann die
gesamte Probenumgebung evakuiert werden.

4.1.4. Beamstop

Die Intensitdt des ungestreuten Strahls ist mehrere Grofenordnungen hoéher als die der
gestreuten Strahlung. Um Uberbelichtung und Strahlschidigung des Detektors zu vermei-
den, wird der direkte Strahl mit einem Beamstop[] abgeblockt. Dieser besteht aus einer
1,5mm dicken Stahlschicht die auf einen 4,8 mm dicken Aluminiumtriger aufgeklebt ist.
Der 2 mm dicke Befestigungsstab besteht ebenfalls aus Aluminium und ist wegen der gerin-
gen Dicke und der hohen Abschwichldnge in Messungen nur schwach zu erkennen. Diese
Konstruktion wurde gewahlt, um die gewiinschte Absorption mit der notigen Stabilitit
uns Flexibilitdt zu vereinigen. Der direkte Strahl kann sowohl fiir Mefzeiten von wenigen
Minuten bis zu mehreren Stunden durch den Beamstop hindurch gesehen werden, ohne
das Bild bei sehr langen Mefzeiten iiberzubelichten. Der Beamstop laft sich durch Ver-
biegen und Verschieben des Befestigungsstabs grob- und durch zwei Mikrometerschrauben
manuell feinjustieren.

Eine Transmissionsmessung mit einer Bildplatte ergab eine scheinbare Transmission des
Beamstops von 5,6-107%. Da die verwendete Multilayeroptik wie alle Bragg-Gitter auch
Strahlung héherer Ordnung spiegelt und durch die wellenldngenabhangigen Abschwéchlén-
ge kiirzere Wellenldngen weniger absorbiert werden als lingere, werden nach dem Beamstop
hauptsédchlich noch diese Anteile gemessen. Fiir die Bestimmung der Strahlmitte hat dies
keine Konsequenz, wie nach Uberpriifung an einer Silberbehenatprobe festgestellt wurde.
Allerdings wird ein elliptisches Strahlprofil gemessen, welches vom symmetrischen direk-

Lengl. fiir Strahlblocker, der deutsche Begriff ist uniiblich
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Abbildung 4.5.: Aufbau des Beamstop mit Stahlabsorber und Aluminiumhalter

ten Strahl abweicht. Im weiteren verhindert dieser Anteil der héheren Harmonischen auch
generell eine Messung der Probentransmission anhand des direkten Strahls.

4.1.5. Detektoren

Es werden drei Detektoren verwendet. Die Einstellung der Gébelspiegel wird mit einer zwei-
dimensionalen CCD Kamera vorgenommen. Diese ist speziell dafiir ausgelegt, den direkten
Strahl abzubilden. Zur Kalibrierung der Probe und der Blenden, sowie zur allgemeinen
Flufmessung wir ein Szintillationszdhler verwendet. Rontgenstreuexperimente werden mit
Bildplatten durchgefiihrt.

CCD Kamera

Eine CCD-Kameraf|ist ein zweidimensionaler Halbleiterdetektor, der aus einzelnen Metall-
Oxid-Kondensatoren aufgebaut ist. Durch Bestrahlung mit Photonen werden im Halbleiter
Ladungen erzeugt, die zundchst am Ort ihrer Entstehung akkumuliert werden. Zum Aus-
lesen werden die Ladungen durch das Anlegen einer periodischen Spannung zum Rand der
Halbleiterfliche geschoben, und dort sukzessive detektiert.

Die hier verwendete CCD-Kamera besitzt eine Empfindlichkeit im Rontgenbereich und
ist dafiir konstruiert, den direkten Strahl zu detektieren, fiir die Messung von Streustrah-
lung ist sie nicht ausreichend empfindlich. Das Signal wird direkt an den TV-Eingang eines
Monitors geleitet und kann mit diesem betrachtet werden.

2Charge-coupled Device
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Szintillationszahler

Ein Szintillationszdhler besteht aus einer Szintillationsschicht mit nachgeschaltetem Photo-
multiplier. Er ist in der Lage, sowohl Fluf als auch Energie der ankommenden Photonen zu
bestimmen und dabei auch nach einzelnen Photonen aufzulésen. In der Szintillationsschicht
erzeugen ankommende Rontgenquanten Elektronen-Loch Paare, die wieder kombinieren
und dabei sichtbares Licht abgeben. Dieses Licht setzt in einer Photokathode Elektronen
frei, die dann iiber einen Sekundirelektronenvervielfacher in ein elektrisches Signal umge-
wandelt werden. Der Verstarkungsfaktor ist dabei abhéngig von der Hohe der anliegenden
Hochspannung. Die Impulshohe des erzeugten Signals ist proportional zu der Energie der
ankommenden Rontgenquanten. In diesem Aufbau werden mit einem Diskriminator Im-
pulse einer bestimmten Hohe ausgefiltert, so daf nur die Rontgenstrahlung der passenden
Wellenldnge detektiert wird. Dabei mufs beachtet werden, dafs das Beobachtungsfenster
nicht zu grof gewdhlt wird, damit weder der Untergrund noch die Wellenlingen hoherer
Ordnung mit gemessen werden.

Bildplatte

Eine Bildplattdﬂ ist ein zweidimensionaler akkumulierender Photodetektor, der auf pho-
tostimulierter Lumineszenz (PSL) basiert. Die hier verwendete Bildplatte BAS-MS 2040
(Fujifilm bzw. Raytest, Berlin) besteht aus einem flexiblen Kunststofftriger, auf dem
ein 150 pm dicker Phosphor und eine etwa 10pum dicke Schutzschicht aufgetragen ist.
Der Kunststofftrager ist magnetisch und erlaubt die einfache Fixierung der Platte in der
Mefanordnung. Der Phosphor besteht aus einer Polymerschicht, in die etwa 5pm grofe
BaFBr:Eu?* Kristalle eingebettet sind. Die Phosphoreszenzschicht kann durch Rontgen-
strahlung angeregt werden und diese Anregung iiber lingere Zeitrdume speichern. Vor einer
Aufnahme muf die Platte vor bereits vorhandenen Anregungen geléscht werden. Nachdem
die Platte belichtet wurde, wird sie in einem Scanner ausgelesen. Die hier verwendeten Bild-
platten haben eine Gréfse von 20x40 cm und sind fiir Rontgenstrahlung besonders sensitiv.
Der verwendete Scanner BAS 2500 (Raytest, Berlin) besitzt nach Herstellerangabe eine
maximale Auflssung von 50 pm und einem linearen dynamischen Bereich von 10°. Dieses
System zeichnet sich gegeniiber anderen Detektoren in der selben Preisklasse durch eine
weit grokere Detektionsfliche und groferer Sensitivitat bei dhnlicher Auflésung aus. Aufer-
dem ist es moglich, denselben Scanner fiir andere Anwendungen (andere Réntgenquellen
sowie radioaktiv markierte Gele) anzuwenden.

Die physikalischen Vorgidnge, auf welche die Bildplatte basiert, sind nicht vollstindig
geklirt, iiber die grundlegenden Prinzipien besteht allerdings Einigkeit. Eine Ubersicht
gibt es dazu in den Artikeln von Seggern [68] und Takahashi [76], eine Charakterisierung
der physikalischen Detektionseigenschaften und Artefakte in den Artikeln von Ne [42] und
Hall [15].

Der erste Schritt ist die Bildung von Farbzentren durch die auftreffende Rontgenstrah-
lung. Unter einem Farbzentrum versteht man eine Leerstelle im Kristallgitter, welche ein

3auch iiblich: image plate (en.)
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Abbildung 4.6.: Banderschema der Photostimulierten Lumineszenz. Die F~ (Br) und
F~ (F) kénnen durch eine Stimulierung von 2,1 bzw. 2,5eV in die Né-
he des Leitungsbandes gehoben werden. Nach der Rekombination mit den
gefangenen Lochern wird ein Photon mit einer Energie von 3,2V freige-
setzt. Dieses wird anschliefend gemessen.

gebundenes Elektron (F~) oder Loch (F*) beinhaltet. Fiir die Bildung der Farbzentren
wurden zwei Alternativen vorgeschlagen. Fine besagt, daf schon vor der Bestrahlung ein
positives Farbzentrum mit gebundenem Loch besteht. Die Energie des Rontgenquantes
setzt ein Elektron frei, welches in diesem Farbzentrum gespeichert wird. Die andere Mog-
lichkeit ist, dal durch die Energie des Rontgenquantes ein Halogenidatom auf einen Ne-
bengitterplatz geschoben wird. Ein zuriickbleibendes Elektron bildet in der entstehenden
Liicke dann das Farbzentrum. In BaFBr:Eu?t werden die Farbzentren von Fluor- als auch
von Brom-Fehlstellen erzeugt. Das in beiden Alternativen gebildete Loch wird von dem so
genannten Aktivator, den Eu?* Ion eingefangen.

Der néchste Schritt ist das Auslesen im Scanner. Die Farbzentren besitzen eine Anre-
gungsenergie von 2,1eV (590 nm) und 2,5¢V (500 nm) und kénnen von einem He-Ne Laser
angeregt werden. Dadurch kommen die Elektronen in die Ndhe des Leitungsbandes, von
dem sie dann nur noch durch eine Liicke von etwa 35meV getrennt sind. Von hier aus
fallen sie unter Ausstrahlung von IR-Strahlung entweder zuriick in das Grundniveau des
Farbzentrums, oder sie konnen mit dem an die Aktivatoren gebundenen Locher rekombi-
nieren. Dazu miissen sie entweder thermisch in das Leitungsband gehoben werden, um von
dort zum Aktivator zu gelangen, oder sie konnen bei hinreichender Nihe direkt hintun-
neln. Welche der beiden Mechanismen oder ob beide gleichzeitig auftreten, ist noch nicht
geklirt. Das Elektron rekombiniert direkt oder indirekt mit dem an das Eu?" gebundene
Loch und sendet Strahlung aus, die gleich der Anregungsenergie des Eu?* Tons von 3,2 ¢V
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Abbildung 4.7.: Fotografie der Luke am Strahlrohrende mit Bildplattenhalter.

bzw. 390 nm ist. Diese Strahlung wir mit einem Photomultiplier detektiert und mit einem
Computer in die zweidimensionale Bildinformation umgerechnet.

Anschliefsend werden im Loschprozef durch eine Belichtung mit hoher Intensitéit noch
bestehende Farbzentren angeregt, so daf auch diese mit Lochern rekombinieren konnen
und die Bildplatte fiir die nichste Messung vorbereitet ist.

Die Bildplatte wird zur Messung magnetisch in einem Halter fixiert (siehe Bild .
Dieser kann am hinteren Ende des Strahlrohrs beladen werden. Durch ein Schienen-Band
System wird sie manuell auf die jeweilige Mefiposition gefahren. Der Abstand zur Pro-
be wird mit einer Silberbehenat-Kalibrierprobe (The Gem Dugout, State Collage, USA)
bestimmt, die Bragg-Reflex bei (1,07640,004) nm ™" und dessen Vielfache erzeugt [3} 19].

4.1.6. Vakuum

Um Luftstreuung zu verhindern, wird der gesamte Strahlverlauf unter Vakuum gesetzt.
Der evakuierte Bereich wird durch ein Fenster aus Kaptonfolie in zwei Bereiche unterteilt.
Das kleinere Kompartiment, welches die Quelle und die ersten zwei Blenden enthélt, wird
stindig von einer Membranpumpe auf 0,6 mPa gehalten. Diese Pumpe erzeugt ein olfreies
Vakuum, welches zur langeren Lebensdauer der Gobelspiegel beitrigt. Das von der Folie
gestreute Signal wird von Blende 3 entfernt.

Das grofere Kompartiment beinhaltet die Probenumgebung und das Strahlrohr bis zum
Detektor. Dieser Bereich wird nur fiir die Messung evakuiert und mufs fiir jeden Bildplatten-
wechsel beliiftet werden. Zur Evakuierung dient eine leistungsstarke Drehschieberpumpe,
welche diesen Bereich innerhalb weniger Minuten auf etwa 0,05 mBar evakuieren kann.
Die Kammer ist dicht genug, dat man die Pumpe auch fiir lingere Messungen nicht in
ununterbrochenem Betrieb halten mufk.
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4.1.7. Steuerungseinrichtungen

Insgesamt werden in der gesamten Anlage 12 Schrittmotoren verwendet. Fiir jede Blende
zwei (insgesamt sechs), sowie fiir den Probentisch eine fiir jeden Freiheitsgrad (insgesamt
sechs). Die Motoren werden iiblicherweise nur fiir die Justage benotigt, bzw. wenn eine
Anderung der Auflésung gewiinscht wird. Die Motorsteuerung wird durch kommerziellen
Phytron Controller vorgenommen und {iber einen PC gesteuert.

Die Quelle wird entweder manuell oder iiber eine RS232 Schnittstelle iiber das Programm
Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, USA) angesteuert.

4.1.8. Sicherheitseinrichtungen

Durch die Rontgenanlage konnen folgende Sicherheitsrisiken auftreten, die alle addquat
beriicksichtigt werden miissen:

Gefahr durch Strahlung

Die erzeugt Strahlung kann im normalen Betrieb nicht aus dem Strahlrohr entweichen.
Samtliche ohne Werkzeug zu 6ffnenden Zuginge werden durch einen Sicherheitsschaltkreis
iiberwacht. Bei diesen Zugingen handelt es sich um die Kopplung der Quelle an das Strahl-
rohr, die Tiire zur Probenkammer und die Luke am Ende des Strahlrohres mit dem Zugang
zum Bildplattenhalter. Im Falle einer Unterbrechung dieses Kreises, schaltet sich die kom-
plette Anlage unverziiglich ab, fiir Justagearbeiten kann er iiber einen Schliisselschalter
iiberbriickt werden. In diesem Fall ist kein computergesteuerter Betrieb der Rontgenquelle
mehr moéglich. Um Gefahr fiir Unbeteiligte zu vermeiden, ist der Platz hinter dem Strahl-
rohr zusétzlich durch eine Bleiabschirmung gesichert.

Vakuum

Samtliche Gefifwinde haben eine ausreichende Stirke, um eine mdgliche Implosion zu
verhindern.

Hochspannung

Die Anlage wird unter 50kV Hochspannung betrieben, die vollstindig abgekapselt ist.
Sobald Hochspannung erzeugt wird, wird dies durch eine rote Warnleuchte angezeigt.

Wasser

Der geschlossene Wasserkiihlkreislauf beinhaltet insgesamt etwa 51. Ein Leck kann auf-
grund der geringen Menge keinen nennenswerten Schaden anrichten, ebenso kann durch
die Plazierung der Schlduche die Hochspannungsquelle nicht beschadigt werden.
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4.1.9. Ausblick

Die Anlage wurde konzipiert, um flexibel fiir etwaige Erweiterungen zu sein. Abhéingig von
zukiinftigen Anwendungen bieten sich verschiedene Anderungen an:

Die wohl interessanteste Moglichkeit besteht darin, sie fiir Streuung unter streifenden
Einfall (GISAXYY) analog der REFSANS Anlage [23, 24] am FRM-II in Miinchen zu mo-
difizieren. Der Probentisch und der Bildplattendetektor sind bereits dafiir ausgelegt. Im
Wesentlichen wird noch einen modifizierten Beamstop, ein Lineardetektor fiir die ndtigen
Justierungen sowie eine flexiblere Motorsteuerung benétigt.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Installation einer temperierbaren Probenumge-
bung. Eine interessante Moglichkeit wire es in diesem Fall, fiir Temperaturreihen einen
zeitauflosenden Detektor zu verwenden. Dieser konnte aus dem oben genannten Linearde-
tektor bestehen, oder man erweitert die Bildplatte durch eine verschiebbare Blende (z.B.
eine rotierende Scheibe mit ausgeschnittenem Sektor). Mit dieser Alternative kann man
auch mehrere Proben in einer Reihe ohne Unterbrechung des Vakuums messen.

Der momentane - Bereich erstreckt sich von 0,2 bis 40 nm~!. Fiir bestimmte Messungen
kann man diesen nach oben bis 125 nm~! und nach unten bis etwa 0,1 nm~! erweitern. Fiir
Messungen unter groferen Winkeln muf der Detektor noch néher an der Probe befestigt
werden. Dazu mufs ein neuer Halter gebaut werden. Messungen unter kleinerem ¢ kénnen
bereits durchgefiihrt werden, indem man den Beamstop nicht zentriert justiert und ein
kleinerer Blendensatz zu Verbesserung der Auflosung verwendet. Um das Auflosungs-Fluf
Verhéltnis zu verbessern konnen fiir diesen Fall auch andere Blendengréfien und -Abstande
benotigt werden. Dabei handelt es sich um einen grofseren Umbau, der sorgféltig abgewogen
werden sollte.

Ansonsten gibt es noch eine Reihe weiteren Verbesserungsmoglichkeiten um den laufen-
den Betrieb zu vereinfachen. Zum ersten ist die Verwendung des Szintillationszéhlers als
Strahlmonitor unpraktisch, da dieser unhandlich ist und nicht im Vakuum betrieben wer-
den kann. Hier wire eine einfachere Losung zum Justieren der Anlage und zur Messung der
Transmission durch die Probe wiinschenswert. Ebenfalls zur Justierung der Anlage dient
die CCD Kamera. Diese wird zur Zeit direkt an einen externen Monitor angeschlossen. Zur
quantitativen Auswertung wire es giinstig, sie iiber einen TV-Eingang an einen Computer
zu koppeln.

1Grazing Incident Small Angle X-Ray Scattering
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4.2. Die Beamline A2 am Hasylab

Die Kleinwinkelexperimente wurden an der Beamline A2 des Hamburger Synchrotronstrah-
lungslabor (HASYLAB) durchgefiihrt. Diese Beamline wird am DORIS III Speicherring
des Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) betrieben. Der prinzipielle Aufbau des A2
Instrument ist in Abbildung 4.8 dargestellt.

SiO, Spiegel CCD Kamera
Ge Monochromator Probe \
Sy S3; S,

Shutter S1L/' 1L ————————— 1L 1H]<.’\|

Ablenkmagnet
| 1 Blenden Beamstop \
> mit
/ o Monitor
Ni Spiegel

| | | |
T T T 1

18 m 2,4m 6m 50mm-3m

Abbildung 4.8.: Die Beamline A2 am HASYLAB im schematischen Uberblick. Das im Ab-
lenkmagneten erzeugte Rontgenlicht wird nach einem Shutter und Nickel
Spiegel an einem Germaniumkristall monochromatisiert und dort horizon-
tal fokussiert. Die vertikale Fokussierung wird durch eine Reihe von ebenen
Quarzspiegeln vollzogen. Nach der Probe wird die Streustrahlung durch ein
Vakuumrohr bis zu einen frei positionierbaren Detektor geleitet.

Synchrotronstrahlung entsteht, wenn hochenergetische Elektronen beschleunigt werden.
An der Beamline A2 werden die Elektronen durch einen Magneten von ihrem Weg abgelenkt
und erzeugen so weifse Synchrotronstrahlung.

Die Anlage ist speziell fiir Hochflukmessungen an schwach streuenden Proben der wei-
chen Materie bei einer festen Energie von 8keV (1,5A) konzipiert. Die Energieauflosung
betragt % = 1073. Das Rontgenlicht aus dem Ablenkmagneten wird nach einem Shutter
und Nickel Spiegel an einem Germaniumkristall monochromatisiert und horizontal fokus-
siert. Die vertikale Fokussierung wird durch eine Reihe von ebenen Quarzspiegeln vollzogen,
die gleichzeitig Wellenlingen hoherer Ordnung heraus filtern. Ublicherweise wird der Fo-
kus unmittelbar auf den Detektor gerichtet. Die rdumliche Auflosung wird hauptséchlich
durch die Blenden S2 und S4 sowie dem Detektorabstand zur Probe bestimmt. Je nach
gewiinschter Auflosung ist dieser Abstand zwischen wenigen Zentimetern bis zu drei Me-
tern frei wahlbar. Nach der Probe wird die Streustrahlung durch ein Vakuumrohr bis zum
Detektor geleitet. Diese sind frei auf einer optischen Bank wihlbar und konnen je nach
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Anforderung an die Messung ausgewahlt werden. Als ortsauflosende Detektoren koénnen
eine CCD Kamera (MarCCD) oder Bildplatten verwendet werden. Zusétzlich befindet sich
im Beamstop ein Monitor zur Messung der transmittierten Strahlung.

