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Die Wahrscheinlichkeit im Leben von Arthrose betroffen zu werden liegt in Deutschland
bei etwa 20 %. Der Krankheit zugrunde liegt eine degenerative Verdnderung an den
Gelenken, bei der die den Knorpel bedeckenden Lipidschichten sowie der Knorpel selbst
abgebaut und der darunterliegende Knochen freigelegt wird. Die Behandlung umfasst
bislang vor allem schmerzlindernde Therapien und Krankengymnastik zur Erhaltung der
Mobilitit. Eine langfristige Losung stellt nur ein kiinstlicher Gelenkersatz (Endoprothese)
dar, welcher jedoch durch eine Operation eingesetzt und nach etwa 10 bis 15 Jahren
ausgetauscht werden muss.

Seit den 90er Jahren gibt es die Behandlungsmethode der Viskosupplementation. Dieser
nicht-operative Eingriff verspricht den Erhalt des eigenen natiirlichen Gelenks bei
gleichzeitiger Riickgewinnung dessen Funktionalitét. Er basiert auf Studien an Gelenken,
welche zeigten, dass das Volumen der Synovialfliissigkeit bei Erkrankung zu, die
Konzentration und das Molekulargewicht (MW) der darin enthaltenen Hyaluronsdure
jedoch abnimmt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch oberflichenaktive
Phospholipide (PL) neben der HS eine grof3e Rolle in der Gelenkschmierung spielen. Auf
diesen Erkenntnissen aufbauend erfolgt bei der Viskosupplementation eine intraartikulére
Injektion von Hyaluronsdure (HS) oder Mischungen aus HS und PL. Die Wirksamkeit der
Methode ist jedoch umstritten.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels eines einfachen Modellsystems die
Wechselwirkungen der Hauptkomponenten in einem Gelenk zu untersuchen und zu
priifen, welche Auswirkungen HS und polymere Ersatzstoffe auf PL-Schichten haben,
welche den Knorpel bedecken. Simultane /n-sifu-Neutronenreflexions (NR)- und Infrarot
(IR)-Messungen am Messinstrument BioRef des Helmholtz-Zentrum-Berlins (HZB)
sollten Einblick in die innere Struktur und Phasenzustdnde der Lipidschichten geben. Die
Entwicklung einer passgenauen Scherzelle ermoglichte Scherung in Gelenken zu
simulieren und Information iiber die Stabilitit der Systeme zu gewinnen. Weitere
systematische Untersuchungen zur Erforschung der Natur der Wechselwirkungen
zwischen PLs und HS bzw. polymeren Ersatzstoffen erfolgten mittels ellipsometrischer
Messungen.

Fiir die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen PLs und Polyelektrolyt (PE)- bzw.
HS-Losungen wurden in ersten Experimenten verschiedene Parameter der Losungen
verdndert. Variiert wurden die Ladung, das Molekulargewicht und die Konzentration der
PEs bzw. der HS, die Konzentration und Art zugesetzter Salze und der pH-Wert. Hierzu
wurden die mit Lipid-Oligolagen beschichteten Silicium-Substrate zunéchst als Referenz
in reinem Wasser inkubiert und gemessen. Nach Erreichen des Gleichgewichtzustandes
wurde das System den oben genannten Verdnderungen ausgesetzt, erneut gemessen und
mit der Referenzmessung verglichen.

Fiir geladene PEs wurde bei niedrigen Konzentrationen eine starke Zunahme der
lamellaren Schichtdicke der Lipide gefunden, die mit zunehmender PE-Konzentration
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wieder abnahm. Ungeladene Polymere induzierten nur geringes Quellen, das mit
steigender PE-Konzentration leicht zunahm. Dies gab Hinweise darauf, dass das starke
Quellverhalten der Lipidschichten auf elektrostatischen Wechselwirkungen basiert.
Angenommen wurde eine selektive Adsorption der PEs an den Lipid-Bilagen, welche fiir
eine elektrostatische Aufladung der Schichten sorgt. Experimente zur Ladungs-
abschirmung durch Salz-Losungen und Anderungen des pH-Werts sowie die
Modellierung von NR-Daten konnten diese Vermutung weiter bestatigen.

Die genaue Lokalisierung der PE- bzw. HS-Molekiile innerhalb der Lipid-Lagen sollte in
dieser Arbeit mittels NR-Messungen ermdoglicht werden. Modellierungen der
Reflektivititsverldufe ergaben fiir Polyallylaminydrochlorid (PAH) mit dem mittleren
MW von 58 kDa einen Einbau in die Kettenbereiche. Mittels geschickter
Kontrastvariationen in den Systemen durch Verwendung von deuterierten Lipiden war
auch ein direkter, nicht auf Modellrechnungen basierender Nachweis des Einbaus von
PAH in das Schichtsystem moglich, so dass eventuelle Fehlerquellen bei der
Modellierung ausgeschlossen werden konnten. Ein solcher Einbau legt eine Verbriickung
der Lipid-Schichten durch HS und PEs nahe, welche zur Ausbildung einer
hydrogelartigen Struktur fiihren kann und moglicherweise den Knorpel schiitzt.

GemidBl den Vorstellungen zur Wirkungsweise der Viskosupplementation konnte eine
Stabilisierung der Lipid-Schichten bei Zugabe von HS bzw. dem polymeren Ersatzstoff
PAH gegeniiber Scherung festgestellt werden. Dabei konnte jedoch nicht die erwartete
MW-Abhiéngigkeit festgestellt werden. HS zeigte einen starkeren Stabilisierungseffekt als
das PAH, allerdings erst bei deutlich ldngeren Inkubationszeiten.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HS und polymere Ersatzstoffe
einen stabilisierenden Effekt auf die Lipid-Bedeckung der Gelenke zeigen, welcher
eventuell zu einer Regenerierung der reibungsarmen Gelenkbewegung fithren kann. Die
Idee der Viskosupplementation scheint grundlegend vielversprechend zu sein und durch
Beriicksichtigung von weiteren Komponenten wie die Proteoglykane oder Knorpel-
beschichtung wird in Zukunft eine wirkungsvolle nicht-operative Behandlung der
Arthrose moglich sein.
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I1.

Abstract

The probability of being affected by osteoarthritis during lifetime is about 20 % in
Germany. The disease originates from a degenerative alteration of joints in which the
lipid layers covering the cartilage and the cartilage itself are depleted, and the underlying
bone is exposed. The treatment mainly includes pain-relieving therapies and
physiotherapy for maintaining mobility. A long-term solution is only an artificial joint
replacement (endoprosthesis) which, however, has to be inserted by surgery and must be
replaced after about 10 to 15 years.

Since the 90s a new treatment called viscosupplementation exists. This non-surgical
procedure promises to preserve one's own natural joint while at the same time recovering
its functionality. It is based on studies on diseased joints, which showed that the volume
of the synovial fluid increases while the concentration and the molecular weight (MW) of
the contained hyaluronic acid (HS) decrease. Further investigations indicate that surface-
active phospholipids (PLs) play an important role in joint lubrication in addition to the
HS. Based on these findings, an intra-articular injection of hyaluronic acid (HS) or
mixtures of HS and PL is used during viscosupplementation. However, the effectiveness
of the method is discussed controversially.

The aim of this work was, therefore, to investigate the interactions of the main
components in a joint by means of a simplified model system, and to examine the impact
of HS and polymeric substitutes on PL layers covering the cartilage. Simultaneous in-situ
neutron reflection (NR) and infrared (IR) measurements at the instrument BioRef at
Helmholtz-Zentrum-Berlin (HZB) should provide insights into the internal structure and
phase behavior of the lipid layers. The development of a custom-fit shear cell allows to
simulate shear in joints and to gain information on the stability of the systems. Further
systematic studies on the nature of interactions between PLs and HS or polymeric
substitutes were carried out by means of ellipsometric measurements.

For the investigation of the interaction between PLs and polyelectrolyte (PE) or HS
solutions, different parameters of the solutions were deliberately changed in the first
experiments. In particular, the charge, the molecular weight and the concentration of the
PEs or the HS, the concentration and type of added salts and the pH were varied. For this
purpose, silicon substrates coated with lipid oligolayers and exposed to water were first
characterized and served as an internal reference. After reaching equilibrium, the system
was subjected to the above-mentioned changes, measured again and compared with the
reference measurement.

For charged PEs, a strong increase in the lamellar layer thickness of the lipids was found
at low concentrations, which decreased with increasing PE concentration. Uncharged
polymers induced only low swelling, which increased slightly with increasing PE
concentration. This indicated that the strong swelling behavior of the lipid layers is based
on electrostatic interactions. It was assumed that the selective adsorption of the PEs on
the lipid bilayers electrostatically charges the layers. Experiments on charge shielding by

VII



Abstract

exposure to salt solutions and changes in pH as well as the modeling of NR data further
confirmed this assumption.

The exact localization of the PE or HS molecules within the lipid layers should be
facilitated by NR measurements. Modeling of the reflectivity curves for polyallylamine
hydrochloride (PAH) with an average MW of 58 kDa showed an integration into the
chain regions. By means of appropriate contrast variation in the systems utilizing
deuterated lipids, a direct, model independent detection of the incorporation of PAH into
the layer system was feasible so that possible sources of error during modeling could be
excluded. Such incorporation suggests bridging of the lipid layers by HS and PEs, which
can lead to the formation of a hydrogel-like structure possibly protecting the cartilage.

In line with the concept of the viscosupplementation, a stabilization of the lipid layers
against shear could be determined upon addition of HS or the polymeric substitute PAH.
However, the expected MW dependency could not be verified. HS showed a stronger
stabilizing effect than the PAH, but only after markedly longer incubation times.

In the present work it was shown that HS and polymeric substitutes show a stabilizing
effect on the lipid coating of the joints, which can possibly lead to a reconstitution of low-
friction joint movement. The idea of viscosupplementation appears to be promising, and
by taking other components such as proteoglycans or -cartilage coatings into
consideration, an effective non-operative treatment of osteoarthritis should be possible in
the future.
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Motivation und Zielsetzung

1. Motivation und Zielsetzung

Die durchschnittliche Lebenserwartung in Deutschland ist in den letzten Jahrzehnten
kontinuierlich gestiegen. Im Jahr 2013 betrug sie 77.7 Jahre fiir die médnnliche und 82.7
Jahre fiir die weibliche Bevélkerung.' Begiinstigende Faktoren sind Friedenszeiten,
hoherer Lebensstandard, bessere Erndhrungslage und auch der medizinische Fortschritt.
Aufgrund der hoheren Lebenserwartung gewinnen altersassoziierte Krankheiten immer
mehr an Bedeutung. Um dem Menschen in hohem Alter einen gewissen Lebensstandard
zu bewahren, welcher sich unter anderem {iiber eine gut erhaltene Gesundheit definiert,
missen wirkungsvolle Behandlungsformen fiir altersbedingte Krankheiten entwickelt
werden.

Eine dieser altersassoziierten Krankheiten stellt die Arthrose dar. Sie bezeichnet eine
degenerative Verdnderung an den Gelenken, bei der die den Knorpel bedeckenden
Lipidschichten sowie der Knorpel selbst abgebaut und der darunterliegende Knochen
freigelegt wird. Eine Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) ergab
eine Lebenszeitprivalenz fiir Arthrose von etwa 20 %.' Die Behandlung umfasst bislang
vor allem schmerzlindernde Therapien und Krankengymnastik zur Erhaltung der
Mobilitit. Eine langfristige Losung stellt nur ein kiinstlicher Gelenkersatz (Endoprothese)
dar, welcher jedoch durch eine Operation eingesetzt werden muss. Neben dem operativen
Risiko belduft sich die Lebensdauer einer Prothese auf etwa 10 bis 15 Jahre, nach welcher
sie auszutauschen ist.

Seit den 90er Jahren gibt es die Behandlungsmethode der Viskosupplementation. Dieser
nicht-operative Eingriff verspricht den Erhalt des eigenen natiirlichen Gelenks bei
gleichzeitiger Riickgewinnung dessen Funktionalitit. Er basiert auf Studien an Gelenken,
welche zeigten, dass das Volumen der Synovialfliissigkeit bei Erkrankung zu, die
Konzentration und das Molekulargewicht (MW) der darin enthaltenen Hyaluronsdure
jedoch abnimmt.** Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch oberflichenaktive
Phospholipide (PL) neben der HS eine groBe Rolle in der Gelenkschmierung spielen.””
Auf diesen Erkenntnissen aufbauend erfolgt bei der Viskosupplementation eine
intraartikuldre Injektion von Hyaluronsiure (HS) oder Mischungen aus HS und PL. Diese
Form der Therapie ist jedoch bis heute umstritten.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels eines einfachen Modellsystems die
Wechselwirkungen der Hauptkomponenten in einem Gelenk zu untersuchen und zu
priifen, welche Auswirkungen HS und polymere Ersatzstoffe auf PL-Schichten haben,
welche den Knorpel bedecken. Im Gegensatz zu anderen Publikationen, welche sich
ebenfalls mit derlei Wechselwirkungen beschiftigen, wurden hier nicht die durch HS-
Zugabe verbesserten Schmiereigenschaften bestimmt, sondern vor allem strukturelle
Verianderungen der Lipidschicht und deren mogliche Stabilisierung in den Vordergrund
geriickt. Simultane /n-situ-Neutronenreflexions (NR)- und Infrarot (IR)-Messungen am
Messinstrument BioRef des Helmholtz-Zentrum-Berlins (HZB) sollten Einblick in die
innere Struktur und Phasenzustdnde der Lipidschichten geben. Die Entwicklung einer
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passgenauen Scherzelle ermoglichte Scherung in Gelenken zu simulieren und Information
iiber die Stabilitdt der Systeme zu gewinnen. Weitere systematische Untersuchungen zur
Erforschung der Natur der Wechselwirkungen zwischen PLs und HS bzw. polymeren
Ersatzstoffen erfolgten mittels ellipsometrischer Messungen. All diese Ergebnisse sollten
spater Argumente fiir oder gegen die Viskosupplementation liefern und die Diskussionen
um die Wirksamkeit der Therapie voranbringen.
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2. Theoretischer Teil

Zum allgemeinen Verstdndnis soll in diesem Abschnitt zunédchst auf die natiirliche
Gelenkbewegung von Sédugetieren eingegangen werden. Es werden der Gelenkautbau und
verschiedene Modelle der Schmierung vorgestellt. Auch soll kurz das Thema
Gelenkerkrankungen besprochen und die flir diese Arbeit ausschlaggebende
Behandlungsform der Viskosupplementation herausgestellt werden. Die fiir das Gelenk-
Modellsystem wichtigen Komponenten werden vorgestellt und es wird auf die bereits
bekannten Wechselwirkungen dieser mit verschiedenen Makromolekiilen und Salzen
eingegangen. Im letzten Teil werden die analytischen Methoden beschrieben.

2.1. Natiirliche Gelenkbewegung

Zur Mobilisierung unserer Knochen benétigen wir neben Muskeln auch eine Verbindung
zwischen den Knochen, welche flexible und reibungsarme Bewegungsvorginge zuldsst.
Solch eine Verbindung zwischen zwei oder mehreren Knochen wird als Gelenk
bezeichnet. In diesem Abschnitt sollen das Gelenk und einige Theorien zur Gelenk-
schmierung vorgestellt werden.

2.1.1. Gelenkautbau

Ein echtes Gelenk setzt sich aus den zwei Knochenenden und dem Gelenkspalt
zusammen. Je nach Gelenkart variieren die Formen der Endflichen. Beim sogenannten
Kugelgelenk beispielsweise sind die Flachen kugelschalendhnlich und der Gelenkkopf ist
in die Gelenkpfanne eingepasst. Diese Art findet sich in Hiift- und Schultergelenken. Die
Endflidchen sind mit einer Knorpelschicht umhiillt und das gesamte Gelenk ist von einer
Gelenkkapsel umgeben, welche einen Hohlraum bildet, der wiederum mit einer Gelenk-
fliissigkeit (Synovialfliissigkeit) gefiillt ist. Diese besteht zu einem groflen Teil aus HS,
dem Protein Aggrecan, Aggregaten aus HS und Aggrecan und dem Protein Lubricin (aus
der Tabelle von Klein® entnommen). Die Knorpelschicht besteht aus Knorpelzellen und
einem Matrixgewebe aus Kollagen und Kohlenhydraten. In ihr ist viel Wasser gebunden
und die Oberfliche ist mit 60 A groBen Poren sehr rau.” Weiterhin ist bekannt, dass die
Knorpelschicht mit PLs bedeckt ist, welche in Form von Oligo- bzw. Multilagen
adsorbiert vorliegen.'”"" Eine schematische Anordnung der Kompartimente innerhalb
eines Gelenks ist in Abb. 2.1 zu sehen. Der Mechanismus des reibungsarmen Ablaufs von
Gelenkbewegungen ist bis heute noch nicht gekldrt, wohl aber ist sicher, dass die
Gelenkfliissigkeit und die Lipide eine grof3e Rolle spielen.
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Abb. 2.1: Skizze eines Scharniergelenks (Ellbogen)'? und schematische Darstellung eines Gelenks. Im
Gelenkspalt befindet sich die Synovialfliissigkeit. Die Knochen sind von einer Knorpelschicht umgeben,
welche wiederum mit einer Lipidschicht bedeckt ist.

2.1.2. Modelle zur Beschreibung der Schmierung in Gelenken

Als Schmierung wird die Reduktion von Reibung und damit von Verschlei3 zwischen
zwei Teilen bezeichnet. In Abhéngigkeit von der Dicke des Schmierfilms wird bei
klassischen Werkstoffen zwischen Flissigfilm- und Grenzflachenschmierung unter-
schieden.” Mit zunehmender Relativgeschwindigkeit brechen Kontaktstellen der Ober-
flichen auf und es erfolgt der Ubergang von der Grenzflichen- zur Fliissigfilm-
schmierung. Letztere tritt auf, wenn der Film dicker als die maximale Hohe der
Oberflichenunebenheiten ist. In solch einem System ist der Reibungskoeffizient' u
abhéngig von der Viskositdt des Schmiermittels # und die Reibungskraft ' kann iiber die
Navier-Stokes Gleichung beschrieben werden:'*

A
Fr=uFy =E77V (2.1)

Fy steht dabei fiir die Normalkraft, welche senkrecht zu den Oberflichen steht. A
bezeichnet die Fliche der Kontaktebenen und 4 den Abstand der beiden Flichen
zueinander. v steht fiir die Geschwindigkeit mit der sie sich gegeneinander bewegen.
Dabei wird von laminarer Strémung ausgegangen, welche fiir diinne Filme vorliegt.
AuBerdem gilt die Gleichung nur fiir Newtonsche Fliissigkeiten, welche von der Scherrate
unabhingiges Viskositdtsverhalten zeigen.

Ein Stribeck-Diagramm zeigt die Abhéngigkeit der Reibungskoeffizienten von der
Geschwindigkeit der gegeneinander reibenden Flichen (s. Abb. 2.2). Bei hoheren
Gleitgeschwindigkeiten liegt die eben vorgestellte Fliissigfilmschmierung (hydro-

" Der Reibungskoeffizient ist ein Maf fiir die Reibungskraft in Abhingigkeit zur Anpresskraft und ist eine
dimensionslose Grofie.



Theoretischer Teil

dynamische Schmierung) vor. Bei Zunahme der Geschwindigkeit steigt die Reibung
linear, da die internen Reibungen des Schmiermittels beriicksichtigt werden miissen.'*

Bei geringer Gleitgeschwindigkeit bricht die hydrodynamische Schmierung zusammen
und an ihre Stelle tritt die Grenzflichenschmierung (s. Abb. 2.2). Die Reibungs-
koeffizienten steigen dabei typischerweise um einen Faktor von 100, trotz allem ist dieser
Wert immer noch geringer als bei Reibung ohne Schmiermittel, da ein molekularer Film
auf den Grenzfldchen fiir Schmierung sorgt. Anstelle der Viskositét ist nun die chemische
Beschaffenheit der Grenzflichen von Bedeutung.'*
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Abb. 2.2: Klassisches Stribeck-Diagramm. Der Reibungskoeffizient u ist in Abhédngigkeit von der

Geschwindigkeit dargestellt.'* Der Wertebereich fiir ein Siugetiergelenk ist gemdB der Literatur
gekennzeichnet.’

Dass dieser Ansatz fiir klassische Werkstoffe nicht gidnzlich auf ein natiirliches Gelenk
iibertragbar ist, zeigt sich am Reibungskoeffizienten, welcher fiir gesunde Gelenke
ermittelt wurde. Bei typischen Geschwindigkeiten kleiner 1 cm/s sollte eine
Grenzflichenschmierung vorliegen, jedoch wurden Koeffizienten zwischen 0.002 und
0.006 gefunden.” Damit sind diese um einen Faktor von 100 geringer als erwartet.
Diskutiert wird, ob es sich bei der Gelenkschmierung trotz der zu geringen
Geschwindigkeit um eine hydrodynamische Schmierung handelt oder ob es ein
Grenzflichenschmiermittel gibt, welches den Koeffizienten drastisch reduzieren kann.’
Denkbar wire es, dass die klassischen Vorstellungen modifiziert werden miissen und so
gibt es mehrere erweiterte Modelle zum Mechanismus der Schmierung in natiirlichen
Gelenken.
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Eine verdnderte Theorie der hydrodynamischen Schmierung liefern McCutchen et al. mit
dem Prinzip der nassen Schmierung (,,weeping lubrication®)."”” Dabei wird wihrend der
Bewegung die Synovialfliissigkeit aus dem Knorpel gepresst und fungiert als Fliissigfilm.

Die Grenzflichenschmierung hingegen wurde von Dowson et al. mit der Theorie der
verstirkten Schmierung (,,boosted lubrication®) erweitert.'® Hierbei wird angenommen,
dass bei Belastung der Gelenke Wasser in den Knorpel gezogen wird, sodass sich die
Konzentration der Schmierstoffe erhoht.

Es sind auch Kombinationen aus Fliissigfilm- und Grenzflichenschmierung denkbar.
Doch {iiber den genauen Mechanismus der Gelenkschmierung ist bisher noch keine
Einigkeit erzielt. Vor allem dariiber, ob es sich um eine Fliissigkeitsschmierung oder eine
Grenzflichenschmierung handelt, wird bislang kontrovers diskutiert.”™'”'® Bekannt ist,
dass das Gelenk eines Sdugetiers auch unter Driicken bis zu mehreren 10 bar und bei
Scherraten bis 107 s eine gute Schmierung mit Reibungskoeffizienten zwischen 0.001
und 0.01 gewihrleisten kann.®

2.1.3. Gelenkerkrankungen und Therapien

Um Riickschliisse auf die Funktionsweise der Schmierung eines Gelenkes zu erhalten,
lohnt es sich Krankheitserscheinungen, bei denen die Gelenkbewegung beeintriachtig ist,
zu betrachten.

Hierzu zdhlen vor allem die entziindliche Gelenkerkrankung Arthritis und die nicht-
entziindliche Arthrose, welche allgemein auf einer degenerativen Verdnderung des
Knorpels beruht. Fiir diese Arbeit interessant ist demnach vor allem die Arthrose, welche
nicht durch eine Entziindung hervorgerufen wird, sondern durch eine grundsitzliche
Anderung im Aufbau des Gelenks entsteht. Die degenerative Veriinderung fiihrt zu einer
Erh6hung der Reibung und damit zu weiterem Abrieb an den Gelenken. In der
Altersgruppe zwischen 55 bis 64 Jahren sind bereits 40 % der ménnlichen und 60 % der
weiblichen Bevolkerung an Arthrose erkrankt.'” Dabei kann jedes Gelenk von Arthrose
betroffen sein, wobei vor allem Finger-, Hand-, Knie- und Hiiftgelenke anfillig sind."
Arthrose kann sowohl symptomlos als auch mit groBen Schmerzen verbunden auftreten.

Bislang kann Arthrose nicht geheilt werden, sondern lediglich therapiert. Dabei
beschrinken sich die durch die Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft
belegten Formen auf die Wirksamkeit von Analgetika, welche lediglich symptomatisch
wirken, und die Funktionsverbesserung und die Verlangsamung der degenerativen
Gelenkverdnderung durch Krankengymnastik oder @hnlichem. Es gibt auch bereits
Hinweise auf eine mogliche Schmerzlinderung durch Akkupunktur.?

Eine Wiederherstellung der schmerzfreien Gelenkbewegung ist jedoch bislang nur durch
operativen Gelenkersatz moglich. Vor allem bei Knie- und Hiiftgelenken kommen solche
Endoprothesen zum Einsatz. Diese Prothesen reichen nicht an die Moglichkeiten eines
gesunden, natiirlichen Gelenks heran. Schon der Aufbau bedingt eine schnelle Abniitzung
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der kiinstlichen Gelenke. Die Gelenkkugel besteht meist aus Edelstahl und die Pfanne aus
einem Kunststoff. Beide Kompartimente reiben gegeneinander, sodass nach 10 bis 15
Jahren das Implantat so beschidigt ist, dass es ausgetauscht werden muss.”’ Die in
natiirlichen Gelenken im Gelenkspalt befindliche Synovialfliissigkeit, welche in vielen
Theorien die Schmierung im Gelenk ausmacht, wurde in Implantaten bislang nicht
nachempfunden.

Durch Beschichtung der Endoprothesen soll eine reibungsarme Gelenkbewegung mdoglich
gemacht werden. Es gibt bereits Arbeiten, welche durch Beschichtung mit Poly(vinyl-
alkohol)acrylamiden oder mit dem biokompatiblen PL 2-Methacryloyloxyethylphospho-
cholin eine Reduktion der Belastung und der Schidden an den Implantaten erzielen
223 Ein weiteres Experiment beschreibt die Beschichtung von Titanoberflichen
mit Lipidlagen.”* Die Idee der Verbesserung von Implantaten mittels einer kiinstlichen
Synovialfliissigkeit wurde bereits patentiert.*

konnen.

Trotz der Moglichkeit der weiteren Verbesserung der Endoprothesen und ihrer bisherigen
Erfolge als Gelenkersatz, wére es wiinschenswert das natiirliche Gelenk zu erhalten und
wieder funktionstiichtig zu machen. Daher wird nach einer nicht-operativen
Behandlungsform geforscht, welche die volle Funktionalitit des erkrankten Gelenks
wiederherstellen kann. Dabei halfen Studien an Gelenken, welche zeigten, dass das
Volumen der Synovialfliissigkeit bei Erkrankung zu, die Konzentration und das
Molekulargewicht (MW) der darin enthaltenen HS jedoch abnimmt.”* Bislang wird
angezweifelt, ob die abnehmende Konzentration der HS einen Einfluss auf die
Schmierung im Gelenk hat.®

Um dem Konzentrationsverlust an HS in Gelenken entgegenzuwirken, kann HS ins
Gelenk injiziert werden. Diese Idee wird von der sogenannten Viskosupplementation auf-
gegriffen.””
diskutiert.” Eindeutig von Nachteil ist die kurze Halbwertszeit der HS im Gelenk von
einem Tag, welche eine mogliche therapeutische Wirkung nur fiir kurze Dauer zulésst.’’
Untersuchungen zur Bedeutung von Konzentration, MW und Behandlungsdauer kommen

Der Nutzen einer solchen intraartikuldren Injektion wird jedoch kontrovers

zu teils unterschiedlichen Ergebnissen und auch eine signifikante Verbesserung in der
Gelenkbewegung erkrankter Gelenke durch Viskosupplementation von HS gegeniiber
von Placebo-Behandlungen konnte bislang nicht immer nachgewiesen werden.’*>> Wohl
aber gibt es auch Studien, die Erfolge mit der Viskosupplementation aufzeichnen.*?%>’
Neuere Untersuchungen ergaben, dass bei Zugabe von HS und oberflichenaktiven PLs,
welche in natiirlichen Gelenken sowohl auf dem Knorpel als auch in der Gelenk-
fliissigkeit zu finden sind, ein besserer Schutz gewdhrleistet ist als bei einer Visko-
supplementation mit reiner HS.*** Dies deckt sich mit der Annahme von Hills und Gale,
dass neben der HS auch PLs eine groBe Rolle in der Gelenkschmierung spielen.””
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2.2. Modellsystem Gelenk

Zur Untersuchung der Hintergriinde einer moglichen Therapiewitkung der
Viskosupplementation wurde fiir diese Arbeit ein simples physikalisches System benotigt.
Hauptaugenmerk sollte auf der HS, welche wihrend der Behandlung intraartikuldr
verabreicht wird, und den PLs liegen, die die Knorpelschicht bedecken und im
Krankheitsverlauf der Arthrose allmdhlich abgebaut werden. In diesem Abschnitt sollen
die einzelnen Komponenten vorgestellt, die Zusammensetzung des verwendeten Modells
beschrieben und schon bekannte Wechselwirkungen aufgezeigt werden.

2.2.1. Phospholipid (PL)

Vor allem in Biomembranen, welche als Trennschichten in Organismen wirken, finden
sich PLs. Daher werden ihre Doppelschichten zur Simulierung von biologischen
Membranen verwendet und sind demnach hiufig Gegenstand der aktuellen Forschung.*
Grundlegendes zu den PLs wurde der Literatur entnommen.*'* Charakterisierend fiir
PLs ist, dass sie amphiphil” sind und in wissrigen Losungen unterschiedliche Strukturen,
abhingig von der Art des PL und dem Wassergehalt der Dispersion, ausbilden kénnen.
Neben der Doppelschicht einer Biomembran ist auch die Bildung von Mizellen und
Liposomen (Vesikel; sowohl uni- als auch multilamellare) moglich (s. Abb. 2.3).

a)

b)

AbD. 2.3: Mogliche Strukturen der PLs in wéssriger Losung. a) Zwei Lipiddoppelschichten {ibereinander, b)
Mizellen und ¢) multilamellare Vesikel.

I Amphiphil bezeichnet die chemische Eigenschaft sowohl hydrophile als auch lipophile Anteile zu
besitzen. Phospholipide setzen sich dabei aus hydrophilem Kopf- und hydrophobem Kettenanteil
zusammen.
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Die Bildung solcher Strukturen ist auf den hydrophoben Effekt zuriickzufiihren.
Prinzipiell basiert er auf entropischen Betrachtungen in denen die starken
Wasserstoffbriicken-Bindungen von Wasser eine Rolle spielen.**

Grundlegend konnen die PLs gemél ihres chemischen Aufbaus in zwei Gruppen
unterteilt werden; die Phosphoglyceride besitzen Glycerin als Grundbaustein, wihrend
die Sphingomyeline von Sphingosin abgeleitet werden kdnnen (s. Abb. 2.4). Das DPPC
zahlt hierbei zur ersten Gruppe (s. Abb. 2.5) und konnte in der Gelenkfliissigkeit mit
einem Anteil von 45 % am gesamten PL-Gehalt nachgewiesen werden.*’ Die Kopfgruppe
enthélt eine Cholin-Gruppe, wihrend die Reste R; und R, von der Palmitinsdure
abgeleitet werden.

a) b)
)Ok CH;(CHy)y; |
T : Z ’
moo ) m X
T "y om
(o) O
AL O ]
O=l|’—0' O=I|’—O'
O. O.
X X

Abb. 2.4: a) Glycerophospholipide und b) Sphingophospholipide. Die Grundstrukturen Glycerin und
Sphingosin sind umrahmt.

0)

Q

Abb. 2.5: Struktur von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC). Die Glycerin-Grundstruktur
ist umrahmt.