4.2.1. Experimentelle Durchfithrung

Die Messungen an der Beamline A2, Hasylab, wurden unter einer Detektordistanz von
2,4m durchgefiihrt. Die Wellenlinge betrug 1,5 A, und der Beobachtungsbereich erstreckte
sich von 0,18 nm~! bis 3nm~!. Jede Probe wurde fiir 500s gemessen. Innerhalb dieser
Zeitspanne konnte keine Verdnderung der Streuungscharakteristik festgestellt werden.

4.2.2. Probenbehalter

Zur optimalen Hintergrundkorrektur wurden die Proben in einem Durchfluisystem gemes-
sen. So konnte garantiert werden, daf der Einflufs des Behilters auf die Strahlintensitit
sowohl bei Messung der Probe als auch bei Messung des Hintergrunds gleich blieb. Der Pro-
benbehélter besteht aus einer Glaskapillare (Hilgenberg, Malsfeld) mit einem Durchmesser
von 2mm und einer Wanddicke von 0,01 mm, die in eine Teflonhalterung eingespannt
wird. Die Probe bzw. das Losungsmittel wird iiber ein Schlauchsystem eingefiihrt. Der
schematische Aufbau ist in Abbildung dargestellt. Hintergrund und Probe wurden oh-
ne Modifikation des Aufbaus jeweils in derselben Kapillare gemessen. Anschliefend wurden
die Streudaten anhand der im Beamstop gemessener Intensitdt transmissionskorrigiert und
das Hintergrund- vom Probensignal abgezogen (siche Anhang[A.T)).

Réntgenstrahl
Glaskapillare

Schlauch

— i~

Teflonhalter Messbereich

Abbildung 4.9.: Schema des fiir die Kleinwinkelstreuung verwendeten Probendurchfluésy-
stems.
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5. Charakterisierung der
Laboreigenen Kleinwinkelanlage

5.1. Untergrund und Signalspeicherung der Bildplatten

Typische Mefszeiten der laboreigenen Kleinwinkelanlage fiir starke Streuer liegen bei weni-
gen Minuten, fiir biologische Materialien mit einer {ibergeordneten Struktur wie lamellare
oder hexagonale Lipidphasen bei 30 Minuten bis wenige Stunden, bei schwachen Streuern
wie mizellare System bei einigen Stunden. Will man das Signal-Rausch-Verhéltnis durch
noch liangere Mefzeiten verbessern, kann es notwendig werden, eine Reihe von bildplatten-
spezifischen Effekten zu beriicksichtigen. Dies ist immer der Fall, wenn fiir Formfaktorana-
lysen eine sorgfiltige Hintergrundkorrektur notwendig wird.

Da die Sensitivitdt der Bildplatte nicht nur auf den Bereich der Molybdan K,-Linie
konzentriert ist, mifft sie sowohl die relevante Streustrahlung der Probe, als auch eine in-
kohérente Hintergrundstrahlung aufgrund natiirlicher Radioaktivitdt. Diese setzt sich aus
drei Teilen zusammen: Kosmische, terrestrische und innere Strahlung. Ublicherweise liefert
Radongas den grofsten Beitrag zum terrestrischen Anteil. Durch die evakuierte Mefanord-
nung in der Edelstahlrohre wird der grofte Anteil der terrestrischen Strahlung entfernt und
der gesamte Untergrund um einen Faktor 1,8 reduziert. Fiir besonders empfindliche Mes-
sungen kann hier eine zusdtzliche Abschirmung sinnvoll sein, um den Untergrund weiter
zu minimieren. Der innere Anteil wird durch radioaktive Isotope in der Bildplatte selbst
erzeugt. Fiir typische Messungen an biologischen Materialien muf als Hintergrund vom
Signal subtrahiert werden. Insbesondere muls darauf geachtet werden, dak die Bildplatte
vor der Messung geloscht wird [40]. Fiir besonders empfindliche Messungen ist es daher
empfehlenswert, durch eine Bleiabschirmung einen Teil der Bildplatte von der kohdrenten
Strahlung abzuschirmen, um so einen Mafstab fiir den inkohérenten Hintergrundterm zu
erlangen.

Der zweite wichtige Effekt ist die spontane Abregung bereits gebildeter Farbzentren
durch die Thermostimulierte Lumineszenz [31], durch die das bereits akkumulierte Signal
wieder verloren geht. Dieser Effekte wird in Abbildung veranschaulicht. Hier wurde
eine Silberbehenat Probe gemessen, die Bildplatte aber erst nach dem Verstreichen einer
gewissen Zeitspanne vom Scanner eingelesen. Auf der linken Seite von Abbildung sieht
man die integrierte Intensitét fiir verschiedene Zeiten (sofort, 40, 550 und 1870 Minuten).
Der steigende Untergrund und die vergleichsweise sinkende Intensitit der Bragg Reflexe
sind deutlich erkennbar. Auf der rechten Seite der Abbildung wurden die jeweiligen Inten-
sitdtswerte nach einer Wartezeit [g,q. mit dem unmittelbar gemessenen Intensitdtswerten
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Abbildung 5.1.: Messung der von der Bildplatte detektierten Hintergrundstrahlung. Fiir
die Messung wurde die Platte geldscht und im Dunkeln fiir den angegebe-
nen Zeitraum in Luft liegen gelassen (leere Symbole). Anschliefend wurde
sie eingelesen und die Intensitéit iiber die Platte gemittelt. Der Nullwert
von 0,2 ist nicht gezeigt. Als Vergleichswerte ist der Untergrund nach einer
Wartezeit im Vakuum eingetragen (gefiilltes Symbol). Lineare Anpassun-
gen sind als durchgezogenen Linie beziehungsweise deren Extrapolation als
gepunktete Linie eingetragen.

Ianfang verglichen. Sind beide Intensitdtsverldufe identisch, liegen sie auf der Diagonalen.
Ein konstanter Untergrund ergibt einen konstanten Offset, eine gleichméafige multiplikative
Abnahme eine Verkippung. Fiir alle gemessenen Zeiten liegen die derart transformierten
Intensitdten auf Geraden, bis auf einen konstanten und einen multiplikativen Anteil gibt
es daher keine mefbaren Artefakte. Insbesondere verhalt sich die Bildplatte fiir niedrige
und hohe Signale prinzipiell identisch, eine Kriimmung der Kurven ist nicht festzustellen.

Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf beider Anteile. Nach Ne et al. [42] wur-
de dieser Verlauf doppelexponentiell angepaft. Die Anpassung ergab die Zeitkonstanten
40 und 1125 Minuten. Der schnellere Anteil ist um den Faktor 2,8 hoher vertreten. Der
Offset steigt zuerst schnell an und flacht dann langsam ab. Die Abflachung kann ebenfalls

durch den Abbau des Signals erklart werden. Die anfingliche Steigung entspricht dem aus
Abbildung [5.1] ermittelten Wert.
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Abbildung 5.2.: Zeitliche Anderung eines auf der Bildplatte gespeicherten Signals einer
Silberbehenatprobe. Links) Mit zunehmender Wartezeit steigt der Unter-
grund an und das gespeicherte Signal fillt ab Rechts) Gespeicherte In-
tensitéit Ignge nach einer Wartezeit in Abhingigkeit von der Startintensitit
Iantang fiir eine Wartezeit von 0 min (schwarz), 40 min (rot) und 1870 min
(blau) mit linearen Anpassungen (gepunktet)

5.2. Charakterisierung des Rontgenstrahls

5.2.1. Bestimmung des Polarisierungsfaktor

Der direkte Strahl enthélt sowohl horizontal als auch vertikal polarisierte Anteile, die zu
einer richtungsabhingigen Streuintensitét fiihren. Sind beide Anteile gleich groft, hat dies
keinen EinfluR auf die Intensitit fiir kleine Winkel (¢ < 5nm~!). Ebenso, bei einer un-
gleichen Verteilung beider Anteile, solange die Streustrahlung iiber die kompletten 360°
aufintegriert wird. Ist dies aufgrund der Dimensionierung oder einer Maskierung nicht
moglich, muf diese Anisotropie mit beriicksichtigt werden.

Die Bestimmung dieses Einflusses wurde anhand einer Silberbehenat-Pulverprobe vorge-
nommen. Die einzelnen Kristalle des Pulvers sind isotrop orientiert, so dals Abweichungen
von einem radial homogenes Intensitatsprofil nur der Polarisierung zuzuschreiben sind. Zur
Bestimmung wurde der Intensitidtsverlauf der 2. Ordnung bestimmt. Diese ist in Abbildung
in Polarkoordinaten dargestellt.

Eine Anpassung mit einer Ellipsengleichung I = A//1 — €2 cos? (J — 0 zeigt ein Ver-
héltnis zwischen horizontaler und vertikaler Intensitdt von 1,25. Dies entspricht einem
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Abbildung 5.3.: Steigender Untergrund (runde Symbole) und fallende gespeicherte Signal-
stiarke (quadratische Symbole) eines gespeicherten Signals. Der Abfall wur-
de durch eine doppelexponentielle Funktion angepalt (rote durchgezogene
Linie).

Polarisierungsfaktoil| (Iy — Iv/) / (I + Iy/) von 0,11. Die Ellipse ist um 3=2° leicht in Ge-
genuhrzeigerrichtung gedreht.

5.2.2. Messung des absoluten Photonenflusses

Ein wichtiges Kennzeichen der Quelle ist die Hohe des erzeugten Flusses @ in Photonen
pro Sekunde. Eine direkte absolute Messung durch Einzelphotonennachweis ist aufgrund
der hohen Intensitdt mit iiblichen Detektionssystemen nicht moglich. Aus diesem Grund
wird zwischen Quelle und Detektor ein Absorber eingefiihrt, um den Flufl auf ein mefshares
Niveau zu verringern.

Die Messung wurde mit einem Szintillationszéhler (siehe als Detektor und einer
Anzahl 0,5 mm diinner Aluminiumbleche als Absorber durchgefiihrt. Der direkte Strahl ent-
hilt Anteile der doppelter Energie bzw. halber Wellenldnge. Da diese im Absorber weniger
abgeschwicht werden, nimmt deren Einfluf mit steigender Absorberdicke iiberproportional
zu und kann so das Ergebnis verfilschen. Um dies zu verhindern wird die Detektorelektro-
nik so eingestellt, daft nur Photonen mit passenden Energie akzeptiert werden.

' Dies ist die Definition, die auch von Auswertesoftware wie zum Beispiel Fit2D verwendet wird
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Abbildung 5.4.: Die Intensitét der 2. Ordnung einer Silberbehenat-Pulverprobe in Polarko-
ordinaten. Die Winkelabhédngigkeit wird durch die Polarisierung des direk-
ten Strahles erzeugt. Die durchgezogenen Linie ist eine Anpassung durch
eine Ellipse. Der weilie Sektor bei 210° entsteht durch die Halterung des
Beamstops.

In Abbildung ist die gemessene Intensitdt in Abhéngigkeit der Absorberdicke aufge-
tragen. Zur Bestimmung der Abschwéchlinge des Absorbers wurde eine Vergleichsmessung
mit dem an der Luft gestreuten Anteil des direkten Strahles durchgefiihrt. Die so bestimme
Abschwiéchliange wurde dann als Steigung fiir die Messung des Flusses des direkten Strah-
les verwendet. Da aufgrund von Totzeiteffekten fiir hohe Intensititen der Detektor ein zu
geringes Signal liefert, mufs die Intensitit ohne Absorber durch Extrapolation ermittelt
werden. Dies ergibt einen Flu von 6,7 - 106 Fhotonen,

5.2.3. Absolute Kalibration des Photonenflusses

Durch eine absolute Kalibration wird die Streuintensitit weitgehend unabhéngig von Fluf,
Strahlung und Probengeometrie gemacht, indem sie auf die einfallende Intensitéit normiert
wird. Diese Kalibration hat verschieden Vorteile: Bestimmte Mefgrofen wie Masse, Flache
oder Konzentration der Streupartikel kénnen nur so bestimmt werden, der Vergleich der
Mefkurven die mit verschiedenen Aufbauten gemessen wurde wird moglich und schliefslich
konnen bei der Datenauswertung die verwendeten Modelle auf Selbstkonsistenz getestet
werden. Um dies zu erreichen ist es notwendig, die Intensitidt der einfallenden sowie der
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Abbildung 5.5.: Gemessener Fluf abhéngig von der Absorberdicke des gestreuten (O) und
des direkten Strahls (J) mit den Anpassungsfunktionen (durchgezogene
Linie). Extrapolation fiir eine Dicke gegen 0 ergibt einen Fluf der Anlage
von 6,7 -10° Photonen /s.

gestreuten Strahlung zu messen. Da dies aufgrund eines Intensitdtsunterschiedes von etli-
chen Grofenordnungen oft nicht mdéglich ist, verwendet man entweder geeichte Detektoren
oder man kalibriert einen Detektor mit einem bekannten Standard.

Die absolute Kalibration geht von der Streulédnge b der verwendeten Probe aus:

b= 27" 1o [cm] (5.1)
mit der Elektronenzahl Z und dem Thomson-Streuquerschnitt r, = Z%Ol = 2.818-10"3cm.
Die Streuldngendichte eines Molekiils wird damit zu

p=0b/V =21 [em™?] (5.2)

c
Na-Mw

mit dem Molekiilvolumen V', der Avogadrokonstante N, der Konzentration ¢ und dem
Molekulargewicht My .

Der differentielle Streuquerschnitt b

A-t

do
o

und gestreuter Streuintensitit pro Raumwinkel

ist das Verhéaltnis zwischen einfallenden Flufy

(Ls)
AQ-1

do  (L)/AQ  LR*
- A L [cm?] (5.3)
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1,=AQ-R
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Abbildung 5.6.: Differenzieller Wirkungsquerschnitt bei der Streuung an einer Probe

Hier wurde AQ:% angewandt, wobei R der Abstand zwischen Probe und Detektor ist.
Mit Gleichung [3.4 und Gleichung [3.5] ergibt sich

dU * 2
1q =A@ A" (q) [em]
bzw. mit Gleichung
do 9
E—N-P-S[cm] (5.4)

Falls Gleichung [5.4] auf das Probenvolumen normiert wird, spricht man von dem Diffe-
rentiellen Streuquerschnitt pro Probenvolumen

¥ 1 do B

In der Literatur wird zwischen beiden Formulierungen nicht immer unterschieden, jedoch
ist die Bezeichnung 9= und 42 bzw. zwischen [cm™'] und [cm?] eindeutig.

Im folgenden betrachtet man eine Probe der Dicke d. Es wird eine Fliache A mit dem
einfallenden Flufs /. beleuchtet. Die Strahlung wird an der Probe mit der Teilchendich-
te p zuerst um den Faktor T abgeschwiécht, gestreut und unter dem Raumwinkel A =

Apetektor/ R*mit der Effizienz E gemessen. Damit folgt aus Gleichung fiir die am De-
tektor gemessene Streuintensitit Ig:

dXx
ETe) (9)

mit den beiden Proportionalitdtskonstante C; und Cp. Die erste Konstante beschreibt
die Abhingigkeit vom experimentellen Aufbau:

Is(q) =Cr-Cp- (5.6)
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Cr=1I1-E-AQ-A (5.7)

Der zweite Konstante ist nur von der Probe abhéngig:
Cp=d-T (5.8)

Durchfiihrung der Absoluten Kalibration Die absolute Kalibrierung kann mit Wasser
als Standard durchgefiihrt werden [46]. Wasser weist aufgrund thermischer Fluktuationen
einen vom Impulsiibertrag unabhéngigen differentiellen Streuquerschnitt auf. Dieser ist nur
von der Dichte p, der isothermen Kompressibilitdt yr und der Temperatur 7" abhéngig,

dX

o P’ kT xT (5.9)
und ist nach einfacher Rechnung 9= = 1,632-1072 cm™" bei 22°C.

Dieser Wert ist wichtig, da er eine untere Schwelle fiir den mefbaren Kontrast von in
Wasser gelosten Proben angibt. Ist der Kontrast zwischen der Probe und Wasser in der
selben Grofe wie die thermische Fluktuation, geht das Streusignal in diesem Untergrund
verloren.

Die verwendete Probe bestand aus einer 5mm dicken Wasserschicht, die sich in einer
Kammer mit 200 pm dicken COQ?] Folie (ibidi, Miinchen) befand. Die Abschwéchlangen
der Materialien sind: HoO 10,1 mm und COC 17,8 mm, dies ergibt eine Transmission bei
den oben genannten Schichtdicken von Ty,o = 61,0 % und Teoc = 98,9 %. Die Mekwerte
wurden auf eine Minute normiert und die Transmission von H,O und der COC Folie nach
Kapitel berticksichtigt.

Mit diesem Mittel kann man nun die Anlage absolut kalibrieren. Dazu ben6tigt man eine
Probe mit bekanntem differentiellem Streuquerschnitt, auferdem mufs der Parameter Cp
bekannt sein.

Eine Messung ergab (0,01360 £ 0,00003)PSL/min, PSL bezeichnet hier das vom Scan-
ner ausgegebenen Intensitatssignal. Fiir diese spezielle Probengeometrie ergibt sich so ein
Verhiltnis von 1,2 zwischen dem Photolumineszenssignal pro Minute und dem Differenzi-
ellen Streuquerschnitt pro Probenvolumen. Damit sind alle Werte bis auf die Effizienz F
aus Gleichung bekannt. Einsetzen ergibt einen Wert von £ = 725 %;t—sf’fen fiir dieses
Detektionssystem®, Abbildung zeigt die Streuintensititen der Wasserprobe in PSL und
in cm™L,

5.3. Bestimmung der Auflosungsfunktion

Kapitel beschreibt, wie die Streuamplitude von der Struktur des Streuobjekts abhéngig
ist. Zusétzlich zu diesen grundlegenden Beziehungen wird die Streuintensitat auch durch die

2Cyclic Olefin Copolymer
3simtliche Einstellung des Scanners waren hier auf maximal gesetzt.
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Abbildung 5.7.: Streuintensitit einer Wasserprobe. Die Kurven geben die Streukurven fiir
die Probenkammer mit Wasser, der leeren Kammer sowie die daraus er-
mittelte Streuintensitit des Wassers ohne Kammer an. Die linke Ordinate
gibt die vom Scanner ausgegebene Intensitit an, die rechte Ordinate die
absolut kalibrierte Intensitét.

Geometrie der Anlage verdndert. Die Verschmierung und Auflésung einer Rontgenanlage
beschreibt diesen Einflufs, sie wird in diesem Kapitel erlautert und bestimmt.

Abbildung zeigt die iibliche Strahlgeometrie eines 3-Blenden Systems. Der Strahl
wird durch Blende 1 und Blende 2 definiert. Durch Blende 3 wird Streustrahlung, die an
den Kante von Blenden 2 entstehen, ausgeblendet. Am Detektor kann man daher drei
Bereiche unterscheiden:

e Der Anteil der Strahlung, welche durch alle drei Blenden hindurch von der Quelle
zum Detektor gelangen, wird als direkten Strahl bezeichnet.

e An den Kanten von Blende 2 gestreute Strahlung erzeugt den parasitiren Strahl. Der
direkte Strahl hat in diesem Bereich keinen Einflufs.

e Auferhalb dieser beiden Bereiche wird nur die Streustrahlung der Probe gemessen.

Eine Verschmierung des gemessenen Streusignals erfolgt aus zwei Griinden. Zum einen kén-
nen um einen Winkel © gestreute Wellen, die von zwei unterschiedlichen Punkten der Probe
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Abbildung 5.8.: Grundlegende Strahlgeometrie bei der Verwendung dreier Lochblenden.
Blende 1 und 2 bestimmen Fluf und Divergenz. Blende 3 entfernt an den
Kanten von Blende 2 entstehende parasitire Streustrahlung.

kommen, nicht immer auf demselben Punkt am Detektor zusammenlaufenﬂ Zum anderen
werden Strahlen, die unter demselben Winkel gestreut werden, aufgrund der Divergenz auf
unterschiedlichen Detektorpositionen abgelenkt. Zusammengefafkt wird fiir jeden Streuvek-
tor das Abbild des direkten Strahls auf der Probe unter Beriicksichtigung der Divergenz
auf dem Detektor abgebildet. Schlieflich geht auch noch die Energieauflosung der Quelle
und die Ortsauflosung des Detektors in die Auflésung ein.

Diese Einfliisse werden durch die Auflésungsfunktion R (q,q’) definiert. Die gemessene
Streuamplitude ist damit die Faltung der Auflosungsfunktion R mit dem theoretischen
Streuquerschnitt j—g:

I(q)= /dq’ R(q.q) dad(g) (5.10)

Die Auflésungsfunktion R ist von einer Vielzahl Parameter abhingig, kann aber zur Ver-
einfachung nach Pedersen [49] durch eine zweidimensionale Gaufskurve angenéhert werden.

/ 1 Qx_q2 q2
R(q,q') = exp <—§ ((0—2)) +U—Z
x y

‘Die bekannte Linienverbreiterung aufgrund der ProbengréRe (Debye-Scherrer Gleichung) liefert einen
entgegengesetzten Effekt
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Hier sind ¢, und ¢, die orthogonalen Impulsiibertrdge senkrecht zur Strahlrichtung. Der
Vektor parallel zum Strahl ¢, wird ignoriert, da sein Einfluls entweder herausintegriert wird
oder er zu gering ist. o, und o, sind die entsprechenden Gaukbreiten.

Die dominierenden Faktoren sind die Divergenz und Energieauflosung. Fiir eine Abschét-
zung wendet man die Gaufssche Fehlerfortpflanzung auf Gleichung an:

Ag® = (%>2q2+<2§)20082(@/2)A92 (5.11)

AN, o\ ¢ 9

- () e ((7) ‘Z> ~°
An Gleichung kann der unterschiedliche Einflufs beider Terme abgelesen werden.
Abbildung zeigt diesen Zusammenhang. Der Einflufs der Divergenz ist nur fiir kleine
Impulsiibertrige ¢ relevant. Hier gilt ndherungsweise der konstante Zusammenhang Aq =
QTWA@. Fiir grofsere Impulsiibertriage liefert nur noch die Energieauflésung einen Beitrag. Es
ergibt sich ein linearer Zusammenhang Aq = (%) q, fiir die Rontgenkleinwinkelanlage liegt
der Ubergang bei 1,4nm~'. Da die Energieauflosung nur von Quelle und Spiegel abhiingig
ist, kann ab einem bestimmten ¢y unter maximalen Blendengréfen bzw. Fluft gemessen

werden. Der tatsidchliche Kurvenverlauf wird im folgenden Kapitel bestimmt.
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Abbildung 5.9.: Einflul der Divergenz A© und Energieauflésung % auf das Fehlerquadrat
Aq? des Impulsiibertrages.
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5.3.1. Bestimmung des Strahlprofil und der Divergenz

Anhand Gleichung [5.11] ist erkennbar, dafs der Einflufs der Divergenz auf die Auflésungs-
funktion nur fiir kleinen Impulsiibertriage relevant wird. Die Streuintensitit des ungestreu-
ten Strahls ist d”T(q) = d(q). Somit folgt aus Gleichung fiir kleine Impulsiibertrag
I(q) = R(q). Die Auflésungsfunktion R ist also gleich dem Bild der Quelle auf dem De-
tektor. Die Auflosungsfunktion fiir alle groferen Impulsiibertrige wurde mit Silberbehenat
bestimmt. Dieses erzeugt Braggreflexe an Vielfachen von 1,076 nm~!. Fiir ideale kristalline
Probe sind diese Reflexe §-férmig, eine intrinsische Linienverbreiterung durch die Debye-
Scherrer Relation aufgrund der Kristallgrofe wird vernachlissigt. Somit entspricht die ge-
messene Linienform der jeweiligen Ordnungen niherungsweise der Auflosungsfunktion R
an diesen Impulsiibertrage q.

)20 a0 ] 10

Abbildung 5.10.: Zweidimensionales Intensitatsprofil des direkten Strahles in 2137 mm Ab-
stand von der Probe.

Fiir kleine Impulsiibertrage wurde zunéchst das Intensitiatsprofil des direkten Strahles
bestimmt. Aufgrund der hohen Intensitdt wird der Strahl so kurz wie moglich gemessen
(ca. 0,1s). Das zweidimensionale Intensititsprofil fiir eine Messung in 2137 mm Abstand
zu Probe wird in Abbildung [5.10] als Bild und dreidimensionales Héhenprofil gezeigt. Das
Strahlprofil entspricht weitgehend einer zweidimensionalen Gaufsfunktion (siehe Abb.
und .

Durch radiale Integration um den Mittelpunkt erhélt man ein eindimensionales Inten-
sitatsprofil, wie in Abbildung fir einen Abstand zwischen Probe und Detektor von
325 mm dargestellt wird. Das Intensitétsprofil entspricht einer Gauktfunktion, wie die durch-
gezogene Anpassungskurve in der Abbildung zeigt. Zur Bestimmung der Divergenz wird
dieses radiale Intensitéitsprofil fiir verschiedenen Abstinde zur Quelle bestimmt. Abbil-
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Abbildung 5.11.: Radialintegriertes Intensitétsprofil des direkten Strahles in 325 mm Ab-
stand von der Probe (runde Symbole). Eine gaufférmige Anpassungs-
funktion ist durch eine durchgezogene Linie dargestellt, im oberen Be-
reich des Graphen das zugehorige Residuum. Die Halbwertsbreite und
die analogen Breiten fiir 10 % und 90 % der Maximalintensitit sowie die
Gauflbreite fiir % der Maximalintensitéit sind durch Pfeile markiert.

dung zeigt die Breite dieses Profil fiir 10 %, 50 % und 90 % der Maximalintensitét fir
verschiedene Absténde. Die 50 % Breite entspricht der iiblichen Halbwertsbreite.

Alle drei Kurven zeigen ein Minimum bei etwa 600 mm Abstand zur Quelle und steigen
dann linear an. Die Kurven sind durch einen Uberlagerung einer Exponentialfunktion mit
einem linearen Anteil anpafkbar. Der lineare Anteil aller drei Kurven schneidet die Ab-
szisse bei 530 mm, dies entspricht der Fokallinge der Quelle. Der Offnungswinkel fiir die
verschiedenen Intensitdtsanteile betriagt 4,4’ fiir 10 %, 2,6’ fiir 50 % und 1,17 fiir 90 % der
Maximalintensitiit. Die Divergenz bezieht sich iiblicherweise auf den Offnungswinkel der
Halbwertsbreite, betrigt also 2,6.

5.3.2. EinfluB der Detektorposition

Abbildung zeigt das Intensitdtsprofil einer Silberbehenatprobe fiir einen Detektorab-
stand von 325, 530, 730, 1130, 1573, 1937 und 2137 mm. Da der Fokus weder auf der Probe
noch auf dem Detektor liegt, verbessert sich die Auflésung mit steigendem Abstand. Fiir
Messungen mit dem Detektor nahe der Probe sind die Reflexe deutlich verbreitert. Die un-
terschiedlichen g, entstehen, da fiir jede Messung der selbe Beamstop verwendet wurde.
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Abbildung 5.12.: Abstandsabhingige Strahlbreite fiir 10 %, 50 % und 90 % der Maximalin-
tensitit wie in Abbildung definiert.

Die Intensitidtskurven wurden durch multiple Gaukkurve angepaft. Diese sind als diinne
durchgezogenen Linien fiir einen Detektorabstand von 325 mm eingezeichnet.

Abbildung zeigt die Gaufibreite der 1., 2. und 7. Ordnung der Silberbehenatprobe
aus Abbildung also bei 1,1nm™, 2,2nm~"! und 7,5nm~!. Unabhingig vom Impuls-
iibertrag zeigen alle Braggreflexe fiir geringe Detektorabstinde anndhernd die selbe Breite
von 0,1 bis 0,2nm~t. Mit steigenden Abstinden verbessert sich diese auf bis zu 0,06 nm ™1,
wobei der Effekt fiir die 1. und 2. Ordnung stéarker als fiir die 7. Ordnung ist. Wird eine
hohe Auflésung bendtigt, ist es demnach sinnvoll, den Detektorabstand moglichst grofs zu

wahlen, insbesondere, wenn man an kleinen Impulsiibertrdgen interessiert ist.

5.3.3. EinfluR verschiedener Blendensatze

Samtliche obige Messungen und Aussagen waren weitgehend unabhéingig von den jewei-
ligen Blendeneinstellungen. Durch die jeweilige Wahl der Blenden kann man zusétzlich
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Abbildung 5.13.: Intensitétsverlauf einer Silberbehenatprobe fiir verschiedene Detektorab-
stinde (in mm). Die diinne schwarze Linie bei einem Detektorabstand

von 325 mm stellt eine Anpassung mit einer Reihe von Gauffunktionen
dar.

Strahlgrofe und Flufs beeinflussen. Die von der Quelle ausgesendeten Photonen nehmen
ein bestimmtes Phasenraumvolumen ein, dafs von ihrer Ort- und Impulsdichte bestimmt
wird. Dies ist ist gleichbedeutend mit einem bestimmten Flufs und Divergenz. Nach dem
Satz von Liouville ist dieses Phasenraumvolumen konstant. Wird der Flufs erhoht indem
man den Strahl starker fokusiert, muf sich deswegen ebenfalls die Divergenz erhéhen. Um-
gekehrt fiithrt eine verminderte Divergenz zu einem geringern Fluf. Daher erzeugt generell
ein kleinerer Blendensatz einen kleineren Strahl bei niedrigerem Fluf, eine kleine Strahlgrd-
fse bei hohem Fluf ist prinzipiell nicht moglich. Abhangig von der gewiinschten Anwendung
wird man deswegen zwischen diesen beiden Grofen abwégen miissen.

Abbildung zeigt, die Beziehung zwischen Fluf und Strahlgrofe fiir alle verfiigba-
ren Blendeneinstellungen der Anlage. Blende 3 wurde hierbei ignoriert, da diese nur den
parasitdaren Hintergrund entfernt und im optimalen Fall die Auflésung nur wenig beein-
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Abbildung 5.14.: Gaukbreite der 1., 2. und 7. Ordnung einer Silberbehenatprobe (1,1 nm™,
2,2nm~! und 7.5 nm™!) fiir unterschiedliche Absténde von der Probe.

flukt. Dazu wurden die Braggreflex der 2. Ordnung (2,2nm™!) einer Silberbehenatprobe
bestimmt und mit einer Gaukfunktion angepaft. Der Graph zeigt die Beziehung zwischen
der normierten Hohe, welche dem Flufl entspricht, und der Gaufkbreite, welche ein Maf
fiir die Auflssung ist. Die beste Auflésung wird mit einer Gaukbreite von 0,04nm™! fiir
die kleinste Blenden erzielt. Der Reflexe hat hier eine um den Faktor 1,5 geringere Breite
als fiir die grofsten Blendensatz (1200/1000), allerdings betrégt der Fluf nur etwa 1% des
Maximalwertes. Der generelle Trend ist, daf durch Verbesserung der Auflésung der Flufs
drastisch reduziert wird. Hierbei wird wie erwartet, der Fluf hauptsachlich durch Blende 1
bestimmt. Die gemessenen Gaufsbreiten einiger ausgewéhlten Blendensitze finden sich in

Tabelle

Wie in Gleichung gezeigt wurde, ist durch die unterschiedliche Auswirkung von
Divergenz und Energieauflésung die Auflosung abhéngig vom Impulsiibertrag q. Abbildung
zeigt diesen Zusammenhang exemplarisch fiir die Blendensétze 1200/1000, 1000/700,
1200/300 und 100/100. Dazu wurden die einzelnen Ordnungen einer Silberbehenatprobe
mit einer GauRverteilung angepaft. Das Fehlerquadrat Ag¢? wurde aus der GauRbreite o
mit Ag?> = 1o? abgeleitet. Die Daten wurden mit Gleichung angepaft, wobei fiir
alle Datensétze dieselbe Energieauflosung als freien Anpassungsparameter nutzen und sich
die Parameter nur in der Divergenz unterscheiden. Im Gegensatz zur Theorie ergeben
die Anpassungen eine Energieauflosung % von 0,5 %. Die Divergenz fiir die verschieden

Blendensétze sind in Tabelle [5.1| angegeben.
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Abbildung 5.15.: Fluf und Auflosung (als Gaufbreite) fiir verschiedene Blendenkombina-
tionen anhand der zweiten Ordnung einer Silberbehenatprobe, gemessen
in 2137 mm Probenabstand. Die Werte in Klammern geben den Durch-
messer der ersten und zweiten Blende in Mikrometer an.

Die so bestimmten Werte weichen stark von den zuvor ermittelten Werten ab. Der aus
den Anpassungen ermittelte Wert fiir die Energieauflésung % ist um einen Faktor 10
besser als die Herstellerangaben. Aufgrund der intrinsischen Linienbreite der K,-Linie ist
die Herstellerangabe weitaus glaubhafter. Die aus der Anpassung erzielte Divergenz ist um
einen Faktor 20 schlechter als der aus Abbildung ermittelte Wert. Wiirde man eine
Divergenz von 20 mrad Voraussetzten, hétte der direkte Strahl bei einem Detektorabstand
von 2137mm eine Weite von 8cm, also entspricht auch hier der Anpassungsparameter
nicht der tatsichlichen Divergenz. Die Ursache dieses Verhaltens liegt in dem vereinfachten
Modell von [5.11] Dieses kann hier nur als phdnomenologische Beschreibung dienen, um mit
ihr fiir verschiedene Blendensétze die vom Impulsiibertrag abhéngige Auflésungsfunktion
anzundhern.
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Abbildung 5.16.: Aus einer Silberbehenatprobe abgeleitetes Fehlerquadrat Ag? abhingig
vom Impulsiibertrag ¢q. Die Symbole geben die aus der Gaufbreite abge-
leiteten Fehlerquadrat Ag? fiir die Blendensétze 1200/1000 (o), 1000/700
(0), 1200/300 (A) und 100/100 () an. Die Durchgezogene Linie ent-
spricht einer Anpassung nach Gleichung mit den Anteilen der Diver-
genz als gestichelte und den Anteil der Energieauflésung als gepunktete
Linie.

Tabelle 5.1.: Anhand einer Silberbehenatprobe ermittelte Gaufsbreite der 2. Ordnung und
den Anpassungsparameter A© aus Gleichung fiir verschieden Blenden-
sitze (siche Abbildung[5.16). Der Parameter der Energieaufldsung ist fiir alle
Messungen ££ = 0,5 %.

| Blendensatz | GauBbreite 2. Ordnung [nm ™| [ A© [mrad] |

1200,/1000 0,056 21,5
1000/700 0,055 20,8
1200/300 0,049 19,5
100,/100 0,038 18,2
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5.4. Ausblick

Zur korrekten Betrachtung ist es notwendig, den Einflufs der jeweiligen Blenden auf den
direkten Strahl zu berechnen. Da hierzu das Abbild des direkten Strahls nach Durchgang
durch die verschiedenen Blenden berechnet werden muf, ist es notwendig, die genaue Ver-
teilung der Photonen vor Blende 1 im fiinfdimensionalen Phasenraum zu kennen (x, y,
dx, dy, AX/)). Vereinfachte Behandlungen gehen von einer uniformen Verteilung aus [49].
Unter diesen Annahmen, ist die Auflésungsfunktion lediglich die von jeder Detektorposi-
tion aus beobachtete Uberlappfliche der jeweiligen Blenden. Die Auflésungsfunktion fiir
Schlitzblenden wird damit zu einer Trapezfunktion (siche Abbildung [5.17)), die, abhéngig
von den jeweiligen Offnungswinkel a; und ay der Blenden 1 und 2 vom Detektor aus gese-
hen, zu einer Dreiecks oder Kastenfunktion iibergehen kann. Die Verwendung von Kreis-
statt Schlitzblenden gléittet die Kurvenform etwas ab.

1.0+

0.8 - H

0.6 k

0.4 - o/

B A oo
I I I I 1

qnm’]

Abbildung 5.17.: Die Auflésungsfunktion fiir Schlitzblenden unter der Annahme einer ho-
mogenen Phasenraumverteilung fiir die drei Fille a; = as, a; < ay und
a1 > ag jeweils auf 1 normiert. Die Kurven haben zur besseren Darstel-
lung eine kleinen Offset. Die Auflosungsfunktion fiir kreisférmige Blenden
sind jeweils gepunktet.

Der in der Anlage verwendete Mikrofokus mit Gobelspiegel kompliziert die Behandlung,
da hier die exakte Phasenrauminformation des Strahls bekannt sein muf. Dann 14t sich
dieses Problem entweder analytisch [50] oder mittels Ray-Tracing [84] 16sen. Da sowohl die
Geometrie des Brennflecks als auch der Spiegel nicht bekannt sind, wurde versuchsweise
von einer aus einem punktférmigen Fokus abstrahlenden Intensititsverteilung mit gaufsfor-
migen Intensitdtsprofil ausgegangen. Allerdings ist unter dieser Annahme das berechnete
Profil des direkten Strahles zu breit, so daf von einem komplexeren Phasenraumzustand
ausgegangen werden muf, der hier nicht weiter behandelt wurde.
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6. Invertierte Zylinderartige
Lipid /DNA-Mizellen

6.1. Einleitung

Lipide und Lipid/DNA-Komplexe (Lipoplexe) sind ein wichtiger Untersuchungsgegenstand
der Biophysik. Sie bilden abhédngig von den verwendeten Molekiilen, ihrer Konzentration,
Temperatur und den verwendeten Losungsmitteln eine Vielzahl unterschiedlicher nano-
und mesoskaliger Strukturen aus. In dieser Arbeit wurde das zwitterionische Lipid DOPE
und das kationische Lipid DOTAP verwendet. DOPE ist in der Lage, hexagonale Phasen zu
bilden [8,[10]. Das kationische Lipid DOTAP kann iiber die elektrostatische Wechselwirkung
an die anionische DNA binden und ist dadurch ein wichtiger Bestandteil vieler Lipoplexe
[29, 64 (821, 89].

Das System aus DOPE, DOTAP und DNA wurde in wafsriger Umgebung von Koltover et
al. untersucht [28]. Es wurde gezeigt, dak sich unter geeigneten Umstdnden eine hexagonale
DOPE/DOTAP /DNA-Phase (HS-Phase) bilden kann. Die HS-Phase zeichnet sich dadurch
aus, dak sich einzelne DNA-Molekiile im polaren Inneren der zylinderartigen Strukturen
befindet und von der unpolaren Umgebung der Alkylketten abgeschirmt wird. Verschiedene
DNA Molekiile beziehungsweise unterschiedliche Bereiche desselben langen Molekiils sind
voneinander abgeschirmt und konnen nicht untereinander in Beriihrung kommen. Damit
unterscheiden sie sich wesentlich von lamellaren Komplexen, der anderen wichtigen Struk-
tur der Lipoplexe. Wird dem System Alkan zugefiigt, beginnt die hexagonale Phase zu
quellen [7]. Bei Alkaniiberschufs kann erwartet werden, daf sie sich schlieflich in einzelne
zylinderartige Mizellen auflést. Damit ist dieses System ein guter Kandidat fiir die hier
untersuchte Fragestellung, einzelne DNA Molekiile in polaren Fliissigkeiten zu 16sen und
zu charakterisieren.