13



Theoretischer Teil

Solche Phosphatidylcholine bilden bei einem Wassergehalt kleiner als 30 Gew.-%
lamellare Phasen aus parallel iibereinandergestapelten Doppelschichten aus. Bei
Erhohung des Gehalts entsteht eine heterogene Dispersion aus geschlossenen,
multilamellaren Strukturen, welche bei einem Wasseranteil von iiber 95 Gew.-% zu
multilamellaren Vesikeln tibergehen. Nach Ultraschallbehandlung werden unilamellare
Vesikel erhalten. Es existieren auch nichtlamellare lyotrope™ Zustinde, auf die hier aber
nicht weiter eingegangen wird.

Ein weiterer Polymorphismus zeigt sich bei Anderung der Temperatur (s. Abb. 2.6).**
Bei niedrigen Temperaturen liegt die Lg-Phase vor. Sie ist gelartig und zeigt eine
eindimensionale lamellare Anordnung, in der die Kohlenstoftketten gestreckt in trans-
Konformation vorliegen. Sie sind dabei um 30° gegen die Membran geneigt. Die
langreichweitige zweidimensionale Ordnung bedingt eine Anordnung der Lipide in einem
quasi-hexagonalen Gitter. Ahnliches gilt bei leicht hoheren Temperaturen fiir die
gelartige Pg-Phase deren Kohlenstoffketten sich im Winkel von 30° - 50° gegen die
Membran neigen. Die Uberlagerung einer lateralen wellenartigen Anordnung fiihrt zur
Ausbildung einer ,,Ripple-Struktur. Die Lipide sind in einem hexagonalen Gitter
angeordnet. Beide Phasen werden als Gelphasen bezeichnet, wihrend die L,-Phase bei
hohen Temperaturen die fliissigkristalline-Phase darstellt. Die Kohlenstoffketten weisen
hier eine hohe Beweglichkeit auf und sind nicht mehr gestreckt. Die Dicke der
Doppelschicht ist im Vergleich zu den Gelphasen geringer. Beim Phaseniibergang von Lg-
zu Pp- handelt es sich nur um eine Vorumwandlung, wihrend der Hauptphaseniibergang
in der Umwandlung zu L, zu finden ist. Die Phaseniibergdnge sind fiir verschiedene
Lipide abhédngig von der Struktur der Kopfgruppe, von der Léinge und dem
Sattigungsgrad der Kohlenwasserstoff-Ketten und fiir geladene Lipide auch von pH-Wert
und der Ionenstarke.

Das Phasendiagramm von 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC) in
Abhingigkeit des Wassergehalts und der Temperatur ist in Abb. 2.6 zu sehen. Mit
zunehmendem Wassergehalt sinkt die Ubergangstemperatur bis ein Grenzwert bei etwa
25 - 30 Gew.-% Wasser erreicht wird. Die Wasserbindungskapazitit ist an diesem Punkt
erschopft und es kann keine weitere Wasseranlagerung an die Kopfgruppen der Lipide
erfolgen.

Fir DPPC konnten in einem Temperaturbereich zwischen 20 und 50 °C zwei
Phaseniibergiinge beobachtet werden. Die Anderung der spezifischen Wirmekapazitit
und der Enthalpie in Abhéngigkeit von der Temperatur sind in Abb. 2.7 dargestellt.”® Bei
etwa 34 °C erfolgt eine Vorumwandlung, wihrend bei 42 °C der Hauptphaseniibergang
stattfindet. Da fiir die Messungen dieser Arbeit auch das Verhalten der Lipide am
Phaseniibergang untersucht werden sollte, wurde statt des DPPC das DMPC verwendet.
Mit einer Hauptphaseniibergangstemperatur von etwa 24 °C liegt diese im Bereich der

i Als lyotrop bezeichnet man Stoffe, welche in Abhingigkeit des Losungsmittels verschiedenes Verhalten
zeigen konnen.
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Raumtemperatur und ist somit bei der experimentellen Durchfiihrung leichter zu
kontrollieren. Dieses Lipid unterscheidet sich im Aufbau von DPPC nur in der Lange der
Kohlenstoff-Ketten (s. Abb. 2.8) um jeweils 2 CH,-Einheiten.
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Abb. 2.6: Phasendiagramm von DMPC in Abhingigkeit des Wassergehalts und der Temperatur. Die
Abbildung wurde der Literatur entnommen.*’
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Abb. 2.7: Dynamische differenzkalorimetrische Messungen an DPPC. Die gestrichelte Linie zeigt die
Anderung der spezifischen Warmekapazitit und die durchzogene Linie stellt die Anderung der Enthalpie
dar. Die Abbildung wurde der Literatur entnommen.*®
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Abb. 2.8: Strukturformel von DMPC. Die Glycerin-Grundstruktur ist umrahmt.

In dieser Arbeit wurden Oligolagen verwendet. Sie setzen sich aus mehreren iibereinander
gestapelten Bilagen zusammen. Eine physikalische Beschreibung von Oligoschicht-
Systemen kann iiber die DLVO-Theorie (benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und
Overbeek) erfolgen. Betrachtet wird das Gleichgewicht zwischen den Hydratations-
Kréften, welche durch eine kurzreichweitige AbstoBung der hydratisierten Kopfgruppen
entstehen, und den attraktiven Van-der-Waals-Kriften.*° Hinzu kommen repulsive,
thermodynamische Fluktuationen”® und bei geladenen Molekiilen noch repulsive,
elektrostatische Krifte.”> Niher behandelt wird die DLVO Theorie in 2.2.5.

Mit steigender Temperatur nehmen die repulsiven Kréfte durch thermodynamische
Fluktuationen zu und es kann ein Abldsen der Schichten festgestellt werden. Dabei kann
je nach System zwischen symmetrischen und asymmetrischen Lipidstapeln unterschieden
werden.”® Letzteres liegt vor, wenn die Lagen festkorpergestiitzt aufgebracht wurden. Die
Ablosetemperatur (7y) ist dabei abhdngig vom Abstand der jeweiligen Schicht vom
Substrat. Fiir hohe Schichtdicken ist der Unterschied zwischen den Temperaturen gering,
sodass die Ablosung diskontinuierlich erscheint.*

Es konnte gezeigt werden, dass sich festkorpergebundene Lipidlagen ab einer bestimmten
Temperatur von der Oberfldche ablosen. Dabei herrscht bislang Uneinigkeit iiber den
Mechanismus und die exakte Abldsetemperatur. Wéhrend Vogel et al. von einem
beginnenden Prozess ab 95 °C berichteten,” wurde in anderen Arbeiten eine
Ablosetemperatur nahe des Hauptphaseniibergangs festgestellt.”*>® Auch Pozo-Navas et
al. konnten ein Ablosen der Lipide nahe dieser Temperatur feststellen, beobachtete aber
zeitgleich, dass der Prozess durch Temperaturerniedrigung reversibel ist.”” Vermutet wird
eine kinetische Hemmung, denn die Abldsetemperatur scheint abhingig von der Zahl der
adsorbierten Bilagen und der Heizrate zu sein.”*® Pabst ef al. zweifelten dabei an, dass
das System fiir derartige Untersuchungen geeignet ist, da nicht klar ist, ob es im
thermischen Gleichgewicht vorliegt.®

Seit den 1980er Jahren wurden neben der HS auch Lipide als wichtige Parameter in der
Gelenkschmierung untersucht. Im Gelenk konnte vorwiegend das zwitterionische DPPC
gefunden werden. Der Hauptphaseniibergang ist bei 42 °C, das heilit im menschlichen
Korper liegt das Lipid in der Gel- und nicht in der Fliissigphase vor. Ein Versuch von
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Little et al. zeigt deutlich, dass das Lipid einen Einfluss auf die Schmierung im Gelenk
hat. Sie vermaBlen die Reibung zwischen jeweils gereinigten und Lipid-bedeckten
Knorpeln und stellten fest, dass bei ersteren die Reibung um 150 % im Vergleich zu dem
intakten Knorpel anstieg.®’ Hill berechnete fiir die Bedeckung der Knorpel 6 - 7
Lipidmonolagen die libereinander gestapelt liegen. Diese Lipid-Oligolagen sollen bei der
Schmierung der Gelenke einen entscheidenden Einfluss haben.'”!" In der
Synovialfliissigkeit gesunder Gelenke betrdgt die Lipidkonzentration nur 0.15 g/l und
steigt fiir kranke Gelenke auf 1 g/L.* Es wird angenommen, dass die Erhohung der
Konzentration auf ein Abldsen der Schichten von der Knorpeloberfldche zuriickzufiihren

. .63
1st.

2.2.2. Hyaluronséure (HS) und Polyelektrolyte (PEs) als Ersatzstoffe

Da HS neben den PLs eine wichtige Rolle bei der Gelenkbewegung spielt, wird sie bei
der Viskosupplementation intraartikuldr gespritzt und soll die Funktionalitdt des Gelenks
wiederherstellen. HS ist ein Polysaccharid bestehend aus Monomereinheiten, welche
durch eine 1,3-glycosidische Bindung von D-Glucuronsiure mit N-Acetyl-D-glucosamin
(s. Abb. 2.9) gebildet werden. Fiir wissenschaftliche Zwecke gewonnen wird HS noch
heute durch die von Lowther und Rogers 1955 beschriebene biotechnologische Methode
HS durch Streptokokken-Bakterien herzustellen.**

OH
- HO
(0] (o)
m NH
OH O)\
L —'n

Abb. 2.9: Monomereinheit der HS. Sie besteht aus einer 1,3-glycosidischen Bindung von D-Glucuronsiure
mit N-Acetyl-D-glucosamin.

Fir die Synovialfliissigkeit wurde eine durchschnittliche Konzentration an HS von
2.85 g/L, und ein Volumen von 0.2 bis 1 mL pro Gelenk bestimmt.*® Erkrankte Gelenke
zeigten eine Zunahme des Volumens der Fliissigkeit und eine Abnahme der HS-
Konzentration.* Auch eine Reduktion des MW in erkrankten und alten Gelenken konnte
festgestellt werden,’®®” jedoch besteht die Annahme, dass die Konzentration einen
groBeren Einfluss auf die Schmierung nimmt” HS liegt mit einem pK<Wert der
Carboxylgruppe von 3.21%® im physiologischen pH-Bereich (7.4 - 7.8) in dissoziierter
Form negativ geladen vor und besitzt seinen isoelektrischen Punkt bei pH 8.6.% In vivo
handelt es sich daher um ein Polyanion.
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Mit der physikalischen Chemie der HS setzten sich Balazs et al. auseinander.*®® Sie
reinigten HS zunéchst von Proteinen, bestimmten das MW der HS auf zwischen 5-10” bis
8-10° Da und untersuchten das nicht-Newtonsche-Verhalten der Losungen. Sie fanden,
dass sich HS-Molekiile bei Einwirkung von Scherkriften strecken und dass dieser Effekt
mit steigendem MW zunimmt.

Neben der HS wurden in dieser Arbeit weitere PEs verwendet, welche durch
Unterschiede in Ladung, MW, Gegenionen und molekularer Zusammensetzung Hinweise
auf die Hintergriinde der Wechselwirkung von DMPC-Oligolagen mit der HS liefern
sollten. Die Monomere der verwendeten PEs sind in Abb. 2.10 dargestellt.
Polyethylenimin (PEI) und Polyallylaminhydrochlorid (PAH) liegen dabei mit pKs-
Werten von 7.17° bzw. zwischen 8 und 9" in vivo weitestgehend neutral bzw. positiv
geladen vor, wihrend die Polystyrolsulfonsédure als starker PE, dessen Dissoziationsgrad
unabhédngig vom pH-Wert ist, negativ geladen ist. Verwendet wurde das Natriumsalz der
Polystyrolsulfonséure (PSS).

a) b) c)

. l/\[} y HszVNHa 1}\11},0

NH,CI
SO3Na

Abb. 2.10: Strukturformeln der Monomere der polymeren Ersatzstoffe fiir HS. Dargestellt sind a) das
Natriumsalz der Polystyrolsulfonsdure (PSS), b) das Polyethylenimin (PEI) und c¢) das Polyallyl-
aminhydrochlorid (PAH).

Bei diesen Verbindungen handelt es sich einschlieBlich der HS um Polymere. Eine
schwach geladene Polymerkette liegt gestreckt vor. Beschrieben werden kann diese iiber
das Knduelmodell.

Abb. 2.11: Darstellung des Knduel-Modells eines Polymers.

Diese Kette setzt sich aus Knédulen, sogenannten ,,Blobs*, mit Durchmesser b zusammen.
Unter der Annahme von kugelférmigen Monomeren als Blobs kann bei Kenntnis tiber die
Dichte p und das Molekulargewicht My des Monomers der Durchmesser » wie folgt
berechnet werden:
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3 3MW

b= .2
= (2.2)

Die Konturldnge R ergibt sich dann aus der Multiplikation des Durchmessers b mit der
Monomeren-Anzahl N.

Bei den hier verwendeten Polymeren handelt es sich um PEs. Jedes Monomer steuert
dabei ein Gegenion bei. Durch die Erhohung der lonenstirke der Losung wird die
Abschirmlidnge kleiner und die nun abgeschirmten elektrostatischen Repulsionen kénnen
nicht mehr zur vollstindigen Streckung der Kette fiihren. Die Kette liegt geknéuelt vor.
Die Persistenzldnge beschreibt hierbei die Anzahl der Blobs, liber welche das Polymer
gestreckt vorliegen kann. Sie ist damit ein MaB fiir die Polymer-Steifigkeit. Die effektive
Persistenzlidnge /.; beinhaltet neben dem elektrostatischen los/” auch den sterischen
Anteil /) des ungeladenen Polymers:

ler=1lo + losr (2.3)

Die sterische Persistenzlidnge entspricht dabei dem Monomer-Durchmesser b, wéhrend
der elektrostatische Teil folgendermaBen ermittelt werden kann: ">

2
ApT

losr :4—K2 (2.4)

Hierin bezeichnet 1z die Bjerrum-Linge’, r die Ladungsdichte bestimmt durch den
Polymerisierungsgrad der Monomere und ihrer Gréfe und «’ die Abschirmlinge.
Letztere gibt an, ab wann das elektrische Potential einer Ladung auf das 1/e-fache
abgefallen ist. Fiir ein monovalentes Salz in Wasser bei 25 °C gilt:'*

k- 1=3.044/ I (mTOZ> 2.5)

¥ Der elektrostatische Anteil losr wurde nach Odijk, Skolnick und Fixman bestimmt.

¥ Die Bjerrum-Linge bezeichnet den Abstand zweier Ladungen, fir den die elektrostatische Energie
vergleichbar mit der thermischen Energie ist.
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I steht dabei fiir die Ionenstiarke der Losung. Sie ist eine zentrale Grofe in der Debye-
Hiickel-Theorie, welche die elektrostatischen Wechselwirkungen von Ionen in Elektrolyt-
16sungen beschreibt. Die lonenverteilung ist in Losungen nicht regelméBig wie in einem
Ionengitter. Dies fiihrt zur Ausbildung von entgegengesetzt geladenen lonenwolken um
eine Ladung. Diese Coulombschen Anziehungs- und AbstoBungskrifte bewirken, dass
die Reichweite der elektrostatischen Wechselwirkung in einer Ldsung je nach
Abschirmung der Ladungen variiert.

Der PE wird nun als Losung von kleinen Polymerstiickchen der Lange /.,y und des
Durchmessers dp, betrachtet. Thre Wechselwirkung untereinander kann nun gemal3 Netz
und Andelman’® mit deren jeweiligen zweiten Virialkoeffizienten v, beschrieben werden:

V2~ lgff dpo (2.6)

Bei geringer lonenstirke konnen die Durchmesser der geladenen Polymere gleich der
Abschirmlange gesetzt werden. Damit ldsst sich der End-zu-End-Abstand Rg der
Polymere wie folgt berechnen:

1/5
RE~<lv2 ) (bN)3/5~(K_1)2/5(bN)3/5 (27)
eff

Eine Besonderheit zeigen stark geladene PEs. Die sogenannte Manning-Kondensation
beschreibt die Kondensation von Gegenionen auf dem Polymer bei geringen
Konzentrationen.” Sie tritt ein, wenn der Abstand geladener Monomere /cjqrqe geringer
wird als die Bjerrum-Lénge. Ist dies der Fall so {iiberwiegen die attraktiven
Coulombkrifte 7" die thermodynamischen Fluktuationen und es tritt Kondensation ein.
Dadurch kommt es zur erhdhten Ladungsabschirmung, welche dem Quellprozess
entgegenwirkt.

A
L

I =
lcharge (2'8)

Fiir Monomerabstinde zwischen 5 und 10 A der hier verwendeten PE entspricht das
Verhiltnis der Langen etwa 1. Daher kann der Effekt vernachlissigt werden.
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2.2.3. Aufbau eines Modellsystems

Um Einblick in die Wirkungsweise der Viskosupplementation zu erlangen, sollten die
Wechselwirkungen der eben vorgestellten HS und der polymeren Ersatzstoffe mit den
PLs untersucht werden. Hierzu wurde ein im Aufbau moglichst einfaches, reproduzier-
und mit géngigen Methoden charakterisierbares System bendtigt, welches ndherungs-
weise dem natiirlichen Gelenk entspricht.

Gewihlt wurde, basierend auf den Uberlegungen von Hills,'”"" ein festkorpergestiitztes

Oligolagen-Lipid-System, welches die eine Seite des Gelenks représentieren soll (s. Abb.
2.12). Das hiufigste Lipid in Gelenken ist das DPPC, welches jedoch aufgrund der
Uberlegungen in 2.2.1 durch DMPC ersetzt wurde. Da der Schwerpunkt der Experimente
auf der Wechselwirkung zwischen HS und PL lag, wurde auf eine Knorpel-Schicht
verzichtet, da letztere ohnehin von den Lipiden bedeckt wire. Mochte man eine Knorpel-
Schicht einfiihren, so wére es nahezu unmdglich eine ausreichend diinne und glatte
Schicht aufzubringen, welche der natiirlichen entspriche. Verwendet werden konnte eine
PE-Multischicht, welche wie auch der Knorpel einen hohen Wassergehalt von etwa
40 Vol.-% aufweist.”*”> Als Substrat, den Knochen reprisentierend, wurde Silicium
gewihlt, welches fiir Reflexionsmessungen gut geeignet ist. Fiir Neutronen- und IR-
Strahlung ist es im gewlinschten Wellenldngenbereich durchlissig.

Wissrige Losungen
000000000000

‘Wasserzwischenschicht
000 00000O0DOGDOGS

Lipid-Doppelschichten
000000000000

Abb. 2.12: Vereinfachtes Modellsystem eines Gelenkteils. Silicium reprasentiert den Knochen. Es ist wie in
natlirlichen Gelenken mit Lipid-Oligoschichten bedeckt, jedoch fehlt der Knorpel. Die Synovialfliissigkeit
wird durch eine wissrige HS- oder PE-Losung ersetzt.
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Um die Wechselwirkung zwischen Lipidschichten und Synovialfliissigkeit zu
untersuchen, wurde das System in verschiedenen wissrigen Losungen inkubiert. Neben
der in der Dissertation von Kreuzer untersuchten HS> sollten hier vor allem polymere
Ersatzstoffe verwendet werden. Ein Vorteil der PEs gegeniiber der HS liegt vor allem in
der Gleichgewichtseinstellung. Wahrend Kreuzer eine Dauer von bis zu 43 Tagen
einplanen musste,”* stellte sich bei der Zugabe der Ersatzstoffe ein Gleichgewicht
innerhalb von 20 Minuten bis 2 Tagen ein.

Neben der Charakterisierung der Proben vor und nach der Inkubation, sollte auch die
Stabilitdt der Systeme iiberpriift werden. Hierzu wurde eine Scherzelle verwendet, welche
Scherraten zwischen 0 und 6000 rpm (Umdrehungen pro Minute) aufrechterhalten kann.
Physiologische Scherraten eines Gelenks reichen von 150 °/Sekunde (25 rpm), welche im
Knie wihrend des Aufstehens erzeugt werden, bis hin zu 7400 °/Sekunde (1233 rpm) im
Schultergelenk bei einem Aufschlag wihrend eines Tennisspiels.”®

2.2.4. Wechselwirkung zwischen Lipiden und Makromolekiilen

HS und PL sind wichtige Bestandteile des natiirlichen Gelenks und die reibungsarme
Gelenkbewegung scheint durch sie unterstiitzt zu werden. Die Viskosupplementation
beruht auf dieser Beobachtung und ihr therapeutischer Ansatz beinhaltet die
intraartikuldre Injektion beider Stoffe. Die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
Lipiden und Makromolekiilen ist damit ein wichtiger Bestandteil zur Aufkldrung der
Mechanismen wihrend der Gelenkschmierung und damit auch der Wirkungsweise der
Viskosupplementation.

Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen HS und PL konnten bereits in mehreren
Arbeiten nachgewiesen werden.””®' Dabei lag der Schwerpunkt der Experimente auf
Wechselwirkungen von Lipid-Vesikeln mit HS. Ghosh ef al. untersuchten diese unter
anderem mittels Photometrie und fanden fiir Mischungen aus HS und DPPC eine
Zunahme des HS-Radius bei Zugabe von DPPC.”” Aus ihren Daten schlossen sie, dass
DPPC an die hydrophoben Zentren der HS bindet. Auch Pasquali-Ronchetti et al. fanden
Wechselwirkungen zwischen DPPC und HS.” Sie erhielten Unterschiede im Verhalten
fiir verschiedene MWs. Verwendet wurde HS mit MWs zwischen 170 und 1900 kDa. Die
geringeren MWs bewirkten einen Abbau der Liposome, wihrend die groBeren MWs eine
Aggregation von DPPC und Ausbildung von Schichten induzierten. Eine weitere Arbeit
mit DPPC-Liposomen zeigte supramolekulare Komplexe aus DPPC und HS.
Aufgenommen wurden diese von Crescenzi ef al. mit Hilfe eines FElektronen-
mikroskops.”

Die Versuche von Ionov® und Wieland® er al. wurden hingegen mit Monolagen
durchgefiihrt. Wahrend sich erstere vor allem mit geladenen Lipiden auseinandersetzten,
verwendeten letztere das zwitterionische DPPC. Sie fanden ebenfalls Unterschiede im
Wechselwirkungsverhalten fiir verschiedene HS-MWs. Wihrend HS mit geringerem MW
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sich eher zwischen die Kopfgruppen anlagert, adsorbiert HS mit hoherem MW auf den
Kopfgruppen.

Versuche mit Lipid-Oligoschichten bzw. -Multilagen und HS-Losungen wurden bereits
von Kreuzer et al. durchgefiihrt. > Sie fanden bei Kontakt mit HS-Lésungen (769 kDa)
der Konzentration 3 g/L ein enormes Quellen der Schichten um das 3- bis 4-fache der
Ausgangsschichtdicke in reinem Wasser. Ein Gleichgewicht konnte erst nach 43 Tagen
erreicht werden. Das Quellen wurde auf ein Ausdehnen der wiéssrigen Zwischenschichten
zuriickgefiihrt (s. Abb. 2.13).

| Zugabe von HS >

Abb. 2.13: Lipid-Oligoschichten nach Zugabe von Wasser (links) und wissrigen HS-Losungen (rechts). Die
HS bewirkt eine starke Quellung der Lipid-Schichten. Dies wurde auf ein Ausdehnen der wéssrigen
Zwischenschichten zuriickgefiihrt.

Neutronendaten deuten darauf hin, dass neben dem Eindringen von Wasser auch HS
eindringt und sich auf den Kopfgruppen anlagert. Eine dadurch ermdglichte Vernetzung
der Lipidschichten konnte zur Bildung eines Hydrogels und damit zur Stabilisierung der
Schichten beitragen. Nachweisen konnte er eine Anlagerung der HS auf den Lipid-
Kopfgruppen.”*>> Zudem konnte er gegeniiber dem in reinem Wasser inkubierten System
eine erhohte Stabilitdt des Schichtsystems gegeniiber Scherung, Driicken und Temperatur
aufzeigen.”>>* Von einer solchen Anlagerung und einer Stabilisierung von DPPC-

Bilagen durch HS wurde auch in anderen Publikationen berichtet.*'*’

Eine weitere Veroffentlichung von Kreuzer et al. bildet eine wesentliche Grundlage der
vorliegenden Arbeit.** Dabei ersetzten sie HS durch PAH. Gefunden wurde ein mit HS
und DMPC vergleichbares Quellverhalten. Der Ersatz von HS durch den PE PAH fiihrte
jedoch zu einem schnelleren Einstellen des Gleichgewichtszustandes und kann somit die
bendtigten Messzeiten enorm verkiirzen.

Weitere durch Makromolekiile initiierte Lipid-Schichtdickeninderungen wurden auch fiir
Pullulan beobachtet.®> Hier zeigte sich jedoch eine Reduktion des Lamellenabstandes
aufgrund der Tatsache, dass die GroBe des Pullulans ein Eindringen in die Schichten
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verhindert und dem System Wasser entzogen wird. Ahnliches beobachtete Mennicke,
welche das Verhalten von DMPC-Multilagen mit Hilfe eines durch Polyethylenglycol
(PEG) eingestellten osmotischen Drucks untersuchte.*® Auch sie fand, dass mit Zunahme
der PEG-Konzentration die Schichtdicken sinken. Ein Experiment mit dem negativ
geladenen Lipid 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserin (POPS) und PSS
zeigte, dass auch elektrostatische Ladungen ein Eindringen von PSS in die Schichten
verhindern konnen, obgleich der lamellare Abstand letzteres erlauben wiirde. Die
Gegenionen des PSS ermoglichen die Stabilisierung der ansonsten instabilen POPS-
Filme.*

Die Durchlissigkeit von Lipidfilmen konnte von Wong ef al. nachgewiesen werden.®” Er
zeigte, dass das PEI DMPC-Doppelschichten {iberwinden kann und zwischen Substrat
und Lipidschicht ein Polyelektrolytkissen ausbildet.

2.2.5. Wechselwirkung zwischen Lipiden und Ionen

Um dem Mechanismus des Quell- und Stabilisierungs-Verhaltens der Lipid-Oligolagen
bei Kontakt mit den verschiedenen Makromolekiilen auf den Grund zu gehen, sollten in
dieser Arbeit deren Ladungen durch Zugabe von Salzldsungen abgeschirmt werden. Ziel
war es, den Einfluss elektrostatischer Wechselwirkungen auf die Filmeigenschaften zu
untersuchen. Aber auch reine Salz-Losungen haben Einfluss auf die Lipid-Oligolagen.
Diese sollen in diesem Abschnitt vor allem hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit
zwitterionischen Lipiden beschrieben werden.

Es wird angenommen, dass Kationen bevorzugt mit der Phosphatgruppe im Lipid
wechselwirken und tatsdchlich konnte iiber Neutronen-Diffraktionsmessungen gezeigt
werden, dass Ca*" sich vor allem in der Nihe der Phosphat-Gruppe anlagert.*® Im
Allgemeinen wurde Adsorption von zweiwertigen Kationen an Phosphatidylcholin-
Bilagen festgestellt.*” Wahrscheinlich ist, dass polyvalente Ionen eine Anderung in der
Konformation von Phosphatidylcholin-Kopfgruppen bei Bindung induzieren.”>”* Auch
wird vermutet, dass diese Ionen verbriickend auf die Lipide wirken und iiber
Komplexbildung stabilere Verbinde ausbilden konnen.”® Bei Zugabe von divalenten
Salzen kommt es zu einer Quellung der Lipid-Bilagen.****® Mit zunehmender
Konzentration nimmt der Grad der Quellung wieder ab. Das Ausmaf3 der Anlagerung in
Abhingigkeit von der Art der Kationen wurde fiir DPPC wie folgt bestimmt:**

2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2
Ba" <Mg” =~ Co" <Ca” =Cd” =Mn""

Die Reihenfolge ist dabei nicht nur abhidngig vom Lipid sondern auch von der
eingesetzten Konzentration und somit der Ladung zwischen den Bilagen.97
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Die Auswirkungen von monovalenten Salzen wie NaCl auf Lipid-Bilagen werden in der
Literatur vor allem fiir hohe Konzentrationen behandelt. Valley et al. berichteten, dass
laut ihren Simulationen NaCl mit Konzentrationen unter 1 M die Bilagen-Struktur nicht
verandert. Die Salze induzieren jedoch eine langreichweitige Ordnung von Ionen und
Wasser. Es konnte gezeigt werden, dass sich sowohl Natrium- als auch Chlorid-Ionen an
die Phosphatidylcholin-Kopfgruppen lagem.98 Weitere Arbeiten an DMPC-Multilagen
lassen fiir Konzentrationen gréer 1 M vermuten, dass eine Phasen-Separation bei Zugabe
von NaCl-Lésungen eintritt.” Dabei steigt der lamellare Abstand um einen Faktor von
etwa 1.14 bei Zugabe von monovalenten Ionen. Erklart wird dies in einer weiteren Arbeit
iiber die Abschwichung von Van-der-Waals Kriften zwischen den Lipidlagen durch die
hinzugefiigten Ionen.'” Gurtovenko er al. berechneten eine starke Komplexierung von
DMPC durch Na', welches an die Carbonylregion bindet. Kalium-Ionen verhalten sich
dhnlich, zeigen jedoch aufgrund ihrer GroBe eine reduzierte Anlagerung.'®' Bei niedrigen
Konzentrationen konnte kein Quellen der Lipidlagen bei Zufiigen von monovalenten
Salzen beobachtet werden.”°

Fir die Betrachtung der Wechselwirkung von Lipiden mit lonen interessant ist die
empirische Hofmeister-Reihe. Sie beschreibt die unterschiedliche Fallungswirkung von
Salzen und dient damit der Einschitzung der chaotropen” Wirkung von Ionen auf
Makromolekiile in wissriger Losung. In der Reihe links stehende Ionen verstirken
hydrophobe Kréfte, wihrend die rechten chaotropen Stoffe diese vermindern. Die
Loslichkeit von unpolaren Verbindungen in Wasser wird durch chaotrope Substanzen
erhoht. Fiir Anionen und Kationen gilt:'”

F = S0, < HPO,* < CH;COO < ClI'<NO; <Br <ClO; <I' <ClO, <SCN <
Cl;,CCOO

NH; <K <Na" <Li" < Mg* < Ca’" < Zn*" < Guanidinium

Abhdngig von Konzentration und Ladungsdichte konnten aber auch bereits inverse
Hofimeister-Serien verzeichnet worden.””'??

Eine quantitative Beschreibung der Wechselwirkung zwischen Lipiden und Ionen kann
tiber die DLVO-Theorie erfolgen. Sie beschreibt Systeme auf der Grundlage von
attraktiven und repulsiven Kréften. Es wird von geladenen Oberflichen ausgegangen,
deren Teilchenoberflachen als Kondensatorplatten beschrieben werden. An ihnen bildet
sich dann in einer Elektrolytlosung eine elektrostatische Doppelschicht aus (s. Abb. 2.14).
Bei Annédherung der Teilchen fiihrt dies zu ihrer AbstoBung, da die repulsiven Krifte eine
groBere Reichweite als die attraktiven Van-der-Waals-Krifte besitzen. Die DLVO-
Theorie beschreibt das Wechselspiel zwischen anziehenden Van-der-Waals-Kréften und
der elektrostatischen AbstoBung resultierend aus der ausgebildeten Doppelschicht.'**

¥iChaotrope Substanzen stéren geordnete Wasserstoffbriickenbindungen in wéssrigen Systemen

25



Theoretischer Teil

Y
Starr Diffus

Abb. 2.14: Skizze einer elektrostatischen Doppelschicht. Die hier positive Ladung der Oberflache induziert
die Bildung einer starren Helmholtz-Schicht und eines diffusen Anteils. Die Hydrathiille ist in Rot
dargestellt.