In diesem Kapitel wird das Phasendiagramm des quaterndren Systems aus Lipid, DNA,
Wasser und Alkan analysiert. Aufgrund der hohen Anzahl der Komponenten wird die
Untersuchung auf Bereiche des Phasendiagramms beschrankt, die fiir die Fragestellung
besonders interessant erscheinen. Dazu wurden insbesondere nur isoelektrische Systeme
betrachtet, dafs heifst die Menge des zugegebene DOTAP wurde gleich der Menge der DNA
Basen gewihlt (siche Abbildung [6.1]B) Der Gewichtsanteil des zwitterionischen Lipids an
der Lipidgesamtmenge wird durch den Parameter & beschrieben und zwischen 0% bis
100 % variiert. Bis auf wenige Ausnahmen wurde ein Uberschuf an Wasser und Alkan hinzu

gegeben, so dak sich zwei klar getrennte Bereiche bilden kénnen. Das leichtere Alkan setzt
sich hier iiber der Wasserphase ab (siche Abbildung[6.1]A). Unter hoher DNA Konzentration
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Abbildung 6.1.: Untersuchte Bereiche des Phasendiagramms der Komponenten DOPE;,
DOTAP, DNA, Wasser und Alkan. A) Bei Uberschuf an Wasser und Alkan
bilden sich zwei klar getrennte Bereiche, das leichtere Alkan setzt sich dabei
iber der Wasserphase ab. Unter hoher DNA Konzentration (2 5mg/ml)
bilden sich gelartige Strukturen zwischen der Wasser- und Alkanphase. B)
Terndres Phasendiagramm der Komponenten DOPE, DOTAP und DNA.
Die Untersuchungen wurden auf dem isoelektrischen Pfad durchgefiihrt
(rote Linie), bei der die DOTAP Menge gleich der Menge an DNA Basen
ist. Der Gewichtsanteil des zwitterionischen Lipids an der Lipidgesamt-
menge (P) variiert zwischen 0% bis 100 %.

(2 5mg/ml) sind gelartige Strukturen zwischen Wasser und Alkanphase zu beobachten.
SAXS-Untersuchungen der Wasserphase ergaben keine wesentliche Information, deswegen
wurde die Analyse hier auf die Alkanphase beschrankt. Alle Phasengrenze sind auch iiber
mehrere Monate stabil.

In diesem Kapitel wird eine Methode vorgestellt, DNA in ein unpolares Lésungsmittel zu
iiberfithren. Dazu wird sie von einer Lipidschicht umgeben, so daf inverse Lipidmizellen mit
DNA im Inneren entstehen konnen. Die Kleinwinkelstreuung wird genutzt, um die lokale
Struktur der Lipid/DNA-Komplexe zu charakterisieren, indem modellierte Formfaktoren
an die Streuintensititen angepalt werden.
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6.2. Datenauswertung

6.2.1. Anpassungen an die Daten

Zur Strukturbestimmung wird das Modell gesucht, dessen Streuamplitude die Streudaten
am besten erkldrt. Dazu miissen zunéchst ein oder mehrere Modelle postuliert werden,
die durch eine Reihe von variablen Parametern beschrieben werden. Bei mizellaren Sy-
stemen sind beispielsweise sphérische und zylinderdhnliche Strukturen mit verschiedenen
Abmessungen zur Beschreibung der Streudaten in Erwégung zu ziehen. Eine Anpassung
versucht diejenigen Werte fiir die Parameter zu finden, welche die theoretische Streuampli-
tude am besten mit den gemessenen Daten in Ubereinstimmung bringt. Gleichzeitig wird
die Standardabweichung der Parameter bestimmt und die Giite der Anpassung geliefert.
Um entscheiden zu koénnen, welches der Modelle das System am besten beschreibt, wird
zunachst betrachtet, ob die gefundenen Anpassungsparameter physikalisch sinnvoll sind
(siche Anhang [A.3). Anhand der Giite der Anpassung kann dann eine Wahl unter den
ibrig gebliebenen Alternativen getroffen werden.

In dieser Arbeit wird zur Anpassung der Levenberg-Marquard Algorithmus verwendet,
der in der Lage ist, nichtlineare Probleme hinreichend schnell zu optimieren und dabei
ebenfalls die Standardabweichung der Parameter und die Giite der Anpassung liefert. Ver-
wendet wurde dazu das Programm Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, USA). Fiir die
Bestimmung der Strukturdaten wurden jeweils zylindrische als auch spharische Modelle
mit verschiedenen internen Strukturen und Parametern getestet.

Die Streuintensitét I (¢) ist eindeutig durch das Elektronendichteprofil p (r) der Struk-
turen bestimmt (siehe Absatz [6.2.3)). Allerdings ist die genaue Funktion I (¢) unbekannt,
da prinzipiell nur die diskreten Mefswerte I™ (¢;) innerhalb des Bereichs zwischen g, und
(max Mit einer Genauigkeit o; bestimmt werden konnen. Die Anzahl der Mefkpunkte sei da-
bei N. Das Modell hingegen wird durch eine theoretische Kurve p* (r, C') bestimmt, das
von von dem Parametern C' = {¢y, ¢, ..., ¢pr } abhéngig ist. Man sucht nun diejenigen Para-
meter Cop, die eine theoretische Kurve p™ (r, C') bzw. I'"*° (¢;, C') beschreiben. Um dieses
Problem zu I6sen, muf die von C' abhéngige Wahrscheinlichkeit p (C') berechnen werden,
daf die theoretische Funktion 7't der tatsiichlichen Funktion I entspricht. Man erkennt,
dak dies nur mdoglich ist, wenn zu jedem gemessenen Datenpunkt auch die Standardabwei-
chung o; bekannt ist. Zur Anpassung muf dann die Wahrscheinlichkeit p (C') maximiert
werden. Es kann gezeigt werden [53], daf dies gleichbedeutend mit der Minimierung des
Chi-Quadrat x? ist.

=N (Im (g:) — 1" (g, C)>2 (6.1)

0;

Damit ist x? ein Mag, fiir die Giite einer Anpassung. Fiir eine grofe Anzahl der Frei-
heitsgrade v = N — M ist der Mittelwert von x? gleich v und die Standardabweichung
gleich v/2v. Fiir das reduzierte Chi-Quadrat x? = Ly? gilt dann:
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() =1 (6.2)
0 = \/E

Dies dient damit als eine Abschétzung, ob der Anpassungsalgorithmus ein giiltiges Er-
gebnis geliefert hat. Optimal betrigt das reduzierte Chi-Quadrat x? gleich 1, fiir eine
verniinftige Anpassung sollte es wenigstens die selbe Grofsenordnung aufweisen. Abwei-
chungen grofer als ein Faktor von 10 sind ein Zeichen, daf die Daten nicht mit dem
Modell beziehungsweise den gefundenen Parametern beschrieben werden kénnen, oder daf
die verwendete Standardabweichung der Datenpunkte nicht korrekt war.

Einige Gedanken zur Anzahl der Anpassungsparameter

Jede Streukurve wird durch g, und g.x eingeschrankt. Mit dieser begrenzten Bandbreite
folgt aus dem Shannon Theorem [39, [70, [79], dak der maximale Informationsgehalt durch

1
NST = %Dmax (Qmax - Qmin) (63)

abgeschétzt werden kann. Hier ist D,,., der maximale Durchmesser des Streukorpers.
Ngr ist die minimale Anzahl der Mefkpunkte bzw. die Anzahl der Freiheitsgrade, welche
die Streuamplitude A (¢) bzw. die Struktur p () eindeutig beschreiben. Eine Erweiterung
der Anzahl der Mefspunkte ergibt nicht notwendigerweise mehr Informationen. Auf der an-
deren Seite darf die Anzahl der Mefipunkte den Wert Ng; nicht unterschreiten, damit keine
Information verloren gehen kann, die tatsdchliche Detailtreue kann allerdings durch eine
hohere Anzahl von Datenpunkten verbessert werden (Oversampling). Die Informationen,
die man dadurch zusétzlich erhalten kann, hingen dann auch noch von der Mefkgenauigkeit
und bekannten Randbedingungen ab [75].

Der in diesen Arbeit verwendete g-Bereich ist meisten Ag = 3nm™!, der Radius der
untersuchten Strukturen liegt im Bereich von 2,5nm bis 3,5 nm, dies entspricht einer Pa-
rameterzahl zwischen 2,4 und 3,4. Die tatséchlich verwendete Anzahl ist mit 4 fiir inverse
sphérische und 5 fiir inverse zylindrische Mizellen hoher, dies lifst sich aus den oben ge-
nannten Griinden rechtfertigen.

Das kleinste gemessene ¢ betrigt 0,18 nm~!, damit lassen sich Strukturen bis q;n =
18 nm bestimmen.

6.2.2. Bestimmung der Standardabweichung

Rontgenstreuexperimente bestehen im Wesentlichen darin, die Anzahl N der Photonen
zu zahlen, die unter einem bestimmten Streuvektor ¢ einfallen. Die zugehorige Statistik
ist die Poissonstatistik mit der Standardabweichung /N (¢). Falls der einfallende Fluf
und der absolut kalibrierte differenzielle Wirkungsquerschnitt g—g bekannt ist, kann damit
auch die Standardabweichung fiir jeden Punkt bestimmt werden. Ohne diese Angaben gilt
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immer noch die Beziehung o; o< /I (¢;), allerdings ist der genaue Proportionalitétsfaktor
unbekannt. Der Anpassungsalgorithmus ist immer noch gerechtfertigt, allerdings sind dann
weder die Fehler der Anpassungsparameter noch das Chi Quadrat y? normiert.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde in dieser Arbeit fiir die Standardabweichung
o; = kv/I (¢;) angenommen, wobei k eine zunéchst willkiirliche Proportionalitéitskonstante
ist, die zunédchst als £ = 1 angenommen wurde. Der Anpassungsalgorithmus liefert dadurch
ein modifiziertes Chi Quadrat 2 = k2x2, sowie die modifizierten Fehler §C' der Parameter,
welche zunéchst ohne Aussagekraft sind.

Die Vorgehensweise ist & iiber die Beziehung (x?) = 1 bzw. (x?) = k* zu bestimmen.
Das reduzierte Chi Quadrat X72”,opt ist unabhéngig vom konkreten Modell, solange dieses
die Daten hinreichend genau beschreibt. Aus diesem Grund muf zur Normierung nicht
die Modellfunktion fiir die Elektronendichteverteilung beniitzt werden, sondern I (¢) kann
durch eine Polynom des Grades N angepaft werden. Da jede Kurve hinreichend genau
durch ein Polynom beschrieben werden kann, hat diese Vorgehensweise den Vorteil auch
dann zu funktionieren, wenn bekannte Modelle die Daten nicht exakt beschreiben. Mit
steigenden N kann das Polynom den Daten besser folgen und y? nimmt gleichmiifig ab,
das reduzierte Chi Quadrat x? ndhert sich allerdings einem Grenzwert x2 . (sieche Ab-

bildung . Die Normierung erfolgt dann iiber die Beziehung k = ,/<>”<§’Opt>. Daraus

kann iiber Gleichung die Standardabweichung der Daten abgeschiitzt werden und der
Anpassungsalgorithmus liefert richtig normierte Standardabweichungen der Parameter.

6.2.3. Beschreibung der Modelle

DOPE sowie DOPE/DOTAP/DNA Mischungen bilden unter geeigneten Bedingungen zy-
lindrische Strukturen [8, 10, 28]. Dieses Verhalten wird durch die Zugabe von Alkanen noch
unterstiitzt |7, [72], 8I]. Da DNA aufgrund der hydrophoben Wechselwirkung nur in Wasser
gelost vorliegen kann, ist das wahrscheinlichste Modell eine von einer Lipidmonolage um-
gebene hydratisierte DNA. Ein alternatives Modell ist, dafs die DNA in kompakter Form
in einer Mizelle vorliegt, wie beispielsweise in der Arbeit von Budker et. al. [4] beobachtet
wurde. Gegen dieses Modell spricht allerdings, daf die Oszillation im Porod Regime der
Rontgendaten auf Strukturen von nur wenigen Nanometern hinweisen, welche selbst bei
gepackter DNA [4] [78] weit iiberschritten wiirde. DNA kann also nur in gestreckter Form
in zylindrischen Strukturen und nicht in in inversen sphérischen Mizellen vorliegen. Fiir
Strukturen ohne DNA kommen sowohl sphérische als auch zylindrische Mizellen in Frage,
da hier die Grofe der DNA als Einschrinkung entfallt.

Aufgrund der hydrophoben Wechselwirkung miissen die Lipidkdpfe dem Wasser und die
Lipidketten dem Alkan zugewandt sein. Daher sollten alle Mizellen im Inneren einen Was-
serkern aufweisen. Da sowohl Lipidketten als auch Alkan aus Kohlenstoffketten dhnlicher
Lénge bestehen, ist die Elektronendichte fiir beide Stoffe identisch [77] und verursacht keine
Streuung.

Die Modelle wurden durch stufenférmige Elektronendichteprofile beschrieben. Die An-
passungsparameter sind dabei die jeweiligen Dicken und Streuldngen- bzw. Elektronen-
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Abbildung 6.2.: Test zur Bestimmung von Chi Quadrat x?. A, unten) Die durchgezoge-
ne Kurve stellt den Formfaktor f (x) einer Kugel dar, die punktférmigen
Symbole darum die selbe Kurve, allerdings mit einer theoretisch berech-
neten Standardabweichung von /f (x). Die gestrichelte schwarze Kurve
ist ein daran angepaftes Polynom der Ordnung 20. A, oben) Residuum
der Anpassungsfunktion B) reduziertes x? eines angepakten Polynoms ab-
hiingig von dessen Ordnungen. x? liuft asymptotisch auf den Wert 1,009
7.

dichten sowie die Polydispersitit und der Einflufs der durch die Volumenausschlufkrafte
verursachten Korrelation der Partikel.

Zur Bestimmung des wahrscheinlichsten Modells wurde nur physikalisch mogliche Ergeb-
nisse beriicksichtigt (siche Anhang[A.3). Auch unter Annahme der Einschrinkungen aus
Tabelle liefert der Anpassungsalgorithmus fiir die betrachteten Modelle normalerweise
mehrere mogliche Parametersétze, so daf als zweites Kriterium, die Giite der Anpassungen
verglichen wurde. Das Chi Quadrat x? (C) steht in direkter Beziehung zu der Wahrschein-
lichkeit, dafs das angepafste Modell den gemessenen Daten entspricht. Je hoher das Chi
Quadrat, desto unwahrscheinlicher ist die Giiltigkeit des Ergebnisses (Abbildung [6.10)).

Inverse zylindrische Mizellen

Fiir lange Polymere, deren Querschnitt klein im Vergleich zur Léange ist, 14t sich das
Streuverhalten des Querschnitts vom longitudinalen Anteil trennen (siehe Kapitel [3.3.2)).
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Abbildung 6.3.: Modell einer mit DNA gefiillten zylindrischen Mizelle. Die DNA im Inneren
wird von einer Lage Wasser umgeben und wird durch eine Monolage Lipid
vom umgebenden Alkan abgetrennt.

In dem hier untersuchten ¢g-Bereich verhélt sich die semiflexible DNA wie ein steifer Zylin-
der. Der Querschnitt der zylindrischen Mizellen besteht aus einer doppelstrangigen DNA|
die von einer diinnen Wasserschicht umgeben ist. Die duflere Hiille besteht aus einer Mono-
lage Lipidkopfe (Abbildung|6.4]). Fiir monodisperse zylindrische Mizellen sind die Minima
der gemessenen Streuamplituden nicht ausgeprigt genug, daher wurde ein polydisperser
Ansatz fiir die Wasserschicht gewihlt. Bei dem zylindrischen Modell ergab ein stufenférmi-
ges Streuldngendichteprofil aufgrund Anpassungsartefakte eine unrealistische hohe Elek-
tronendichte, so dak bei diesem Modell die Ubergéinge durch einen sigmoidalen Verlauf
(siche Anhang |A.4) verbreitert wurden.

Da die Konzentration der Lipide gerade fiir hohere DOPE Anteile nicht erwarten liefen,
dafs die einzelnen Mizellen keine Wechselwirkung untereinander haben, wurden Ausschluf-
volumenkrifte beriicksichtigt (siehe Kapitel [3.4.2)).

Die Parameter um dieses Modell zu beschreiben sind:

e Radius DNA: dj,

o Streulingendichte DNA: py,

e Breite des Ubergangs DNA /Wasser: b},
e Dicke der Wasserschicht: dy,

o Streuldngendichte der Wasserschicht: pjy,
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Abbildung 6.4.: Elektronendichteprofile des Querschnitts der zylindrischen Mizellen. Sie
bestehen aus in Wasser geldster DNA, die von einer Monolage Lipide um-
geben ist (schwarze Linie). Das gesamte Elektronendichteprofil 1at sich
in die Anteile der DNA (ocker), Wasserschicht (blau), Lipide (rot) und
Alkylketten (griin) aufteilen.

e Polydispersitiat der Wasserdicke: z

e Dicke der Lipidkopfgruppen: dy

e Streuldngendichte der Lipidkopfgruppen: py

e Breite des Ubergangs der Lipidkipfe zu Wasser oder Alkan: by

e Volumenanteil: n

Um die Anzahl der Parameter einzuschrinken, wurde die Streulingendichte pj,, der Ra-
dius d}, und die Ubergangsbreite b5, der DNA so gewihlt, dak der Gyrationsradius des
Querschnitts in Wasser Rc = 0,8nm [5] ergibt und auch die Streuléingendichte pj, iiber
den Querschnitt integriert die richtige Anzahl Elektronen liefert (sieche Anhang . Des
weiteren wurden die Streulingendichte der Wasserschicht pj;, und die Ubergangsbreite der
Lipidkopfgruppe bj; konstant gehalten (kursiv bzw. mit Asterisk *).
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Abbildung 6.5.: Modell einer wassergefiillten inversen sphéarischen Mizelle. Der Wasserkern
im Inneren wird durch eine Monolage Lipid vom umgebenden Alkan ab-
getrennt.

Inverse spharische Mizellen

Diese bestehen aus einem sphérischen Wasserkern, der von einer Lipidmonolage umgeben
wird. Das erste Minimum in den Oszillationen im Porodregime befindet sich bei etwas

1,2nm™!, daher kénnen die Strukturgréfen 12—7; nm = 5nm nicht weit iiberschreiten, DNA

kann also nicht in inversen sphirischen Mizellen gelst vorkommen. Aus denselben Uberle-
gungen wie bei den inversen zylindrischen Mizellen wurde eine polydisperse Wasserschicht
und ein Strukturfaktor eingefiihrt, der die Volumenausschlufkrafte beriicksichtigt (siehe
Kapitel . Die Dicke der Kopfgruppe dj; blieb dabei konstant. Das Streuldngendich-
teprofil wurde zur einfacheren Berechnung als stufenférmig ohne Ubergiinge angenommen,
Anpassungsartefakte sind dabei nicht aufgetreten.

Die Parameter um dieses Modell zu beschreiben sind:

e Radius Wasserkern: dy,
o Streuldngendichte Wasserkern: pyy,

e Polydispersitiat des Wasserradius: z
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o Dicke Lipidkopfgruppe: dj;
e Streuldngendichte Lipidkopfgruppe: pgy

e Volumenanteil: n

Hiervon wurden die Streuldngendichte des Wasserkern pj;, und die Dicke der Lipidkopt-
gruppe dj; konstant gehalten (kursiv bzw. mit Asterisk *).

6.2.4. Strukturbestimmung

Aus dem sigmoidalen Elektronendichtemodell wird berechnet, wie sich die Molekiile in den
Komplexen anordnen. Dazu wird aus dem Elektronendichteprofil p (r) durch Integration
die Anzahl der Elektronen und damit der Molekiile gewonnen.