Hinsichtlich des hier vorliegenden Systems werden zwei Bilagen der Oligolagen-Struktur
betrachtet. Da mit dem zwitterionischen DMPC gearbeitet wird, liegen diese ungeladen
vor. Trotzdem muss davon ausgegangen werden, dass eine spezifische lonen-Adsorption
vorliegt, welche zu einer Oberflichenladungsdichte ¢ fiihrt, welche wiederum die
AbstoBung der Lipidlagen durch die eben gebildete elektrostatischen Doppelschicht
induziert (s. Abb. 2.15).

d

Lipid-Bilagen

Abb. 2.15: Skizze zweier Lipid-Bilagen im Abstand dy = d + 26 voneinander. Die Kationen werden von
den Bilagen adsorbiert, wihrend die Anionen weiterhin verteilt vorliegen. Aus der Adsorption resultieren
eine Oberfldchenladungsdichte o und ein Oberflichenpotential ¢,.

Ein metastabiles Gleichgewicht mit Abstand dy zwischen den Bilagen wird aus der
Wechselwirkung zwischen den elektrostatischen Kréften und den attraktiven Van-der-
Waals-Kriften erhalten. Die gesamte Wechselwirkungsenergie Ve.s(d) setzt sich aus dem
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elektrostatischen Anteil V,(d) und dem durch die Hamaker"'-Konstante H bestimmten
attraktiven Teil Vy(d) zusammen:

Vges (d)=Vey (d)+Vy (d) (2.9)

Fiir die auf einer Dipol-Dipol basierenden Wechselwirkung der Van-der-Waals-Krifte
skaliert die potentielle Energie mit 4,'” wihrend die potentielle Energie des elektro-
statischen Teils gemiB der Debye-Hiickel-Theorie mit exp(-xd) abnimmt.'* « steht dabei
fiir die inverse Abschirmlidnge. Ein globales Minimum wird bei Kontakt der Bilagen

. 1
erreicht.!%

Neben der Zugabe von Salz-Losungen zur Untersuchung der Natur der
Wechselwirkungen zwischen PLs und HS sollte auch der pH-Wert variiert werden. Auch
diese Anderung kann die Lipidlagen beeinflussen. Die Protonierung der Phosphatidyl-
cholin-Kopfgruppen veréndert zum einen die Ladung der Membran und andererseits die
Polaritit, welches zu einer Anderung in der Hydratation des Lipids fiihrt. Meist sinkt
diese mit zunehmender Protonierung und die Hauptphaseniibergangstemperatur nimmt
zu. Fiir DMPC ist sie in einem weiten pH-Bereich (pH = 2 - 14) konstant. **

v Die Hamaker-Konstante ist proportional zur Grofe der Van-der-Waals-Kraft die zwischen zwei Teilchen
wirkt. Sie ist dabei abhidngig von den Teilchen und ihrer Umgebung.
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2.3. Analytik

Grundlegend bei der Auswahl der eingesetzten Messmethoden waren Kriterien die zur
Charakterisierung der Probe erfiillt sein mussten. Wichtig war es die Techniken in situ
durchfiihren zu konnen. Messungen unter Wasser sollten mit allen Methoden mdglich
sein. Da die Beschichtung der Proben nach Kontakt mit Wasser an Luft nicht mehr stabil
war, war es wichtig In-situ-Methoden zu finden, welche eine permanente Inkubation in
Wasser ermoglichen und unter Umstdnden sequenzielle Messungen der Probe mit
verschiedenen Techniken erlauben. Bei Schichtdicken von wenigen 100 Nanometern
sollte die Analytik auch moglichst oberflachensensitiv sein.

2.3.1. Reflexionsmessungen

Viele der verwendeten Methoden basieren auf der Reflexion. Daher soll zunichst auf die
Grundlagen'” hierzu eingegangen und im weiteren Verlauf die dazugehérigen Techniken
und ihre Eigenarten vorgestellt werden.

Eine Reflexion bezeichnet das Zuriickwerfen einer Welle bzw. eines Teilchens an einer
Grenzflache. An letzterer erfolgt eine Verdnderung des Wellenwiderstandes bzw. des
Brechungsindex im Ausbreitungsmedium. Wird eine Welle reflektiert, so gilt bei
gerichteter Reflexion, bei der die Rauigkeit der Oberfliche klein im Vergleich zur
Wellenldnge ist, dass der Ausfallswinkel gleich dem Einfallswinkel ist und beide mit dem
Lot der Oberfliache in einer Ebene liegen (s. Abb. 2.16, rot). Bei Reflexion muss die
Wellenldnge grofBer sein als die Abstidnde der Streuzentren zueinander, da sonst Beugung
eintritt.

Abb. 2.16: Interne Reflexion. Licht trifft vom optisch dichteren auf ein optisch diinneres Medium. Rot und
hellblau stellen Totalreflexion dar, wéhrend der griine Strahl teilweise reflektiert (nicht dargestellt) und
transmittiert wird.
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Neben der Reflexion tritt meist auch ein Teil der Welle in das angrenzende Medium ein.
Die Richtungsinderung des Lichtstrahls beim Ubergang von einem Medium des
Brechungsindex 7; in ein anderes mit Brechungsindex n, wird durch das Snelliussche
Brechungsgesetz (2.10) beschrieben. Dabei beschreibt o den Winkel, in dem der
Lichtstrahl im jeweiligen Medium vom Lot gebrochen wird. Bei einem Ubergang vom
optisch dichteren in ein optisch diinneres Medium (n; > n;) wird der Strahl vom
Einfallslot weg gebrochen und umgekehrt.

sina  n,

e (2.10)

In ersterem Fall tritt ab einem kritischen Winkel ac Totalreflexion ein. Bei nicht ideal
transparenten Materialien kommt es zu einer abgeschwéchten Totalreflexion (ATR),
welche in der ATR-Infrarot-Technik ausgenutzt wird (s. 2.3.3). Dabei werden bestimmte
Strahlungsanteile durch die nicht transparenten Materialien absorbiert und der frequenz-
und materialabhingige Absorptionsanteil fehlt im reflektierten Strahl.

Die Verhiltnisse der Amplituden des elektrischen Feldes der Reflexion E, und der
Transmission E; zu dem des einfallenden Lichts £y konnen mit den fresnelschen Formeln,
hergeleitet aus den Maxwellschen-Gleichungen berechnet werden. Die folgenden vier
Formeln beschreiben die Koeffizienten flir Reflexion (r) und Transmission (¢) fiir die
jeweilige Polarisation (s. 2.3.4) senkrecht (s) bzw. parallel (p) zur Ebene.

(Et) o 2ZN; cosa

Ey/ * N; cosa+MNzcos,B (2.11)
Hrz

E N; COSCY-MNZ cos S

S .

Ey/ N, cosa +E2L N, cos
Hrz

(Et) L ZN; cosa

Ly P i MNZ cosa +N; cos B (2.13)

Hr2

Er1 v, cos a-N; cos B

(&) =r. = Hr2 (2 14)
Ey/ i z—:;Ngcosa’+N1005,6’ '

29



Theoretischer Teil

Dabei steht N fiir den komplexen Brechungsindex (N = n + iK), u, fiir die magnetische
Permeabilitét, a fir den Winkel zwischen gebrochenem Strahl und Normale und f fiir den
des reflektierten Strahls (s. Abb. 2.17). Fiir nicht magnetische Materialien kann fiir die
magnetischen Permeabilitdten 1 eingesetzt werden und bei dielektrischen Filmen entfallt
der Absorptionskoeffizient K und die Brechungsindices liegen nicht mehr komplex vor
(N=n).

B
=
E
s
4

Abb. 2.17: Geometrie der Reflexion einer parallel polarisierten Welle mit & als Wellenvektor.

2.3.2. Rontgen- und Neutronenreflektometrie

Die Rontgen- und Neutronenreflektometrie unterscheiden sich im Wesentlichen nur durch
die Art der Strahlung. Grundlage beider Techniken'®'"" ist die Bestrahlung einer Probe
unter einem Einfallswinkel nahe 90 °© (streifender Einfall) und die Detektion der
gerichteten Reflexion, mit der es moglich ist Auskiinfte iiber die Beschaffenheit der
Oberfliache zu erhalten.

Die Brechungsindices # sind fiir beide Methoden, fiir den Fall dass keine Magnetisierung
vorliegt, gemal (2.15) definiert.

n=1-6+1if (2.15)

Dabei beschreibt 0 die Dispersion in der GréBenordnung von 10° und § die meist
vernachléssigbare Absorption im GroBenbereich von 102, Der Brechungsindex »n aller
Materialien ist fiir Rontgen- und Neutronenstrahlung kleiner als 1 (Wert fiir Vakuum),
wogegen im sichtbaren Bereich die Werte deutlich iiber 1 liegen. Beim Ubergang von
Vakuum zu Materie ist im sichtbaren Spektralbereich keine Totalreflexion mdglich,
wihrend dies fiir Rontgen- und Neutronenstrahlung aufgrund des kleineren
Brechungsindex gegeben ist.
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Da Rontgenstrahlung mit den Elektronen und Neutronenstrahlung nur mit den
Atomkernen wechselwirkt, miissen fiir erstere Elektronendichte (p.) und der sogenannte
Thomson Radius (r.) beriicksichtigt werden, wihrend fiir die Neutronenstrahlung neben
der Atomdichte p, eine kohidrente Streuldnge b der Neutronen ausschlaggebend ist,
welche fiir jedes Element experimentell ermittelt werden muss. Die Dispersion eines
Materials fiir Elektronen (dxz) bzw. fiir Neutronen (dy.) kann laut (2.16) und (2.17)
wiedergegeben werden. A steht hier flir die jeweilige Wellenldnge der eingesetzten
Strahlung.

/12

Oxr = ZTpeTe (2.16)
/12

One= Zz_pnb (2.17)

Die ermittelten Dispersionswerte gelten nur fiir ein Element und sind fiir Neutronen sogar
isotopenspezifisch. Soll die Dispersion fiir eine Schicht bestimmt werden, welche mehr
als nur ein Element enthélt, so muss liber die verschiedenen Parameter der im Molekiil
vorhandenen Elemente gemittelt werden. Daraus ergibt sich dann die Streuldngendichte
(SLD), welche fiir Neutronenstrahlung nach (2.18) berechnet werden kann. V steht fiir das
Volumen des Molekiils und N fiir die Anzahl der Atome. SLDs werden in [A?]
angegeben.

N
=1 b i

V (2.18)

SLDy, =

Fiir die Berechnung der SLD bei Einsatz von Rontgenstrahlung wird der Elektronenradius
multipliziert mit der Ordnungszahl des jeweiligen Atoms Z; aufaddiert:

4 (2.19)

Da die SLD fiir Rontgenstrahlung von der Elektronendichte abhédngt, steigt sie linear mit
der Ordnungszahl eines Elements. Dies gilt nicht fiir Neutronenstrahlung. Daher ist es
moglich Isotope mit Neutronenreflexions (NR)-Messungen zu unterscheiden. Dies wird
vor allem bei [In-situ-Messungen an wasserstoffhaltigen Molekiilen unter Wasser
ausgenutzt. Um einen Kontrast zwischen dem Wasserstoff des zu untersuchenden
Molekiils und dem des umgebenden Wassers zu erhalten, wird deuteriertes Wasser
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verwendet. Wie in Tab. 2.1 zu sehen ist, variieren die SLDs fiir Rontgenstrahlung fiir
beide Arten von Wasser nur wenig, wahrend sich die SLDs fiir Neutronen stark
unterscheiden. Durch gezielte Deuterierung bestimmter funktioneller Gruppen ist es
ferner moglich diese mit NR-Messungen zu beobachten.

SLDye [A7] SLDxr [A™]
H,O -0.56E-06 9.41E-06
D,O 6.38E-06 9.37E-06

Tab. 2.1: SLDs von Wasser und schwerem Wasser fiir Neutronen- und Rontgenstrahlung. Gerechnet wurde
mit Wellenléingen von 4.66 A fiir Neutronen- und von 1.54 A fiir Rontgenstrahlung.

Bei Messung der spekularen Reflektivitit entspricht der Eintrittswinkel des Strahls am
Detektor dem des Einstrahlwinkels. Der Betrag des Wellenvektors ist gegeben durch:

k=

2n
- (2.20)

Der Impulsiibertrag § = E - ?r steht senkrecht zur Oberfliche (s. Abb. 2.18) und
dessen Betrag kann in Abhéngigkeit von der Wellenlédnge 4 und dem Einfallswinkel 6 wie
folgt berechnet werden:

q,= —sinf (2.21)

n,

Abb. 2.18: Streugeometrie einer idealen, glatten Oberfldche. Der Impulsiibertrag steht senkrecht zur
Oberfldche. z bezeichnet die Richtung der Oberflachennormalen.

In den Messdaten wird die jeweilige Intensitdt gegen den Impulsiibertrag dargestellt.
Befindet sich nun ein Film auf einem Substrat, so entstehen Interferenzmuster zwischen
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den am Substrat und an der Filmschicht reflektierten Strahlen. Diese werden Kiessig-
Oszillationen genannt und ermdglichen die Bestimmung der Schichtdicke des Films dy,
(s. Abb. 2.19) iiber:

2
dype = —
ges = 1o (2.22)

Agq. steht dabei fiir den Abstand zweier aufeinanderfolgenden Minima oder Maxima der
Kiessig-Oszillationen.

Bei Anwesenheit von mehreren sich wiederholenden Lagen konnen zusétzliche
Interferenzen entstehen. Anhand dieser Bragg-Peaks ist es dann mdglich die Dicke der
einzelnen Filme d,;,.;, liber (2.24) zu ermitteln. Fiir konstruktive Interferenz muss

nA = 2dsinf (2.23)

gelten, wobei n eine ganze Zahl, die sogenannte Ordnung des Bragg-Peaks, darstellt.
Daraus folgt fiir die Schichtdicken:

2

deinzeln =n (2 24)

zn

q-.» bezeichnet dabei das Maximum des Bragg-Peaks n-ter Ordnung.

aQ 1@

ges

Abb. 2.19: Streugeometrie an diinnen Filmen mit ny < n; < n,. Konstruktive Interferenz der Reflexionen
fithren zu Kiessig-Oszillationen mit einer Intensitit /().

33



Theoretischer Teil

Mit dem Parratt-Algorithmus ist es mdglich die Reflektivitit eines Mehrschichtensystems
auf Basis der Fresnelschen Formeln rekursiv zu beschreiben. Die Rekursionsgleichung
setzt die Amplituden der reflektierten und transmittierten Strahlung R; und 7; an der
Grenzfliche zwischen den Schichten j und j+1 ins Verhéltnis X;:

. . . 2ikz j+12j
K= N ik zy Tt Xpae” (2.25)
T 1417541 + Xjppe2ein? '
r _ kz,j - kz,j+1
ij+1 — 53, 1. .
s kz,j + kz,j+1 (2 26)

Wobei k, die z-Komponenten der Wellenvektoren des einfallenden Strahles beschreibt.
Die Koordinate z; beschreibt die Lager der j-ten Grenzflache.

Es wird von einem halbunendlichen Substrat ausgegangen, sodass keine reflektierte
Welle aus diesem Bereich zuriicklaufen kann. Die Rechnung beginnt fiir ein
Schichtsystem mit N Lagen bei Ry+; = 0. Hiervon ausgehend lassen sich dann sukzessive
X; bis zur letzten Grenzfliche berechnen. Rauigkeiten (o), welche kleiner sind als die
jeweiligen Schichtdicken, konnen im Parratt-Formalismus berticksichtigt werden:

k, —k,; , 2

rauh Z,] zJj+t1 —2ik, ik, i110%

r. ¢ = —°¢ )Tz, j+1%j

ji+1 2.27
kz,j + kz,j+1 ( )

Bei grofleren Rauigkeiten ist diese Methode jedoch nicht mehr anwendbar.

Durch die Moglichkeit der Berechnung der Reflektivitit eines Systems konnen
Messungen mit theoretischen Modellen verglichen werden. Hierzu wird ein Modell mit
parallelen Schichten entwickelt. Fiir diese Schichten werden Annahmen beziiglich
Streuldngendichten und Rauigkeit getroffen. Rauigkeiten konnen zur besseren
Beschreibung des nicht idealen Systems beriicksichtigt werden. In einer iterativen Fit-
Prozedur werden die angenommenen Parameter solange variiert, bis die berechnete Kurve
so gut wie moglich mit den Messwerten iibereinstimmt.

In dieser Arbeit wurden die Oligoschichten in einzelne Boxen unterteilt, die parallel zur
Oberfliche verlaufen. Fiir jede einzelne Box wurde dann eine durchschnittliche
Streuldngendichte, eine Rauigkeit und eine Schichtdicke vorgegeben, welche in einer
iterativen Parameterschitzung angepasst wurden, bis die gemessene Reflektivitit am
besten durch die berechnete Kurve beschrieben wurde. Verwendet wurde dafiir das
Programm Motofit,''> welches in IGOR Pro implementiert ist. Dem Programm liegt der
Parratt-Algorithmus zugrunde.
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2.3.3. Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FTIR)

Grundlage dieser Technik bildet die IR-Spektroskopie.*! Bei ihr handelt es sich um eine
Absorptionstechnik basierend auf Strahlung im Wellenldngenbereich zwischen 2.5 und
250 um. Anregungen von Molekiilrotationen und -schwingungen ergeben ein IR-Ab-
sorptionsspektrum. Dabei konnen Rotationsbanden nur in der Gasphase aufgelost werden,
wihrend Schwingungsspektren auch von Fliissigkeiten und Festkérpern aufgenommen
werden konnen. Das Lambert-Beersche Gesetz und die Ubergangsdipolmomente
bestimmen dabei die Intensitit der Absorptionsbanden. Nur bei Anderung des
Dipolmoments ist eine Schwingung IR-aktiv und somit im Spektrum sichtbar. Zur
Anregung einer solchen Schwingung kann im nahen und mittleren Infrarotbereich unter
anderem ein Globar (Siliciumcarbid) verwendet werden. Es handelt sich dabei um einen
thermischen Strahler mit einer Betriebstemperatur zwischen 980 und 1650 K.

In dispersiven Messgeriten wird die Strahlung in Wellenldngenbereiche zerlegt, welche
dann einzeln auf die Probe treffen und detektiert werden. In einem Fourier-
Transformations-IR-Spektrometer hingegen ermoglicht ein Michelson-Interferometer ein
zeitgleiches Aufnehmen der Intensitdten im gesamten Wellenldngenbereich. Hierzu wird
im Interferometer der einfallende Strahl im Strahlteiler in zwei Teilstrahlen zerlegt. Der
erste Strahl wird von einem festen Spiegel reflektiert, wihrend der zweite durch einen
beweglichen Spiegel ebenfalls reflektiert und mit dem ersteren wieder zusammengefiihrt
wird (s. Abb. 2.20). Abhédngig vom Spiegelweg und der Frequenzen beider Strahlen wird
ein Interferogramm erhalten, welches iiber eine Fourier-Transformation in ein Spektrum
umgewandelt wird. Durch die im Vergleich zu dispersiven Gerdten schnellere
Datenerfassung, werden mit dem IR-Spektrometer kinetische Messungen moglich.

S e

Lichtquelle
Strahl-

1
/teiler\ o
Detektor !

Beweglicher Spiegel

Probe R —

ADbD. 2.20: Schematischer Aufbau eines FTIR mit Michelson-Interferometer.

Die Detektion kann mittels zwei verschiedener Detektoren erfolgen. Der DTGS
(deuteriertes Triglycinsulfat)-Detektor ist ein Ferroelektrikum, welcher unterhalb seiner
Curie-Temperatur spontan elektrisch polarisiert. Bei Erwdrmung durch IR-Strahlung
verindert sich die Polarisation durch Anderung der Abstinde im Kristallgitter. Die
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entstechende Ladung auf der Oberfliche kann dann als elektrisches Signal detektiert
werden. Vorteilhaft ist, dass der Detektor keine externe Kiihlung benétigt. Die Betriebs-
temperatur von -40 °C kann mit einem internen Peltier-Element eingestellt werden. Durch
die Linearitit des Detektors ist es auch mdglich die Intensitdten analytisch mittels einer
Eichkurve auszuwerten. Im Unterschied dazu handelt es sich bei dem MCT (Quecksilber-
Cadmium-Tellurid)-Detektor um einen nichtlinearen Detektor, welcher vor der Messung
auf -196 °C gekiihlt werden muss. Jedoch ist das Signal zu Rausch-Verhéltnis um 1 - 2
GroBenordnungen besser und die Aufnahmezeit der Spektren ist um ein filinffaches
geringer, sodass mit diesem Detektor Kinetikmessungen durchgefiihrt werden konnen.
Dabei wird, basierend auf dem inneren photoelektrischen Effekt, die elektrische Leit-
fahigkeit des Halbleiterdetektors, welche abhéngig von der eingestrahlten Energie ist, zur
Detektion verwendet.

Fir [In-situ-Messungen unter Wasser muss die Technik der abgeschwéchten
Totalreflexion (ATR) angewendet werden, da sonst das Spektrum durch Wasserbanden
zwischen 3500 und 4000 cm™ und 1500 und 2000 cm™ dominiert wird. Es handelt sich
um eine Reflexionsmessung (s. 2.3.1) bei der der Lichtstrahl durch ein ATR-Element auf
die eigentliche Probe gelenkt wird. In einem solchen Element wird Strahlung tiber
Totalreflexion gefiihrt. Bei Totalreflexion bildet sich hinter der reflektierenden
Grenzflache ein evaneszentes Feld aus, welches dann mit der Probe wechselwirken kann.
Totalreflexion an der Grenzfldche tritt nur auf, wenn der Brechungsindex der ATR-
Einheit n; groBer als der Brechungsindex der Probe n; (s. 2.3.1) ist. Die Eindringtiefe d,,,
an der die Amplitude des evaneszenten Feldes auf //e abgefallen ist, ist abhidngig von der
Wellenldange A, dem Einfallswinkel 6 und den Brechungsindices n;. Sie wird durch
folgende Formel wiedergegeben:

A
d. =

'p
2 /nfsinz (6)-n (2.28)

Durch die ATR-Technik werden oberflachensensitive Messungen unter Wasser moglich,

da der Lichtstrahl nicht mehr durch Wasser gelenkt wird, sondern nur noch bis in eine
Tiefe von etwa d, in die angrenzende Schicht eindringt. Hierdurch werden iiberdeckende
Wasserbanden im Spektrum vermieden. Die Bandenposition der Spektren entspricht
denen der Transmissionsspektren. Unterschiede werden nur deutlich in der Form der
Banden. So zeigen diese im Vergleich zur Transmissionsmessung mit zunehmender
Wellenlénge breitere und intensivere Banden, da die Eindringtiefe zunimmt.
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2.3.4. Spektrale Ellipsometrie

Mit der Technik der Ellipsometrie ist es moglich bei Kenntnis der dielektrischen
Eigenschaften einer Beschichtung deren Schichtdicke zu bestimmen.'"*""* Umgekehrt ist
es auch moglich die dielektrischen Eigenschaften eines Adsorbats bei bekannter
Schichtdicke zu ermitteln. Fiir die Ellipsometrie kann ein breites Frequenzspektrum
gewihlt werden, sodass Messungen mit Wellenldngen zwischen 300 mm und 150 nm an
verschiedenen Apparaturen durchgefiihrt werden konnen. Grundlage der Technik ist die
Anderung des Polarisationszustandes von Licht bei Reflexion oder Transmission an einer
Oberfléche.

Die Polarisation beschreibt die zeitliche und rdumliche Entwicklung des elektrischen und
des magnetischen Feldes einer elektromagnetischen Welle. Da beide orthogonal
zueinander stehen, geniigt es eines der Felder zu betrachten. Die Felder bewegen sich
immer orthogonal zur Ausbreitungsrichtung fort und kénnen dadurch jeweils durch zwei
Komponenten, beispielsweise x- und y-Richtung, beschrieben werden. Bei der
Ellipsometrie kommt entweder linear- oder zirkular-polarisiertes Licht zum Einsatz. Abb.
2.21 zeigt wie die orthogonal zueinander stehenden Wellen phasenverschoben sein
miissen, um die gewiinschte Polarisation zu erzielen. Fiir lineare Polarisierung miissen die
Wellen in Phase schwingen, wihrend die Amplitudenverhiltnisse die Richtung
bestimmen. Fiir zirkular polarisiertes Licht muss eine Phasenverschiebung der Wellen
von 90° bei gleicher Amplitude vorliegen. Bei Kombination willkiirlicher Phasen und
Amplituden von orthogonal zueinander stehenden Wellen wird elliptisch polarisiertes
Licht erhalten.

a)

Abb. 2.21: Kombinationen von orthogonalen Wellen zur Veranschaulichung von Polarisation. Mit
freundlicher Genehmigung von Florian Salopiata. Die Abbildung zeigt: (a) linear, (b) zirkular und (c)
elliptisch polarisiertes Licht.

Bei der gerichteten Reflexion von linear oder zirkular polarisiertem Licht an einer
Grenzfliche wird dieses, wie aus den Fresnel-Gleichungen hervorgeht, im Allgemeinen
elliptisch polarisiert. Die Anderung der Polarisation wird detektiert. Dabei wird das
Verhiltnis p zwischen den totalen Reflexionskoeffizienten R; von parallel und senkrecht
polarisiertem Licht gebildet. Sie ergeben sich aus den fresnelschen Formeln, welche
bereits in Abschnitt 2.3.1 eingefilhrt wurden. Das Verhiltnis p kann auch iiber die
ellipsometrischen Parameter ¥ und 4 dargestellt werden:
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R |
p= o =tan¥e” (2.29)

S

A beschreibt dabei die schichtbedingte Anderung der Phasendifferenz zwischen s- und p-
polarisiertem Licht, wéhrend tan¥ dem Betrag von p und damit dem Amplituden-
verhiltnis von parallel zu senkrecht polarisiertem Strahl entspricht. Da nur die Anderung
der Polarisation detektiert wird, ist diese Methode unabhédngig von Intensitits-
schwankungen des eingestrahlten Lichts und es sind keine Referenzmessungen notig.

Die Reflexion kann iiber die totalen Reflexionskoeffizienten (R) beschrieben werden,
welche sich aus der Summe der einzelnen fresnelschen Koeffizienten (7;) (s. 2.3.1)
ergeben. Bei Betrachtung der Reflexion eines Films auf einem Substrat (s. Abb. 2.22)
ergibt sich:

1], + rhexp(—2id)

RP =
1+ 1P +rfexp(—2i6) (2.30)
s Tz +133exp(—2id)

= s s Y (2.31)

1+ 1>, + ryzexp(—2i6)
mit der sogenannten Filmphasendicke 4:
d

6=annzcos(ﬁ) (2.32)

Abb. 2.22: Reflexion und Transmission eines Films auf einem Substrat.
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Die gesuchte Schichtdicke d des Films ist in der Filmphasendicke enthalten. Die
gemessenen ellipsometrischen Parameter (¥ und 4) kénnen nicht direkt in die gesuchten
optischen Konstanten und Schichtdicken umgewandelt werden. Hierzu muss eine
Regressionsanalyse durchgefiihrt werden. In einer iterativen Prozedur werden hierbei die
Parameter der totalen Reflexionskoeffizienten solange variiert bis die berechneten
Parameter ¥ und 4 mit den gemessenen so gut wie mdglich tibereinstimmen. Der mittlere
quadratische Fehler (MSE) zeigt die Abweichung der Messung von den berechneten
Werten an. Das beste Modell zeigt den geringsten MSE. Die Werte des Modellsystems
werden iiber die fresnelschen Formeln (s. 2.3.1) berechnet. Zur Bestimmung von geringen
Schichtdicken (nm-Bereich) sollten die optischen Konstanten bekannt sein. Diese sind
abhingig von der jeweiligen Wellenldnge und kdnnen fiir verschiedene Materialien in
Tabellen nachgelesen werden. Sind die Brechungsindices nicht bekannt, so miissen
Annahmen getroffen werden. Fiir transparente Materialien, deren Brechungsindices
keinen Absorptionskoeffizient K enthalten (K = (), kann zur Beschreibung des
Brechungsindex » in Abhdngigkeit von der Wellenldnge 4 das Cauchy-Modell verwendet
werden:

B C
I](/U: A-/‘/TZ +P + (233)

A, B und C beschreiben dabei die Cauchy-Parameter, welche solange vom Programm
angepasst werden, bis das Modell mit der Messung gut iibereinstimmt. 4 entspricht dabei
dem Brechungsindex fiir den Grenzfall groBer Wellenldngen. In-situ-Messungen unter
Wasser sind mit dem ellipsometrischen Verfahren sehr gut méglich. Durch die schnelle
Datenerfassung konnen Quellkinetiken aufgenommen werden.

2.3.5. Rasterkraftmikroskop (AFM)

Mit einem AFM konnen Oberflachenstrukturen abgebildet werden. Grundlage hierzu ist
die mechanische Abtastung von Oberflichen bei gleichzeitiger Messung von atomaren
Kriften.'"

Wihrend der Messung rastert der sogenannte Cantilever mit einer nanoskopischen Spitze
iiber die Probe. Die Auflosung dieser Methode ist abhingig vom Kriimmungsradius der
verwendeten Spitze, welcher zwischen 10 und 20 nm liegt und laterale Auflésung von 0.1
bis 10 nm erlaubt. Durch die Oberflichenstruktur wird der Cantilever verbogen und iiber
die Detektion dieser Auslenkung ist es moglich die Oberfldche abzubilden. Dies erfolgt
meist iiber einen Laserstrahl der auf die Spitze gerichtet ist. Der reflektierte Strahl wird
dann mit einem Photodetektor detektiert (s. Abb. 2.23a).

Bei groem Abstand zwischen Spitze und Oberfliche {iberwiegen anziehende Van-der-
Waals-Krifte und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, wéhrend bei geringerer Entfernung
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repulsive Kréfte wie Pauli- und Coulomb-AbstoBung zunehmen. Das Lennard-Jones-
Potential beschreibt das Wirken der Krifte. In Abb. 2.23b ist das Potential V' in
Abhingigkeit von der Entfernung R zwischen Probe und Spitze dargestellt. Ry bezeichnet
dabei den Gleichgewichtsabstand.

Je nach Bewegung der Spitze konnen drei Betriebsmodi des AFM unterschieden werden.
Beim Kontakt-Modus sitzt die Spitze im direkten Kontakt zur Probe. Nun kann entweder
die Auslenkung der Spitze direkt detektiert werden oder sie wird konstant gehalten. Die
Kraft die hierfiir benétigt wird, wird detektiert und gibt Auskunft iiber das Hohenprofil
der Probe. Eine fiir Probe und Cantilever schonendere Methode ist der Intermittierende-
Modus in dem die Spitze in Schwingung versetzt wird. Die Schwingungsfrequenz liegt
nahe der Resonanzfrequenz des eingesetzten Cantilevers. Die Spitze beriihrt nur am
Umkehrpunkt der Schwingung die Probe. Der intermittierende Modus wird vor allem fiir
In-situ-Experimente verwendet. Messungen unter Fliissigkeit konnen somit auch mit
einem AFM durchgefiihrt werden. Im Nicht-Kontakt-Modus schwingt der Cantilever mit
seiner FEigenresonanz und beriihrt die Probe dabei nicht. Detektiert wird die
Frequenzverschiebung bei Wechselwirkung des Cantilevers mit der Oberflache. Neben
der Oberflichentopographie, welche in dieser Arbeit mittels AFM gemessen wurde,
konnen auch weitere Messgroflen bestimmt werden. Unter anderem konnen lokale
Magnetstirken und Reibungskrifte vermessen werden. Bei nicht bildgebenden Methoden,
den spektroskopischen Verfahren, konnen Kraft-Abstands-Kurven aufgezeichnet und
damit Adhésionskrifte bestimmt werden.

a) b)

| _— Kontakt Modus

Detektor und T
Steuerelektronik

Intermittierender Modus

Photodiode

Laser

83 i repulsive Wechselwirkung
Probe
XY-Tisch -

Abb. 2.23: a) Funktionsprinzip eines AFMs und b) Lennard-Jones-Potential. Gezeigt sind verschiedene
Modi der AFM-Messung in Abhéngigkeit vom Abstand zur Probe. R, bezeichnet dabei den
Gleichgewichtsabstand.

attraktive Wechselwirkung

nicht-Kontakt-Modus

R, Teilchenabstand (R)
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2.3.6. Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC)

Die Technik der DSC kann zur quantitativen kalorimetrischen Untersuchung von
Biomolekiilen verwendet werden.”''® Hierzu wird ein Tiegel mit der Probe und ein
weiterer identischer mit einer Referenz in einem Wiarmebad dem gleichen Temperatur-
anderungsprogramm ausgesetzt. Aufgrund der Warmekapazitit der Stoffe kommt es nun
bei endothermen und exothermen Prozessen, und somit auch bei Phasenidnderungen, zu
Temperaturdifferenzen zwischen Probe und Referenz. Um die Temperaturen der Probe
und der Referenz wieder anzugleichen, muss die Heizleistung an Probe und Referenz
unterschiedlich gewdhlt werden. Diese Differenz wird detektiert und ist proportional zum
Unterschied der Warmekapazitit zwischen Referenz und Probe (AC,). Aufgetragen wird
die Wirmekapazitit gegen die Temperatur (7). Uber die Integration des untergrund-
korrigierten Signals zwischen Anfangs- (7;) und Endtemperatur (7,) kann die
Umwandlungsenthalpie (4H) erhalten werden:

T,
f AC,(T)dT = AH (2.34)

T,

In dieser Arbeit wurden mit der Methode die Phaseniibergangstemperaturen von Lipiden
bestimmt.
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3. Experimenteller

Teil

3.1. Verwendete Chemikalien und Substrate

Die in dieser Arbeit verwendeten wissrigen Losungen wurden mit Reinstwasser eines
spezifischen Widerstandes von 18.2 MQ-cm aus einer Millipore-Wasseraufbereitungs-
anlage (Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland) hergestellt. Wassrige PE- und Salz-
Losungen wurden mit variierenden Konzentrationen angesetzt. Vor den Messungen am
Ellipsometer wurden die Losungen 30 min im Ultraschallbad (Sonomatic 300PC, Michael
Bohm Ziehsteintechnik, Altenstadt, Deutschland) entgast. Fiir die NR-Messungen

erfolgte eine Entgasung des D,O durch die Erzeugung von Unterdruck.

Chemikalie Bezugsquelle Reinheit oder MW
o Avanti Polar Lipids, Inc.
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3- ’ o
phosphocholin (DMPC) (Alabaster, Alabama, >99 %
US)
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-  Avanti Polar Lipids, Inc.
phosphocholin-N,N,N- (Alabaster, Alabama, k. A.
trimethyl-D9 (DMPC-d9) usS)
1,2-Dimyristoyl-D54-sn- Avanti Polar Lipids, Inc.
glycero-3-phosphocholin (Alabaster, Alabama, k. A.
(DMPC-d54) usS)
11,2—Drlm3y rl;toylileﬁ _L1?1nn_ Avanti Polar Lipids, Inc.
glycero-3-phospiochoiin- (Alabaster, Alabama, k. A.

1,1,2,2-D4-N,N,N-trimethyl-
D9 (DMPC-d67)

US)

Theoretikumsbestiande der

Mit 0.6 % Ethanol

Chloroform (CHCL;) Universitit Heidelberg stabilisiert
Chloroform p.a. (CHCI;) Megﬁgg;ﬁg:;?dt’ Uvasol
Ethanol p.a. (CHsOH) Theoretikumsbestdnde der 99 8 %

Universitit Heidelberg

Deuteriumoxid (D,0O)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

99.9 atom % D

Natriumsalz der

Novozymes (Bagsvaerd,
Déanemark), Calbiochem

Hyaluronsdure (HS) (San Diego, Kalifornien, 769, 850 kDa
Us)
Polyallylaminhydrochlorid Sigma-Aldrich 15. 58. 900 kDa

(PAH)

(Steinheim, Deutschland)
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Polyethylenimin (PED) g teinsﬁeginnf'ﬁéﬂiisfﬁlan N 0.8, 25 kDa
Polystljritlrsiﬁf?cfizfg (PSS) (Steinshiegirrrllf-ﬁeli?scctﬁland) 70kDa, I MDa
Lithiumehlorid (LIC) g teinsﬁegiﬁ?_ﬁéi?s?ﬁlan N >99 %
Natriumehlorid (NaCl) g temshieginnf'ﬁéi?s‘fﬁlan N 99.5 %
Kaliumehlorid (KCI) Tlggfveélrﬁzsﬁzfgg;‘gier >99.5 %
Magnesiumchlorid (MgCl,) R teinsgeginr:l?_gelﬂiis(;}}lﬂan d) >98 %
Calciumehlorid (CaCl) teinsgeginrfﬁéﬂ?s‘jﬁlan " >93%
Zinkchlorid (ZnCl,) Tl;jgfj;ﬂgsﬁzfgﬁgzr‘gm pa.
Natriumhydroxid (NaOH) Tlggfj;ﬁfisﬁ‘:ﬁg;‘ghr 99 %
Salzsdure (HCI) Tlggjgﬁig}[s;egirig;ger 0.1 mol/L
di-Phosphorpentoxid Theoretikumsbestinde der 98 %

Universitit Heidelberg

Ammoniak

Theoretikumsbestinde
der Universitat
Heidelberg

25 % in Wasser

Wasserstoffperoxid

Theoretikumsbestinde
der Universitat
Heidelberg

30 % in Wasser

Tab. 3.1: Verwendete Chemikalien, Bezugsquelle und Reinheitsgrad bzw. MW.

Die Grof3e und die Bearbeitung der verwendeten Substrate variierten je nach Anspriichen
der Messapparatur. Bei allen Substraten handelte es sich um Silicium der Orientierung
(100) mit einer nativen SiOy-Schicht. Silicium ist dabei fiir Neutronen im gewihlten
Wellenldngenbereich von 1.8 - 12.2 A und fiir IR-Strahlung (1500 - 6000 cm™)
transparent. Wihrend fiir Messungen am Ellipsometer und am Rontgenreflektometer
beliebig grofle Stiicke (aber nicht kleiner als 20 mm x 20 mm mit einer Dicke von
0.5 mm) zugeschnitten werden konnten, wurden fiir Messungen der Neutronen-
reflektivitit (NR)- und ATR-FTIR-Versuche runde Wafer mit einem Durchmesser von
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60 mm und einer Dicke von 10 mm verwendet. Die Kristalle fiir die ATR-Messungen
besallen zusitzlich polierte Seiten, welche im 45° Winkel zur Probenoberfliche geneigt
waren. Die Substrate wurden von Siliciumbearbeitung Holm (Tann/Ndb., Deutschland),
Sil’tronix (Archamps, Frankreich) und Siegert Wafer (Aachen, Deutschland) bezogen.

3.2. Probenpriparation

Der Lipid-Beschichtung ging immer eine Reinigung der Substrate voraus. Sie wurden
zunéchst mit Chloroform gespiilt, im N,-Strom getrocknet und fiir eine Stunde in Ethanol
gereinigt. Dann wurden die Platten mit Ethanol abgespiilt und abermals mit N,
getrocknet.

Waren die Substrate zuvor mit Lipiden beschichtet, wurden sie mit Chloroform gereinigt,
getrocknet und einer RCA-Reinigung (Reinigungsprozess wurde im Auftrag der Radio
Corporation of America entwickelt) unterzogen. Hierzu wurden sie 10 min lang in einer
Mischung aus H,O; (30 %), Ammoniak (25 %) und Wasser im Verhéltnis von 1:1:5 bei
75 °C inkubiert. Danach wurde die Losung entfernt, das Substrat 20-mal mit reinem
Wasser gespiilt, eine Stunde in Ethanol gereinigt und anschlieSend getrocknet.

Fir die Lipid-Oligobilagen-Praparation wurden die Substrate nach dem Reinigungs-
prozess mit einer Losung von DMPC in Chloroform mittels eines Spin-Coaters
beschichtet (s. Abb. 3.1a). Hierzu wurden zwei verschiedene DMPC-Konzentrationen
verwendet. Wihrend Substrate fiir NR-Messungen mit 10 g/L-Ldsungen und hochreinem
Chloroform prédpariert wurden, konnten die restlichen Messungen mit FEthanol
stabilisiertem Chloroform und einer Konzentration von 5 g/L durchgefiihrt werden. In
Berlin wurde mit einem Spin-Coater des Modells 6708D gearbeitet und in Heidelberg
stand das Modell G3P-8 zur Verfiigung; beide stammen von Special Coating Systems
(Indianapolis, Indiana, US). Die Rotation wurde direkt nach Benetzung der gesamten
Substrat-Oberfliche mit einer Geschwindigkeit von 500 rpm fiir 1 Sekunde gestartet.
Danach folgte fiir die Dauer von 40 Sekunden eine Umdrehungszahl von 4000 rpm. Die
Probenpriparation entsprach im Wesentlichen der Vorgehensweise von Mennicke und
Salditt.""” Vor Beschichtung mit der DMPC-Losung wurde das Substrat dreimal mit
reinem Chloroform und dem gleichen Rotations-Programm vorgespiilt.

Multilamellare Lipid-Beschichtungen wurden mit der Airbrush-Methode aufgebracht. Sie
wurden préipariert, um das Signal der NR-Messungen gegebenenfalls zu verstarken. Sie
mussten jedoch nicht verwendet werden. Die Charakterisierung der Proben zeigte jedoch,
dass es moglich ist solche multilamellaren Strukturen herzustellen (s. 4.1.3). Hierzu
wurde eine DMPC-Losung mit einer Konzentration von 10 g/L in Chloroform mit einem
konstanten Stickstoffstrom auf das Substrat gespriiht (s. Abb. 3.1b).
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a) b)
5 g/L oder 10 g/LL 10 g/ DMPC
DMPC in CHC, in CHCL,
' > > 2 g :°
\ 4000 rpm —‘/ o
- Stickstoff-Strom

Abb. 3.1: Vorgehensweise bei der Lipid-Beschichtung mittels Spin-Coater- und Airbrush-Methode. a)
Oligolamellare Schichten wurden mittels Spin-Coater erhalten. Das Substrat wurde zunéchst vollstédndig mit
der jeweiligen DMPC-Losung bedeckt und dann bei Umdrehungsgeschwindigkeiten von 4000 rpm
beschichtet. b) Multilamellare Beschichtungen erfolgten mithilfe der Airbrush-Technik. Die DMPC-Ldsung
wurde mit einem konstanten Stickstoffstrom auf das Substrat gespriiht.

3.3. Gerite zur Analytik

Zur Untersuchung des Verhaltens von Lipid-Oligolagen in HS-, PE- und Salz-Losungen
wurden neben Charakterisierungsmethoden der trockenen Oberfliche auch In-situ-
Messmethoden benotigt, welche es ermdglichten Proben unter Wasser zu messen. Die
jeweilige Methodik wurde bereits in 2.3 beschrieben. Im Folgenden sollen die
korrespondierenden Gerite vorgestellt werden.

3.3.1. Rontgenreflektometrie

Fiir diese Messungen wurde ein Gerdt am Helmholtz-Zentrum-Berlin (HZB) verwendet.
Es diente vor allem der Vorcharakterisierung trockener Proben fiir spétere NR-
Messungen. Gemessen wurde mit einem am HZB Kkonstruierten, dreiachsigen
Diffraktometer mit einer Kupferanode, deren Rontgenstrahlung iiber einen Graphitkristall
monochromatisiert wird. Verwendet wird das Dublett der CuK,-Strahlung mit einer
Wellenlinge von 1.54 A (gewichtetes Mittel) und einer Energie von 8045.7 eV. Der
Strahl wird durch einen Spalt mit den Dimensionen 0.04 mm x 8 mm begrenzt, trifft dann
auf die Probe und gelangt durch eine Apertur von 0.2 mm zum Detektor.'"® Zum Schutz
des Detektors wird der Strahl im Bereich der Totalreflexion (g, < 0.143 A" durch einen
Nickelabsorber abgeschwiicht. Es wird eine Auflésung von dg. = 0.003 A erhalten. Alle
Daten wurden auf die Eingangsintensitit normiert. Die variierende Ausleuchtung der
Probe in Abhéngigkeit des Winkels wurde bertiicksichtigt.

Um bei konstanter Luftfeuchtigkeit messen zu konnen wurde eine nach auflen hin
abgedichtete Zelle verwendet (s. Abb. 3.2). Die Probe wurde in der Zelle senkrecht
eingespannt und ein Gefdll am Fufle der Probe diente einer konstanten Einstellung der
Luftfeuchtigkeit (0 % bei Befiillung mit Phosphorpentoxid und nahezu 100 % bei
Befiillung mit Wasser). Der Strahleintritt und -austritt wurde durch zwei Kaptonfenster
gewihrleistet.
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a) b)
N
N
<— Gehiuse
L  Objekttriger
—— Probe
Kaptonfenster
<«t}— Gefily
v

Abb. 3.2: Luftfeuchtigkeitszelle fiir Rontgenreflektivitdtsmessungen in Berlin. Die Feuchtigkeit kann iiber
die Fiillung des Gefilies kontrolliert werden. Die Probe ist auf einen Objekttrager gespannt und der Strahl
wird durch zwei Kaptonfenster geleitet. a) Foto der Feuchtigkeitszelle und b) schematische Skizze des
Schnitts durch die Zelle.

3.3.2. Neutronenreflektometrie

Messungen wurden hauptsdchlich an der Neutronenquelle BERII am HZB durchgefiihrt.
Hier wurde hauptsichlich am Instrument V18 gemessen (s. Abb. 3.3)."" Dies ist ein
Flugzeit (TOF)-Reflektometer zur Untersuchung von weicher Materie. Kernstiick des
Gerites sind die Chopper (FZJ, Jiilich, Deutschland), welche eine zeit- und geschwindig-
keitsaufgeloste Detektion der Neutronen ermdglichen. Chopper 1, 2a und 2b schniiren
dabei Neutronenpakete aus dem kontinuierlichen Strahl der Neutronenquelle. Die
Neutronen in diesen Pulsen haben unterschiedliche Geschwindigkeiten und der Strahl
zieht sich in die Lénge. Chopper 3 verhindert, dass zu schnelle oder zu langsame
Neutronen in den Puls davor oder danach laufen. Diese Neutronenpulse treffen auf die
Probe, werden reflektiert und {iber einen Positions-sensitiven Detektor registriert. Ein
Goniometer, auf dem die Probe sitzt, ermoglicht die Abdeckung eines g.-Bereiches bis zu
0.4 A, g ist dabei abhingig von der Wellenldnge 4 und dem Streuwinkel 6. Die Gesamt-
auflosung setzt sich aus der Wellenldngen- und der Winkelauflosung zusammen, welche
im optimalen Fall beide gleich eingestellt sind. In dieser Arbeit wurde mit Wellenldngen-
auflésungen zwischen 1 % und 10 % gemessen, die zu Gesamtauflosungen von 1.4 % bis
14 % fithren. Um einen moglichst breiten ¢.-Bereich abzudecken, wurden bis zu 3
Winkeleinstellungen gewéhlt bei Messzeiten von bis zu 5 Stunden fiir eine komplette
Kurve.

Off-spekulare-Daten wurden aufgrund einer fehlenden Strahlblockierung, welche den
Direktstrahl bei gedffneter Blende ausfiltern kann, nicht aufgenommen, da die Messdaten
bei geringer Blendenweite der Blende 4 aufgenommen wurden. Ndheres zum Aufbau
wird in der weiterfiihrenden Literatur beschrieben.’*'"”'?! Wenn nicht anders vermerkt,
wurde dieses Gerdt verwendet.
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Weiterhin wurde ein TOF-Instrument (D17) am Institut Laue-Langevin (ILL) in Grenoble
verwendet.'?? Mit Hilfe zweier Chopper wird der Strahl gepulst. Abgedeckt wurde ein g.-
Bereich bis zu 0.4 A™! bei Winkeleinstellungen von 0.8° und 3.8° und einer Messzeit von
1.5 Stunden. Die Auflosung ist abhéingig von der Wellenldnge und kann zwischen 0.5 und
20 % beziiglich g. eingestellt werden. Detektiert wird mit einem zwei-dimensionalen
Detektor der Grofie 250 mm x 500 mm.

Gerite mit fixen Wellenldngen von 0.466 bzw. 0.428 nm wurde mir am HZB mit V6'*
und am Heinz Maier-Leibnitz Zentrum (HMLZ) mit NREX'** zur Verfiigung gestellt.
Durch Drehung der Probe wird der Einfallswinkel und somit ¢. variiert. Die
Gesamtauflosung fiir ¢. > 0.06 A betrigt 0.002 A™. Detektiert wurde am NREX mit
einem Positions-sensitiven Detektor der GroBe 200 mm x 200 mm. Am V6 wurde
hauptséchlich mit einem Lineardetektor gearbeitet.

Messungen erfolgten zur Minimierung des Hintergrunds durch inkohdrente Streuung
vorwiegend in D,0O. Die Reduktion und Normierung der Daten wurde mit der jeweiligen
betriebseigenen Software durchgefiihrt. Die Rohdaten wurden dabei auf die Intensitét des
Direktstrahls normiert. Zur Datenanalyse wurde das Fitprogram Motofit''? verwendet.
Erste Fitparameter (Anzahl der Schichten, trockene Schichtdicke, bekannte SLDs)
konnten tiber Messungen der Rontgenreflektivitdt (XRR) der Proben und aus der Literatur
erhalten werden.

—— Delektor

IR-Spektrometer —

I[R-Detektor
Blende 3 —p

Blt nde 4

‘ev'
A l’t obe

Schwenkbarer

—— Chopper 2a

D)—( hopper 1
-
=

Probentisch

)/—('lmppvr 2h

Blende 1

Neutronenstrahl

U
) —
N

Chopper 3

Blende 2

Abb. 3.3: Aufbauskizze des V18 am HZB in Berlin. Bildquelle: HZB / E. Strickert.'” Es handelt sich dabei
um ein TOF-Reflektometer. Das Chopper-System ermdglicht eine zeit- und geschwindigkeitsaufgeloste
Detektion von Neutronen. Der von links einfallende Neutronenstrahl trifft auf die Probe, welche mit einem
Goniometer unter verschiedenen Winkel positioniert kann, und wird dann auf einen Positions-sensitiven
Detektor gelenkt.
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3.3.3. ATR-FTIR

In Berlin wurden ATR-FTIR-Spektren in Kombination mit NR-Messungen an V18
aufgenommen. Hierzu diente ein Infrarotspektrometer der Firma Bruker (Vertex 70,
Bruker Optik GmbH, Deutschland), dessen Strahlengang senkrecht zum Neutronenstrahl
verlauft. Der IR-Strahl wird iiber eine Linse mit Brennweite 400 mm auf das ATR-
Eintrittsfenster des Lipid-beschichteten ATR-Kristalls fokussiert und mehrfach im
Kristall reflektiert, wobei das evaneszente elektrische Feld Molekiilschwingungen in der
Lipidschicht anregt. Nach Austritt aus dem ATR-Kristall wird der IR-Strahl {iber eine
gleiche Linse wieder verbreitert und anschlieBend mittels einer Linse der Brennweite
43 mm auf den Detektor fokussiert. Der genaue Aufbau findet sich in der Literatur.’*
821191200 A5 Substrat und gleichzeitig ATR-Kristall wurde ein runder Silicium-Block
mit Eintrittsfenstern im Winkel von 45° verwendet. Bei einem Durchmesser von 60 mm
und einer Dicke von 10 mm wird der Strahl dreimal intern reflektiert bevor er wieder
austritt (s. Abb. 3.4).

ATR-Kristall = Substrat

IR-Strahl l

Abb. 3.4: IR-Strahlengang durch den ATR-Kristall aus Silicium.

Detektiert wurde die IR-Strahlung mit einem D(La)TGS-Detektor. Die DTGS-Kristalle
sind zur Verbesserung der pyroelektrischen Eigenschaften mit L-Alanin (La) dotiert.
Dabei wird die Empfindlichkeit der Kristalle erhdht und eine dauerhafte Depolarisation
bei Erwdrmung iiber die Curie-Temperatur minimiert. Wéahrend der Messung wurde das
Geriteinnere mit getrocknetem Stickstoff gespiilt um die Wasser- (3500 - 4000 cm™;
1500 - 2000 cm™) und Kohlenstoffdioxid-Banden (bei 2340 cm™) der Atmosphire zu
reduzieren. Fiir jede Messung wurde iiber 128 Scans gemittelt, die Auflésung betrug
4bzw. 2 cm’”. Vor den eigentlichen Messungen wurde ein Hintergrundspektrum mit
mindestens 128 Scans aufgenommen. Hierfiir wurde ein unbeschichteter Silicium-Kristall
gegen D,O vermessen. Als Lichtquelle wurde eine MIR (mittleres Infrarot)-
Strahlungsquelle verwendet. Im Interferometer kam ein KBr-Strahlenteiler zum Einsatz.
Die Daten wurden mit der Software Opus 6.5 (Bruker Optik GmbH) ausgewertet.

Fiir zeitgleiche NR- und IR-Messungen wurden zwei verschiedene Messzellen verwendet.
Bei der ersten handelt es sich um eine Fliissigkeitszelle (s. Abb. 3.5a) zur temperatur-
kontrollierten Messung unter Fliissigkeiten. Sie wurde in der Werkstatt des HZB
angefertigt. Die Inkubationslosung wurde mit Hilfe einer Peristaltikpumpe (MCP
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Standard, Ismatec, Wertheim, Deutschland) in einem geschlossenen Kreislauf {iber die
Probe geleitet. Durch Zugabe zusétzlicher Stoffe in ein externes Ausgleichsgefal konnte
dabei die Zusammensetzung der Inkubationslosung sukzessive variiert werden.

a)
Neutronen-Strahl
IR-Strahl
ATR-KTristall
Anschliisse:
Temperatur-
regulierung
b) c)
IR-Strahlengang Temperatur-
N regulierung

N

<— IR-Strahlengang

&— Neutronen-Strahlengang

Probe
Rotor

B G
¥

Motor | :‘ C

-8

Abb. 3.5: a) Schematische Darstellung der Flusszelle und (b, ¢) der Scherzelle. Beide Zellen ermdglichen
eine zeitgleiche Erhebung von NR- und IR-Daten. Die jeweiligen Strahlengénge sind fiir IR-Strahlung in
Rot und fiir NR-Strahlung in Griin eingezeichnet. Mit der Scherzelle konnen Scherraten zwischen
0 - 6000 rpm realisiert werden. Ein Schnitt durch die Scherzelle ist in b) zu sehen.

Eine zweite Messzelle ermdglichte neben einer temperaturkontrollierten /n-situ-Messung
auch das Applizieren von Scherraten zwischen 0 und 6000 rpm an der eingebauten Probe.
Dabei konnte jedoch kein Fliissigkeitsaustausch erfolgen. Durch die Kegelgeometrie des
Scherkopfs wurde gewihrleistet, dass die Scherrate an allen Stellen der Oberfldche gleich
grof} ist. Der Abstand von Kegel zum Substrat steigt dabei mit zunehmender Entfernung
vom Drehzentrum linear an. Der Einfluss der ansteigenden Bahngeschwindigkeit wird
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somit durch den zunehmenden Abstand kompensiert. Der Durchmesser des Kegels betrug
43 mm, sein Offnungswinkel 177.2° und der Abstand seiner Spitze vom Substrat 0.5 mm.
Ein Wasserkreislauf durch die Ummantelung des Probenkopfs ermdglichte eine
Temperaturregulierung zwischen 5 und 60 °C mit einer Genauigkeit von 0.1 °C. Die
Temperaturmessung erfolgte mit einem Pt100-Sensor nahe der Probe. Die Scherzelle
wurde in der feinmechanischen Werkstatt der Angewandten Physikalischen Chemie
(APC) der Universitit Heidelberg nach den technischen Zeichnungen von R. Jehle
angefertigt (s. Abb. 3.5b, ¢).

3.3.4. Spektrale Ellipsometrie

Gemessen wurde mit einem spektroskopischen Ellipsometer M44® der Firma J. A.
Woollam Co. Inc. (Lincoln, USA) unter einem Einfallswinkel von 75°. Linear
polarisiertes Licht, welches von der Probe reflektiert wird, wird mit einem Calcit-Kristall
erzeugt. Nach der Reflexion passiert das Licht einen Analysator (Polarisator, welcher mit
60 Hz rotiert) und trifft dann auf den Detektor, welcher das Signal simultan fiir 44
verschiedene Wellenldngen erfasst (s. Abb. 3.6). Eine Xenon-Bogenlampe mit einem
Spektralbereich von A =400 - 800 nm diente als Lichtquelle.

Lichtquelle Rotierender

Analysator Detektor

Polarisator

Probe

Abb. 3.6: Apparativer Aufbau eines Ellipsometers mit rotierendem Analysator. Die Polarisationsebene des
Lichts ist in Rot dargestellt.

Zur Kalibrierung und Bestimmung des exakten Einfallswinkels wurde ein thermisch
oxidierter Silicium-Kristall verwendet (Schichtdicke SiO,: 25 nm). Die Bestimmung der
Schichtdicken erfolgte mit der Herstellersoftware WVASE32™ f{iber ein Cauchy-Modell
mit variierenden Parametern 4 und B. Fiir Messungen am Silicium-Wafer wurde das
Modell Si Jell verwendet. Dieses enthdlt die optischen Konstanten fiir Silicium,
basierend auf den Untersuchungen von Jellison ez al..'*® Fiir Messungen unter Wasser
wurde der entsprechende Parameter der Software auf Wasser gesetzt. Kinetikmessungen
wurden innerhalb einer Fliissigzelle, gebaut in der feinmechanischen Werkstatt der APC
und entworfen durch R. Jehle, durchgefiihrt (s. Abb. 3.7). Mogliche Probenmafle liegen,
beschrinkt durch die Dimensionen der Zelle, bei einem Durchmesser von 50 mm und
einer Hohe von 3 mm. Die gesamte Zelle fasst etwa 10 mL Fliissigkeit. Die Strahlfiihrung
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erfolgt liber Fenster aus synthetischem Quarzglas mit einem Durchmesser von 12.5 mm
und einer Dicke von 2 mm.

Abliufe

/ \ =
5

Strahlengang
-

Gehiéuse
\

Probenposition

Cu-Block zur
Temperierung

& —
B
!'-
1 ALY

Flusszelle Justierbarer

Probentisch

Abb. 3.7: Schnitt durch die Flissigzelle fir Kinetikmessungen unter Fliissigkeit am Ellipsometer. Der
Zufluss befindet sich mittig am Full der Flusszelle und ist durch den Schnitt nicht zu sehen.

Zur Temperierung wurde ein wasserdurchflossener Messtisch eingesetzt, welcher
Temperaturen zwischen 20 - 40 °C aufrechterhalten kann. Kernstiick ist ein Kupferblock,
welcher die Wérme speichert und fiir eine konstante Temperatur in der Fliissigzelle sorgt.
Ein Gehéuse aus Plexiglas stabilisierte zusétzlich die Temperaturen. Ein weiterer interner
Kreislauf wurde iiber eine Peristaltik-Pumpe (MCP Standard, Ismatec, Wertheim,
Deutschland) unterhalten und ermoglichte Konzentrationsédnderungen der Inkubations-
fliissigkeit.

3.3.5. AFM

AFM-Messungen wurden mit einem SOLVER NEXT SPM von NT-MDT (Moskau,
Russland) durchgefiihrt. Messungen erfolgten im Nicht-Kontakt-Modus mit einem
Silicium-Cantilever des Typs NSGO1 (von NT-MDT) mit leitender Goldbeschichtung.
Die AusmaBe des Cantilevers betrugen 125 x 30 x 2 pm mit einer Resonanzfrequenz von
typischerweise 150 kHz und eine Kraftkonstante von 5.1 N/m. Die GroBle der gescannten
Bereiche lag zwischen 30 und 50 pm mit einer Punktdichte von einem Pixel pro 0.1 pm.
Gescannt wurde mit einer Frequenz von 0.5 Hz. Die Auswertung und Darstellung der
Bilder erfolgte mithilfe der Software Gwyddion (Version 2.31).
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3.3.6. DSC

DSC-Messungen wurden an einem MicroCal VP-DSC der Malvern Instruments GmbH
(Herrenberg, Deutschland) durchgefiihrt, das freundlicherweise von Prof. Tanaka
(Physikalische Chemie von Biosystemen, Universitit Heidelberg) zur Verfiigung gestellt
wurde. Das Volumen der Tiegel betrug etwa 0.5 mL. Es wurde mit Lipidkonzentrationen
zwischen 0.3 und 1 mM gearbeitet. Die Losungen wurden mittels eines Vortexers fiir
10 min bei Raumtemperatur suspendiert und dann mit einer Heizrate von 20 °C pro
Stunde gemessen. Wasser diente als Referenzprobe.
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Ergebnisse und Diskussion

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Probenpriparation

Die Probenpréiparation der Lipid-Oligolagen erfolgte wie in 3.2 beschrieben. Eine
Charakterisierung der Oberflachen fand vor den NR-Messungen {iber XRR-Messungen
statt. Betrachtungen der Proben vor den ellipsometrischen Untersuchungen erfolgten
teilweise iiber AFM-Messungen. Die Phaseniibergangstemperaturen der verwendeten
Lipide wurden mittels DSC-Messungen bestimmt. Die Ergebnisse der Charakterisie-
rungen sollen in diesem Kapitel dargestellt werden.

4.1.1. Charakterisierung der verwendeten Lipide mittels DSC-Messungen

Um sicher zu gehen, dass das verwendete DMPC nicht verunreinigt war, wurden DSC-
Messungen durchgefiihrt. Dabei wurden die Phaseniibergangstemperaturen fiir
undeuteriertes, kopfdeuteriertes, kettendeuteriertes und vollstindig deuteriertes DMPC
bestimmt, da auch mit deuterierten Lipiden gearbeitet wurde (s. 4.3). Die ermittelten
Temperaturen gaben den Temperaturbereich fiir die weiteren Messungen vor.
Experimente wurden mit Lipiden in der Gelphase durchgefiihrt, das heif3it, die Temperatur
der Messungen sollte unterhalb der Hauptphaseniibergangstemperatur liegen.