Die DNA ist lokal als Zylinder angeordnet, deswegen wird die Integration in Zylinder-
koordinaten durchgefiihrt

/]

Das Elektronendichteprofil wird durch einen Summe sigmoidaler Verldufe modelliert

p (r)rdr (6.4)

St~

R
/p (r) rdrdedz = 2w L
0

R p—— ) (6.5

i 1+exp(%—fﬂc

Hier sind z; die Grenzen und 7; die Abfallraten der Ubergéinge. Die Amplituden A;
beschreibt die Elektronendichte in den jeweiligen Stufen. Die genaue Beschreibung des
Elektronendichteprofils p (r) findet sich in Anhang

Um die genaue molekulare Zusammensetzung der Mizellen zu bestimmen, mufs aus den
Streuldngendichten die genaue Elektronenanzahl berechnet werden. Fiir Zylinder sind die
Streuldngendichten in Zylinderkoordinaten gegeben. Die Elektronenzahl folgt aus

2

R R
Ne- = L/dgp/drp (r)yr= 27TL/d’I“p (r)r (6.6)

0 0 0
Die Vorgehensweise ist in Kugelsymmetrie analog:

27 7T R R
N.- = /d@/dﬁsinﬁ/drﬁp (r) 247T/d7’7°20 (r) (6.7)
0 0 0 0

Die Anzahl der jeweiligen Molekiile berechnet sich, indem man die Elektronenzahl N,-
durch die Zahl der Elektronen pro Molekiil teilt. So ergibt sich beispielsweise die Lipidzahl
Ny oder die Zahl der Wassermolekiile Ny .
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Abbildung 6.6.: Lipid in Dodekan ohne Zugabe von Wasser und DNA. Die Symbole zeigen
die Daten fiir 0%, 64 %, 76 % und 100 % DOPE Gehalt. Die durchgezoge-
nen schwarzen Linien sind Anpassungen der Form ¢~P. Die durchgezoge-
nen grauen Linien entsprechen Anpassungen mit polydispersen sphéarischen
Mizellen mit einer homogenen Elektronendichteverteilung.

6.3. Ergebnisse

6.3.1. Lipid in Dodekan ohne Zugabe von Wasser und DNA

Die Struktur der Lipid/DNA-Komplexe wird durch die Lipide mitbestimmt, daher ist deren
Struktur auch ohne DNA von Interesse. Es wurde die Lipidzusammensetzungen ¢ = 0%,
64 %, 76 % und 100 % in Dodekan untersucht.

Alle Kurven weisen in der Kratky Darstellung ¢*- I vs. ¢* (ohne Abbildung) einen mehr
oder weniger ausgeprigte gaulformige Spitze auf, die ein Hinweis auf kollabierte Partikel
ist. In der doppellogarithmischen Darstellung weisen alle Kurven sowohl fiir geringe als
auch hohe Impulsiibertrige ¢ eine eindeutige lineare Steigung auf. Die Streukurven fiir
64 % und 76 % zeigen das fiir punktformige Partikel typische Plateau. Anpassungen mit
polydispersen sphérischen Strukturen mit einer homogenen Elektronendichte fiir diese Mi-
schungsverhiltnisse ergeben Strukturen mit einem Radius von » = 1,9 nm fiir ® = 64 % und
r=1,8nm fiir & = 76 %. Diese Werte sind fiir einfache sphérische Mizellen mit nach innen
gerichteten Kopfgruppen und nach aufen gerichteten Alkylketten mit derselben Elektro-
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Tabelle 6.1.: Anpassungsparameter aus der Beziehung ¢~ fiir das System ohne Wasser
und DNA.

iz D X2 | Bereich D x> | Bereich
Guinierregime [nm™!] || Porodregime [nm ™|
0% || 0,60940,008 | 1,4 | 0,206 || 2,83%10,04 | 0,653 | 0,9-1,6
64% || 0,023£0,006 | 2,0 | 0,2-0,6 | 3,4040,04 | 1,411 | 1,3-2,1
76% || -0,009£0,005 | 3,5 | 0,205 || 3,6840,03 | 3,122 | 1,4-2.4
100% || 0,752£0,001 | 6,9 | 0,2-0,5 || 4,28+0,03 | 3,316 | 1,6-2,5

Tabelle 6.2.: Anpassungsparameter fiir spharische Mizellen bei einem DOPE Anteil von
64 % und 76 %. Die Elektronendichte wurde auf 500 e~ /nm? fixiert.

| [ 64% [ 76% |
r [nm] 1,95 1,82
Polydispersitit 0,033 || 0,024
Volumenbruchteil | 0,048 || 0,025
BS 183 [ 26,3 |

nendichte wie die Umgebung zu hoch, so daf hier kompliziertere Aggregate zu vermuten
sind.

Die reinen Lipide zeigen in der doppellogarithmischen Darstellung mit D = 0,75 fiir
DOPE und D = 0,6 fiir DOTAP eine ungewthnliche Steigung D im Guinierregime. Be-
kannterweise ist diese Steigung gleich der fraktalen Dimension d der Streukorper fiir Vo-
lumenintegrale und gleich 6 — d fiir Oberflichenintegrale [37]. Unter der Annahme, daf es
sich um ein fraktales Systeme handelt, kann man schliefen, dafs es zwischen punktformig
und zylinderférmig angesiedelt ist. Fiir reines DOPE ist die Dimension im Porodregime
nahe D = 4, was auf eine beinahe glatte Oberfliche schliefen lifst. Fiir reines DOTAP
folgt aus der Steigung eine Dimension von D = 3,2, die auf eine unregelméfige Oberflache
hindeutet. Um hier eine bessere Aussage machen zu konnen, miifste das Skalenverhalten
iiber mehrere Grofenordnungen beobachtet werden.

6.3.2. EinflulR des Wassergehaltes auf die Lipid/DNA-Komplexe

Der Einfluf des Wassergehaltes bei Anwesenheit von DNA wurde exemplarisch fiir einen
DOPE Gehalt von @ = 76 % untersucht. Es konnte nachgewiesen werden (Absatz SO-
wie F'CS Ergebnisse aus [17]), dak bei dieser Lipidzusammensetzung anndhernd die gesamte
DNA (> 90 %) in Alkan iibergegangen ist. Die Proben wurde wie in Kapitel 2.1 beschrie-
ben prépariert. Die Wassermenge wurde so abgemessen, daf sich bei einem vollstindigen
Transfer der DNA in die Alkanphase eine abgeschitzte Hydrationschicht von 0, 1/2, 2, 4
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Abbildung 6.7.: Streukurven von Lipid/DNA Mischungen in Dodekan bei einem DOPE
Gehalt von 76 % und variierendem Wassergehalt. Das Gewichtsverhéltnis
Wasser zu DNA betrigt von unten nach oben 0%, 33 %, 163 %, 400 %
und 10° %. Die durchgezogenen Anpassungskurven sind fiir 0% und 33 %
die einer sphérischen Mizelle (rot), fiir die restlichen Kurven zylindrische
Mizellen mit einem DNA Kern (blau). Die Kurven wurden zur besseren
Darstellung jeweils um einen Faktor 3 skaliert.

und beliebig viele Monolagen Wasser um die DNA anlagern kénnen. Die entsprechende
Menge Wasser w ist hierfiir (pro mg DNA) 0 %7 0,33 rﬁ—lg, 1,63 H“l—;, 4 rljl—lg und 1,0 m%, bzw. in

relativen Einheiten (Gewichtsprozent Wasser zu DNA) 0%, 33 %, 163 %, 400 % und 10° %.

Abbildung zeigt die Streudaten in doppellogarithmischer Darstellung mit den ent-
sprechenden Anpassungskurven. Fiir w = 0% bzw. 33% zeigen die Kurven die fiir sphéri-
sche Strukturen typischen Plateaus. Anpassungen mit sphérischen Mizellen ergeben Mizel-
len mit einem Wasserkern mit Radius dy = 1,5nm fiir w = 0% und Radius dy = 1,3 nm
fiir w = 33 %. Hierbei wurde die Elektronendichte der Schale auf p}; = 500 ¢ /nm? und die
Dicke der Schale auf dj; = 0,56 nm gesetzt, da sonst die Anpassungen instabil wurden. Die
Kurven passen bei htherem Impulsiibertrag nicht gut mit den Daten iiberein, so daf zwar
von sphérischen Strukturen in etwa der angegeben Gréfse ausgegangen werden kann, die
genau Struktur aber unsicher bleibt.
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Fiir Proben mit héherem Wassergehalt von w = 163 %, 400 % und 10° % zeigt die Stei-
gung fiir niedrigen Impulsiibertrag den typischen ¢—! Abfall zylindrischer Strukturen. Die
Anpassungskurven fiir zylindrische Mizellen passen iiber den kompletten Bereich gut mit
den Daten iiberein. Auffallend war auch hier die Instabilitit der Anpassungen. So liegt
die Abweichung der Lipiddicke Ady in derselben Gréfenordnung wie der Parameter dy
selbst. Aus den Anpassungen lift sich schlieken, daf die Anderungen in dem Streuverhal-
ten hauptsichlich durch den vermehrten Einbau von Wassermolekiilen verursacht wird. Die
Anzahl steigt pro nm Linge von Ny = 51 bei w = 163 % iiber Ny = 80 bis auf Ny = 85
bei w = 10° %. Gleichzeitig steigt die Position der Lipidkopfgruppen von ry = 1,48 nm
iiber 1,8 nm nach 1,96 nm.

Bei niedrigem Wassergehalt kann die DNA nicht ausreichend hydratisiert werden. Sie
bleibt daher in der Wasserphase und das Lipid bildet sphérische Mizellen mit einem Was-
serkern.

6.3.3. Unterschiede mit und ohne DNA Zugabe

Der Unterschied zwischen den Komplexen mit und ohne DNA wurde an Lipidmischungen
mit einem DOPE Gehalt von 0%, 64 %, 76 % und 100 % untersucht. Die Probe wurde wie
in Kapitel beschrieben pripariert, mit der Anderung, daf der Hilfte der Probe keine
DNA hinzu gegeben wurde.

Abbildung 6.8 zeigt die Streuintensitéiten fiir die terniren Lipid/Wasser/Alkan Mischun-
gen sowohl mit als auch ohne der Zugabe von DNA als vierte Komponente in doppello-
garithmischer Darstellung mit den entsprechenden Anpassungskurven. Messungen wurden
in der Alkanphase fiir vier verschiedene DOPE Anteile @ von 0%, 64 %, 76 % und 100 %
durchgefiihrt.

100 %

Fiir & = 100 % sind die Streukurven mit und ohne DNA beinahe identisch. Beide zeigen das
typische Plateau sphérischer Teilchen und kénnen mit dem Modell der inversen sphérischen
Mizellen (siehe Abbildung angepafst werden. Anpassungen beider Kurven zeigen nur
geringe Unterschiede und ergeben einen Wasserradius von dy = 2,5nm ohne und dy =
2,6 nm mit DNA, sowie eine Elektronendichte der Lipidkopfgruppen von py = 435¢ /nm?
ohne und py = 456 ¢ /nm?® mit DNA

Die Bildung sphirischer Strukturen ist naheliegend, da hier nur zwitterionische Lipide
im System vorliegen. Die elektrostatische Wechselwirkung kann daher die Bildung von
Lipid/DNA-Komplexen nicht induzieren. Die DNA wird in der Wasserphase bleiben und
die Lipide in der Alkanphase inverse Mizellen bilden.

64 % und 76 %

Streukurven bei @ = 64% und 76 % fiir Systeme ohne DNA zeigen wieder das typische
Plateau sphéarischer Teilchen. Anpassungen mit inversen sphirische Mizellen ergeben einen
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Abbildung 6.8.: Streuintensititen eines in der Alkanphase gemessenen
Lipid/Wasser/Dodekan-Systems. Es werden Streukurven mit DNA
(o) und ohne DNA (OJ) fiir einen DOPE Gehalt von & = 0%, 64 %, 76 %
und 100 % gezeigt. Anpassungen mit einem zylindrischen Modellen sind
als durchgezogenen Linie und mit sphérischen Modellen als gestrichelte
Linie gezeigt.

Wasserradius von dy = 3,0nm fiir & = 64 % und dy = 2,9nm fiir & = 76 %. Die Elek-
tronendichte der Kopfgruppen py betrigt py = 472 ¢ /nm® beziehungsweise 446 ¢ /nm3.
Dagegen zeigen Systeme mit DNA fiir niedrige Impulsiibertrige das typische ¢=! Verhal-
ten zylindrischer Strukturen. Aus Anpassungen mit inversen zylindrischen Mizellen leitet
man Ny, = 76 = 3 Wassermolekiile pro DNA Basenpaar fiir @ = 64 % ab, beziehungsweise
Ny = 71 + 6 Wassermolekiile fiir & = 76 %. Fiir gute Anpassungen muk die Korrelatio-
nen der Teilchen untereinander in dem Modell beriicksichtigt werden, was mit einer hohen
Transferrate der DNA von Wasser nach Alkan iibereinstimmt.

Die Anwesenheit der DNA scheint einen Ubergang von sphirischen zu zylindrischen
Mizellen zu induzieren. Durch die elektrostatische Wechselwirkung zwischen kationischem
Lipid und DNA wird das vorgeschlagene System aus zylindrischen Strukturen mit einem
Kern aus hydratisierter DNA favorisiert. Die von Koltover et al. [28] durchgefiihrte Arbeit
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mit den selben Lipid/DNA Mischungen, allerdings ohne Alkan, zeigen ein von ¢ abhéngiges
Phasenverhalten mit lamellaren und hexagonalen Strukturen, jeweils mit und ohne DNA.
Des weiteren ist bekannt, dafs kleinere Mengen Alkan die Bildung invertierter hexagonaler
Phasen induzieren konnen [7, 8, 26] 55 [72]. Bei Alkantiberflufs, wie in unserem Fall, kénnen
weder hydrophobe noch elektrostatische Wechselwirkung diese Strukturen stabilisieren und
es bilden sich die vorgeschlagenen zylinderartigen Mizellen.

0%

Bei @ = 0% sind erhebliche Unterschiede zwischen den Streukurven mit und ohne DNA
zu erkennen. Die Streukurve der Probe ohne DNA zeigt erneut das typische Plateau spha-
rischer Partikel. Eine Anpassung mit dem Modell der invertierten sphéarischen Mizellen
ergibt ein Wasserradius von dy = 2,0nm und eine Elektronendichte der Lipidkopfgruppe
von py = 438¢ /nm®. Die Streukurven der Probe mit DNA ist in Ubereinstimmung mit
dem Modell der invertierten zylindrischen Mizelle. Aus der Anpassung kann man Ny = 1,2
Molekiile DOTAP und eine diinne Wasserschicht aus Ny = 23 Molekiilen pro DNA Ba-
senpaar ableiten. Es kann keine Korrelation der Teilchen untereinander in der Anpassung
beriicksichtigt werden, daher wird eine niedrige Konzentration der Komplexe in Alkan ge-
folgert.

Die Oberfliche der DNA pro Basenpaar ist niherungsweise 210 A2. Dies folgt aus ei-
nem DNA Radius von 10 A und einem Basenabstand von 3,3 A. Die typische Fliche einer
Lipidkopfgruppe liegt etwa zwischen 30 A? und 70A2 1,2 Lipidmolekiile pro Basenpaar
sind daher nicht ausreichend, um eine geschlossene Schale um die DNA herum zu bilden.
Deswegen wird hier ein Modell vorgeschlagen, bei der Wasser und Lipid auf die hydrophi-
len Teile der DNA beschrinkt bleiben und die hydrophoben Taschen der DNA in direkten
Kontakt mir dem umgebenden Alkan geraten. Die Mittelung entlang der DNA Achse ist
dann fiir die niedrigen Werte verantwortlich.

6.3.4. Einflul} der Lipidzusammensetzung

Die Ergebnisse aus Absatz zeigen einen starken Einflull der Lipidzusammensetzung
@ auf das Streuverhalten der Lipid/DNA-Komplexe. Dieser Einflufs wurde hier fiir das
Alkan Dodekan detailliert betrachtet. Die Probe wurde, wie in Kapitel beschrieben,
prapariert.

Abbildung zeigt die in den Alkanphasen gemessenen Streudaten der quaternéren
Lipid/DNA /Wasser/Alkan Mischungen in doppellogarithmischer Darstellung mit den ent-
sprechenden Anpassungskurven. Der Gehalt an DOPE & wurde von 0% bis 100 % variiert,
wobei besondere Aufmerksamkeit auf den Bereich zwischen 60 % und 100 % gelegt wurde.
Wie in Abschnitt beschrieben wird, kénnen den Streukurven anhand der Giite der
Anpassung und den physikalischen Einschrinkungen jeweils die Anpassungen eines spha-
rischen oder zylindrischen Modells zugeordnet werden.

Das reduzierte Chi-Quadrat x? der verwendeten Anpassungen ist in Abbildung in
Abhéngigkeit von der Lipidzusammensetzung & dargestellt. Proben mit @ zwischen 0%
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Abbildung 6.9.: Streuintensitéit der Lipid/DNA-Komplexe in Dodekan fiir verschiedene Li-
pidzusammensetzungen. Die Kurven entsprechen von unten nach oben 0%,
20%, 60 %, 64 %, 68 %, 72%, 74%, 76 %, 80 %, 84 %, 86 %, 94 %, 100 %
DOPE. Fiir 0% bis 94 % geben die durchgezogenen Linien Anpassungen
fiir kombinierte sphérische und zylindrische Modelle. Die gestrichelte Linie
bei 100 % stammt von einem rein sphérischen Modell. Daten und Anpas-
sungen wurden um einen Faktor skaliert, der @ entspricht.
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Abbildung 6.10.: Reduziertes Chi Quadrat x? in Abhéingigkeit von der Lipidzusammenset-
zung @ fiir sphérische (o) und zylindrische Mizellen () sowie der Kombi-
nation beider Modelle (¢»). Uber den gesamten & kann man drei Gebiete
unterscheiden: sphérischen Strukturen (I), zylindrischen Strukturen (III)
und einer Mischung beider (IIT).

und 84 % konnen mit dem zylindrischen Modell angepafst werden, Proben mit & zwischen
74 % und 100 % mit dem Modell der sphérischen Mizellen. Zylindrische Anpassungen in die-
sem Bereich mit niedrigem x? konnen aufgrund unphysikalischen Parameter ausgeschlossen
werden. ITnsgesamt lift sich auf einen Ubergang von zylindrischen zu sphérischen Struktu-
ren mit einer Zweikomponentenbereich zwischen 74 % und 84 % schliefen. Daher wurden
Anpassungen mit einem Zweikomponentensystem beider Strukturen durchgefiihrt, wobei
F dem Anteil an zylindrischen Objekten entspricht. Es wurden die Ergebnisse der Anpas-
sung der rein zylindrischen Modelle als Startparameter verwendet, die Parameter dy, pg
und n des sphérischen Anteils wurde durch die Ergebnisse der Anpassung fiir @ = 100 %
festgelegt und wahrend der Anpassung konstant gehalten. Zusammen mit I ist der Wasser-
radius dyy der sphérischen Mizelle der einzige zuséatzliche freie Parameter. In Abbildung
sind die Anpassungen als durchgezogenen Linien fiir das Zweikomponentenmodel und als
gestrichelte Linie fiir das rein sphérische Modell dargestellt. Ein Modell aus zylindrischen
Mizellen ohne DNA im Wasserkern liefert in keinem Fall m&gliche Anpassungen, kann also
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6.11.: Elektronendichteprofile der zylindrischen Anteile fiir verschiedene Lipid-
zusammensetzungen. Die dicke schwarze Linie ist das angepalite gesamte
Elektronendichteprofil. Die griinen Linien sind die des Dodekans, roten
der Lipidkopfgruppen und blauen der Wasserschicht. Die Elektronendich-
te des DNA Kerns wurde nicht dargestellt, da es als konstant angenom-
men wurde.

Abbildung zeigt die aus den Anpassungen gewonnenen Elektronendichteprofile der
zylindrischen Anteile fiir die entsprechenden Lipidkonzentrationen. Die schwarze Linie ist
das angepalte gesamte Elektronendichteprofil. Die griinen Linien sind die Anteile des Do-
dekans, roten der Lipidkopfgruppen und blauen der Wasserschicht. Da der Elektronendich-
teverlauf des DNA Kerns wihrend den Anpassungen konstant blieb, wird er hier nicht
dargestellt (siehe dazu Abb. [6.4).

Das Elektronendichteprofil fiir @ = 0% zeigt den im letzten Abschnitt diskutierten Fall
eines Komplexes, bei dem die Lipidhiille nicht vollstindig aufgefiillt ist. Das Maximum der
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Abbildung 6.12.: Anteil F' der zylindrischen Mizellen bei verschiedenen DOPE Gehalt &.
Zwischen @ = 0% und 72% ergeben Anpassungen keinen Hinweis auf
sphérische Mizellen. Ab & = 74% erhoht sich der Anteil der sphéri-
schen Mizellen bis zu 100 % fiir reines DOPE. Die durchgezogenen Li-
nie entspricht eine sigmoidale Anpassung mit einem Ubergangspunkt bei
& =T77,4%.

Elektronendichte der Lipidkopfe liegen direkt am Rand der DNA bei rg = 1nm Radius,
der Wasseranteil ist mit umgerechnet Ny, = 23 Wassermolekiile pro DNA Basenpaar kaum
vorhanden. Zudem weist die Dicke der Wasserschicht eine hohe Polydispersitit von z = 0,9
auf (ohne Abbildung).

Bereits die nichste Elektronendichteverteilung bei @ = 20 % zeigt den fiir alle weiteren
Profile typischen Verlauf. Der Wasseranteil betriigt Vjr = 6,6nm? pro nm Linge bei ei-
ner Polydispersitdt von z = 0,3. Bei dieser Lipidzusammensetzung ist die Hiille bereits
vollstdndig geschlossen und eine ausgepriagte Wasserschale kann sich bilden.

Im iibrigen Verlauf von @ nimmt der Wasseranteil bis hin zu Ny, = 101 Wassermolekiile
bei @ = 94 % zu. Die Polydispersitit des Wasserradius sinkt von z = 0,2 bei & = 60 %
bis zu z = 0,1 bei & = 94 %. Gleichzeitig erhoht sich die Position der Lipidkopfe von
rg = 1,8nm bei @ = 20% bis hin zu ry = 2,1 nm bei & = 94 %.

Fiir @ = 100% kann das zylindrische Modell die Daten nicht erkliren, da hier die
Kopfgruppen eine physikalisch unmdogliche Dicke aufweisen.

Abbildung stellt die Abhangigkeit des Verhéltnisses zwischen zylindrischen und
sphéarischen Mizellen F' von dem DOPE Anteil @ dar. Die durchgezogene Linie entspricht
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einer Anpassung zu der sigmoidalen Funktion F (®) = 1/(1 +exp ((? — ®y) /AP)). Es
ergibt sich einen Ubergangspunkt &, = 77,4 % und eine Ubergangsbreite von A® = 5,0 %.

Abhéangig vom DOPE Anteil @ durchliauft das System drei Phasen. Zwischen & = 0%
und 72 % kommen nur zylinderartige Mizellen in Alkan gelost vor. Bei Abwesenheit von
DOPE bei @ = 0% sind nicht genug Lipide vorhanden, um die DNA komplett zu umhiillen
und gleichzeitig ladungsneutrale Komplexe zu erhalten. Dennoch treten die bereits zuvor
beschriebenen zylindrischen Komplexe mit einer unvollstindigen Hiille aus DOTAP auf.
Mit steigendem @ sind genug Lipide vorhanden, und die Lipidhiille kann sich fiillen. Zwi-
schen @ = 72 % und 82 % existiert ein Koexistenzbereich mit zylindrischen und sphérischen
Mizellen. Bei noch héheren DOPE Gehalt ist es es sterisch nicht mehr mdoglich, alle DO-
PE Molekiile in der Hiille unterzubringen und der Uberschuf formt Mizellen ohne DNA.
Bei @ iiber 84 % kann kein Hinweis auf zylindrische Strukturen mehr festgestellt werden.
Entweder ist das vorhandene DOTAP ebenfalls in den neu entstandenen Mizellen gelost
und DNA kann nicht mehr in Alkan gel6st werden, oder das schwache Intensitétssignal der
zylindrischen Mizellen wird durch das Signal der sphérischen iiberlagert. Bei & = 100 %
kann keine elektrostatische Wechselwirkung die Bildung zylindrischer Strukturen in Alkan
induzieren.

Die obigen Ergebnisse zeigen einen Einfluf von @ auf das Phasenverhalten der Lipid /DN A-
Komplexe, deswegen ist auch die Zahl der in den zylinderartigen Mizellen eingebauten
Lipide von Interesse. Abbildung[6.13|zeigt die Elektronenzahl N,, also die integrierte Elek-
tronendichte der Kopfgruppe pro Einheitslange, in Abhéngigkeit von @. Mit steigendem @
kann ein hyperbolisches Anwachsen der Elektronenzahl N, festgestellt werden (durchgezo-
genen Linie). Dies kann durch eine Zunahme der an den DNA gebundenen Lipide erklért
werden. Im Gegensatz zur divergierenden Zahl der Lipide im Gesamtsystem, konvergiert
die Elektronenzahl der Lipide in der Hiille gegen 5,3-10% e /nm bei & = 100 %. Unter der
Annahme ladungsneutraler Komplexe bedeutet dies eine Lipidzusammensetzung @pna der
mit der DNA komplexierten Lipide von @pna = 90 %. Dies entspricht 2 Molekiile DOTAP
und 17,4 Molekiile DOPE pro DNA Basenpaar. Die gestrichelte Linie in Abbildung
zeigt die Elektronenzahl N unter der Annahme, daf die Lipidzusammensetzung auf der
DNA gleich der zugegebenen Lipidzusammensetzung ist (Ppna = D). Es ist offenkundig,
daf diese Annahme nicht zutreffen kann. Da das System auf Ladungsneutralitit beschrénkt
ist, konvergiert das Verhéltnis zwischen der Anzahl der Lipide und DNA-Basenpaare (lffé)
fiir & — 100 %. Es konnen daher aus sterischen Griinden nicht alle Lipide vollstiandig in die
zylinderartigen Mizellen eingebaut werden. Auf der anderen Seite wird eine geschlossene

Schale bevorzugt werden, deswegen ist im Gegensatz zur urspriinglichen Lipidmischung ein
Uberschuft DOPE an die DNA ($pxa > @) gebunden.

Dieses Verhalten ist in Ubereinstimmung mit der Konzentration der Mizellen, dargestellt
in Abbildung Fiir zylindrische Strukturen wird die Konzentration vom Interpartikel-
Korrelationsparamter n aus Gleichung[3.55|abgeleitet. In erster Niherung ist n proportional
zur Konzentration C'. Die Konzentration der sphirischen Mizellen ist direkt aus dem Hard-
Sphere-Strukturfaktor als Volumenprozent abgeleitet. In beiden Fallen wird angenommen,
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Abbildung 6.13.: Anzahl der Elektronen der Lipidkopfgruppen pro Einheitslinge entlang
der DNA Achse. Die durchgezogene Linie entspricht eine hyperbolische
Anpassung an die Daten. Die gestrichelte Linie entspricht einer theoreti-
schen Elektronenzahl unter der Annahme, dafs die Lipidzusammensetzung
auf der DNA &pnp gleich der Zusammensetzung der Praparation @ ist.

dafs nur Wechselwirkung zwischen Partikeln derselben Art stattfindet. Mit steigendem &
zeigt das System eine starke Zunahme der zylinderartigen Mizellen in der Alkanphase.

Die Abhéngigkeit des Korrelationsparameters n von @ laft sich mit einer modifizierten
Sigmoidalfunktion anpassen:

1
" e ()

r

(6.8)

Die Anpassung ergibt die Parameter » = 50 % und p = 0,45. &, wurde auf &5 = 100 %
festgehalten.

6.3.5. Einflul} der Losungsmittel

Der Einfluf unterschiedlicher Alkansorten wurde exemplarisch fiir eine DOPE Gehalt @ von
0%, 64 %, 76 %, 86 % und 100 % fiir die Alkane Oktan, Dekan und Dodekan untersucht. Die
Probe wurde wie in Kapitel 2.1 beschrieben pripariert. Abbildung[6.15]zeigt die Streudaten
mit den entsprechenden Anpassungskurven.
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Abbildung 6.14.: Aus der Interpartikelkorrelation abgeleitete Konzentration der Komplexe.
Die Werte fiir Zylinder werden als Teilchenkonzentration in willkiirlichen
Einheiten angegeben und steigen monoton von 0 bei 0% DOPE bis 0,6
bei 86 % DOPE. Die Konzentration der sphérischen Strukturen schwankt
um 18 % (Volumen-%). Die durchgezogene Linie zeigt eine Anpassung
mittels einer modifizierten Sigmoidalfunktion.

100 %

Alle Streukurven fiir & = 100 % lassen sich mit den Formfaktoren der inversen sphérischen
Mizellen anpassen. Von Oktan iiber Dekan nach Dodekan steigt die Grofe des Wasserkerns
von dy = 2,5nm iiber 2,6 nm bis auf 2,7 nm. Die Elektronendichte der Kopfgruppen steigt
von py = 425e /nm? iiber 443e~ /nm® auf 474e~/nm?. Da fiir alle Systeme dieselbe
Lipidzusammensetzung verwendet wurde, bedeutet dies, daf die Packungsdichte der Lipide
von Oktan nach Dodekan zunimmt.

86 %

Die Streuintensititen bei @ = 86 % lassen sich in Dekan und Dodekan durch das Modell
der inversen sphérische Mizellen anpassen. Bei Dekan ergibt die Anpassung eine Grofe
des Wasserkerns von dyy = 3,1 nm und eine Elektronendichte der Kopfgruppen von pg =
422 e~ /nm3. Bei Dodekan ergibt die Anpassung eine Groke des Wasserkerns von dy =
3,0nm und eine Elektronendichte der Kopfgruppen von pg = 430 e~ /nm?.
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Abbildung 6.15.: Streuintensitit der Lipid /DNA-Komplexe in Oktan, Dekan und Dodekan
und den Lipidzusammensetzungen 0 %, 64 %, 76 %, 86 %, und 100 % DO-
PE. Bei 0% konnte in Dekan keine Streusignal der Komplexe gemessen
werden. Fiir 0%, 64 % und 76 % sind alle Daten durch zylindrische Mo-
delle anpafsbar. Bei 86 % Dodekan liegen in Oktan noch als zylindrische
Mizellen vor, fiir die anderen Alkane mikt man hier spharische Mizellen.
Bei 100 % DOPE liegen in allen Alkanen sphérische Mizelle vor.
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Tabelle 6.3.: Die aus den Anpassungen abgeleiteten molekularen Grofen der Lipid/DNA
Mischung bei einem DOPE Gehalt von 76 % in unterschiedlichen Alkanen. In
allen untersuchten Alkanen lagen zylindrische Mizelle vor.

76 % Oktan Dekan Dodekan

rp[om] | 1,91£0,04 | 2,02%0,03 | 1,96=0,03
PL [e’/nm3] 498+7 543110 603+18
Ny 5744 80+3 8512

Tabelle 6.4.: Die aus den Anpassungsparametern abgeleiteten molekularen Grofen der Li-
pid/DNA Mischung bei einem DOPE Gehalt von 64 % in unterschiedlichen
Alkanen. In allen untersuchten Alkanen lagen zylindrische Mizelle vor.

64 % Oktan Dekan Dodekan
r, [nm] 2,03940,008 | 2,0440,06 | 1,9540,04
pr le/nm®] | 445+3 152+13 | 511£13
Ny 77 77+6 76+4

Fiir Oktan lassen sich die Kurven mit zylindrischen Mizellen anpassen. Aus den Anpas-
sungen lassen sich pro DNA Basenpaar eine Anzahl Wassermolekiilen von Ny = 63 4 2
und eine Anzahl von Lipidmolekiile von Ny = 17 4+ 1 ableiten. Es muf die Korrelatio-
nen der Teilchen untereinander in dem Modell beriicksichtigt werden, was mit einer hohen
Transferrate der DNA von Wasser nach Alkan iibereinstimmt.

76 % und 64 %

Die Streuintensitaten bei 64 % und 76 % lassen sich bei allen drei Alkanen durch inverse
zylindrische Mizellen anpassen. Die zugehorigen Parameter sind in Tabelle [6.3] und [6.4] zu
finden.

0%

Fiir reines DOTAP (& = 100%) konnte in Dekan keine Probe nachgewiesen werden. Die
Streukurve der Probe mit Lipid und DNA entsprach weitgehend der Streukurve des reinen
Dekans. Nach Abzug des Hintergrundes blieben nur Artefakte mit niedriger Amplitude
zuriick.

Die Streukurven der iibrigen Alkane Oktan und Dodekan lassen sich mit den Formfakto-
ren der inversen zylindrischen Mizellen anpassen. Die Streukurve in Dodekan wurde bereits
in Abschnitt [6.3.3| und [6.3.4] beschrieben. Die Streuintensititen des Systems in Oktan las-
sen sich ebenso durch inverse zylindrische Mizellen anpassen. Im Gegensatz zum System
in Dodekan weisen die Mizellen einen Wassergehalt von Ny, = 107 Wassermolekiile pro
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DNA Basenpaar auf. Es ist also eine ausreichende Wasserschicht vorhanden, um die DNA
komplett zu umbhiillen. Auch die Anzahl der Lipide Ny = 8 ist ausreichend, um eine ge-
schlossene Schale zu bilden. Die hohe Polydispersitit von z = 0, 34 weift aber hier darauf
hin, daf sich eine geschlossene Hiille nicht fiir alle zylindrischen Mizellen gleichermafien
ideal ausbilden kann.

6.4. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, daf Lipide, DNA und Wasser in der Alkanphase zylinderarti-
ge Mizellen bilden. Diese Mizellen bestehen aus gestreckter hydratisierter DNA, die von
einer Lipidmonolage vom umgebenden Alkan abgeschirmt wird. Es wurde eine Lipidmi-
schung aus kationischem DOTAP und zwitterionischem DOPE verwendet, der Anteil des
zwitterionischen Lipides an der Gesamtmenge wird durch den Parameter @ beschrieben.
Die zugegebenen Menge des kationischen Lipides entsprach der Anzahl der DNA-Basen,
so dafs sich ladungsneutrale Lipid/DNA-Komplexe bilden kénnen. Die zugegebene Menge
des zwitterionischen Lipides gewihrleistet eine ausreichend geschlossene Lipidhiille um die
DNA.

Mit steigenden DOPE Gehalt @ findet ein Ubergang von zylinderartigen zu sphérischen
Mizellen statt und DNA kann nicht mehr in der Alkanphase beobachtet werden. Der Koexi-
stenzbereich liegt zwischen @y = 72 % und & = 82 %, bei kleineren @ liegen zylinderartige
Mizellen und bei grokeren @ sphérische Mizellen vor. Die spharischen Mizellen enthalten
keine DNA und die Zugabe von DNA kann deren Struktur nicht beeinflussen. In allen Fél-
len unterhalb 76 % induziert DNA eine Umstrukturierung der Komplexe von sphérischen
zu zylindrischen Strukturen.

Es wurden weder zylindrische Mizellen ohne DNA Kern noch iibergeordnete Gitterstruk-
turen beobachtet.

Neben dem Einfluf der Lipidzusammensetzung ¢ wurde auch die Abhéngigkeit vom
Wassergehalt, den unterschiedlichen Lésungsmitteln Oktan, Dekan und Dodekan, sowie
Unterschiede von Systemen mit und ohne DNA untersucht. Eine Ubersicht aller auftreten-
den Strukturen zeigt Abbildung [6.16]

Systeme in den Losungsmitteln Oktan, Dekan und Dodekan verhalten sich dhnlich. Leich-
te Unterschiede treten bei der Lipidzusammensetzung @, auf, bei der der Ubergang von
zylinderartigen zu sphérischen Mizellen stattfindet. Dieser ist bei Oktan zu héheren Wer-
ten verschoben. Auferdem konnten in Dekan fiir reines DOTAP (@ = 0%) keine Komplexe
festgestellt werden.

Bei Systemen mit DNA wurde exemplarisch bei einer Lipidzusammensetzung @ = 76 %
der Einflufs des Wassergehalts untersucht. Fiir einen niedrigen Gehalt an Wasser ist die
DNA nicht mehr in Alkan 16slich und es bilden sich wieder sphérische Mizellen.

Systeme ohne DNA zeigen ebenfalls ein vom Wassergehalt und der Lipidzusammenset-
zung ¢ abhingiges Verhalten. Bei Wasseriiberschuft liegen durchgiingig sphérische Mizellen
vor. System ohne Wasser hingegen weisen kein eindeutiges Streuverhalten auf. Proben mit
reinem DOTAP beziehungsweise reinem DOPE zeigen eine zylinderdhnliche Charakteristik,
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Abbildung 6.16.: Zusammenfassendes Phasendiagramm fiir unterschiedliche Lipidzusam-
mensetzung. Ohne DNA) treten ohne Wasser zylindrische und sphéri-
sche Strukturen auf, bei Wasseriiberschufs nur sphérische Mizellen. Mit
DNA) treten bei Wasseriiberschufs zylindrische Mizellen mit DNA und
sphéirische Mizellen ohne DNA auf, bei Wassermangel hingegen nur sphé-
rische Mizellen

Mischungen der beiden Lipidsorten ein zu sphérischen Strukturen passendes Streuverhal-
ten. Die exakte Struktur konnte nicht bestimmt werden.

Neben den grundlegenden unterschiedlichen Strukturen variieren die untersuchten Kom-
plexe ebenfalls in ihren Abmessungen. Diese sind in Abbildung als Gyrationsradius
in einer Ubersicht zu sehen. Gezeigt wird der Gyrationsradius des Querschnitts Re fiir
zylinderdhnliche Strukturen (quadratischen Symbole) und der eigentliche Gyrationsradius
R¢ der sphérischen Strukturen (kreisformigen Symbole).

Die Gyrationsradien R¢ der zylindrischen Phasen bewegen sich um etwa Re = 1,8nm
und steigt dabei linear von Rg = 1,6nm bei @ = 20% bis hin zu Rcs = 1,9nm bei
& = 94% an. Die Zunahme lakt sich durch den vermehrten Einbau von DOPE in die
Lipidhiille sowie dem dadurch steigenden Wassergehalt der Mizellen erklaren. Ausnahmen
treten daher nur fiir System mit weniger Wasser (blaue Symbole) auf, deren Gyrations-
radius ist bis hin zu Rc = 1,4nm verringert. Ebenso eine Ausnahme ist das System bei
& = 0%. Hier kann keine vollstdndige Lipidhiille bzw. Wasserschicht entstehen und der
Gyrationsradius ist mit Ro = 0,95 nm nur leicht zu dem der nativen DNA erhoht.
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Abbildung 6.17.: Gyrationsradien aller untersuchten Komplexe (Kreise fiir sphérischen
Strukturen und Quadrate zylindrische Strukturen).

Die Gyrationsradien der sphérischen Strukturen fluktuieren um den Wert Rg =2,7 nm.
Ausnahmen sind hier wieder die Systeme mit weniger Wasser mit einem Gyrationsradius
bis hin zu Rz = 1,6 nm.

6.5. Ausblick

Aktuelle Fragestellungen der Nano- und Biotechnologie betreffen Wege, Strukturen auf
nano- und mesoskoper Skala gezielt zu steuern (Bottom-up Assemblierung). Die hier un-
tersuchten zylinderartigen Lipid/DNA-Mizellen bieten dafiir neue Méglichkeiten, da man
die Fahigkeit, die DNA molekiilgenau zu strukturieren, mit den fiir viele Anwendungen
vorteilhaften unpolaren Losungsmitteln kombinieren kann. So dient die DNA als ein Ge-
riist oder eine Schablone, um eine weitergehende Strukturbildung zu kontrollieren, dhnlich
wie es bereits in wékrigen Medien etabliert ist [33] [66, [73]. Ein interessantes Beispiel ist die
Bildung von Nanokristallen innerhalb der Mizelle, welche so die Form der Kristalle beein-
flussen kann [83]. Schlieflich konnen die Komplexe durch Modifikation des Losungsmittels
auch als Schablone zur Herstellung nanoporéser Strukturen dienen [20)].