Abb. 4.1 zeigt eine DSC-Messung von undeuteriertem DMPC. Es konnte ein Signal bei
T,, = 24.25 °C, entsprechend dem Hauptphaseniibergang, erhalten werden, welcher laut
Literatur in einem Bereich zwischen 22.5 und 25 °C liegt.127 Dieser tritt beim Ubergang
von der Py zur L, Phase ein. Eine Vorumlagerung, gemif des Ubergangs von Ls- zu Py,
konnte bei 7. = 14.05 °C beobachtet werden. Dies liegt ebenfalls im Bereich der in der
Literatur angegebenen Werte (9 - 18 °C)."*” Uber die Integration der erhaltenen Kurven
kann die Anderung der Enthalpie (4H) bei Phaseniibergéingen bestimmt werden. Dabei
hiangt ihr Wert von den gewdihlten Integrationsgrenzen ab und variiert in der Literatur
stark.”'?” Es finden sich Werte der Enthalpiednderung fiir den Hauptphaseniibergang des
vollprotonierten DMPCs in einem Bereich zwischen 4.5 und 7.5 kcal/mol (18.8 -
31.4 kJ/mol)."”'** In dieser Arbeit wurden Werte von 5.94 kcal/mol fiir den

Hauptiibergang bzw. 0.92 kcal/mol fiir die Vorumlagerung erhalten.
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Abb. 4.1: DSC-Messung an DMPC. Aufgetragen ist die Warmekapazitit gegen die Temperatur. DMPC der
Konzentration 1 mM wurde in Losung gebracht und bei einer Heizrate von 20 °C pro Stunde gegen Wasser
gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit Microcal Origin der Malvern Instruments GmbH (Herrenberg,
Deutschland).

Fiir die Messungen zur Lokalisierung von PAH bzw. HS in den Lipiden (s. 4.3) wurden
deuterierte Lipide benotigt. Zur korrekten Einstellung der Temperatur wéhrend der
Messung wurden DSC-Messungen an den verschieden deuterierten Proben durchgefiihrt
(s. Abb. 4.2). Die ermittelten Temperaturen zu den Phaseniibergéingen finden sich in Tab.
4.1. Mit zunehmendem Deuterierungsgrad sinken diese. Fiir die Phaseniibergangs-
temperatur des kettendeuterierten Lipids DMPC-d54 findet sich in der Literatur ein Wert
von etwa 20°C."”"° Dieser Wert liegt ungefihr 4 bis 5°C unter dem des
vollprotonierten DMPCs und stimmt gut mit der in dieser Arbeit gefundenen Temperatur
von 20.13 °C {iberein.

Die erhaltenen Enthalpiednderungen sind ebenfalls in Tab. 4.1 zu sehen. Fiir DMPC-d54
ist ein Literaturwert fiir AH des Hauptphaseniibergangs von 14.5 kJ/mol (3.46 kcal/mol)
bekannt."*® Damit liegt der Wert etwas unter dem hier erhaltenen von 4.8 kcal/mol,
jedoch wurde bereits erwdhnt, dass die Wahl der Integrationsgrenzen die
Enthalpiednderung stark beeinflussen.**'*” Die Temperaturen des Phaseniibergangs und
deren Enthalpiednderungen nehmen mit zunehmendem Deuterierungsgrad ab. Dies wurde
auch in der Literatur gefunden. Fiir verschiedene Phospholipide wurde fiir den
Hauptphasentiibergang eine Enthalpieabnahme pro deuterierter CH,-Ketten-Gruppe von
272 J/mol angegeben. Die Temperatur des Hauptphaseniibergangs liegt flir deuterierte
Lipide 3 - 5 °C unter der Temperatur fiir korrespondierende nicht-deuterierte Lipide.'’

Die DSC-Messungen zeigten fiir alle Lipide die erwarteten Phaseniiberginge. Das DMPC
konnte somit ohne weitere Aufarbeitung verwendet werden. Des Weiteren war es mdglich
durch die Bestimmung der Hauptphaseniibergdnge der verschiedenen Lipide die
Temperatur wihrend der Experimente so einzustellen, dass das DMPC in der Pg-Phase
vorlag.
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Abb. 4.2: DSC-Messungen an undeuteriertem und deuteriertem DMPC. Aufgetragen ist die Wérme-
kapazitit gegen die Temperatur. DMPC wurde in einer Konzentration von 0.3 mM fiir das deuterierte
DMPC und 1 mM fiir das undeuterierte DMPC in Losung gebracht und bei einer Heizrate von 20 °C pro
Stunde gegen Wasser gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit Microcal Origin der Malvern Instruments
GmbH (Herrenberg, Deutschland).

AH,,
T, [°C] | T,.[°C] [kcal/mol]
DMPC 24.3 14.1 5.9
DMPC-d9 24.2 14.0 53
DMPC-d54 20.1 8.6 4.8
DMPC-d67 19.2 - 4.8

Tab. 4.1: Aus DSC-Messungen ermittelte Phaseniibergangstemperaturen und Enthalpiednderungen.
Gemessen wurden unterschiedlich deuterierte Lipide. Ermittelt wurden Hauptphaseniibergangs- (7,,) und
Vorumlagerungstemperatur (7)) sowie die Enthalpiednderung (4H,,) wihrend des Hauptphaseniibergangs.
Die Datenanalyse erfolgte mit Microcal Origin der Malvern Instruments GmbH (Herrenberg, Deutschland).

4.1.2. Charakterisierung mittels AFM

AFM-Messungen dienten der Untersuchung der Oberflachenbeschaffenheit. Durch einen
feinen Kratzer in der Beschichtung sollte es mdglich sein, die Schichtdicke der Probe
ungefdhr zu bestimmen und diese dann mit den ellipsometrischen Messungen zu
vergleichen. Abb. 4.3 zeigt die AFM-Messung einer Probe, welche mit einer DMPC-
Losung der Konzentration 10 g/L rotationsbeschichtet wurde. Der Kratzer (linke Seite,
obere Ecke) sollte die Bestimmung der Schichtdicke ermdglichen. Im Ubergangsbereich
zwischen Kratzer und intakter Lipid-Beschichtung wurde Lipid aufgehduft, so dass hier
eine erhdhte Schichtdicke von etwa 1100 nm ermittelt wurde (s. Hohenprofil 1). Aus der
Differenz der Hohe der intakten Lipid-Beschichtung und des Kratzers konnte eine Dicke
d von etwa 120 nm ausgelesen werden.
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Die Hohenprofile der AFM-Messungen zeigten, dass Locher in den Filmen existieren, die
vermutlich teilweise bis fast auf das Substrat reichten und so eine weitere Moglichkeit der
Schichtdickenbestimmung boten. Neben den tiefsten Lochern (80 nm, Profil 2) zeigten
sich weitere Locher unterschiedlicher Tiefe (s. Profil 4). Das Profil fiir die Strecke 3
zeigte hingegen eine sehr homogene Beschichtung.

Ellipsometrische Messungen an derselben Probe ergaben eine Schichtdicke von (76.9 +
0.1) nm. Die gemessene Schichtdicke ist wesentlich geringer, als die aus dem
Hohenprofil 1 ausgelesene. Dies liegt eventuell an einer Beschidigung und Abtragung
des Substrats durch den Kratzer. Die ermittelte Schichtdicke der Beschichtung wird
dadurch grofer. Die ellipsometrisch bestimmte Dicke ist jedoch mit der Lochtiefe aus
Profil 2 vergleichbar. Daraus kann geschlossen werden, dass die Locher bis auf das
Substrat gehen. Aus dem Hohenprofil der tiefsten Locher kann dann die Schichtdicke
bestimmt werden.
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Abb. 4.3: a) AFM-Messung und b) Hohenprofile einer rotationsbeschichteten Probe. Verwendet wurde eine
DMPC-Losung der Konzentration 10 g/L. Der Kratzer (linke Seite, obere Ecke) sollte die Bestimmung der
Schichtdicke ermoglichen. An der Grenzfliche des Kratzers zur Probe wurde jedoch Lipid aufgehéuft, so
dass hier eine erhohte Schichtdicke ermittelt wurde. Eine Beschddigung des Substrats durch den Kratzer
fithrt auch auBerhalb der Lipid-Anhdufung zu erhdhten Werten der Schichtdicken. Anhand der Locher im
Inneren des Films konnte eine Dicke von etwa 80 nm ausgelesen werden (s. Hohenprofil 2).

Ahnliche Profile wurden auch fiir Proben mit geringerer Schichtdicke erhalten (s. Abb.
4.4b). Ellipsometrische Messungen ergaben eine Schichtdicke von etwa 30 nm. Es
wurden wieder kleine Locher aufgenommen, welche iiber die gesamte Probenoberfliche
verteilt waren und wahrscheinlich wieder bis auf das Substrat herunterreichten.
Vermutlich entstanden sie bei der Prdparation durch verdampfendes Chloroform.
Unterschiedlich tiefe Locher wie in Abb. 4.3 konnten hier nicht beobachtet werden. Die
hellen Flecken im Bild sind Staubpartikel, welche sich nach der Préparation auf die Probe
legten und dabei festtrockneten.

Abb. 4.4c zeigt das AFM-BIild der gleichen Probe nach 16 Tagen Lagerung unter nahezu
100 %iger Luftfeuchtigkeit. Dabei konnte ein Zusammenwachsen der Locher festgestellt
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werden. Ellipsometrische Messungen zeigten dabei aber keine Abnahme der Schicht-
dicke. Eine Umlagerung der Fehlstellen konnte bei sehr geringer Luftfeuchtigkeit (nahe
0 %) nicht beobachtet werden.
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Abb. 4.4: a), c) AFM-Messungen und b), d) Hohenprofile einer rotationsbeschichteten Probe. Verwendet
wurde eine DMPC-Losung der Konzentration 5 g/L. Vermessen wurde die Probe direkt nach der
Préparation (a, b) und nach 16 Tagen bei Lagerung unter 100 %iger Luftfeuchtigkeit (c, d).

Die Bestimmung der Schichtdicke mittels AFM ist nicht sehr genau. Daher wurden
Schichtdickenbestimmungen vor allem am Ellipsometer durchgefiihrt. Das AFM gibt
jedoch ein Hohenprofil der Probe wieder, welches wiederum nicht mittels Ellipsometer
bestimmt werden konnte. Es gibt Aufschluss iiber die Homogenitédt der Proben und ihre
Anderung bei Lagerung.

In der Literatur wurden AFM-Bilder sowohl von Mono- bzw. Bilagen'* als auch von

Multilagen'**"** aufgenommen. Fiir die Multilagen konnte eine #hnliche Lochstruktur
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gefunden werden. Erklart wurde diese iiber eine Ausdiinnung des Lipidfilms wéhrend der
Rotationsbeschichtung, welche zu Briichen der &duBeren Lipidschichten und Loch-
formationen fiihrt. Simonsen et al. gelang es auch die Strukturen in situ unter Wasser zu
messen.' > Verwendet wurden Mischungen aus verschiedenen Lipiden. Sie beobachteten
dabei die Gruppierung der Lipide in Doménen bei Hydratisierung. Auch Perino-Gallice et
al. fanden ein Zusammenwachsen der Lochstruktur nach Hydratisierung der
multilamellaren Proben.'*> Die hier hergestellten Proben dhnelten denen aus der Literatur.
Die Préparation mittels der Rotationsbeschichtung ist reproduzierbar.

4.1.3. Charakterisierung mittels XRR

XRR-Charakterisierungen der Proben erfolgten immer vor der eigentlichen NR-Messung.
Uber diese Experimente konnten erste Fit-Parameter wie Schichtanzahl und lamellare
Schichtdicke der trockenen Probe ermittelt werden.

Aus der Lage der Bragg-Peaks kann die lamellare Schichtdicke, aus den Kiessig-
Oszillationen die Gesamtschichtdicke und aus beiden wiederum die Anzahl der Schichten
bestimmt werden. Fiir die Berechnungen wurden die Formeln (2.24) bzw. (2.22)
verwendet. In Abb. 4.5a ist die Reflektivitdtsmessung der Probe PAH900 1 (s.4.5) zu
sehen. Die Position der Signale wurde iliber eine Regression mit einer Gauf3-Funktion
bestimmt. In Rot ist der Fit des Bragg-Peaks zu sehen, wiahrend die griinen Gaullkurven
die Kiessig-Oszillationen zeigen. Die jeweiligen g.-Werte der Oszillationen wurden
entsprechend ihrer Ordnung n aufgetragen (s. Abb. 4.5b) und aus der Steigung wurde die
Gesamtschichtdicke ermittelt. Im dargestellten Beispiel wurde ein Steigungs-Wert von
(-112.4:10* £ 2.3-10™*) A" erhalten, welcher einer Gesamtschichtdicke von (559 + 10) A
entspricht. Uber die Position des Bragg-Peaks konnte ein lamellarer Abstand von (53.75 +
0.04) A ermittelt werden. Aus den beiden Schichtdicken folgte dann eine Bilagen-Anzahl
von 10.40 + 0.02.

Die erhaltene Einzelschichtdicke entspricht den Literaturwerten von etwa 53 A.'
Verwendet wurden DMPC-Losungen mit einer Konzentration von 10 g/L. Diese wurden
mit einer Geschwindigkeit von 4000 rpm auf das Substrat rotiert. In der Literatur wurde
dieses Verfahren bei Verwendung verschiedener Konzentrationen und Rotations-
geschwindigkeiten beschrieben.!'” Durch Variation dieser Parameter kénnen Oligo-
bilagen unterschiedlicher Schichtdicke hergestellt werden.
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Abb. 4.5: a) Intensitdt des XRR-Signals in Abhingigkeit von ¢. fiir die Probe PAH900 1 (s. 4.5) und b)
Auftragung der Positionen der Kiessig-Oszillationen in Abhédngigkeit ihrer Ordnung. Positions-
bestimmungen der Kiessig-Oszillationen und des Bragg-Peaks erfolgten {iber eine Regression mit einer
Gauf3-Funktion. Die zugehorigen Funktionen sind fiir den Bragg-Peak in Rot und fiir die Kiessig-
Oszillationen in Griin dargestellt. Aus den Positionen ergeben sich die Gesamtschichtdicke der Probe und
der lamellare Abstand. Die Probe wurde mit einer DMPC-Losung der Konzentration 10 g/L rotations-
beschichtet.

Abb. 4.6 zeigt Reflektivititskurven von Proben mit unterschiedlicher Gesamtschicht-
dicke. Die Oligolagen wurden durch Verwendung unterschiedlicher Lipidkonzentrationen
mittels Rotationsbeschichtung aufgebracht, wihrend die Multilagen mit der Airbrush-
Methode appliziert wurden. Die Lage der Bragg-Peaks dndert sich nicht, jedoch verdndert
sich ihre Intensitit und die Anzahl der Kiessig-Oszillationen. Wihrend die Intensitit des
ersten Bragg-Peaks mit abnehmender Schichtanzahl geringer wurde, wurden die Kiessig-
Oszillationen ausgepréagter. Ausnahme bildete die Adsorption zweier Bilagen (0.1 g/L,
schwarze Kurve), welche weder einen ausgeprigten Bragg-Peak noch Kiessig-
Oszillationen aufwies.

Die Intensitdt der Bragg-Peaks ist aber nicht nur von der Menge des adsorbierten Lipids
abhingig, sondern wird vor allem auch durch die Ordnung der Lipidlagen bestimmt. Je
mehr Peaks hoherer Ordnung zu sehen sind, desto geringer ist die Rauigkeit der Probe.
Die multilamellare Probe (blau) scheint somit auch gut geordnet gewesen zu sein und
zeigte demnach eine geringe Rauigkeit. Die lamellaren Abstinde betrugen (54.36 +
0.23) A. Die Gesamtschichtdicke konnte anhand der XRR-Messung nicht mehr ermittelt
werden, da die Kiessig-Oszillationen bei hohen Schichtdicken nicht mehr aufgeldst
werden konnen. Somit blieb die Anzahl der Schichten fiir die multilamellare Probe
unbekannt.

61



Ergebnisse und Diskussion

10° 3 —0.1gL

] 107 —5g/L

10 g/L
Multilagen

107 4

XRR

1044

0.0 ' 0.2 ' 0.4 ' 0.6
q, [A]

Abb. 4.6: XRR-Intensitédt in Abhidngigkeit von ¢, fiir Proben variierender Lipid-Bilagenanzahl. Die Proben
wurden rotationsbeschichtet. Die Konzentrationen variierten zwischen 0.1 und 10 g/L. Multilagen wurden
mit der Airbrush-Technik aufgebracht. Es werden Bragg-Peaks erster und hoherer Ordnung gezeigt.

Neben der Abhidngigkeit der Reflektivitit von der Anzahl der Schichten ist die
Luftfeuchtigkeit der Umgebung von entscheidender Bedeutung. Abb. 4.7 zeigt
Reflektivititen einer Probe bei unterschiedlicher relativer Luftfeuchtigkeit (RH). Um
diese zu erzeugen, wurde die Probe in eine Luftfeuchtigkeitszelle gespannt (s. 3.3.1). Der
Behilter der Zelle wurde je nach gewlinschter RH unterschiedlich befiillt. Wasser
erzeugte eine nahezu 100 %ige RH, wihrend Phosphorpentoxid die RH auf 0 %
reduzierte. Die RH im Raum betrug etwa 26 %. Die lamellaren Schichtdicken variierten
zwischen (53.2 £ 0.2) A fiir 0 % RH und (55.7 = 0.3) A bei 100 % RH. Die Schichtanzahl
blieb mit 7.5 + 1 konstant. Ein deutlicher Unterschied ist bei den Bragg-Peaks hoherer
Ordnung zu sehen. Bei 0 % RH konnte nur ein Peak 1. Ordnung aufgenommen werden,
wihrend mit zunehmender Luftfeuchtigkeit auch die Bragg-Peaks hoéherer Ordnung
erscheinen. Wie bereits aus der Literatur bekannt, scheint die lamellare Ordnung mit
zunehmender RH zu steigen und der Abstand der Lamellen nimmt leicht zu.'*°

Die Charakterisierungen der Proben zeigten eine reproduzierbare Prédparation. Da die
Proben spiter in wiéssriger Umgebung untersucht werden sollten, spielte die RH keine
Rolle. Daher wurden alle weiter verwendeten Proben unter Raumbedingungen gelagert.
Die Préparation erfolgte jeweils zeitnah vor der Messung.
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Abb. 4.7: XRR-Intensitit in Abhédngigkeit von ¢, fiir eine Probe in unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit.
Verwendet wurde eine rotationsbeschichtete Probe. Die Konzentration der verwendeten DMPC-Losung
betrug 10 g/L. Zur Erzeugung unterschiedlicher RH wurde die Probe in eine Luftfeuchtigkeitszelle gespannt
(s. 3.3.1). Der Behdlter der Zelle wurde je nach benétigter RH unterschiedlich befiillt. Wasser erzeugte eine
nahezu 100 %ige RH, wiahrend Phosphorpentoxid die RH auf 0 % reduzierte. Die RH im Raum betrug etwa
26 %.

4.2. Quellexperimente

Um die Hintergriinde der Wechselwirkungen zwischen HS und PL besser zu verstehen,
wurden in ersten Versuchen verschiedene Parameter variiert. Unter anderem sollte der
Einfluss von elektrostatischen Wechselwirkungen auf das Quellverhalten durch Zugabe
von Salzen und Anderung des pH-Werts der Inkubationsldsung untersucht werden. Des
Weiteren wurden auch verschiedene polymere Ersatzstoffe verwendet. Abermals lag hier
der Schwerpunkt auf der unterschiedlichen Ladung der Molekiile und ihren
elektrostatischen Wechselwirkungen. Untersucht wurde aber auch der Einfluss des MW
und der Konzentration der PEs, welche in der Viskosupplementation fiir HS eine grof3e
Rolle zu spielen scheinen.

Aufgrund der Vielzahl der Versuche und der begrenzten Moglichkeit zur Durchfiihrung
von NR-Experimenten, wurde ein Grofteil der Daten iiber ellipsometrische Messungen
erhalten. Lediglich fiir PAH- und NaCl-Zugabe wurden NR-Messreihen zur Bestimmung
der inneren Struktur durchgefiihrt. Mit ellipsometrischen Daten konnten keine Werte fiir
den lamellaren Abstand der Bilagen (djumgequ) ermittelt werden. Dieser konnte nur tliber
die mit dem Ellipsometer vermessene Gesamtschichtdicke (dgesgequ) abgeschitzt werden.
Da nur die Gesamtschichtdicke vermessen werden konnte, musste bei ellipsometrischen
Messungen davon ausgegangen werden, dass die Lipidschichten wihrend den Messungen
stabil auf dem Substrat verbleiben. Bei Anderung der Anzahl der Bilagen, N, kénnte
keine quantitative Aussage iiber das Quellverhalten getroffen werden. Da die
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Oligobilagen im Allgemeinen bei Inkubation stabil auf der Oberflache bleiben, ist diese
Annahme sinnvoll und es gilt:

N = dges
dlam

=konst. @.1)

Zur Berechnung der lamellaren Abstinde im gequollenen Zustand dium geqn Wird die
Anzahl der Bilagen bendtigt, welche aus Schichtdickenmessungen (dge ) an der
jeweiligen trockenen Probe vor Inkubation und Kenntnissen iiber den lamellaren Abstand
(dium,») 1m trockenen Zustand berechnet werden konnten (Bezeichnungen s. Abb. 4.8). In
der Literatur finden sich fiir lamellare Abstinde von DMPC im trockenen Zustand Werte
von etwa 53 A.'"7 Der gesuchte lamellare Abstand der gequollenen Probe wurde dann wie
folgt berechnet:

dges,gequ ) dlam,tr _ dges,gequ

d - -
lam,gequ dges,tr N (4.2)

Der Ubersichtlichkeit halber wird jedoch meist der Quellkoeffizient (S) angegeben, der
aus dem Verhiltnis der gequollenen Schichtdicke und der Dicke im trockenen Zustand
gebildet wird:

des equ
g —2ges.geq

dges,tr (4'3)

-
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Abb. 4.8: Bezeichnung der verschiedenen Schichtdicken.

Zunichst sollte das Quellverhalten der Lipid-Oligolagen in reinem Wasser untersucht
werden. Abb. 4.9 zeigt beispielhaft die Parameter einer Kinetikmessung in Abhéngigkeit
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von der Zeit, welche aus dem Cauchy-Modell berechnet wurden. Zunichst wurde die
Probe in trockenem Zustand vermessen. Nach Einstellen des Gleichgewichtswert (0 min)
wurde Wasser hinzugefiigt. Nach etwa 5 Stunden wurde ein neuer Gleichgewichtswert
erreicht. Fiir die hier gezeigte Quellkinetik von Lipid-Oligolagen in Wasser wurde im
Gleichgewichtszustand ein Quellfaktor von 1.41 + 0.07 ermittelt. Somit wurden fiir die
ellipsometrischen Messungen hohere Werte erhalten, als aus den Literaturwerten der
lamellaren Schichtdicke zu erwarten wire. Fiir lamellare Abstinde von 53 A im
trockenen Zustand und von 65 A des hydratisierten Systems miissten Quellkoeffizienten
von 1.23 erhalten werden. Tatséchlich ergaben sich in den meisten Féllen aus den
ellipsometrischen Messungen etwas groflere Koeffizienten.
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Abb. 4.9: Quellkinetik von DMPC-Oligolagen in reinem Wasser. Aufgetragen sind die Schichtdicke und
der Brechungsindex A in Abhéngigkeit von der Zeit, welche iiber ein Cauchy-Modell berechnet wurden.

Neben dem etwas hoheren Koeffizienten fillt vor allem auf, dass direkt nach der
Inkubation in Wasser eine sehr grofle Schichtdicke erhalten wurde. Diese sinkt dann mit
zunehmender Zeit langsam auf einen Gleichgewichtswert mit einem Quellfaktor von etwa
1.41. Der Cauchy-Faktor A (entspricht fiir groe Wellenldngen dem Brechungsindex),
welcher mit zunehmendem Wassergehalt in den Lipidschichten sinken sollte, war
zundchst relativ gering und suggerierte ebenfalls ein groBeres Quellverhalten zu Beginn
der Messung.

Die Skizze in Abb. 4.10 ist eine mogliche Erkldrung zu den Vorgidngen wihrend der
Inkubation. Substratgebundene DMPC-Oligolagen sind an Luft stabiler, wenn die Ketten-
Regionen nach oben weisen. Wird jedoch Wasser hinzugegeben, so ist es glinstiger, wenn
die Kopfgruppen nach oben zeigen. Dies bedeutet nun, dass das Wasser beim Eindringen
in die Schichten die oberste Monolage langsam abldst. Dabei schiebt sich immer mehr
Wasser zwischen die oberste Schicht und die Oligolagen. Dies wurde zunichst als
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Quellen beobachtet, worauthin der langsame Abtrag der gesamten Monolage begann.
Wird nicht die gesamte Monolage im Gleichgewicht abgetragen, so kann es zu einer
VergroBerung des Quellkoeffizienten kommen, da nicht der einzelne lamellare Abstand
sondern nur die Gesamtschichtdicke durch ellipsometrische Messungen ermittelt werden
kann. Dieser Effekt scheint auch den Verlust einer Monolage und eine damit
einhergehende Verringerung des Quellkoeffizienten iiberzukompensieren, sodass ein
leicht erhohter Koeffizient erhalten wird.

Weitere Artefakte konnen auftreten, wenn Schichten verloren gehen. Ist dies der Fall, so
werden geringere Quellkoeffizienten erhalten.

a) b)

Wasser-

Zugabe
e

Silicium

Silicium Silicium

Abb. 4.10: Angenommene Vorginge wihrend des Quellvorgangs. a) Die trockene Probe wird b) in Wasser
inkubiert. Die oberste Monolage 16st sich und wird c) teilweise abgetragen. In d) ist die gesamte Monolage
abgetragen.

4.2.1. Abhingigkeit des Quellverhaltens von der Konzentration polymerer

Ersatzstoffe

HS liegt in einem gesunden Gelenk mit einer Konzentration von 2.85 g/L vor.*® Bei
Erkrankung an Arthrose nimmt die Konzentration ab.* In diesem Abschnitt soll daher das
Quellverhalten der PL-Oligolagen in Abhédngigkeit von der PE-Konzentration betrachtet
werden. Verwendet wurden dabei vor allem PEs als polymere Ersatzstoffe der HS. Neben
einer schnelleren Gleichgewichtseinstellung der in PE inkubierten Systeme, ermoglichte
der Einsatz unterschiedlicher Polymere Einblicke in die Art der Wechselwirkung, welche
zur Stabilisierung und Quellung der PL-Systeme fiihrt. Wéhrend HS und PSS bei
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neutralem pH-Wert negativ geladen vorliegen, handelt es sich bei PAH um ein positiv
geladenes und bei PEI um ein ungeladenes Makromolekiil. Die Konzentrationen der
verwendeten Losungen sind im Folgenden zur Vergleichbarkeit in monomol"/L
angegeben, werden jedoch zur Vereinfachung als mol/L oder M bezeichnet.
Konzentrationsdnderungen wurden durch Zugabe bzw. Verdiinnung von PE- bzw. HS-
Losungen in einem ansonsten geschlossenen Kreislauf variiert. Die Umwélzung erfolgte
iiber eine Peristaltik-Pumpe. Die Messungen wurden bei 20 °C durchgefiihrt, sodass die
PLs immer in der Gelphase vorlagen.

HS

Zunichst wurden Quellexperimente mit HS des MW 769 kDa durchgefiihrt. Uber
ellipsometrische Messungen konnte nach 24 Stunden Inkubation bei einer Konzentration
von 2.5 mM (0.5 g/L) ein Quellkoeffizient von 2.8 erhalten werden. Da jedoch bekannt
war, dass die Gleichgewichtseinstellung der in HS inkubierten Systeme um die 43 Tage
benotigt,”*>* wurde die Probe nach 2 und 4 Wochen erneut vermessen. Es wurde ein
neuer Quellkoeffizient von 7.8 bzw. 7.5 erhalten. Somit scheint die Gleichgewichts-
einstellung nach 2 Wochen abgeschlossen zu sein. Bei anschlieBender Variation der HS-
Konzentration stellte sich das Gleichgewicht sofort ein. Eine Erhéhung der Konzentration
iiber 2.5 mM hinaus fiihrte zu einer Verringerung der Schichtdicke, wiahrend bei erneuter
Verdiinnung die Quellkoeffizienten wieder steigen. Die erhaltenen Quellkoeffizienten
sind in Abhédngigkeit von der HS-Konzentration in Abb. 4.11 zu sehen.

8
® Zunehmende HS-Konzentration
® Abnehmende HS-Konzentration
® Literatur
7 .

Quellkoeffizient
(@)

5 .
() [}
4 T T T T T T
2.0x1073 4.0x1073 6.0x107 8.0x10°3

HS-Konzentration [M]

Abb. 4.11: Quellkoeffizienten von PL-Oligolagen in Abhédngigkeit von der HS-Konzentration. Gezeigt sind
die aus ellipsometrischen Messungen erhaltenen Daten in Schwarz bzw. Griin (HS 769 kDa) und der
Literaturwert’*> in Rot (769 kDa).

Y Die Einheit monomol bezeichnet die Stoffmenge der jeweiligen Monomereinheit.
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Kreuzer fand fiir HS-Konzentrationen von 3 g/L (7.5 mM mit einem Monomergewicht
von 401.3 g/mol) und ein MW von 769 kDa Quellkoeffizienten um 4.7.°*>> Unter der
Annahme eines Grenzwerts bei hohen Konzentrationen, deckt sich dies mit den
vorliegenden Messergebnissen (s. Abb. 4.11).

PSS

PSS ist ebenso wie HS negativ geladen. Ellipsometrische Messungen wurden mit einem
MW von 1 MDa durchgefiihrt. Die Gleichgewichtseinstellung nach Zugabe von PSS
erfolgte hier schon nach etwa 20 Minuten (s. Abb. 4.12), wihrend bei Anderung der PSS-
Konzentration die Gleichgewichtseinstellung direkt nach Vermischung erfolgte. Ahnlich
zu den HS-Messungen zeigte sich bei geringen Konzentrationen ein starkes Quellen,
welches mit zunehmendem PSS-Anteil der Losung zuriickging (s. Abb. 4.13). Bei
Erhohung der PSS-Konzentration erreicht der Quellfaktor einen Grenzwert von etwa 3.
Im Vergleich zur HS-Messung erfolgte die Sittigung erst ab einem hdheren PSS-Anteil.

300 T T T T T T T T T
250 4 Hegeg=E=ag=0 ] 1 45
._.-l-l"
T r <
= 200 A S
[0} -~
ﬁ - 1.40 Lf
e | >
= 150 ﬁ
.2 =
5 5
“ 100+ L 1.35
Hefeg=g=g=Eeg=A==E=E=E=E=E=E=E =l
50 T H=l=l=l=E=E=N
T T T T T T T T T T
-5 0 5 10 15 20
' Zeit [min]
PSS-Zugabe

Abb. 4.12: Ellipsometrisch gemessene Quellkinetik von DMPC-Oligolagen bei Zugabe von einer wéssrigen
Losung aus PSS der Konzentration 1 g/L (4.8 mM). Aufgetragen sind die Schichtdicke und der
Brechungsindex A in Abhéngigkeit von der Zeit. Direkt nach PSS-Zugabe konnte keine Messung
durchgefiihrt werden, da das System erst kalibriert werden musste. Erst nach etwa 3 Minuten erfolgte die
erste Messung. Die Messpunkte sind zur besseren Veranschaulichung verbunden.
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Abb. 4.13: Quellkoeffizienten von PL-Oligolagen aus ellipsometrischen Messungen in Abhéngigkeit von
der PSS-Konzentration (1 MDa).

PAH

Zum Vergleich wurde das positiv geladene PAH untersucht und die Abhidngigkeit der
Quellung der PLs von der Konzentration des PAH getestet. Verwendet wurde PAH mit
einem MW von 15 kDa und mit einer Konzentration von 3 g/L. Die 3 g/L entsprechen bei
Monomergewichten von 93.55 g/mol etwa 32 mM. Daten wurden sowohl mittels
Ellipsometer als auch durch NR-Messungen erhoben. Die NR-Messungen erfolgten aus
messtechnischen Griinden unter D,O, wéhrend die ellipsometrischen Versuche unter H,O
durchgefiihrt wurden.

Die Gleichgewichtseinstellung fiir PAH erfolgte laut ellipsometrischen Daten nach etwa
drei Stunden. Eine Kinetikmessung ist in Abb. 4.14 zu sehen. Nach der Gleichgewichts-
einstellung in reinem Wasser wurde eine wassrige Losung von PAH mit dem MW von
15 kDa und der Konzentration 10 g/L hinzugegeben (0 min). Eine erste Quellung um den
Faktor 1.8 (entsprechend 70 nm Schichtdicke) konnte direkt beobachtet werden, wéhrend
der Gleichgewichtswert mit einem Quellkoeffizienten von 3 erst nach insgesamt 2.5 h
erreicht wurde. Daher wurde angenommen, dass zwei verschiedene Prozesse ablaufen. Im
ersten schnellen Schritt erfolgt moglicherweise das Eindringen der Gegenionen in die PL-
Lagen, welches zu einer elektrostatischen Abstoung der Schichten fiihrt, wéhrend der
zweite Schritt das Einbauen des Makromolekiils zwischen und in die Schichten
beinhaltet. Der Brechungsindex A fiel, aufgrund des zunehmenden Wassergehalts, im
gleichen Malle wie die Schichtdicke zunahm.

Bei weiterer Zugabe oder Verdiinnung stellte sich das Gleichgewicht nahezu sofort ein.
Ahnliches konnte auch in NR-Experimenten beobachtet werden. Hier bendtigte die
Gleichgewichtseinstellung jedoch zwischen 3 und 12 Stunden, wihrend weitere
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Konzentrationsédnderungen ebenfalls zu einem direkten Einstellen des Gleichgewichts
fiihrten. Vermutet wurde, dass die Zeitdiskrepanz der Messmethoden durch innere
Umordnung verursacht wurde. Wihrend dies in NR-Experimente beobachtet werden
konnte, geben ellipsometrische Messungen nur Auskunft iiber die totale Schichtdicke und
es erfolgte eine scheinbar schnellere Gleichgewichtseinstellung.
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Abb. 4.14: Ellipsometrisch gemessene Quellkinetik von DMPC-Oligolagen nach Zugabe einer wéssrigen
Losung aus PAH mit dem MW 15 kDa und der Konzentration 10 g/L. Aufgetragen sind die Schichtdicke
und der Brechungsindex A in Abhéngigkeit von der Zeit. Direkt nach PAH-Zugabe konnte keine Messung
durchgefiihrt werden, da das System erst kalibriert werden musste. Erst nach etwa 6 Minuten erfolgte die
erste Messung. Die Messpunkte sind zur besseren Veranschaulichung verbunden.

Die aus den ellipsometrischen Messungen erhaltenen Quellkoeffizienten in Abhédngigkeit
von der Konzentration sind in Abb. 4.15a dargestellt. Dabei wurden fiir jede
Konzentration 1 - 8 Proben vermessen. Die erhaltenen Koeffizienten wurden gemittelt.
Die Standardabweichung gibt den Fehler der Messungen an. Die liber NR-Experimente
erhaltenen lamellaren Abstidnde einer einzelnen Messreihe sind in Abb. 4.15b einzusehen.
Ein Vergleich der ellipsometrischen und NR-Werte wird in Abb. 4.15¢ gezeigt.

Mit abnehmender Konzentration nahmen die Quellkoeffizienten zu. Bei 2 mM konnte in
NR-Experimenten ein Quellfaktor von 25 gefunden werden. Mit weiter abnehmender
Konzentration schoben sich die Bragg-Peaks in die Totalreflexionskante (s. Abb. 4.16).
Bei zu hohen Quellkoeffizienten war daher keine Auswertung mehr moglich. Auch die
Messmoglichkeiten am Ellipsometer waren begrenzt. Es konnten Quell-Koeffizienten von
bis zu einem Maximalwert von 10 ermittelt werden. Vermutlich lag dies am
Kontrastverlust durch das starke Eindringen von Wasser, sodass nicht mehr zwischen
Beschichtung und Umgebung unterschieden werden konnte. Bei hohen Konzentrationen
strebte das System einem Quellkoeffizient-Grenzwert von etwa 3 entgegen.
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Abb. 4.15: Quellkoeffizient aus ellipsometrischen und NR-Messungen in Abhéingigkeit von der
Konzentration. Verwendet wurde PAH mit einem MW von 15 kDa. a) Ellipsometrische Messungen: Jede
Konzentration beinhaltet zwischen 1 und 8 Messungen, Uber welche gemittelt wurde. Der angegebene
Fehler stammt aus der Standardabweichung. Fiir die Konzentrationen 0.02, 0.08 und 0.10 M existiert
jeweils nur eine Messung. b) Lamellarer Abstand aus NR-Messungen in Abhidngigkeit von der
Konzentration. Beide Messreihen erfolgten an der gleichen Probe. Zunédchst wurde die PAH-Konzentration
erhoht (schwarze Datenpunkte). In einem weiteren Schritt erfolgten Verdiinnungen der Ldsung (rote
Datenpunkte). Die Fehler ergeben sich aus der Mittelung der lamellaren Absténde, welche aus den Bragg-
Peaks errechnet wurden. c¢) Ellipsometrische und NR-Messungen im Vergleich. Die Quellkoeffizienten
ergaben sich aus der Normierung auf die trockene Probe fiir ellipsometrische Messungen bzw. auf den
Literaturwert des lamellaren Abstands einer trockenen Probe von 53 A fiir NR-Messungen.
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Abb. 4.16: NR-Kurven fiir verschiedene PAH-Konzentrationen (15 kDa). Mit abnehmender Konzentration
verschieben sich die Bragg-Peaks nach links. Fiir die hoheren Konzentrationen ist jeweils nur der vorderste
noch sichtbare Bragg-Peak dargestellt.

Die NR-Messungen zeigten, dass die Quellungen fiir den gewdhlten
Konzentrationsbereich reversibel waren, jedoch konnte in ellipsometrischen Messungen
kein komplettes Ausspiilen des PAH erreicht werden. Die Quellkoeffizienten erreichten
hier nie den Ausgangswert der Quellung in reinem Wasser. Der Vergleich der beiden
Messmethoden zeigte die gute Ubereinstimmung der erhaltenen Quellfaktoren in
Abhingigkeit von der PAH-Konzentration und rechtfertigte damit weitere
ellipsometrische Messungen als Ersatz fiir die zeitaufwendigen NR-Experimente. In der
Literatur existieren bereits NR-Messungen von in PAH inkubierten Lipid-Oligolagen.
Verwendete wurde nur eine Konzentration von 3 g/L (32 mM), die vergleichbare
Quellkoeffizienten zwischen 4 und 5 lieferte.**

Um interne Parameter der Schichten zu bestimmen, sollten die NR-Messungen mit einem
mathematischen Modell beschrieben werden. Es wurde ein mdglichst einfaches Modell
gesucht, welches den gesamten Datensatz konsistent abbildet (s. Tab. 4.2). Da der innere
Aufbau von groflem Interesse ist, wurde das DMPC in Kopf- und Kettengruppe unterteilt.
Box 2 stellt dabei den inneren Kern bestehend aus 11 Wiederholeinheiten dar. Die Anzahl
der Lipid-Bilagen wurde zuvor iiber XRR-Charakterisierung der Probe ermittelt. Die
Streuldngendichten der Kopf- und Kettengruppen und deren Schichtdicken wurden
mithilfe der Literatur bestimmt.”>"*” Der Volumenanteil des eindringenden Wassers in die
Kopfgruppen wurde aus der Messung in reinem Wasser bestimmt und konnte fiir alle
folgenden PAH-Konzentrationen konstant gesetzt werden. Der Wasseranteil in den
Kettengruppen stieg bei PAH-Zugabe und musste daher variiert werden. Des Weiteren
unbekannt waren die Schichtdicken des auf den Kopfgruppen angelagerten PAH und die
Wasserschichtdicken, welche den hohen Quellgrad des Systems bestimmen. Diese Werte
wurden variiert. Rauigkeitswerte konnten aufgrund der geringen Schichtdicken der
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einzelnen Lagen vernachldssigt werden. Abb. 4.17 zeigt die NR-Kurven und deren
zugehorige Fits.

Box- . SLD; [10°
Nr. Material d; [A] A7) D Anzahl
0 Si - 2.07 1
Kopfgruppe 12'17 * 3.88+0.1 %%‘;:
Ketten-—| 303 | _0.409 X;
gruppe
Kopfgruppe 12'17 = 3.88+0.1 %%;;j
2 11
11 x - PAH- 0
@ﬁ Schicht | *2 X
Wasser-
Schicht | X 58 1
PAH ) X2 0 X4
Schicht
i + +
Kopfgruppe 1365 446+04 0013 6
Ketten- 1303 | 0409 Xs
3 gruppe |
Kopfgruppe 1265 * 446+04 0013 6i
PAH ) X2 0 X4
Schicht
Umge- | Wissrige i 53 1
bung Phase '

Tab. 4.2: Modell 1: Parameter des Fits fiir konzentrationsabhéngige NR-Messungen an DMPC-Oligolagen
mit PAH (15 kDa). Die freien Parameter fiir die Modellschitzung sind mit x; markiert. Die mit * markierten
Parameter wurden fiir Konzentrationen kleiner 0.03 M zusétzlich variiert.
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Abb. 4.17: NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie) fiir DMPC-Oligolagen inkubiert
in PAH (MW 15 kDa) unterschiedlicher Konzentration. Zur besseren Ubersicht wurden die Kurven vertikal
gegeneinander verschoben.

Die erhaltenen Parameter zeigt Abb. 4.18. Deutlich zu sehen ist, dass die Schichtdicken
der wissrigen Zwischenschicht mit abnehmender Konzentration zunehmen. Dies ist
konsistent mit den vorangegangenen Beobachtungen. Zuvor konnte jedoch keine Aussage
iiber die innere Struktur der Zwischenschichten getroffen werden. Nun konnten neben der
Gesamtschichtdicke auch die Wasserschichtdicke und die auf den Kopfgruppen
adsorbierte PAH-Schichtdicke bestimmt werden. Letztere betrug zwischen 5 und 96 A.
Der Wert der Schichtdicke bei einer Konzentration von 0.03 M (17 A) entspricht dabei
den Ergebnissen fiir HS von Kreuzer ef al..”> Der Volumenanteil von Wasser in diesen
Schichten variierte zwischen 97.5 und 62.5 %. Diese Werte entsprechen ebenfalls denen
fir HS von Kreuzer et al. (77 %).” Dies zeigt, dass eine zu HS vergleichbare Anlagerung
von PAH stattfand. Bei geringeren PAH-Konzentrationen wurden héhere Werte fiir die
PAH-Schichtdicke und deren Wasser-Volumenanteil gefunden. Dies ist wahrscheinlich
auf geringere Abschirmungskrifte bei niedrigeren Konzentrationen zuriickzufiihren. Die
PAH-Schicht dehnt sich aus. Somit nehmen die Schichtdicke und der Volumenanteil an
Wasser zu.
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Abb. 4.18: Aus den Fits erhaltene Parameter der PAH-induzierten Quellung von DMPC-Oligolagen.
Gezeigt sind a) die Schichtdicken der wissrigen Zwischenschicht, b) der jeweilige Wassergehalt der
DMPC-Lagen, ¢) die Schichtdicke der adsorbierten PAH-Schicht und d) der zugehorige Wassergehalt
dieser adsorbierten Schicht.

Eine weitere interessante Grofle war der Wassergehalt in den DMPC-Bilagen. Vermutlich
durch Fehlstellen in den Lipidmembranen kam es zu einem Wassergehalt von konstanten
20 % an den Kopfgruppen. Fiir die Kettengruppen stieg der Wassergehalt bei Zugabe von
PAH von 20 auf 35 % und blieb iiber einen weiten Konzentrationsbereich konstant (100
bis 240 mM). Ein moglicher Einbau von PAH, welcher in dieser Konstellation aufgrund
des fehlenden Streulingenkontrasts nicht detektiert werden konnte, kdnnte eventuell zu
einem zusitzlichen Eindringen von Wasser in die Kettenbereiche fiihren.™ Aus Arbeiten

X Der Fragestellung nach einem moglichen Einbau von PAH bzw. HS in die Lipid-Oligolagen wird in
einem eigenen Kapitel nachgegangen (Lokalisierung von PAH- und HS-Molekiilen in DMPC Oligolagen,
s. 4.3).
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mit PAH/PSS-Multischichten ist bekannt, dass PAH mit etwa 2.5 Wassermolekiilen pro
Monomer hydratisiert vorliegt.”” Die Fits ergaben etwa 15 % mehr Wasseranteil in den
Kettenbereichen im Vergleich zu den Kopfgruppen. Dies lésst sich iiber das hydratisierte
PAH erkldren, welches teilweise in die Ketten eindringt. Bei einem angenommenen
Volumen pro Wassermolekiil* von 30 A* und einem Kettenvolumen'’ von 356 A’
wiirden etwa 2 Molekiile Wasser pro Kette zu einem Wasseranteil von 16 % fiihren. Das
heift pro Kettengruppe lagert sich etwa ein hydratisiertes Monomer PAH ein.

Fiir Konzentrationen kleiner als 0.1 M nahm der Wassergehalt sowohl im Ketten- als
auch im Kopfbereich zu. Dies ldsst sich iiber eine Zunahme der Unordnung und einem
damit einhergehenden Kontrastverlust erkldren. Geht man davon aus, dass die Lipid-
schichten nicht mehr parallel angeordnet sind, sondern stufenweise versetzt, werden die
SLDs der Bilagen aus dem Mittelwert der SLDs der Umgebung und der Bilagen erhalten
(s. Abb. 4.19). Die Auswirkung auf die SLD der Wasserzwischenschicht kann dabei
vernachléssigt werden, da letztere im Vergleich zur Lipidschicht sehr dick ist. Bei
Erhohung der Konzentration erhoht sich die Ordnung, sodass der Wassergehalt der Lipid-
Bilagen abermals sinkt.

Abb. 4.19: Schematische Darstellung der Lipidschichten in stark gequollenen Systemen. Die Lipidlagen
sind nicht mehr parallel angeordnet sondern liegen stufenweise versetzt vor.

Neben den NR-Messungen konnten an derselben Probe simultan IR-Daten aufgenommen
werden. In Abb. 4.20 sind die zugehorigen IR-Spektren der CH,-Streckschwingungs-
Regionen dargestellt. Eine Verschiebung der Signale konnte nicht beobachtet werden,
jedoch eine Anderung der Intensitit. Mit zunehmender PAH-Konzentration und damit

* Berechnet iiber die Dichte (1 g/cm®) und die molare Masse (18 g/mol) von Wasser.
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abnehmender Schichtdicke nahm diese zu. Das grofite Signal wurde bei Messungen in
Wasser erhalten. Bei abnehmender Konzentration quollen die Bilagen und die Intensitét
der IR-Banden sank. Dies lag wahrscheinlich an der endlichen Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes der IR-Strahlung d,, welche mit der Formel (4.4) berechnet wurde.
n; steht dabei fiir den Brechungsindex von Silicium und n, fiir den des Wassers. Die
verwendeten Parameter zur Berechnung der Eindringtiefen im IR-Bereich der CH»-
Schwingungbanden und die daraus erhaltenen Werte sind in Tab. 4.3 aufgelistet. Die
ermittelten Tiefen geben den Abstand zur Grenzfliche an, bei dem die Amplitude des
elektrischen Feldes noch 1/e-tel der Ausgangsamplitude betragt.
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0.06

0.04 1

0.02

IR-Absorption [a. u.]

r T T T T T T T T T
2920 2900 2880 2860 2840

Wellenzahl [cm™]

T
2940

Abb. 4.20: IR-Spektren der CH,-Streckschwingungen bei verschiedenen PAH-Konzentrationen (15 kDa).

A
d. =
P o (n2(sin(45)% — n2) (4.4)
Wellenzahl | Wellenldnge 138 139 Eindringtiefe
-1 n n;
[cm ] [nm] [nm]
2918 3427.00 3.4326 1.4146 213.44
2850 3508.77 3.4321 1.3988 217.83
Tab. 4.3: Verwendete Parameter und daraus errechnete Eindringtiefe fiir beide Absorptions-

Wellenldngenbereiche der CH,-Schwingungsbanden.

Abb. 4.21 zeigt die ermittelten Integrale der IR-Banden resultierend aus asymmetrischer
und symmetrischer CH,-Streckschwingung. Die Werte wurden dabei auf die Integrale aus
der Messung in reinem Wasser normiert. Bei Annahme, dass die begrenzte Eindringtiefe
die entscheidende Rolle bei den Intensitdts-Verdnderungen spielte, kann das Abklingen
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der Intensitdt der IR-Strahlung /;z mit zunehmendem Abstand zum Substrat z berechnet
werden. Sie ist gegeben durch:

-2z

IIR = Eg - ed_p (45)

Weicht die Theorie von der Messung ab, so liegt vermutlich ein Lipid-Verlust vor. Die
komplementire IR-Messung ermoglicht somit eine Abschitzung des Schichtverlusts.

a) b)
= -
. S ® Experiment
Intensitit S o 1219 @ Theorie
@D g 11 Bilagen
g % 1.04 ® 7 Bilagen l
0 2] 4 Bilagen l I J
'z Q084
za 0.8 i l J
) [ J
(gt ﬂ °
T 0.6
g% 2 :
2 <
S E 4
T 2 8
?ﬁb 0.2 4
— - = . . T
d d, Abstand vom 0.0 0.1 0.2 0.3

Substrat PAH-Konzentration [M]

Abb. 4.21: a) Schichtdicke und IR-Intensitét in Abhingigkeit vom Substratabstand fiir schwach (oben) und
stark (unten) gequollene Filme und b) Gesamtintegral der IR-Intensitidten der CH,-Streckschwingungen.
Gezeigt sind die auf die D,O-Messung normierten Gesamtintegrale der experimentellen und berechneten
Werte (fiir 12 Bilagen, in Rot) in Abhédngigkeit von der PAH-Konzentration (15 kDa). AuBerdem sind
Berechnungen fiir 11, 7 und 4 Bilagen gezeigt.

Sowohl Lipide als auch PAH besitzen CH,-Gruppen und tragen somit zum IR-Signal der
CH,-Streckschwingungsbanden bei.

DMPC findet sich in den Schichtdickenintervallen [nd; nd + d,] mit n = 0,..., N-1
(s. Abb. 4.21). d, beschreibt dabei die Schichtdicke einer trockenen DMPC-Bilage,
wihrend d fiir die lamellare Schichtdicke steht. N ist die Anzahl der Schichten. Aus der
XRR-Vorcharakterisierung wurden fiir die vorliegende Probe eine Schichtanzahl von 12
und eine Schichtdicke d; von 53 A bestimmt. Der Beitrag der Lipide jedes Intervalls zum

IR-Signal wird mit C = KfE? dz—p wie folgt berechnet:

nd+dy 2z 2(nd+d¢y) 2nd

lip _ 2 lip “dp g, — lip d d

I," = KEgpcy, f e “?dz=—Cpcp, <e P —e P ) (4.6)
nd
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Die Ausleuchtung der Probe durch die IR-Strahlung wird mit f gekennzeichnet. K ist ein

Proportionalitatsfaktor und pggz beschreibt die Dichte der CH,-Gruppen im Lipid. Die
aus den Lipiden resultierende gesamte IR-Intensitét ergibt sich aus der Summierung:

Itheo = Z I 7)

Das PAH befindet sich sowohl geldst in der Inkubationsfliissigkeit der Probe als auch als
adsorbierte PAH-Schicht auf den Kopfgruppen. Analog zu den Gleichungen (4.6) und
(4.7) entspricht deren Beitrag zur IR-Intensitét

Nt nd+deytdags 22
ads __ 2 ads d
ltheo = 2 E§pcha j e “Pdz
n=0 nd+dgy
N=2 (n+1)d 27
2 ads “d,
+ KEGpch? Pdz
n=0 (n+1)d—dad5 (4 8)
N-1 2(nd+der+dggs) 2(nd+dyy) '
=—Cofis Y (e B —e @
n=0
N-2 2(n+1)d 2((n+1)d—dggs)
S D G
n=0
fir adsorbiertes PAH und
N- (n+1)d—dggs 2z
gelost __ 2 gelost “d.
Liheo —Z Eqpeha f e “rdz
= nd+dtr+dad5
2Z
elost “d
+KESpZe " f e dz
(N-1)d+der+dags (4.9)
s tN_Z 2((n+1)d—dgqs) 2(nd+der+daas)
_ gelos d d
= —Cpch; Z e P —e P
n=0
l 2((N—-Dd+dr+dags)
gelost d
+Cpcyy € P

fiir gelostes PAH. p%%S und pgl‘jlzés't beschreiben dabei die jeweiligen CHj-Dichten fiir

adsorbiertes und geldstes PAH. d,4, steht fiir die Schichtdicke des adsorbierten PAH.
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dund d,4 werden aus dem Fit basierend auf Modell 1 erhalten. Die Dichten pggz, pds

und pgfllzé“ werden iiber folgende Formel berechnet:

Penz = ZcNy (4.10)

Z steht dabei flir die Anzahl der CH,-Gruppen pro Monomer bzw. Lipid (PAH: Z = 4,
DMPC: Z = 24), ¢ fur die molare Konzentration der Monomere und N, fiir die Avogadro-

Konstante. ¢ ist fiir die Lipide konstant und kann {iber die Lipiddichte p(liiiiht in einer

dichtgepackten Bilage, den Volumenanteil von Wasser (p&fp ~ 0.25 in der Bilage und das
MW Mpype = 677.93 g/mol von DMPC berechnet werden:

lip
Pdicht lip _3 ol
. — dicht K q _ =121 — 4.11

Die PAH-Konzentrationen des adsorbierten PAH c£%; variieren je nach Volumenanteil
des Wassers in den PAH-Schichten ¢FA#  welcher aus den Fits der NR-Daten bekannt ist.
pPAl = 1.43 g/cm?® steht fiir die Dichte von reinem PAH und Mp,y = 93.55 g/mol
steht fiir das Molekulargewicht eines PAH-Monomers. Die jeweiligen Konzentrationen
werden wie folgt berechnet:

ads _ pfé?’:{ PAH 4.12
Cpag = (11— gy (4.12)
PAH

Die variierende Konzentration des gelosten PAH Cﬁj?“ wird iber die PAH-

Konzentration der Losung cp,y berechnet:

gelost __ CpaH
PAH

(4.13)

MPAH

Sowohl berechnete als auch experimentell erhaltene Daten wurden auf die Berechnung
bzw. Messung der Intensititen in reinem Wasser normiert. Dadurch entfillt die
Konstante C. Abb. 4.21b zeigt, dass die experimentellen Werte gut mit der Theorie
iibereinstimmen. Nur bei sehr geringen PAH-Konzentrationen weichen die berechneten
etwas von den experimentellen Werten ab. Die Abweichung bei geringen
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Konzentrationen ldsst sich liber DMPC-Verunreinigungen auf der Substratunterseite
erkldren, die bei der verwendeten ATR-Konfiguration ebenfalls zum IR-Signal beitragen.
Bei hoheren Konzentrationen sollten diese nicht ins Gewicht fallen. Sie gewinnen jedoch
mit Abnahme der aus Lipiden resultierenden Signale bei abnehmender Konzentration -
bedingt durch das Quellen der Filme - zunehmend an Bedeutung. Weitere Berechnungen
fir 11, 7 und 4 Bilagen zeigen, dass IR-Messungen zur Bestimmung von Lipidverlust
eingesetzt werden konnen. Im Gegensatz zu NR-Messungen ist die IR-Intensitdt nicht
abhédngig vom Ordnungsgrad der Lipide und zeigt ab einem Lipidverlust von mehr als 5
Lagen deutliche Abweichungen von den berechneten Werten.

PEI

Die geladenen Makromolekiile PAH und PSS haben trotz unterschiedlicher Ladung den
gleichen Effekt auf DMPC-Oligolagen. Mit zunehmender Konzentration nahm die
zunichst starke Quellung bis auf einen Grenzwert ab.

Um den Einfluss der elektrostatischen Kréfte zu untersuchen, wurde nun das ungeladene
PEI mit einem MW von 25 kDa verwendet. In Abb. 4.22 sind die Quellkoeffizienten von
DMPC-Oligolagen in Abhdngigkeit von der PEI-Konzentration zu sehen. Im Gegensatz
zum Verhalten der geladenen Polymere =zeigte sich hier eine Zunahme der
Quellkoeffizienten bei Zugabe von PEIL. Auch hier wurde ein Grenzwert bei hohen
Konzentrationen von etwa 3.5 erreicht. Dies war aber nicht wie bei den anderen
Molekiilen der geringste, sondern der hochstmoglichste Grad der Quellung.

Durchgefiihrte Langzeitmessungen zeigten ebenfalls keine groBere Quellung. Die
Vermutung einer wie bei HS lidngeren Gleichgewichtseinstellung konnte somit nicht
bestdtigt werden, die Quellkoeffizienten blieben innerhalb von 2 Wochen konstant. Die
Modellbeschreibung der ellipsometrischen Daten wurde mit der Zeit jedoch schlechter.
Angenommen wurde, dass die Lipid-Oligolagen mit der Zeit von PEI durchdrungen und
teilweise zerstort werden, sodass nach einiger Zeit keine homogene Oberfliche mehr
vorliegt. Wong et al. berichteten iiber Diffusion von PEI durch DMPC-Lipid-Bilagen."’
Diese Annahme deckt sich auch mit den groBBen Probe-zu-Probe Variationen der
Quellkoeffizienten. Eine teilweise Zerstorung der Oberfldche fiihrte zu Schichtverlusten
und da tiber ellipsometrische Messungen nur die Gesamtschichtdicke vermessen werden
kann, konnen iiber die Quellkoeffizienten keine Aussagen iiber den lamellaren Abstand
der einzelnen Bilagen gemacht werden.

Die Messungen mit PEI konnten verdeutlichen, dass die Art der Ladung (positiv oder
negativ) nicht ausschlaggebend fiir das Quellverhalten sind, jedoch Ladungen an sich erst
zu einer erhohten Quellung fiihren. Es scheint, dass die Quellung hauptsidchlich durch
elektrostatische Wechselwirkungen induziert wird. Das leichte Quellen der in PEI
inkubierten Lipidschichten Ildsst sich iiber einen mit zunehmender Konzentration
vermehrten Einbau von PEI und deren geringem lonisierungsgrad von 7 % bei einem pH-
Wert von etwa 8 erkldren.'*
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Abb. 4.22: Quellkoeffizienten aus ellipsometrischen Messungen von DMPC-Oligolagen in Abhingigkeit
der PEI-Konzentration (25 kDa).

4.2.2. Abhidngigkeit des Quellverhaltens vom Molekulargewicht

Wird von einem Einbau der Makromolekiile zwischen die einzelnen Lipid-Bilagen
ausgegangen, so liegt die Vermutung nahe, dass auch das MW der Molekiile
entscheidende Auswirkungen auf das Ausmal der Quellung zeigt.

In Tab. 4.4 sind die verwendeten Molekiile, deren MWs und weitere Werte zur
Berechnung des End-zu-End-Abstandes (Rg) gegeben. Er ist, wie in 2.2.2 beschrieben, flir
geladene Polymere abhingig von der Abschirmlidnge aufgrund der eingebrachten
Gegenionen. Je hoher die Konzentration, desto besser die Abschirmung und desto kleiner
die Abschirmldnge. Die geladenen Bereiche konnen dichter zusammenriicken und somit
verkleinert sich der End-zu-End-Abstand der Molekiile. Aber nicht nur die Konzentration
sondern auch die MWs der Makromolekiile haben Einfluss auf den Radius. Ry ist dabei
proportional zu (b-N)*”. b beschreibt dabei das Volumen eines Monomers und N die
Anzahl der Monomere im Polymer.
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End-zu-
MW MW Anzahl Dichte {(ontur- End-

[kDa] Monomer | Monomere MonorSngle b[A] |linge b-N Abstan.(.l

[Da] N [g/em’] [A] Rz [A] fiir
3g/LL
HS 680 401.30 1694.48 1.00 10.84 18363.19 1396
PSS 70 206.19 339.49 1.18 8.21 2788.52 424
1000 206.19 4849.80 1.18 8.21 39835.98 2093
15 93.55 160.34 1.15 6.37 1020.74 200
PAH 58 93.55 619.99 1.15 6.37 3946.87 450
900 93.55 9620.52 1.15 6.37 61244.57 2312

PEL 0.8 43.07 18.57 1.05 5.07 94.12 40

25 43.07 580.45 1.03 5.10 2960.04 322

Tab. 4.4: Die verwendeten Makromolekiile, deren unterschiedliche MWs und weitere Parameter zur
Berechnung des End-zu-End-Abstandes. Der End-zu-End-Abstand Ry wurde fiir Konzentrationen von 3 g/L
berechnet.

PSS

Die Messungen der in PSS inkubierten Proben zeigten bis zu einer Konzentration von
etwa 14.6 mM (3 g/L) keinen Unterschied der Quellkoeffizienten bei gleichem PSS-
Anteil und unterschiedlichem MW (s. Abb. 4.23).

o ® PSS MDa
841 o @ ® PSS70kDa
[ J
§ [ J
56
S °
% )
§ e
© °
= 44
O/ .
* [ ]
21 o
T T T T T T
0.00 0.1 0.02 003 004 005

PSS-Konzentration [M]

Abb. 4.23: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten in Abhéngigkeit von der PSS-Konzentration fiir
verschiedene MWs.

Jedoch konnten bei hoheren Konzentrationen fiir das PSS mit dem MW von 70 kDa keine
Gleichgewichtswerte mit dem Ellipsometer ermittelt werden. Festgestellt wurde, dass
eine Temperaturerhdhung und ein damit verbundener Phaseniibergang zur fliissig-
kristallinen Phase wieder zu einer vermessbaren Probe fiihrt. Die Griinde hierfiir sind
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bislang unbekannt. Quellmessungen mit PSS des MW von 1 MDa strebten fiir hohe
Konzentrationen einem Gleichgewichtswert entgegen. Fiir Konzentrationen unter
14.6 mM zeigte sich flir beide MWs ein vergleichbares Verhalten.