Da die hydrophile DNA von der hydrophoben Umgebung abgeschirmt wird, existieren
einzelne, nicht kondensierte DNA-Strange in Losung. Dies mag ein zusitzlicher Ansatz-
punkt zur Herstellung nichtviraler Genvektoren sein, dhnlich zu bereits existierenden Pro-
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tokollen [69]. Ebenso kénnen die Mizellen als Mikroreaktor dienen, in denen PCR [41] oder
andere enzymatische Reaktionen [44] ablaufen kénnen.

Die potentielle Fahigkeit des Systems als Grundbaustein fiir supramolekulare Strukturen
zu dienen, wurde in den Arbeiten von Abdalla et al. bereits nachgewiesen [I]. Hier wurden
supramolekulare Verbindungen aus hydrophoben Perylenediimid und hydrophilen Oligo-
nukleotiden durch Komplexierung mit DOPE/DOTAP in Alkan gelost und hybridisierte
Oligomere nachgewiesen. In weiteren Messungen mit FCS wurde bestétigt, dafs die DNA
in Alkan in monomeren Mizellen vorliegt [17].
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7. Tensid/Dendrimer-Komplexe

7.1. Einleitung

Einige der wichtigsten Methoden der Biophysik und verwandter Gebiete beruhen auf Fluo-
reszenz. Dabei werden die zu untersuchenden Materialien mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kiert und mit mikroskopischen oder spektroskopischen Techniken untersucht. Zur Verbesse-
rung des Signal-Rausch-Verhaltnisses werden Fluoreszenzfarbstoffe gesucht, die sich durch
eine moglichst hohe Quantenausbeute auszeichnen. Eine naheliegende Methode zur Effizi-
enzverbesserung ist die Zusammenfassung mehrerer Chromophore zu einem multichromo-
phoren Molekiil.

Bei den hier untersuchten multichromophoren Fluoreszenzmarkern handelt es sich um
Dendrimere. Sie wurden am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung in Mainz von Tanja
Weil aus der Gruppe von Prof. Miillen synthetisiert, die Ergebnisse entstanden in Zusam-
menarbeit mit Claire Basquin aus derselben Arbeitsgruppe. Drei der vier Aste des Den-
drimers wurden mit Chromophore versehen, der tibrige Ast kann iiber eine Biotingruppe
an das zu markierenden Objekt anbinden. Jedes Dendrimer weist die gleiche Anzahl von
Chromophore und damit die gleiche Quanteneffizienz auf und kann so fiir quantitative
Fluoreszenztechniken eingesetzt werden. Sowohl die verwendeten Chromophore als auch
das eigentliche Dendrimere sind hydrophob, fiir eine weitere Verwendung werden wasserlos-
liche Komplexe aus Dendrimeren und Tensiden erstellt. Diese Komplexe benotigen weniger
Syntheseschritte im Vergleich zu Dendrimeren, bei denen kovalent gebundene Gruppen eine
erhohte Wasserloslichkeit erzeugen. Dariiber hinaus kann die Fluoreszenzausbeute durch
weitere Syntheseschritte nicht beeintrachtigt werden. Da das Dendrimer stark fluoreszie-
rende Chromophore trégt und in geringer Konzentration verwendet werden soll, ist die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) die geeignetste Methode, um die Groke und
die Loslichkeit der mit Tensiden komplexierten und fluoreszierenden Partikel zu bestimmen.

7.2. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) basiert auf der zeitlichen Analyse eines
Signals, welches durch eine fluoreszierende Probe verursacht wird. Mit einem konfokalen
Mikroskop werden Probenmolekiile innerhalb eines Beobachtungsvolumen V.g in der Gro-
fse von etwa einem Femtoliters beobachtet. Die Probenmolekiile bewegen sich durch das
Volumen, erzeugen dabei ein fluktuierendes Lichtsignal, welches detektiert und autokorre-
liert wird. Aus der Analyse dieses Signals konnen dann beispielsweise Aussagen iiber Grofe
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Abbildung 7.1.: Schematische Darstellung eines konfokalen Mikroskops zur Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie. Ein Laserstrahl wird am dichroitischen Spiegel
reflektiert und im Probenraum fokussiert. Fluoreszenzmarkierte Partikel
diffundieren durch diesen Fokus. Deren Fluoreszenzlicht fallt ungehindert
durch den dichroitischen Spiegel und wird auf eine zum Fokus konvokale
Lochblende abgebildet, dadurch wird Fluoreszenzlicht von Probenmolekii-
len auferhalb des Fokus ausgeblendet. Schlieflich wird das Fluoreszenzlicht
von einer Avalanchediode detektiert und dann weiterverarbeitet.

und Konzentration der Probe gewonnen werden. Die Methode ist besonders sensitiv fiir
Fluorophore in einer geringen Konzentration (etwa 1M bis 0,1 nM).

Der schematische Aufbau eines konfokalen Mikroskops ist in Abbildung dargestellt.
Der Laserstrahl wird am dichroitischen Spiegel reflektiert und durch das Objektiv im Pro-
benraum fokussiert. Fluoreszenzmarkierte Partikel diffundieren durch diesen Fokus, werden
angeregt und emittieren Fluoreszenzlicht groferer Wellenlédnge. Dieses fillt durch das Ob-
jektiv zuriick, durchquert aufgrund der Wellenlédngenverschiebung weitgehend ungehindert
den dichroitischen Spiegel und wird anschlieffend auf eine Lochblende fokussiert. Die Loch-
blende ist konfokal zum Fokus im Probenraum, dies bedeutet, dafs nur Fluoreszenzlicht von
Probenmolekiilen innerhalb des Fokus auf der Lochblende abgebildet wird, Licht von an-
deren Stellen im Probenvolumen wird ausgeblendet. Schlieklich wird das Fluoreszenzlicht
von einer Avalanchediode detektiert.
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Durch Diffusion und anderen zeitabhangigen Prozessen wie dem Tripletiibergang mifst
der Detektor ein zeitlich fluktuierendes Intensitéitssignal I (¢). Daraus wird die zeitliche
Autokorrelation G (7) bestimmt:

G(r) = (7.1)

Die Autokorrelation G (7) entspricht der konzentrationsabhéngigen Wahrscheinlichkeit,
dafs sich ein Partikel innerhalb des effektiven konfokalen Volumens Vg nach einer Zeit-
spanne 7 immer noch innerhalb des Volumens befindet. Fiir ein Ensemble von Partikeln,
die sich mit idealer Braunschen Diffusion (r?) = 4D;t innerhalb eines gaufschen Detekti-
onsvolumen Vg bewegen, 14t sich Gleichung [7.1| exakt l6sen [16]:

T 1 1 1
G =14+ |1+ F; - = i 7.2
¢ X e TTJ)NZ’JWDJW 2
TT,]

Hier ist F}; die durchschnittliche Anzahl der im Triplettzustand angeregten Molekiile,
7r; ist die Triplettabfallzeit und p; der von der Emissionsstirke abhéngige Bruchteil [74]
der Partikel, die mit der durchschnittlichen Diffusionszeit 7p; durch den Fokus mit dem
effektivem Volumen Vg = 7%%w?z, diffundieren. Die Gesamtzahl der Teilchen im Fokus
betrigt N. Der Strukturparameter S = =0/u, entspricht der Geometrie des konfokalen
Volumes mit den Radien der beiden Halbachsen z; und wy.

Der theoretische Verlauf dieser Gleichung ohne Triplettanteil ist in Abbildung[7.2]fiir eine
Diffusionszeit von 7p = 20 ps mit durchschnittlichen einem Partikel im Fokus dargestellt
(N =1).

Fiir Partikel kleiner der Fokalweite wy gilt folgende Beziehung zwischen Diffusionszeit

7p und der Diffusionskonstante D:

2
_ Yo

— 7.3
™=, (7.3)

Mit der Stokes-Einstein Beziehung folgt damit fiir den hydrodynamischen Radius Ry:

2 kT
© 3wl

H TD,i (7.4)
Hier ist 1" die Temperatur kp die Boltzmannkonstante und 7 die Viskositit des Lo-

sungsmittels. Fiir grofsere Partikel mit Ry > wy muf eine Korrektur angewendet werden
[74]

:w§+R%,

i 75
D, AD (7.5)
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Abbildung 7.2.: Theoretischer Verlauf der Fluoreszenzautokorrelationskurve ohne Triplet-
tanteil fiir 7p = 20ps und N = 1.

Experimentelle Durchfithrung

Die FCS Messungen wurden mit dem konfokalen Mikroskop Confocor 2 (Zeiss, Jena) mit
einem Wasser-Immersionsobjektiv (Zeiss C-Apochromat 40x/1,2 W corr) durchgefiihrt.
Die Probe wurde mit einem 488 nm Argon Laser angeregt und die Emission im Bereich
zwischen 505 und 550 nm mit einer Avalanche Photodiode detektiert. Als Probenbehélter
dienten die achtfach unterteilten LabTek IT Kammern (Nunc, Wiesbaden).

Zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius Ry muf nach Gleichungen und
der fokale Radius wy separat gemessen werden. Hier wurde Rhodamin 6G (Supelco, Belle-
fonte) mit der bekannten Diffusionskonstante D = 2,8-107m?s~! |36] als Kalibrations-
standard verwendet.

Das Confocor 2 ist zusitzlich mit einem Laser Scanning Modul ausgestattet, mit dem
Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen durchgefithrt werden koénnen. Dafiir wird der Fokus
durch ein motorisiertes Spiegelsystem durch den Probenraum bewegt und das Fluores-

zenzsignal ortsabhingig gemessen. Daraus erstellt der Computer ein zwei- oder dreidimen-
sionales Abbild der Probe.
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7.3. Ergebnisse

7.3.1. Auswahl des geeigneten Tensids

Die erste Fragestellung war ein Tensid zu finden, um das hydrophobe Dendrimers in wéfs-
riger Losung iiberzufiihren. Ein geeignetes Tensid soll das Dendrimer 16sen konnen, ohne
dak eine Vielzahl Dendrimere untereinander aggregieren. Es wurden eine Reihe kommerzi-
ell erhéltlicher ionischer, anionischer und zwitterionischer Tenside und Co-Tenside auf ihre
Eignung untersucht. Tabelle in Anhang gibt einen Uberblick iiber die verwendeten
Stoffe. Die Proben wurden wie in Kapitel beschrieben préapariert.

Die Zugabe der Co-Tenside Ethanol, Phenol und Benzaldehyd zu einer Dendrimerlésung
erzeugten einen bereits mit blofsem Auge erkennbaren Niederschlag. Dies war ebenso fiir
das Tensid CHAPS der Fall. Die negativ bzw. positiv geladenen Tenside SDS und DDAB
haben nahezu dieselbe Kettenlédnge. Beide Tenside erzeugten eine mit dem Auge homogene
Losung, mit dem Fluoreszenzmikroskop waren allerdings Aggregate in der Grofse von etwas
20 pm zu erkennen. Diese Aggregate konnten weder durch intensives schiitteln noch durch
Ultraschall aufgelost werden. Die nichtionischen Tenside Tween 20 und Tween 60 ergaben
mit blofem Auge die vielversprechendsten Ergebnisse. Insbesondere zeigten Mikroskopie-
aufnahmen der Dendrimer/Tween 20 Mischung eine homogene Lisung (siehe Abb. [7.3h).
Dies konnte dadurch erklidrt werden, dafs dessen flexible hydrophobe Ketten die optima-
le Lange haben, um sich in die hydrophoben Taschen des Dendrimers einzupassen. Alle
weiteren Untersuchungen wurden daher mit Tween 20 durchgefiihrt.

7.3.2. Abhdngigkeit des Loslichkeit von der Tensidkonzentration

20 um

Abbildung 7.3.: Fluoreszenzmikroskopiebilder — der  Dendrimerlosung  (Konzentrati-
on des Dendrimers ¢ = 50nM) mit fallendem Tensidgehalts. Das
Tween 20/Dendrimer Verhéltnis betrdgt (a) 11600, (b) 2910, und (c) 580.

Um die kritische mizellare Konzentration (CMC) von Tween 20 zu untersuchen, wurde
ein Titrationsexperiment mit einer konstanten Konzentration des Dendrimers (50 nM) und
variierender Konzentrationen von Tween 20 (von 1,45-107° bis 1,8 - 1073 M) durchgefiihrt.
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Abbildung zeigt drei mittels LSM aufgenommene Fluoreszenzmikroskopiebilder des in
Puffer B gelésten Dendrimers. Bei einer Tensidkonzentration von 5,8 -10~* M konnte keine
Aggregation beobachtet werden (Abb. [7.3h), das LSM zeigt eine homogene Losung. An
diesem Punkt war die Konzentration von Tween 20 hoher als dessen CMC, was ein Hinweis
darauf ist, daf sowohl Tween 20 alleine, als auch Komplexe aus Dendrimer und Tween 20
in der Losung existieren. Eine Verringerung der Tensidkonzentration von 1,45-107% auf
1,45-107° M erhohte dramatisch die Menge und GroRe der Aggregate (Abb. und c).
Die Aufnahmen zeigen, daf Aggregate bis zu einer Grofe von 20 pm vorlagen.

10° 10° 10" 10°

Abbildung 7.4.: Fluoreszenzautokorrelation G (7) der Partikel bei verschiedenen Tween 20
Konzentration (A) 2,9-1075M, () 1,45-107° M, (0) 8,75-107° M, (V)
8,8-107*M und (O) 1,8-1072 M. Die durchgezogenen Linien entsprechen
Anpassungen mit zwei diffusiven Anteilen. Zur besseren Darstellung be-
sitzt jede Kurve ein Offset von 10 % zur nichsten.

Im weiteren wurde die FCS Methode verwendet, um Komplexe oder Aggregate unterhalb
der Auflosungsgrenze des LSM festzustellen und zu charakterisieren. Abbildung zeigt
die experimentell bestimmte Korrelationsfunktion G (1) fiir fiinf verschiedene Tween 20
Konzentrationen 2,9-107¢M, 1,45-107°M, 8,75-107°M, 8,8-10"*M und 1,8-1073 M.
Mit sinkender Tween 20 Konzentration steigt die Amplitude der Fluoreszenzautokorrelati-
onsfunktion G (7 — 0) an. Diese ist umgekehrt proportional zur Teilchenzahl N der detek-
tierten Partikel im Fokus, so dafs dies ein deutlicher Hinweis darauf ist, daf die Dendrimere
mit sinkender Tensidkonzentration untereinander aggregieren. Neben dem vorherrschenden
Abfall bei etwas 7p = 200 ps erkennt man auferdem das Aufkommen einer weiteren diffusi-
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ven Komponente mit 7p = 10° ps. Da die Diffusionszeit 7p mit der Partikelgrofe korreliert,
wird angenommen, daf diese langsamere diffusive Komponente von den entstehenden Ag-
gregaten verursacht wird.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die FCS Daten mit einem Zweikomponentenmodell
angepakt. Abbildung zeigt die daraus ermittelten Diffusionszeiten fiir die unterschied-
lichen Tween 20 Konzentrationen.
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Tween Konzentration [mol]
Abbildung 7.5.: Diffusionszeiten in Abhéngigkeit der Tween 20 Konzentration: (O) lang-

samer Anteil, (OJ) schneller Anteil. Bei Konzentrationen grofer als
1,7-107* M dominiert der schnellere Anteil mit einer durchschnittlichen

Diffusionszeit von 7p = 168us die Autokorrelationsfunktion zu nahezu
100 %. Unterhalb der Ubergangskonzentration iiberwiegt die langsamere
Population.

Wie zuvor erwahnt, ergeben die Anpassungen zwei unterschiedliche Populationen mit
einer schnellen und einer langsamen diffusiven Komponente. Abbildung zeigt, dak die
schnelle Komponente eine konstante Diffusionszeit von 7p, = 168 ps iiber den gesamten
Konzentrationsbereich aufweist. Diese Diffusionszeit korrespondiert iiber Gleichung[7.4] mit
einem hydrodynamischen Radius von Ry = 7,1 nm.

Bei Tween 20 Konzentrationen iiber 1,7-10"% M, zeigt die langsamere Komponente eine
Diffusionszeit von 7p = 2470ps, die einem hydrodynamischen Radius von Ry = 80nm
entspricht. Der Einfluf beider Komponenten auf die Korrelationsfunktion ist abhéngig von
der Emmisionsstirke der Partikel [74], die ndherungsweise zur Zahl der gebundenen Den-
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drimere und damit wieder zum Volumen der Partikel proportional ist. Aus den jeweiligen
Fraktionen beider Populationen in diesem Konzentrationsbereich kann man ein Verhéltnis
zwischen langsamen und schnellen Komponenten von etwa 6- 107 schliefen.

Bei Tensidkonzentrationen unterhalb von 1,7-10"*M divergiert die Diffusionszeit der
langsameren Komponente, die Aggregaten mit einem hydrodynamischen Radius von Ry =
80nm und hoéher entsprechen. Die Diffusionszeit der schnelleren Komponente bleibt be-
stehen. Daraus kann man schliefsen, daft auch bei aggregierenden Partikeln eine stabile
Fraktion der schnelleren Komponente vorhanden ist.

Diese Ergebnisse kann folgendermafen erklart werden: Die schnellen Diffusionszeiten
werden von Tensid /Dendrimer-Komplexen verursacht, wihrend die langsamere Zeit von ag-
gregierten Komplexen stammen. Die experimentellen Ergebnisse konnen dann durch einen
Ubergang von aggregierten zu nichtaggregierten Komplexen erkliart werden. Dieser Uber-
gang findet bei einer Tensidkonzentration von 1,7-10*M statt und fiihrt damit zu einem
molaren Verhiltnis zwischen Tensid und Dendrimer von 3400. Bei niedrigeren Tween 20
Konzentrationen sind die Tenside nicht in der Lage, die Dendrimere komplett in wafrigem
Medium zu 16sen und es entstehen Aggregate

7.3.3. Abhangigkeit von der Dendrimerkonzentration

Die vorhergehenden Ergebnisse wurden fiir unterschiedliche Tensidkonzentrationen erhal-
ten. Um das Aggregationsverhalten der Dendrimer zu verstehen, ist es weiterhin wichtig,
die Abhéangigkeit der Konzentration der Aggregate von unterschiedlichen Konzentrationen
des Dendrimers zu untersuchen. Dies zielt besonders auf zukiinftige Anwendungen hin, bei
denen durch die Messung der Dendrimerkonzentration Aussagen iiber die damit markierte
Probe erhalten werden sollen.

Fiir dieses Experiment wurde eine Stammlosung mit einem Verhéaltnis zwischen Tensid
zu Dendrimer von 5800 verwendet. Damit befindet man sich unmittelbar oberhalb des
fiir 50nM beobachteten Ubergangs. Diese Losung wurde mit Puffer C verdiinnt, um so
verschiedene Konzentrationen der Dendrimere zu erhalten. Abbildung zeigt die Fluo-
reszenzkorrelationskurven fiir unterschiedliche Dendrimerkonzentrationen.

Mit sinkender Dendrimerkonzentration steigt wie erwartet die Amplitude der Fluores-
zenzautokorrelationsfunktion G (7 — 0) an. Die Kurvenform &ndert sich jedoch nicht, die
Diffusionszeit scheint fiir alle Kurven identisch zu sein und es kann kein Hinweis fiir eine
etwaige Aggregation der Komplexe gefunden werden.

Abbildung zeigt die aus den Anpassungen gewonnene Partikelzahl N abhingig von
der Konzentration der Dendrimere. In einer Region zwischen 10nM und 10 pM nimmt die
Partikelzahl N linear mit der Konzentration der Dendrimere zu. Dieses Verhalten kann
damit erkldart werden, daf sich die Anzahl Dendrimere pro Mizelle iiber den gesamten
linearen Konzentrationsbereich nicht dndert. Fiir Konzentrationen unterhalb 10 nM beginnt
das Hintergrundrauschen zu dominieren und die Kurve weicht von dem idealen linearen
Verhalten ab.
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Abbildung 7.6.: Autokorrelationskurven in Abh#ngig von der Konzentration des Dendri-
mers. Die Daten stammen von Losungen mit einer Dendrimerkonzentrati-
on von 5, 10, 50, 100 und 500 nM (von oben nach unten).