PAH

Fiir PAH mit unterschiedlichem MW sind die Abhéngigkeiten der Quellkoeffizienten von
der PAH-Konzentration in Abb. 4.24 dargestellt. Die Quellexperimente am Ellipsometer
zeigten, dass die Messwerte fiir alle MWs auf derselben Kurve lagen. Es konnte kein
Unterschied im Quellverlauf zwischen den verschiedenen MWs festgestellt werden. Auch
die NR-Experimente in Abb. 4.25 zeigten bei konstanter PAH Konzentration von 0.03 M
(3 g/L) und variierendem MW (15, 58 und 900 kDa) vergleichbare lamellare Abstdnde.
Abweichungen der Schichtdicken werden vermutlich von Probe-zu-Probe-Variationen
verursacht. Wihrend sich die Quellkoeffizienten konzentrationsabhingig verdndern, zeigt
das MW keinen Einfluss. Auch die Gleichgewichtseinstellung erfolgte fiir alle MWs im
Vergleich zur langsamen Kinetik der Quellung in HS dhnlich schnell. Selbst fiir das
hochmolekulare PAH 900 kDa, welches eine etwa dreimal gréBere Konturlinge als HS
besitzt, werden nur wenige Stunden statt mehrere Tage zum Erlangen des Gleichgewichts
benotigt. In der Literatur wurden ebenfalls MW-abhédngige Messungen von PAH
durchgefiihrt.** Verwendet wurden MWs von 15 und 58 kDa bei Konzentrationen von
3 g/L. Es wird iiber ein mdgliches MW-abhingiges Ausmall der Quellung berichtet.
Jedoch wurden nur zwei verschiedene Proben vermessen, welche nur geringe
Abweichungen der Quellkoeffizienten zeigten. Die ellipsometrischen und NR-Messungen
dieser Arbeit wiesen im Gegensatz dazu keine MW-Abhéngigkeiten der Quellungen auf.

nd e ® PAH 15kDa
® PAH 58kDa
] PAH 900 kDa
10
5. ¢
()
S 81 e
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O 44 .o H
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Abb. 4.24: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten in Abhéngigkeit von der PAH-Konzentration fiir
verschiedene MWs.
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Abb. 4.25: Lamellare PL-Abstinde aus NR-Experimenten bei Zugabe von 0.03 M (3 g/L) PAH mit
verschiedenem MW (15, 58 und 900 kDa) fiir jeweils bis zu 4 Proben. Die gestrichelte Linie gibt den
Mittelwert aller Proben an.

PEI

Zuletzt wurde auch die MW-Abhéngigkeit von PEI getestet. Dafiir wurde dem MW von
25 kDa ein sehr geringes von 800 Da gegeniibergestellt. Das Interesse lag hier vor allem
in der Stabilitdt der gequollenen Proben, da davon ausgegangen wurde, dass das kurze
PEI keine Verbriickung zwischen den PL-Schichten erlauben und bei Quellung ein
Auseinanderfallen der DMPC-Oligolagen nicht verhindern kann. Erste ellipsometrische
Messungen mit PEI mit dem MW von 800 Da kamen zu keinem Ergebnis. Die
Messungen konnten nicht ausgewertet werden, was einem Totalverlust der Schichten
zugeschrieben wurde. Nach Messung des pH-Werts konnte jedoch festgestellt werden,
dass PEI-Losungen mit dem MW 800 Da einen sehr hohen pH-Wert von 11 - 12 haben,
wohingegen Losungen mit einem MW von 25 kDa nur pH-Werte von 10 erreichen. In
4.2.5 wird die pH-Abhéngigkeit der Quellkoeffizienten der Lipid-Oligolagen beschrieben.
pH-abhingige Messungen zeigten flir hohe pH-Werte ein starkes Quellen, welches zu
ellipsometrisch nicht vermessbaren Proben fiihrte. Bei Erniedrigung des pH-Werts auf 10
konnten bei gleichen Konzentrationen fiir PEI 800 Da dhnliche Messwerte wie fiir das
PEI mit MW 25 kDa erhalten werden. Auch hier zeigte sich somit keine Abhéngigkeit
des Quellkoeffizienten vom MW.

Startkonzentrationen der Quellung

Zusitzlich zu den Messungen bei hohen Konzentrationen wurden auch Experimente mit
sehr geringen Konzentrationen (< 0.5 g/L) durchgefiihrt. Hier zeigten sich Unterschiede
im Quellverhalten der geladenen Polymere in Abhingigkeit des verwendeten MW. Es
wurde die Konzentration bestimmt, bei der die Quellung der Lipidlagen startete (s. Abb.
4.26). Fir das PAH wurde bei hohem MW schon bei geringeren Konzentrationen ein
Quellbeginn gemessen. Wihrend das PAH mit einem MW von 15 kDa erst einen Anstieg
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der Schichtdicke ab etwa 0.1 mM aufwies, begann die Quellung fiir das PAH mit dem
MW 58 kDa bei 0.05 mM und fiir das MW von 900 kDa schon bei 0.005 mM. Auch das
PSS wies mit zunehmendem MW eine Quellung bei geringeren Konzentrationen auf.
DMPC-Lipidlagen in PSS mit dem MW von 70 kDa inkubiert zeigten erst ab 0.15 mM
ein Quellverhalten an, wihrend ein MW von 1 MDa bereits bei 0.005 mM ein Quellen
induzierte.

0.15 4

0.10 1

0.05 1

Startkonzentration [mM]

0.00 -
15kDa | 58kDa [900kDa| - [ 70kDa| 1 MDa

PAH PSS

Abb. 4.26: Balkendiagramm fiir die Startkonzentration, welche nétig ist um eine Quellung der Lipidlagen
zu induzieren. Fir PAH wurden 3 MWs mit 15, 58 und 900 kDa verwendet. PSS war mit MWs von 70 kDa
und 1 MDa verfiigbar. Eine mit dem MW von 15 kDa vergleichbare Grofe war nicht erhéltlich.

Es zeigte sich, dass das Quellverhalten der Lipide bei hoheren Konzentrationen
unabhingig vom MW ist. Das Verhalten der Lipide ist jedoch von der Konzentration und
der Ladung der PEs abhédngig. Der Einfluss von Salzlésungen wird in den nichsten
Kapiteln genauer untersucht.

4.2.3. Quellverhalten der Lipid-Oligolagen bei Anwesenheit ein- und
zweiwertiger lonen

Zur Bestimmung des Einflusses elektrostatischer Wechselwirkungen der PEs auf die
Quellung der PL-Schichten sollte eine Abschirmung dieser Krifte durch Salze bewirkt
werden. Zunéchst wurde ein System von Lipid-Oligolagen betrachtet, welches in reiner
Salzlésung inkubiert wurde. Vor Einfiihrung von Makromolekiilen, welche das System
verkomplizieren, sollten die elektrostatischen Wechselwirkungen reiner Salze auf die PL-
Oligolage betrachtet werden. Dabei wurden sowohl mono- als auch divalente Salze
verwendet.
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Einwertige Ionen

Anders als aus der Literatur erwartet,”>”**%!*1%3 induzierte NaCl eine Quellung der

DMPC-Lipid-Oligolagen bei geringen Konzentrationen im mM-Bereich. Bei hoheren
Konzentrationen (zwischen 1 und 5 M) wird auch in der Literatur von einem
Quellprozess berichtet.'* Die Zunahme der Schichtdicke bei geringen NaCl-
Konzentrationen konnte sowohl ellipsometrisch als auch in NR-Experimenten belegt
werden (s. Abb. 4.27). Bei geringen Konzentrationen nahm die Schichtdicke der
Lipidlagen zu. Hohere Konzentrationen fiihrten zu Schichtdicken, die mit denen von in
Wasser gequollenen DMPC-Lagen vergleichbar waren (Quellkoeffizient von 1.4 bei
Normierung auf die Messung der trockenen Probe). Bei NaCl-Konzentrationen im mM-
Bereich konnten ellipsometrisch Quellkoeffizienten von 2 - 2.5 festgestellt werden,
wihrend in NR-Messungen keine Bragg-Peaks erhalten wurden. Dies konnte an zu hoher
Unordnung liegen. Erst bei 90 mM erschienen Bragg-Peaks erster und zweiter Ordnung
in den NR-Experimenten. Aus ihnen konnte ein Quellkoeffizient von etwa 2.4
abgeschitzt werden. Dies entsprach nicht den Quellfaktoren aus den ellipsometrischen
Daten, welche bei einer Konzentration von 90 mM sehr geringe Quellfaktoren von etwa
1.4 aufwiesen. Solche mit den Quellungen von DMPC-Oligolagen in reinem Wasser
vergleichbaren = Quellkoeffizienten wurden mittels NR-Messungen erst bei
Konzentrationen von 1 M festgestellt.

Eine Erkldarung fiir die Abweichung der Daten wurde nach Betrachtung der CH,-
Schwingungsbanden in IR-Spektren gefunden (s. Abb. 4.27). In 4.2.1 wurde gezeigt, dass
mit zunehmender Schichtdicke die Intensitdt dieser Banden aufgrund der begrenzten
Eindringtiefe des IR-Strahls abnimmt. Bei Zugabe von 1 mM wurde eine Quellung
induziert. Die Lipidlagen wurden dicker und das Signal nahm ab. Bei Erhohung der
Konzentration konnte eine Verschiebung des Bragg-Peaks zu hoheren ¢.-Werten und
somit zu geringeren lamellaren Abstinden beobachtet werden. Die Intensitit der IR-
Banden wurde jedoch nicht im gleichen Mafle zuriickgewonnen. Diese Beobachtung
spricht fiir ein Ablosen der Lipide vom Substrat. Eine Auswertung der Integrale ergab
eine Abnahme von etwa 50 % der Intensitdt und somit ein Verlust von ungefdhr der
Hilfte der Lipide. Auch die Intensitdt der NR-Signale nahm ab, dies konnte jedoch auch
an zunehmend ungeordneten Schichten liegen. Die IR-Daten legen jedoch einen Verlust
an Lipiden nahe.

Da iiber ellipsometrische Messungen nur eine Bestimmung der Gesamtschichtdicke
ermoglicht wurde, wurden aufgrund des Abldsevorgangs der Lipide verfélschte
Quellkoeffizienten erhalten. Unter der Annahme von 50 % weniger Lipiden werden
dhnliche Quellkoeffizienten wie fliir NR-Messungen erhalten. Ob auch in den NR-
Messungen ein entsprechender Lipidverlust auftrat, 14sst sich anhand der Messdaten nicht
feststellen. Um Auskunft iiber den Anteil der abgeldsten Lipidlagen treffen zu konnen,
misste mittels ellipsometrischer Untersuchungen die Gesamtschichtdicke bei einer NaCl-
Konzentration gemessen werden, bei der die Quellkoeffizienten denen der Quellung in
Wasser entsprechen. NR-Messungen zeigten, dass dies bei etwa 1 M der Fall ist. Bei so
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hohen NaCl-Konzentrationen kam es jedoch zur Triibung der Inkubations-Losungen,
sodass keine ellipsometrischen Daten aufgenommen werden konnten. Die abgelGsten
Lipidlagen verblieben als Vesikel in der Losung und erschwerten die Messungen am
Ellipsometer.
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Abb. 4.27: Messungen an DMPC-Oligolagen bei Zugabe von NaCl. Abgebildet sind a) Quellkoeffizienten
aus den ellipsometrische Messungen, b) NR-Intensitdt in Abhédngigkeit von ¢, und c) IR-Messungen der
CH,-Schwingungsbanden.

In der Literatur wird eine bevorzugte Adsorption von Kationen an die Phosphatgruppe
beschrieben.®® Wird angenommen, dass die hier beobachtete Quellung durch Adsorption
der Na'-Ionen und die damit einhergehende Aufladung der Lipid-Oligolagen induziert
wird, miisste bei Verwendung von KCl geméll der Hofmeister-Reihe und der durch
Gurtovenko et al. gefundenen schwicheren Anbindung von K™ an PL'* eine geringere
Quellung festgestellt werden. Bei einem Vergleich der ellipsometrisch bestimmten
Quellkoeffizienten in Abhingigkeit der NaCl- und der KCl-Konzentration (s. Abb. 4.28)
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konnte jedoch aufgrund der groBen Probe-zu-Probe-Variationen kein Unterschied
festgestellt werden. Bei Erhohung der KCl-Konzentration triibte sich die Losung jedoch
nicht. Das heil}t, bei diesen Messungen konnte keine Ablosung der Lipide festgestellt
werden. Bei den Experimenten mit NaCl erfolgte hingegen ein Verlust der DMPC-Lagen,
sodass die hierbei erhaltenen Quellkoeffizienten zu gering ausfielen. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die durch KCl induzierte Quellung weniger als 50 % der durch
NaCl hervorgerufenen betrdgt, sodass die durch KCI induzierte Quellung der PLs
tatsdchlich geringer ausfiel.
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Abb. 4.28: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten von DMPC-Oligolagen in Abhéngigkeit von der
NaCl- und der KCI-Konzentration. Gezeigt sind 2 bzw. 3 Messreihen fiir KCI und NaCl.

Zweiwertige Ionen

Wihrend fiir monovalente Ionen in der Literatur keine Quellung bei niedrigen
Konzentrationen gefunden wurde, gibt es Berichte von Quellungen der PLs durch
Konzentrationen von zweiwertigen Tonen im mM-Bereich.****® In dieser Arbeit konnte
im Einklang hierzu eine Zunahme der Lipidschichtdicken bei Zugabe von Mg®", Ca*" und
Zn*" beobachtet werden (s. Abb. 4.29). GemiB der Hofmeister-Reihe miisste eine
Zunahme der Quellung wie folgt beobachtet werden:

Im Vergleich zu den einwertigen Ionen war in ellipsometrischen Messungen zunéchst
eine deutliche Quellung zu sehen. Auch eine Triibung der Lésung bei zunehmender
Konzentration und eine damit einhergehende Ablosung von Lipidlagen konnte nicht
beobachtet werden. Jedoch war es nicht mdglich eine Anderung im Quellverhalten gemif
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der Hofmeister-Reihe festzustellen. Vermutet wird, dass die Vorhersagen der Reihe stark
abhingig von der jeweiligen Konzentration sind. Ahnliches wurde von Schwierz et al.
beobachtet.”” Sie berichteten eine Umkehrung der Reihenfolge bei héherer
Oberflachenladung. Fiir das hier betrachtete System konnte vermutet werden, dass durch
Erhohung der lonenkonzentration die Lipidschichten stirker aufgeladen werden und
eventuell dhnliche Effekte beobachtet werden konnen.

Literaturwerte flir die Quellkoeffizienten bei Zugabe von MgCl, und CaCl, liegen fiir
Konzentrationen von 10 mM bei 3 und sind somit weit unter den hier bestimmten Werten
von 7.” Diese Arbeiten verwendeten jedoch keine festkorpergestiitzten Systeme. Die
Messungen wurden an geldsten Lipiden durchgefiihrt. Inwiefern die Verwendung von
festkorpergestiitzten Lipiden in der vorliegenden Arbeit zu Abweichungen von den
erwarteten Quellkoeffizienten flihren, ist bisher noch unklar.
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Abb. 4.29: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten von DMPC-Oligolagen in Abhéngigkeit von der
Konzentration der zweiwertigen Ionen Mg**, Ca** und Zn*'.

4.2.4. Variation der Salzkonzentration nach Inkubation mit HS und PEs

Lagern sich HS bzw. polymere Ersatzstoffe an die Kopfgruppen der Lipide an,>*>* so

entsteht eine repulsive Kraft zwischen den Lipid-Doppellagen aufgrund der Aufladung
durch die PEs. Es wird erwartet, dass diese repulsiven Kréfte bei Abschirmung der
Ladungen zuriickgehen und die lamellaren Schichtdicken kleiner werden. Durch Zugabe
von freien Ladungstrigern sollte diese Annahme tiberpriift werden.

Nach Debye (s. Formel (2.10)) werden bei NaCl-Konzentrationen von 10 - 1000 mM
Abschirmlédngen zwischen 3 und 0.3 nm erhalten. Je groBer die Konzentration desto
geringer ist der Abstand, in dem das elektrostatische Potential einer Ladung auf das
1/e-fache abgefallen ist. Mit zunehmender Konzentration nimmt somit die
Ladungsrepulsion ab und gegensitzlich geladene Molekiile konnen sich ndher kommen.
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Zur Untersuchung der Auswirkung der Salzkonzentration wurde die jeweilige Probe
zunichst in eine PE bzw. HS-Losung bestimmter Konzentration inkubiert. Nach
Erreichen des Gleichgewichts wurde bei konstanter PE-Konzentration die Konzentration
der Salze variiert. Die Konzentration ist jeweils in Molar angegeben. Sie bezieht sich auf
die jeweilige Gegenionen-Konzentration, welche sich aus der PE- und der Salz-
Konzentration zusammensetzt. Bei Verwendung des zweiwertigen CaCl, wurde statt der
Konzentration die lonenstérke angegeben, welche fiir einwertige Salze der Konzentration,
aber flir zweiwertige dem dreifachen Wert der Konzentration entspricht.

HS

Erste Messungen wurden mit HS durchgefiihrt. Nach Verdiinnen der Losungen auf eine
Konzentration von 2.5 mM (1 g/L HS) wurde die NaCl-Konzentration sukzessive erhoht.
Die Konzentration der HS wurde konstant gehalten. In Abb. 4.30 sind die
Quellkoeffizienten fiir diesen Versuch in Rot dargestellt. Zum Vergleich ist eine
Messreihe mit variierender HS-Konzentration zu sehen (s. Abb. 4.30, schwarz,
besprochen in Abschnitt 4.2.1). Die erhaltenen Koeffizienten bei etwa 5 mM stimmen fiir
beide Messreihen iiberein. Mit zunehmender NaCl-Konzentration nahm der
Quellkoeffizient bis auf einen Grenzwert von 2 ab. Die Zugabe von NaCl zeigte die
gleiche Wirkung wie eine Erhohung des HS-Anteils. Von Kreuzer wurde ebenfalls ein
Experiment mit HS zur Ladungsabschirmung durchgefiihrt. Er verwendete dabei HS-
Losungen der Konzentration 3 g/L und gab 1 M NaCl hinzu.>* Er erhielt einen lamellaren
Abstand von 68 A, welcher mit einem Quellfaktor von 1.28 nahe dem des Wassers ist. Es
scheint, dass der Grenzwert, trotz Einbettung von HS, PAH oder anderen Ionen, doch den
Wert von in Wasser gequollenen DMPC-Oligolagen erlangen kann (s. 4.2.1).
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Abb. 4.30: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten in Abhidngigkeit von der NaCl- bzw. von der HS-

Konzentration. Es wurde HS mit einem MW von 769 kDa verwendet. Die Zugabe von NaCl erfolgte nach
der Messung in reiner HS mit der Konzentration 2.5 mM.
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PSS

Auch fiir PSS konnte Ahnliches beobachtet werden. Bei einer konstanten PSS-
Konzentration von 15 mM (3 g/L) wurde NaCl bzw. KCIl hinzugegeben. Beide Salze
zeigten mit zunehmender Konzentration eine Reduktion des Quellkoeffizienten auf einen
Grenzwert von 2 (s. Abb. 4.31). Im Vergleich zu Messungen mit variierender PSS-
Konzentration (s. Abb. 4.31, schwarz, besprochen in Abschnitt 4.2.1) ist zu erkennen,
dass eine Erhohung der Salz-Konzentration den gleichen Effekt wie die Zugabe von PSS
hat.

Wurde in einem weiteren System jedoch mit CaCl, ein zweiwertiges Salz hinzugefiigt, so
nahm der Quellkoeffizient bereits bei geringen CaCl,-Konzentrationen sehr stark ab.
Dabei sank er noch unter den Grenzwert von 2 (s. Abb. 4.32). Erklirt wurde dies {iber
eine starke Komplexierung des PSS mit Ca®". Unter der Annahme, dass die PEs
einschlieflich PSS in die DMPC-Schichten einbauen, ist es unwahrscheinlich, dass die
Komplexbildung zu einem Herauslosen des PSS fiihrte. Daher wurde angenommen, dass
die Komplexierung des Ca® durch die Bindung an das PSS zu einer sehr starken
Ladungsabschirmung und somit zu einem starken Riickgang des Quellkoeffizienten fiihrt.
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Abb. 4.31: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten bei variierender PSS- (70 kDa), NaCl- und KCI-

Konzentration. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PSS-Konzentration konstant bei 15 mM
gehalten.

92



Ergebnisse und Diskussion

® PSS

s o® ® PSS (5mM) + CaCl, 1

%} O PSS (5 mM) + CaCl, 2
. . o
= o
261
= °
(]
2 °
© 4 - [ J
=]
& [ ]
¢ o
24 O
¢ [ J8] ) ° o
T T

T T T T T T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Ionenstérke [M]

Abb. 4.32: Ellipsometrisch bestimmte Quellkoeffizienten bei variierender PSS- (70 kDa) bzw. CaCl,-
Konzentration. Fiir die CaCl,-Zugabe sind zwei verschiedene Messreihen gezeigt. Bei Variation der
Salzkonzentrationen wurde die PSS-Konzentration konstant bei 5 mM gehalten.

PAH

Bei Zugabe von NaCl zu PAH-Losungen (32 mM) konnte ebenfalls eine Verringerung
der Quellkoeffizienten festgestellt werden. Abb. 4.33 und Abb. 4.34 zeigen
ellipsometrische bzw. NR-Messungen und die daraus erhaltenen Quellkoeffizienten in
Abhingigkeit von der zugegebenen NaCl-Konzentration. Begonnen wurde jeweils bei
einer im Verlauf konstant gehaltenen PAH-Konzentration von 32 mM (3 g/L). Bei
Erhohung der NaCl-Konzentration sinkt der Quellkoeffizient. Die Bragg-Peaks der NR-
Kurven schieben nach links (s. Abb. 4.34a). Ein Vergleich mit Messreihen variierender
PAH-Konzentration (s. Abb. 4.33, schwarz, besprochen in Abschnitt 4.2.1) zeigt, dass
sowohl die Erhohung von PAH- als auch von NaCl-Konzentration einen Riickgang der
Quellkoeffizienten in gleichem Maf3e induzieren.

Es scheint, dass die Abhingigkeit des Quellverhaltens von der PAH- bzw. der NaCl-
Konzentration nur durch Ladungen bzw. ihre Abschirmung erzeugt wird. Dies ldsst
vermuten, dass eine vollstindige Sattigung der DMPC-Kopfgruppen mit PAH bereits bei
sehr geringen PAH-Konzentrationen vorlag und dass weitere Zugabe von PAH bzw.
NaCl nur noch zur Abschirmung von elektrostatischen Repulsionen zwischen dem
angelagerten PAH und den DMPC-Lagen fiihrte.
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Abb. 4.33: Ellipsometrische Messungen zum Quellverhalten der PL-Oligolagen bei Zugabe von PAH
(15 kDa) und NaCl. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PAH-Konzentration konstant bei
32 mM gehalten.
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Abb. 4.34: a) NR-Messungen zum Quellverhalten der PL-Oligolagen bei Zugabe von PAH (58 kDa) und
NaCl. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PAH-Konzentration konstant bei 32 mM gehalten.
Mit zunehmender NaCl-Konzentration schieben die Bragg-Peaks nach rechts. Es ist jeweils nur der erste
Bragg-Peak dargestellt. b) Auftragung der lamellaren Schichtdicke gegen die PAH- bzw. NaCl-
Konzentration.

IR-Messungen der CH,-Schwingungbanden und die Auswertung der Integrale ergab
ebenfalls eine Reduktion des Quellfaktors mit zunehmender NaCl-Konzentration (s. Abb.
4.35). Die Abbildung zeigt die Intensitit der IR-Banden resultierend aus der
asymmetrischen und der symmetrischen CH,-Schwingungsbanden normiert auf das
Integral der reinen Wassermessung.
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Theoretische Berechnungen zu den IR-Daten basierend auf der begrenzten Eindringtiefe
des evaneszenten Feldes der IR-Strahlung (s. 4.2.1) zeigten ebenfalls eine gute
Ubereinstimmung mit den experimentell erhaltenen Daten (s. Abb. 4.35b). Auch hier
tragen sowohl Lipide als auch PAH zum IR-Signal der CH,-Streckschwinungsbanden bei.
Die Zunahme der Intensitit bei Zugabe von NaCl beruht auf der geringeren AbstoBung
und der daraus resultierenden kleineren Quellung des Gesamtsystems.

DMPC findet sich in den Schichtdickenintervallen [nd; nd + d,] mit n = 0,..., N-1. d,,
beschreibt dabei die Schichtdicke einer trockenen DMPC-Bilage, widhrend d fiir die
lamellare Schichtdicke steht. N ist die Anzahl der Schichten. Der Beitrag der Lipide jedes
Intervalls zum IR-Signal wird mit den Gleichungen (4.6) und (4.7) berechnet. Der Beitrag
des PAH setzt sich aus dem geldsten und dem adsorbierten Anteil zusammen. Ersterer ist
dabei konstant, da nur die NaCl- nicht aber die PAH-Konzentration variiert wurde.
Berechnung erfolgten nach Gleichungen (4.8) - (4.13).

Im Gegensatz zum PSS ist das PAH positiv geladen und es kann erwartet werden, dass
mit den Ca*"-Ionen keine Komplexbildung stattfinden kann. Ellipsometrische Messungen
miissten demnach bei Zugabe von CaCl, die gleichen Effekte wie bei Erhohung der
NaCl- oder der PAH-Konzentration zeigen. Die Experimente hierzu sind in Abb. 4.36 zu
sehen. Bei der Darstellung der lonenstirke gegen den Quellkoeffizienten lagen die zur
Variation der PAH-, der NaCl- und der CaCl,-Konzentration zugehorigen Kurven nahezu
iibereinander und bestétigten damit die Vermutungen.
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Abb. 4.35: IR-Messungen in Abhédngigkeit von PAH- (58 kDa) bzw. NaCl-Konzentration. a) IR-Spektren
der CH,-Streckschwingungen bei variierender PAH- und NaCl-Konzentration und b) Gesamtintegral der
IR-Intensititen der CH,-Streckschwingungen. Gezeigt sind die auf die D,0-Messung normierten
Gesamtintegrale der experimentellen und berechneten Werte in Abhédngigkeit von PAH- bzw. NaCl-
Konzentration. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PAH-Konzentration konstant bei 32 mM
gehalten.
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Abb. 4.36: Ellipsometrische Messungen des Quellkoeffizienten der PL-Oligolagen in Abhéngigkeit von der
PAH-, NaCl- und der CaCl,-Konzentration. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PAH-
Konzentration konstant bei 32 mM gehalten.

Ein Fit der NR-Daten nach dem in 4.2.1 entwickelten Modell 1 und die erhaltenen
Parameter sind in Abb. 4.37 bzw. Abb. 4.38 zu sehen. Die Gesamtschichtdicke und die
Wasserschichtdicke nahmen wie bei der Zugabe von PAH auch bei Erh6hung der NaCl-
Konzentration ab. Im untersuchten Konzentrationsbereich konnte eine Anderung der
PAH-Zwischenschichtdicke von 18 auf 5 A bei gleichzeitiger Reduktion des Wasser-
gehalts von 90 % auf 70 % beobachtet werden. Wie in 4.2.1 (Variation der PAH-Konzen-
tration) scheint sich die PAH-Schichtdicke mit zunehmender Ladungstriger-Konzen-
tration zu verringern. Der PAH-Anteil nimmt zu.
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Abb. 4.37: NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie basierend auf Modell 1 (Linie) fiir
DMPC-Oligolagen in PAH mit dem MW 58 kDa (32 mM) und variierender NaCl-Konzentration inkubiert.
Zur besseren Ubersicht wurden die Kurven vertikal verschoben.
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Abb. 4.38: Aus Modell 1 erhaltene Parameter der PAH-induzierten Quellung von DMPC-Oligolagen.
Angegeben sind a) die Schichtdicke der Wasserzwischenschicht, b) der adsorbierten PAH-Schicht und c)
der Wassergehalt der PAH-Schicht in Abhéngigkeit von der PAH (58 kDa)- und NaCl-Konzentration.

PEI

Ellipsometrische Experimente fiir das ungeladene PEI wurden ebenfalls bei gleich-
bleibender PEI-Konzentration von 70 mM (3 g/L) durchgefiihrt (s. Abb. 4.39). Eine
Zugabe von NaCl bewirkte zunichst eine schwache Quellung des Systems, vermutlich
hervorgerufen durch Einlagerung von Ionen, welche eine Abstofung der Lipidlagen
induzierten. Bei hoheren NaCl-Konzentrationen war das System ellipsometrisch nicht
mehr messbar. Da PEI die Lipidlagen unterwandern kann®’ wurde davon ausgegangen,
dass das System zerstort wurde. Die Zugabe von wissriger NaCl-Losung zu reinen
Lipidfilmen zeigte bereits eine teilweise Zerstorung des Systems (s. 4.2.3). Die fehlende
Stabilisierung durch PEI bewirkte vermutlich auch hier ein Ablésen der Lipidschichten
bei Zugabe von NaCl.
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Abb. 4.39: Ellipsometrische Messungen des Quellkoeffizienten der PL-Oligolagen in Abhédngigkeit von der

PEI- (25 kDa) bzw. der NaCl-Konzentration. Bei Variation der Salzkonzentrationen wurde die PEI-
Konzentration konstant bei 70 mM gehalten.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass PAH, PSS und HS die Lipidlagen gegen NaCl
stabilisieren konnen, widhrend ungeladene PEs wie PEI keine Stabilisierung der
Lipidlagen bewirkt. Zudem scheint ab einer relativ geringen PE-Konzentration die
Adsorption der PEs an die Lipidlagen gesdttigt zu sein. Zugabe von weiterem PE oder
Salzen fiihrt bei geladenen PEs zu einer Reduktion der Quellkoeffizienten. Dieser Effekt
lasst sich iiber die Abschirmungskrifte der PE-Gegenionen erkléren.

4.2.5. Variation des pH-Werts

Auch die Anderung des pH-Werts iiber NaOH- und HCIl-Zugabe kann zu
Ladungsreduktionen der an den Lipid-Kopfgruppen adsorbierten Polymerschichten
fiihren. Dies sollte ebenfalls zu einer verminderten Repulsion fiihren. Entscheidend fiir
die Beurteilung der vorliegenden Ladungen sind die pKs-Werte der PEs. Entspricht der
vorliegende pH-Wert dem pKs-Wert, so liegen die Sdure und ihre korrespondierende
Base in gleicher Konzentration vor und es besteht Ladungsneutralitit. Der pKs-Wert von
PAH liegt zwischen 8 und 9,”' der von PEI bei 7.1.7° PSS ist ein starker PE, dessen
Dissoziationsgrad in wissriger Losung unabhéngig vom pH-Wert ist. Fiir die HS, welche
zwitterionisch vorliegt, ist der sogenannte isoelektrische Punkt charakterisierend. Er liegt
fir HS bei einem pH-Wert von 8.6. An ihm liegen gleich viel negativ wie positiv
geladene funktionelle Gruppen vor. An diesem Punkt sollte somit das geringste Quellen
der PLs beobachtet werden konnen. Wissrige PEI-Losungen haben einen pH-Wert von
10 und konnen als neutral geladen betrachtet werden.