7.4. SchluRfolgerung

Es wurde die Loslichkeit eines hydrophoben Polyphenylen-Chromophor-Dendrimers mit
drei fluoreszierenden Gruppen und eines bioaktiven Biotinankers bestimmt. Die Nutzung
dieses Dendrimers als Fluoreszenzmarker fiir biologische Anwendungen benétigt eine aus-
reichende Loslichkeit in wéfrigen Losungen. Diese wurde durch Komplexierung mit dem
Tensid Tween 20 erreicht, welches mit dem Dendrimer einen supramolekularen Komplex
bildet, wie es in Abbildung [7.9] skizziert ist.

Aus FCS Messungen bei einer Dendrimerkonzentration von 50nM in verschiedenen
Puffern ergeben sich zwei Diffusionszeiten. Fiir die schnellere Komponente liegt diese
bei 168 1s und bleibt fiir alle Tensidkonzentrationen konstant, bei Konzentrationen iiber
1,7-107* M iiberwiegt dieser Anteil (siche Abbildung . Der hydrodynamische Radius
Ry der Tensid/Dendrimer-Komplexe kann indirekt {iber die Diffusionszeit berechnet wer-
den. Nach Gleichung ergibt sich so ein Wert von Ry = 7, 1nm. Hier nicht dargestellte
molekularmechnische Berechnungen [38] ergeben einen Radius des Dendrimers von 2,9 nm
und eine Kettenldnge des Tween 20 Tensids von 3,9 nm. Daher kann bei 7, 1 nm Radius der
Mizellen nur ein einziges Dendrimer pro Mizellen vorliegen. Anhand dieser experimentellen
Werte kann man ableiten, dafs sich die Tenside teilweise in die hydrophoben Taschen des
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Abbildung 7.7.: Teilchendichte (N/V.g) in Abhéngig von der Konzentration des Dendri-
mers im Puffer C. Die gestrichelte Linie mit einer Steigung 1 entspricht
einen direkten Proportionalitit zwischen Konzentration der Dendrimere
und der gemessenen Teilchendichte.

Dendrimers einbauen. In Abbildung wird diese dendritische Mizelle skizziert und eine
mogliche Anordnungen der Molekiile gezeigt.

Die hier behandelten Tensid/Dendrimer-Komplexe wurden als hocheffiziente Fluores-
zenzfarbstoffe fiir quantitative Fluoreszenztechniken in wéfrigen Losungen entwickelt. Ins-
besondere wiirde ihr Anwendungsgebiet auf Einzelmolekiilmessungen abzielen. Thre prinzi-
pielle Eignung als Markierungsstoff wurde bereits demonstriert [38], indem mit den Dendri-
meren Streptavidin beschichteten Kugeln spezifisch markiert wurden. Es wurde noch nicht
gezeigt, dak damit eine erhohte Sensitivitdt und eine Verringerung des Detektionslimits
von Proben erreicht werden kann.
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Abbildung 7.8.: Dreidimensionales Modell des Dendrimer und des Tensids

Abbildung 7.9.: Schematische Darstellung des Tensid /Dendrimer-Komplexes



102 7. Tensid/Dendrimer-Komplexe
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A.1l. Transmission und Hintergrundkorrektur

Jedes Streusignal setzt sich aus unterschiedlichen Anteilen zusammen. Zu den wichtigsten
Beitragen gehoren das Streusignal der Probenkammer und des Losungsmittel. Andere Ein-
fliilsse wie inkohérente Streuung der Probe oder eine externe Hintergrundstrahlung sind
auch vorhanden, liefern aber in der Rontgenkleinwinkelstreuung nur einen unbedeutenden
Anteil und werden iiblicherweise vernachlassigt. Zur korrekten Analyse des Signals der Pro-
be miissen diese anderen Anteile abgezogen werden. Hierbei ist besonders zu beachten, daf
die jeweilige Absorption in den unterschiedlichen Teilen der Probenumgebung beriicksich-
tigt wird, da insbesondere die Ergebnisse einer Formfaktoranalyse dadurch stark verfalscht
werden koénnen.

Zur Subtraktion der verschiedenen Anteile mufs die Abschwéchung des Signals in den
verschiedenen Medien beriicksichtigt werden. Eine Probe der Dicke d mit der energieab-
hiangigen Abschwéchlinge [ schwicht einen einfallende Strahlung der Intensitdt I, nach
dem Lambertschen Gesetz ab, so dafs fiir die transmittierte Strahlung I, gilt:

I, = Ie ! (A1)

Das Verhéltnis T' = [,/ I .bezeichnet man als Transmission und wird ermittelt, indem die
Abschwéchung des ungestreuten Strahles (also fiir ¢ — 0) durch die Probe bestimmt wird.

Optimal fiir Messung sind Proben, die ausreichend dick sind, um geniigend Streusignal
zu erzeugen, aber nicht zu dick, damit dieses Signal nicht wieder in der Probe abgeschwicht
wird. Durch Integration dieses Wechselspiels anhand Gleichung ergibt sich eine opti-
male Dicke gleich der Abschwéchldnge.

Gesucht ist die Streuintensitit Ip, welche nur von der Probe und nicht von Kammer und
Losungsmittel verursacht wird. Dieser Beitrag ist allerdings nicht direkt zugénglich, son-
dern nur die Intensitat I ;- der Probe zusammen mit der Kammelﬂ Hier kennzeichnet der
Stern (*) einen direkt gemessenen Wert. Zur Berechnung der Probenintensitit /p wird der
Beitrag der Kammer ohne Probe I} von der Gesamtintensitét I, abgezogen, wobei noch
die jeweiligen Transmissionen der Probe T» und der Kammer 7% beriicksichtigt werden.
Zusatzlich muf von jedem Beitrag der externe Untergrund I;; wie Hintergrundstrahlung,
Elektronenrauschen, Reste des direkten Strahls und Luftstreuung abgezogen werden.

Ip = II*D-&-K - [;} ];( — ]?} (AQ)

(TpTk)" Ty

'In dieser Arbeit wurde auch der Beitrag des Losungsmittels zum Streusignal der Kammer gerechnet.
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A.2. Technische Daten der Rontgenkleinwinkelanlage

Leistung [W] 30
Wellenlinge [A] 0,71
Energie [keV] 17,5
q-Bereich (SAXS und WAXS) [nm~!] 0,2-40
Fluk [Photonen /s 7-10°
Typische Auflésung (27/qmin) [nm| 31

Halbwertsbreite des direkten Strahl am Detektor [mm]| | 2,5
Halbwertsbreite des direkten Strahl an der Probe [mm]| | 0,75

10 % Breite des direkten Strahl am Detektor [mm)] 14
10 % Breite des direkten Strahl an der Probe [mm] 3,9
Strahldivergenz [Bogensekunden]|
aus 10 % Breite 4.4
aus Halbwertsbreite 2,6
aus 90 % Breite 1,1
Hintergrundsstreuquerschnitt [cm™!|
bei ¢ = 0,2nm 0,11
bei ¢ = 1nm 0,012

bei ¢ = 5nm 0,011
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A.3. Molekulare Einschrankung

In diesem Anhang werden die physikalischen Einschrinkungen fiir die moglichen Elektro-
nendichtemodelle der Lipid/DNA-Komplexe in Alkan erklért.

DNA Aus der Basenverteilung der A Phagen DNA erhilt man eine 50/50 Verteilung
der Basenpaare AT und GC. Bei einem bekannten Molekulargewicht von 660 g/mol ergibt
dies eine durchschnittliche Anzahl der Elektronen pro Basenpaar von 322, d.h. bei einem
Basenpaarabstand von 0,332 nm eine relative Elektronenanzahl von 970 ¢ /nm?. Nach Ca-
stelletto et al. [5] ist der Gyrationsradius Re = 7,91 A, daraus folgt eine Elektronendichte
von 623 ¢ /nm. Im Modell wurde ein sigmodiales Elektronendichteprofil (siche Anhang[A.4)
verwendet, das diesen Gyrationsradius und Elektronenanzahl erzeugt.

Hydrationsschicht Das molekulare Volumen von fliissigen HyO bei Raumtemperatur
ist 34 A3 bei einer Elektronenanzahl von 10, dies entspricht einer Elektronendichte von
338 ¢ /nm”.

Lipide Aus den unterschiedlichen Lipidmischungen von DOPE/DOTAP folgen unter-
schiedliche Volumen und Elektronendichten fiir den Bereich der Kopfgruppen. Die unten
abgeleiteten Werte wurden nur als Richtwerte angenommen, da sie aufgrund unterschied-
licher Packung und eingelagerten Wasser bzw. Alkanmolekiilen variieren kann. Die Al-
kylketten werden davon allerdings nicht beeinfluft, da diese denselben Kontrast wie das
umgebende Alkan aufweisen.

DOPE Die Kopfe (C7H;,NOgP) besitzen 140 Elektronen bei einem Volumen von 312 A3 [7].
Dies ergibt eine Elektronendichte von 450 e /nm®. Die Fliche betriigt 50 A2 [7, [10].
Daraus folgt eine Dicke von 6,2 A.

DOTAP Die Kopfe (CgHgNO,) besitzen 95 Elektronen bei einer Oberfliche von 70 A2 [29].
Die Lénge entspricht nach Molekularmodellen etwa die Halfte der von DOPE | also
3,1 A. Dies ergibt ein Volumen von 217 A® und eine Elektronendichte von 438 ¢/ nm”.

Ketten Beide Lipidsorten habe dieselben Alkylketten, so daf man hier nicht unterschei-
den braucht. Die chemische Formel ist Cs;Hgg, dem entspricht eine Elektronenzahl
von 270. Das Volumen wird mit der Formel V = 2. (27,4 4 26,9n) A3 = 969, 4 A3
abgeschitzt, die maximale Linge mit L = 2. (27,44 26,9n) A = 22,9 A [77]. Der
Parameter n ist hierbei die Anzahl der Kohlenstoffatome. Aus diesen Angabe folgt
eine Elektronendichte von 279 ¢/ nm®. Tm geschmolzenen Zustand ist die Lénge iibli-
cherweise 80 % der Gesamtlinge, daher folgt eine Fliche von 42,3 A% im gestreckten
Zustand und von 52,9 Abei 80 % der Lénge.
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Tabelle A.1.: Einschrankungen der Anpassungsparameter fiir das zylindrische Modell

‘ Parameter Einschrankung ‘ Werte
Offset keine
Amplitude keine
DNA
Radius dp Die Werte wurden gewihlt, so dak der Gyrations- | 0,55 nm
Elektronendichte pp | radius im Wasser gleich Re = 7,91 A und die 623¢e/ nm’
Abfallbreite bp Elektronenanzahl gleich 970 ¢ /nm ist 0,25 nm
Wasserschicht
Dicke dy 0 bis 3
Elektronendichte pp 338 ¢ /nm’
Polydispersitit z 0 bis 2
Kopfgruppen
Dicke dy 0 bis 1

Elektronendichte py

338 bis 1000 ¢ /nm”

Abfallbreite by

Willkiirlich. Zu scharfer Abfall kann eine
zu hohe Elektronendichten verursachen

0,183 nm

Hintergrunddichte

fiir Oktan, Dekan, Dodekan

221, 253, 259 ¢ /nm”

Teilchendichte n

minimal, wir gleich Null gesetzt, falls mog-
lich

0 bis 1

LSésungsmittel

Dodekan (Cj5Hsg) hat eine Dichte von 0,749 g/cm? und ein Molekulargewicht von 170,4 g/mol.
Die Anzahl der Elektronen ist 98, daraus folgt ein Volumen von 377,8 A3 und eine
Elektronendichte von 259 e /nm®.

Dodekan (C;oHsy) hat eine Dichte von 0,730 g/cm? und ein Molekulargewicht von 142,28 g /mol.
Die Anzahl der Elektronen ist 82, daraus folgt ein Volumen von 323,7A3 und eine
Elektronendichte von 253 e /nm®.

Oktan (CgH;g) hat eine Dichte von 0,699 g/cm? und ein Molekulargewicht, von 114,23 g /mol.
Die Anzahl der Elektronen ist 66, daraus folgt ein Volumen von 271,4 A3 und eine
Elektronendichte von 221 e /nm®.
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A.4. Berechnung der Elektronendichteprofile

Zur einfacheren Modellierung der Elektronendichteprofile wurden diese durch einen sig-
moidalen Verlauf berechnet. Die Komplette Kurve wurde dabei abschnittsweise durch die
Addition verschiedener Sigmoide 1/ (1 + exp (¥2%)) zusammengesetzt. Die vom Radius
abhingige Elektronendichte ist dann:

1
P (T) = (PDNA - pWasser) oA
1+ exp (_—bDNA )
1
+ (pLipid - pWasser) R (AS)
14 exp < - )
1
- (pLipid - pAIkan) + PWasser
1 +exp (TbLA ’”)
Lipid

Hier ist ppna die Elektronendichten der DNA, pwagser die des Wassers, pripiq die der Li-
pidkopfgruppen und papan die des Alkans. rpna ist die Ubergangsposition zwischen DNA
und Wasser, rwy, zwischen Wasser und Lipidkopf und rp, zwischen Lipidkopf und Alkyl-
ketten bzw. Alkan. apna ist die Abfallbreiten der Grenze der DNA und appiq der Grenzen
der Lipidkopfe.

Die Elektronendichten der einzelnen Komponenten sind:

Lipid
1 1
pu (1) = (pripid) S (PLipia) - (A.4)
1 + eXp ( bLlpld > 1 + eXp ( bLlpld )
DNA )
pp (1) = (ppNa) — (A.5)
1+ exp ( - )
Wasser
1
Pw (T) - - (pWasser) oNAT
1+exp (_—bDNA )
1
- (pWasser) Lt + PWasser (A6)
1+ exp ( b )
Alkan
1
PAlkan (7“) = (PAlkan) (A-7)

1+ exp (TLA T)

bLlpld
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In den Ergebnissen (Kapitel @ wurde nicht der Parametern pr;piq angegeben, sondern der
Maximalwert der Elektronendichteverteilung py = py ((rpa + rwi) /2).

Fehlerrechnung

Die Bestimmung der molekularen Zusammensetzung setzt eine Integration der Sigmoide
in Zylinder- und Kugelkoordinaten voraus. Diese Integrale sind nicht allgemein analytisch
16sbar und wurden numerisch berechnet. In dieser Arbeit wurde aus dem Elektronendichte-
profil weitere Erkenntnisse wie zum Beispiel das Volumen der Wasserschicht oder die Fliche
der Lipidkopfgruppen berechnet. Um fiir diese Werte einen Fehler angeben zu konnen ist ei-
ne gaufische Fehlerfortpflanzung nicht moglich. Um dennoch einen Fehler angeben zu konne
wurde er iiber einen Monte Carlo Algorithmus bestimmt. Die einzelnen Anpassungspara-
meter wurden in Zufallsgrofen mit der jeweiligen Standardabweichung tibergefiihrt und die
jeweiligen Elektronendichten abhédngig von diesen Zufallsgrofen jeweils 1000mal berechnet.
Daraus wurden dann der Durchschnittswert und die Standardabweichung bestimmt.
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A.5. Physikalische Daten der Materialien

A.5.1. Losungsmittel
Alkane

n-Alkane sind unverzweigte Kohlenwasserstoffe der Strukturformel C,Hs, 5. Sie wurden
von Sigma-Aldrich (Miinchen) in Purum Qualitét (> 98%) bezogen und ohne weitere Rei-
nigung verwendet. In dieser Arbeit wurden die Alkane Oktan (CgHig), Dekan (CioHao)
und Dodekan (CioHgg) verwendet, die sich dadurch auszeichnen, im Temperaturbereich
zwischen 0 °C und 100 °C in fluider Form vorzuliegen.

Dimethylformamid (DMF)
DMF (HCON (CHj),) wurde als organisches Losungsmittel fiir die Dendrimere verwendet.

Wassrige Losungen

Alle wissrigen Losungen wurden mit doppeldeionisiertem Wasser mit einem spezifischen
Widerstand von 18,2 MQcm™! aus einer Milli-Q Anlage (Millipore, Schwalbach) erzeugt.
Dieses wurde fiir die Lipid/DNA-Komplexe direkt verwendet. Die Tensid /Dendrimer-Kom-
plexe wurden mit verschiedenen Puffern préapariert:

PBS aus 0,14 M NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO, bei pH=7,4

Puffer A aus 20mM TrisCl, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,01 % Tween 207 0,1 mg/mL
BSA bei pH=7,5

Puffer B aus 10 mM TrisCl, 150 mM NaCl bei pH=7,3
Puffer C aus 20mM TrisCl, 150 mM NaCl, 5mM EDTA bei pH=7,5

Table A.2.: Phyikalische Daten der Losungsmittel [34] bei 20°C, Kompressibilitiat und
Viskositit bei 25°C

Losungsmittel | (Mol.gew.) | msgonm | Schmelzp. | Siedep. | Dichte | Kompres. | Viskositét
£ [°C| [°C] (k2] | [107°Pa™!] | [mPas]
Wasser (H20) 18,015 1,33336 0 100 997 4,524 4,524
Oktan(CgHg) 114,23 1,3974 -96,8 125,6 699 12,82 0,508
Dekan(Crollas) | 142,28 | 1,4102 | 20,7 | 174,1 | 730 10,94 0,838
Dodekan(CyoHagg) 170,34 1,4216 -9,6 216,3 749 9,88 1,383

2Gewichtsprozent




110

A. Anhang

A.5.2. Lipide und Tenside

DOPE (C4;H7sNOgP)
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin
Molekulargewicht 744,05

Hauptiibergangstemperatur: -18

DOTAP (Cy4HgNO,Cl)

1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan

Molekulargewicht: 698,55

Tabelle A.3.: Verwendete Tenside und Co-Tenside [58, (9]

Tenside/ Struktur M CMC
Co-Tenside |g/mol] [M]
SDS H30(CH2)11SOZN&+ 288 87410—3
DDAB Didodecyldimethylammoniumbromid | 463 /
CHAPS C3oH55N,O7S 615 4,2.1073-6,3-1073
Tween 20 CssH 114096 1228 5,9-107°
Tween 60 CeaH 1260496 310 107
Ethanol CQH5OH 46 /
Phenol C(;H5OH 94 /
Benzaldehyd C7;HgO 106 /
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A.6. Abkiirzungs- und Symbolverzeichnis

Abkiirzungen
Abkiirzung | Bezeichnung
FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
LSM Laser Scanning Microscopy
SAXS Small Angle X-Ray Scattering
CMC Critical Micelle Concentration

Symbole aus dem Bereich Rontgenkleinwinkelstreuung an
zylinderartigen Mizellen

Symbol | Bezeichnung

bp Abfallbreiten der Grenze der DNA [nm)|

b Abfallbreiten der Grenzen der Lipidképfe [nm)]

dp Radius der DNA [nm]

dyy Dicke bzw. Radius der Wasserschicht [nm)|

dy Breite Kopfgruppe [nm]|

oD Elektronendichten der DNA [e/nm?]

oW Elektronendichten des Wassers [e”/nm?]

PH Elektronendichten der Lipidkopfgruppen [e”/nm?]

P Alkan Elektronendichten des Alkans [e”/nm?]

n Teilchenkonzentration - Einfluls des Strukturfaktors
z Polydispersitét

R¢ Gyrationsradius [nm)]

Re Gyrationsradius des Querschnitts [nm]

N,- Elektronenanzahl

Ny Anzahl Lipidmolekiile

Ny Anzahl Wasserermolekiile

F Anteil der zylindrischer Mizellen [%)]

2 Chi-Quadrat, Giite der Anpassung

o DOPE Anteil an der Gesamtlipidmenge |Gewichts-%)|
PpNa ¢ auf das an die DNA gebundene Lipid bezogen |Gewichts-%]

Symbole aus dem Bereich Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie an
Tensid /Dendrimer-Komplexen

Symbol | Bezeichnung

D Diffusionskonstante
™ Diffusionszeit
N Teilchenzahl im Fokus

Ry hydrodynamischer Radius
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