Neben dem Einfluss des pHs auf die PEs sollte aber auch ein moglicher pH-Einfluss auf
die Lipid-Oligolagen nicht auer Acht gelassen werden. In der Literatur findet sich zwar,
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dass die Phaseniibergangstemperatur {iber einen weiten pH-Bereich von 2 - 14 fiir DMPC
stabil bleibt,*” aber es muss ebenfalls davon ausgegangen werden, dass pH-Anderungen
nicht nur die Ladungen der PEs beeinflussen sondern auch die der Lipide.

Daher wurde zunichst eine mit DMPC beschichtete Probe in reinem Wasser inkubiert. Es
erfolgte keine PE-Zugabe. In weiteren Schritten wurde der pH-Wert durch Zugabe von
NaOH und HCI variiert. Die sich aus ellipsometrischen Messungen ergebenen
Quellkoeffizienten sind in Abb. 4.40 zu sehen. In einem breiten pH-Bereich von etwa 4.2
bis 10.3 schien die pH-Anderung keinen Einfluss auf die Quellung der PL-Oligolagen zu
nehmen. Erst ab pH-Werten grofler 10.3 waren keine ellipsometrischen Messungen mehr
moglich. Dies konnte von einer pH-Wert induzierten starken Quellung der Lipidlagen,
welche zu einem in diesem Ausmalle nicht messbaren Schichtdicke fiihrte, verursacht
werden. Die starke negative Aufladung der PLs konnte im basischen Milieu nicht mehr
abgeschirmt werden.
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Abb. 4.40: Ellipsometrisch ermittelte Quellkoeffizienten der in Wasser inkubierten PL-Oligolagen bei
variierendem pH-Wert.

Ahnliches wurde auch bei geringen pH-Werten beobachtet. Die Quellung begann hier
schon bei einem pH-Wert von etwa 4.2. Das DMPC, welches wie die HS zwitterionisch
vorliegt, besitzt seinen isoelektrischen Punkt bei pH 4.15.'*> Hier liegen gleich viel
negativ wie positiv geladene Gruppen vor. Bei geringerem pH-Wert iiberwiegt die
positive Ladung, welche schlecht abgeschirmt zu einer Quellung der Lipidlagen fiihrt.
Eigentlich sollte vermutet werden, dass ein &hnliches Verhalten auch ab pH-Werten
groBer 4.2 eintritt. Es konnte jedoch erst bei sehr viel hoheren Werten von 10.3 ein
starkes Quellen vermutet werden, welches jedoch nicht mehr im Messbereich des
Ellipsometers lag. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass die quartire Ammonium-
verbindung (NR;") im DMPC auch im basischen nicht deprotoniert werden kann,
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wihrend eine Protonierung der Phosphatgruppe im sauren Milieu moglich ist. Die
zusétzlich mogliche Adsorption von Na-Ionen in den Schichten fiihrte wahrscheinlich zu
einer starken Abschirmung der negativen Ladungen und es kam erst bei sehr hohen pH-
Werten zu einer durch negative Ladung induzierten AbstoBung zwischen den Bilagen.
Die Lipid-Oligolagen zeigten somit ein pH-induziertes Quellverhalten, welches bei der
PE-Zugabe beriicksichtigt werden musste.

In weiteren Experimenten wurden die PL-Oligolagen in verschiedene PE-Losungen
inkubiert. Durch Zugabe von HCI bzw. NaOH wurden abermals die pH-Werte variiert.
Die PE-Konzentration wurde dabei konstant gehalten. Die ellipsometrisch erhaltenen
Quellkoeffizienten sind in Abb. 4.41 zu finden. Der pH-Wert der PSS- und PAH-
Losungen (1 bzw. 3 g/L) betrug 5 bzw. 4, wihrend der pH der PEI-Lsung (3 g/L) bei 10
lag.

PSS

Fir PSS 70 kDa wurde eine Konzentration von 4.85 mM (1 g/L) verwendet. Eine
Erniedrigung des pH-Werts fiihrte schon ab pH-Werten von 4.5 zu einer geringeren
Quellung mit einem Quellkoeffizient von 1.8 (s. Abb. 4.41a). Die weitere Erniedrigung
des pH-Werts bewirkte keine Anderungen der Schichtdicke. Die Zugabe von HCI fiihrte
demnach zu einer Reduktion der Lipid-Schichtdicke. Die durch das negativ geladene PSS
induzierte AbstoBung zwischen den Lagen schien abzunehmen. Die Zugabe von NaOH
hingegen unterstiitzte das Quellen. Ab einem pH-Wert von 9 waren keine
ellipsometrischen Messungen mehr moglich, da das System stark gequollen war.

Die Erhohung des pH-Werts erméglicht, induziert durch die stirkere negative Aufladung
des PSS, ausgepréigtere AbstoBungen zwischen den Lipidlagen. Da PSS ein starker
Polyelektrolyt ist, sollte dessen Dissoziationsgrad unabhingig vom pH-Wert sein, sodass
dieses pH-abhédngige Verhalten nicht erwartet wurde. Es kann nur {iber die Beteiligung
der PL-Lagen erkldrt werden. Eine Erniedrigung des pH-Werts fiihrt zu einer positiven
Aufladung der Bilagen, welche der AbstoBung durch die adsorbierten negativ geladenen
PEs entgegenwirkt, wihrend die Zugabe von NaOH die Lagen ebenfalls negativ aufladt
und zu einer Verstirkung der durch das ebenfalls negativ geladenen PSS induzierten
Quellung fiihrt.

PAH

Auch mit in PAH 15 kDa inkubierten PL-Lagen einer Konzentration von 32.1 mM
(3 g/L) wurden dhnliche Experimente durchgefiihrt (s. Abb. 4.41b). Durch die Zugabe
von PAH lag der pH-Wert der Losung bereits bei etwa 4. Eine weitere Erniedrigung des
Wertes flihrte ab einem pH-Wert von 2 zu einer langsamen Abnahme der Quellung. Der
Quellkoeffizient lag mit etwa 2.8 noch deutlich iiber dem von PSS bei gleichem pH-Wert.
In Kombination mit dem positiv geladenen PAH sollten die PL-Lagen bei geringerem
pH-Wert eher quellen. In der Literatur wird jedoch von einer Anderung der
Phaseniibergangstemperatur ab einem pH-Wert von 2 berichtet.”” Moglicherweise sind
Messungen an PL-Lagen unterhalb eines pH-Werts von 2 mit Anderungen in der Lipid-
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Struktur verbunden. Darum sollen im weiteren Verlauf nur Messungen oberhalb eines
pHs von 2 betrachtet werden.

Im Bereich von pH 2 bis 6 konnte ein Plateau der Quellmessungen beobachtet werden.
Unterschiede in den Plateauhdhen ergaben sich lediglich aus Probe-zu-Probe-Variationen.
Mit zunehmendem pH-Wert und dem Erreichen des pKgs-Werts (zwischen 8 und 9) von
PAH wurde, wie zu erwarten, ein Minimum im Quellkoeffizienten von etwa 1.8 erhalten.
Hier liegen gleich viel geladene wie ungeladenen Gruppen der PAH vor. Ein dhnliches
Zuriickgehen der Quellung des Systems wurde ebenfalls in der Literatur bei pH 9
beobachtet.** Mit zunehmendem pH-Wert konnte in der vorliegenden Arbeit eine erneute
Quellung durch AbstoBung der nun negativ aufgeladenen Lipidlagen beobachtet werden.
Die Ladung des PAH ist dabei nahezu neutral.

PEI

Messungen mit PEI 25 kDa einer Konzentration von 69.7 mM (3 g/L) zeigten ein
dhnliches pH-abhingiges Verhalten (s. Abb. 4.41c¢). In einem pH-Wert-Bereich von 8§ - 10
lag das Minimum des Quellkoeffizienten. Das PEI liegt dort groBtenteils ungeladen vor.
Mit abnehmendem pH-Wert nahm die positive Aufladung von PEI zu und damit auch die
AbstoBung zwischen den Lipidlagen. Mit einem aus der Literatur bekannten pKg-Wert fiir
PEI von etwa 7"° wurde zwar mit einer bei geringeren pH-Werten einsetzenden Quellung
gerechnet, aber fiir den Start der Quellung reichen anscheinend bereits wenige geladenen
funktionelle Gruppen. Der Anstieg der Quellung bei hoheren pH-Werten lésst sich hier
ebenfalls durch die negative Aufladung der Lipidlagen und der damit einhergehenden
AbstoBung erkldren. Bei sehr hohen pH-Werten konnten keine ellipsometrischen
Messungen durchgefiihrt werden. Grund hierfiir war eine zu starke Quellung der
Schichten.

Dies ist auch die Erkldrung fiir die unterschiedliche Auswirkung von PEI 25 kDa im
Vergleich zu PEI 800 Da. Wihrend Messungen mit reinem PEI 25 kDa moglich waren,
konnten mit PEI 800 Da keine Daten erhalten werden. Dies ldsst sich iiber den
unterschiedlichen pH-Wert der beiden Inkubationslosungen erkldren. Wéhrend
Messungen mit PEI 25 kDa um den pH-Wert von 10 durchgefiihrt wurden, lag der Start-
pH der PEI 800 Da-Losungen bei etwa 13. Die daraus resultierende starke Quellung
konnte ellipsometrisch nicht bestimmt werden. Bei Verringerung des pH-Werts konnten
messbare Proben erhalten werden.
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Abb. 4.41: Ellipsometrisch ermittelte Quellkoeffizienten der in Wasser und PE inkubierten PL-Oligolagen
bei variierendem pH-Wert. Proben wurden inkubiert in a) PSS 70 kDa der Konzentration 4.85 mM (1 g/L),
b) PAH 15 kDa der Konzentration 32.1 mM (3 g/L) und c) PEI 25 kDa der Konzentration 69.7 mM (3 g/L).
Die Zugabe von NaOH bzw. HCI erfolgte immer an einer neuen Probe. Die verschiedenen Markierungen
zeigen die unterschiedlichen Proben an.

Abb. 4.42 gibt einen schematischen Uberblick iiber mdgliche Erklirungen des pH-
abhingigen Quellverhaltens der in verschiedenen PE-Losungen inkubierten DMPC-
Oligolagen. Zusammenfassend lisst sich sagen, dass durch pH-Wert-Anderungen
ebenfalls Einfluss auf das Quellverhalten genommen werden kann. Elektrostatische
Wechselwirkungen spielen hierbei eine grofle Rolle. Der wechselseitige Einfluss des pH-
Werts sowohl auf die DMPC-Lagen als auch auf die PEs erschwerte jedoch die
Interpretation der Ergebnisse.
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Abb. 4.42: Mogliche Erkldrungen zum pH-abhidngigen Quellverhalten. Rote Markierungen bzw. Schrift
deuten auf positive Ladungen, schwarze auf negative Ladungen und griine auf Ladungsneutralitit hin. Die
Richtungen der kleinen Pfeile zeigen einen Quell- bzw. Schrumpfprozess der Bilagen an. Die DMPC-
Oligolagen sind von links nach rechts in reinem Wasser, PSS, PAH und PEI inkubiert. Der pH-Wert der
Ldsungen nimmt von oben nach unten ab.

4.2.6. Diskussion der Quellexperimente

Die vorangegangenen Quellexperimente der PL-Oligolagen zeigten fiir alle eingesetzten
PEs ein konzentrationsabhidngiges Verhalten. Weitere Versuche mit variierender
Salzkonzentration und sich &nderndem pH-Wert zeigten, dass die Effekte vorwiegend
elektrostatischer Natur sind. Fiir positiv und negativ geladene PEs nahmen die Quell-
koeffizienten mit zunehmender Konzentration ab, wihrend sie fiir ungeladene PEs leicht
zunahmen. Fiir geringe Konzentrationen konnte fiir geladene Polymere ein starkes
Quellen beobachtet werden. Das Vorzeichen der Ladung schien dabei keine Rolle zu
spielen. So zeigte die negativ geladene HS ein dhnliches Quellverhalten wie das positiv
geladene PAH.

In weiteren Experimenten wurde gefunden, dass das MW der eingesetzten PEs keinen
Einfluss auf die Quellkoeffizienten nahm. So zeigte zum Beispiel bei gleicher
Monomeren-Konzentration PAH mit dem MW von 15 kDa éhnliche Quellkoeffizienten
wie das PAH mit einem MW von 900 kDa, welches 60-mal lingere Ketten aufweist.
Unterschiede im Quellverhalten zwischen gleichen PEs mit unterschiedlichem MW
zeigten sich nur bei sehr geringen Konzentrationen. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Quellung fiir hohere MWs schon bei geringeren Konzentrationen einsetzte. Es
scheint, dass nur ein kleiner Volumenanteil in die Schichten eingebaut wird und dort ein
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Quellen induziert. Das weitere Quellverhalten wird bei héheren Konzentrationen nicht
mehr vom MW des Polymers bestimmt. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgt instantan
und ist reversibel.

In Ubereinstimmung mit diesem Verhalten zeigten Messungen mit variierendem Salz-
gehalt, dass es ab Konzentrationen von etwa 1 g/L keinen Unterschied im Quellverhalten
der Lipide macht, ob weiteres PE oder Salz hinzugegeben wurde. Dies fiihrte zur An-
nahme, dass das Abschirmverhalten der PE-Gegenionen das Quellverhalten der PL bei
hoheren Konzentrationen bestimmt. Wird der Quellkoeffizient der geladenen PE gegen
die Konzentration in g/L. aufgetragen, kann festgestellt werden, dass die Kurven der
verschiedenen Polymere bei Konzentrationen ab 1 g/L dicht beieinander liegen (s. Abb.
4.43). Da die Konzentration nicht auf das Monomer-Gewicht normiert wurde, ist hier die
Abhéangigkeit des Quellkoeffizienten von der Menge der Gegenionen dargestellt. Nur bei
geringeren Konzentrationen variieren die erhaltenen Faktoren aufgrund der Unterschiede
in den PEs.
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Abb. 4.43: Ellipsometrisch ermittelte Quellkoeffizienten fiir geladene PEs im Vergleich.

Weiterhin konnte durch Anderung des pH-Werts und der damit einhergehenden
variierenden Ladung der adsorbierten PE-Schichten eine Anderung der Quell-
koeffizienten bewirkt werden und somit indirekt nachgewiesen werden, dass die
angenommene Adsorption der PEs auf den Lipidlagen eintritt. Im nichsten Abschnitt soll
nun die genaue Lokalisierung der PEs in den Lipiden erfolgen.
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4.3. Lokalisierung von PAH und HS-Molekiilen in DMPC-Oligolagen

In seiner Arbeit schldgt Kreuzer eine Art Verbriickung der Lipide sowohl innerhalb der
einzelnen Schichten als auch zwischen den Bilagen vor. Die Ausbildung eines solchen
hydrogelartigen Gebildes soll zu einer Stabilisierung der substratgebundenen Lipide
fiihren. In seinem Modell konnte er zwar eine Anlagerung der HS an die Lipid-
Kopfgruppen (s. Abb. 4.44, 1) iiber eine Modellierung seiner Daten bestitigen, jedoch
fehlten Hinweise auf einen moglichen Einbau in die Lipid-Bilagen.”*> Der
Streuldngenkontrast zwischen Lipid-Kettengruppen und HS geniigte nicht, um Auskunft
iiber ein eventuelles Eindringen der HS in die Kettengruppen zu geben (s. Abb. 4.44, 3).
Eine solche Durchdringung konnte zu einer Verbriickung der Lipidschichten
untereinander fithren (s. Abb. 4.44, 4) und wiirde damit einen entscheidenden Beitrag zur
erhohten Stabilitét der Lipidschichten leisten.

Abb. 4.44: Schematische Zeichnung der moglichen Verbriickungen durch PEs zwischen den Bilagen. Die
Polymere liegen in Losung geknduelt vor. Dargestellt ist fiir 2, 3 und 4 nur die mogliche vertikale
Ausdehnung eines Polymers hinsichtlich seines End-zu-End-Abstands. 1 zeigt nur die horizontale
Anlagerung der Polymere auf den Kopfgruppen.

Ob die verbriickenden Konstellationen moglich sind, ldsst sich iiber die Berechnung der
End-zu-End-Abstinde von PAH bzw. HS bestimmen. Fiir eine Konzentration von 3 g/L
lassen sich fiir PAH Abstinde von 200, 450 und 2312 A fiir MWs von 15, 58 bzw.
900 kDa bestimmen. Der End-zu-End-Abstand der HS mit dem MW von 850 kDa liegt
bei etwa 1400 A.X Jedes der Molekiile kann somit eine Lipid-Bilage mit etwa 53 A
durchdringen und ermdglicht somit die Konstellation 3 (s. Abb. 4.44).

Bei einer Konzentration von 3 g/L liegen Quellfaktoren von etwa 5 vor. Somit miissten in
Szenario 2 mindestens 212 A und in Konstellation 4 318 A {iberbriickt werden (s. Abb.

* Fiir die Berechnungen siche Tab. 4.4.
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4.44). Dies wire fir PAH mit dem MW von 58 und 900 kDa und fiir die verwendete HS
moglich. Nur fiir das geringste MW von PAH wurde hierfiir ein zu geringer End-zu-End-
Abstand berechnet.

In diesem Teil der Arbeit sollte durch Verwendung von kettendeuteriertem DMPC der
Kontrast zwischen Lipid und PE verstirkt werden, sodass die Volumenfraktion von PE in
den Kettengruppen des DMPCs bestimmt werden konnte. Die jeweiligen PE-Losungen
lagen mit einer Konzentration von 3 g/L vor. Abb. 4.45 zeigt die Simulation der NR-
Kurven fiir verschiedenen Grade an HS-Einbau in die Ketten- und Kopfgruppen. Die fiir
die Berechnung bendétigten SLDs wurden der Literatur entnommen und basieren auf den
Untersuchungen von Kreuzer e al..”*>>'* Dieser fand eine 20 A dicke HS-Adsorbat-
schicht auf den Lipid-Kopfgruppen mit einem HS-Volumenanteil von 23 %. In der
vorliegenden Arbeit interessiert aber vor allem ein mdglicher HS- bzw. PAH-Einbau in
die Kettenbereiche. Daher wurde nur die SLD der Kettenbereiche variiert, wiahrend die
anderen Parameter fixiert wurden.

Die Simulationen zeigten, dass mit zunehmender HS-Konzentration in den Membranen
der zweite Bragg-Peak stark an Intensitét verliert. Bei einem Anteil von 20 % der HS
verschwindet dieser ginzlich. Ein Einbau der HS in die Ketten- und Kopfgruppen sollte
demnach schon ab 5 Vol. % nachweisbar sein (s. Abb. 4.45).
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Abb. 4.45: Simulation der Quellmessung mit HS bei Kontrastinderung durch deuterierte Lipide.
a) Simulierte NR-Kurven fiir unterschiedlichen HS-Gehalt in kettendeuterierten DMPC-Doppelschichten.
b) Zugehériges Streuldngendichteprofil fiir eine Lipid-Lamelle. Entsprechend friiheren Ergebnissen® wurde
die HS-Konzentration in der Volumenphase und den Wasserzwischenschichten als 0.2 % angenommen, in
der HS-Adsorbatschicht auf den Lipid-Kopfgruppen als 23 %. Variiert wurde ausschlielich der Gehalt von
HS in den Lipidmembranen.

Die ersten Messungen wurden mit dem polymeren Ersatzstoff PAH durchgefiihrt, da die
Gleichgewichtseinstellung wesentlich schneller verlduft als mit HS. In vorigen und
spateren Messungen konnte gezeigt werden, dass die beiden Molekiile sich hinsichtlich
der Quellung und der Stabilisierung von Lipidlagen dhnlich verhalten. Daher wurde
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angenommen, dass auch dhnliches Einbauverhalten der Molekiile in die Membranen
beobachtet werden kann. Fiir die Messungen mit PAH wurden MWs von 15, 58 und
900 kDa verwendet.

Zunéchst wurde die jeweilige Probe in reinem D,0 inkubiert und vermessen. So konnten
die spiter verwendeten Streuldngendichten ohne PE-Adsorption bestimmt und
gegebenenfalls verifiziert werden. Zudem konnte bei normalem Quellverhalten der Probe
in Wasser ausgeschlossen werden, dass die Probe beschidigt war und sich in spiteren
Messungen anders verhilt. Danach wurde das D,O gegen die jeweilige wéssrige PE-
Losung ausgetauscht. Inkubiert wurde in Konzentrationen von 3 g/L. Die Proben wurden
entsprechend ihrer im Vergleich zu undeuterierten Lipiden erniedrigten Hauptphasen-
iibergangstemperatur bei 17 °C (vgl. 4.1.1) aufbewahrt und vermessen.

Die Messungen erfolgten bei einer Gesamtauflosung von 7 %. Tab. 4.5 zeigt die
verwendeten Proben bei der Lokalisierung der PEs in den Lipidschichten und ihre
Parameter resultierend aus der XRR-Vorcharakterisierung.

Prgben— Lamellarer Abstand [A] Schichtanzahl
bezeichnung
PAH 15 kDa PAHI5 52.70 +0.02 7.65 £ 0.07
PAH 58 kDa PAHS58 52.48 £0.02 9.15+0.01
PAH 900 kDa PAH900 52.65+0.03 9.57+0.02

Tab. 4.5: Probeniibersicht der Lokalisierungsexperimente. Aufgelistet ist der lamellare Abstand der
trockenen Proben und die Anzahl der Schichten ermittelt aus vorangegangener XRR-Charakterisierung.

Abb. 4.46a zeigt die NR-Kurven der Proben in reinem D,0O. Zu sehen ist, wie erwartet,
ein erster Bragg-Peak bei etwa 0.1 A", welcher dem lamellaren Abstand des in D,O
gequollenen Schichtsystems von etwa 62.83 A entspricht. Neben diesem ist jedoch noch
ein weiterer Bragg-Peak bei etwa 0.12 A™' zu sehen. Unter der Annahme eines weiteren
Signals erster Ordnung konnte ein lamellarer Abstand von 52.36 A errechnet werden.
Solche Distanzen lassen auf einen ungequollenen Zustand schlieBen. Vermutet wurde,
dass durch die Deuterierung des DMPC die Hamaker-Konstante™ dahingehend verindert
wurde, dass eine Quellung des Systems durch D,O nur teilweise geschehen kann. Die
starke Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen den Bilagen verhindert die Quellung

des Systems.

Mit zunehmendem Deuterierungsgrad scheint diese Wechselwirkung verstirkt zu sein. So
konnte bei Verwendung des volldeuterierten DMPC-d67 keine Quellung des Systems
beobachtet werden. Die Hamaker-Konstante scheint dabei noch gréfer zu werden.

I Dije Hamaker-Konstante beschreibt die Kraft, die aufgrund von Van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen zwei Teilchen herrscht. Sie ist dabei nicht nur abhédngig von den Teilchen selbst, sondern auch
von dem umgebenden Medium.
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Gefundene Literaturwerte liegen zwischen 3 und 7-107%' J.°>M%71% 7y Stiitzung der
These konnten leider keine genauen Hamaker-Konstanten in Abhingigkeit vom Deuterie-
rungsgrad gefunden werden. Erschwerend kommt hinzu, dass die Umgebung der Lipide
die Hamaker-Konstante ebenfalls maBgeblich beeinflussen kann.
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Abb. 4.46: Gemessene NR-Kurven zur Lokalisierung des PAHs in den Lipid-Ketten. a) Proben in reinem
D,0 und b) dieselben Proben in wissrigen PAH-Losungen mit verschiedenem MW (15, 58 und 900 kDa)
inkubiert. Zur besseren Ubersicht wurden die Kurven vertikal verschoben.

Zur Auswertung der NR-Kurven wurden die Daten mithilfe von Motofit simuliert. Hierzu
wurde Modell 2 verwendet, welches wie in Modell 1 die Unterteilung der Lipide in Kopf-
und Kettengruppe beriicksichtigt jedoch aufgrund der Deuterierung der Kettengruppe in
deren SLDs abweicht (s. Tab. 4.6). Es basiert auf dem von Kreuzer verwendeten Modell
und enthilt die von ihm gefundene HS- bzw. PE-Adsorptionsschicht auf den Lipid-
Kopfgruppen.”* Die Anzahl der Bilagen ergab sich aus der XRR-Vorcharakterisierung.
Der Bereich des Signals, der aus dem ungequollenen Teil der Probe resultierte, wurde
wihrend des Fitprozesses ausgespart und bleibt im Folgenden unberticksichtigt.

Abb. 4.47 zeigt die Kurven, deren Fits und die resultierenden SLDs, wihrend Tab. 4.6 die
angenommenen Parameter beispielhaft fiir die Probe PAHS58 beinhaltet. Alle mit einem x;
markierten Parameter wurden mit dem Modell angepasst. Zur Auswertung der Ergebnisse
wurden die Fits der Messungen in reinem Wasser mit denen verglichen, die nach
Austausch von D,0 gegen wissrige PE-Losungen erhalten wurden. Vor allem die
Anderung der SLD im Kettengruppenbereich sollte nun Aufschluss iiber das MaB3 der
Einlagerung des PE in die Kettenbereiche der Lipide geben.
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Box- SLD; Anah
Nr. Material di[A] | [10°A | o, |
2
]
0 Si - 2.07 1

[ Kooferunpe | 1675 | 447+ [ 056+
pietupp 1.5 0.2 0.1
Ketten- 303 749+ | 0.56 +
. I gruppe ' 0.5 0.1
Konforunpe | 167% | 447+ [0.56%
plerupp 1.5 0.2 0.1
6-8x - 2 PAH- 8
X1 0 X3
@ﬂ Schicht
Wasser-
Schicht X2 35
PAH-
X X1 0 X3
Schicht

16.7 + 447+ | 0.82+
1.5 0.2 0.3

Ketten- 303 749+ | 0.82 £
gruppe ' 0.5 0.3
3 Kobferunne 16.7 + 447+ | 0.82+ I
pIgrupp 1.5 0.2 0.3

PAH-
X1 0 X3
Schicht

Kopfgruppe

Umge- Wiissrige

bung Phase ) 33 !

Tab. 4.6: Modell 2: Parameter des Fits fiir NR-Messungen zum Einbau von PAH in die Kettenbereiche der
Lipide fiir PAHS8 (x;: freie Parameter fiir Modellschétzung).
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Abb. 4.47: Gemessene NR-Kurven, deren Fits und die zugehdrigen SLDs. Oben: Proben in reinem D,0.
Unten: Proben in den jeweiligen wéssrigen PAH-Losungen.

In Tab. 4.7 sind die erhaltenen SLDs und die daraus ermittelte Einlagerung von PAH in
Volumenprozent fiir die jeweiligen Proben angegeben. Der Anteil der PAH-Einlagerung
in die Lipid-Ketten ¢psy wurde iiber die Formel (4.14) berechnet. Dabei stehen
SLDkettenp20 Und  SLDgeyenpan  flir die durch Fit bestimmten SLD-Werte der
Kettenbereiche fiir die in reinem D,O inkubierten Proben und nach Austausch mit PAH-
Losung. Die Streuldngendichte des reinen PAH (SLDpag, -0.09 -+ 10 A™) wurde iiber die
einzelnen SLDs der Atome und die Dichte geméll Formel (2.18) berechnet. Aufgrund des
geringen Werts kann SLDpap vernachlissigt werden.

Es ergab sich, dass eine Einlagerung zwischen 20 und 38 Vol.-% PAH in die Ketten
erfolgte. Es zeigte sich auBlerdem, dass die Durchdringung der Kettenbereiche durch PAH
vor allem fiir das PAH mit dem mittleren MW ausgeprigt ist, wihrend fiir das héher- und
niedermolekulare PAH eine geringere Intrusion stattfand. Der Einbau der PEs in die
Kettengruppen erhdrtet den Verdacht der Ausbildung eines Hydrogels und der dadurch
intern vernetzten Lipid-Bilagen.
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-1 SLDKetten,PAH - SLDPAH ~1— SLDKetten,PAH
Ppan SLDketten,p20 — SLDpan SLDketten,p20 (4.14)

Vol.-

SLD Ketten nach % PAH in
Zugabe PAH [10° A7) Kette

PAHI5 57+0.6 23.9+95

PAHSS 4604 379+ 6.7

PAH900 59+0.6 19.9+9.6

Tab. 4.7: Mit Modell 2 erhaltene SLDs fiir den Kettenbereich der Proben und daraus ermittelter Anteil von
in die Kettengruppen eingelagertem PAH.

Einschrinkend ist jedoch anzumerken, dass in den Fits davon ausgegangen wurde, dass
der Wasseranteil in den Bilagen beim Hinzufiigen von PAH sowohl fiir den Ketten- als
auch fiir den Kopfbereich konstant bleibt. Bei Betrachtung der Quellexperimente in 4.2.1
féllt jedoch auf, dass bei Zugabe von PAH der Wasseranteil in den Ketten um etwa 15 %
zunahm. Da die SLDs von Wasser und PAH beide niedrigere Werte als die
Kettengruppen besitzen, kann im hier vorliegenden Experiment nicht zwischen dem
Eindringen beider unterschieden werden. Die berechneten Werte zum Eindringen des
PAHs sind daher quantitativ nicht aussagekréftig. Nur die SLD der Kettenbereiche fiir die
Probe PAHSS liegt deutlich unter der SLD von D,0O, sodass hier eindeutig ein Eindringen
des PAH in die Kettengruppen nachgewiesen werden konnte.

Aus diesem Grunde wurde ein Experiment entworfen, bei dem das Eindringen von
Wasser nicht detektiert wird. Hierzu muss die SLD des Wassers gleich der SLD der
Lipid-Ketten sein. Zusétzlich sollten auch die SLDs von Ketten und Kopfbereich
iibereinstimmen, sodass die NR-Kurven nur sensitiv auf den Kontrast zwischen PAH und
dem Grundgeriist sind (s. Abb. 4.48). Um dies zu ermoglichen wurden DMPC-d54 und
undeuteriertes DMPC im Verhéltnis von 28.4 % zu 71.6 % gemischt, sodass sowohl fiir
Ketten- als auch Kopfbereiche eine SLD von 1.82 - 10° A erhalten wurde. AnschlieBend
wurden 34.5 Vol. % D,0 in H,O gemischt, sodass eine Umgebungs-SLD von ebenfalls
1.82 - 10° A erhalten wurde. Bei richtigen Mischungsverhltnissen sollte nur das an-
und eingelagerte PAH einen Kontrast mit der Umgebung bilden.

Die Simulationen zeigten, dass mit zunehmendem PAH-Einbau die Intensititen des 1.
und 2. Bragg-Peaks zu und die des 3. und 4. Bragg-Peaks abnehmen. Demnach kdnnte die
Einlagerung von PAH in diesem Experiment einwandfrei nachgewiesen werden.
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Abb. 4.48: Kontrastverhéltnisse fiir Lipid-Systeme in PE-Losungen. Links: DMPC undeuteriert in D,0,
Mitte: DMPC gemischt (undeuteriert und deuteriert) in Kontrast-angepasster PAH-Losung (PAH in
D,0/H,0O-Mischung) und rechts: System nach moéglichem PAH-Einbau in die Kettenbereiche der Lipide.
Gleichfarbige Strukturen ergeben keinen Kontrast. In den beiden letzten Abbildungen sind die Lipide nur
zur Ubersichtlichkeit angedeutet.
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Abb. 4.49: Simulation der Quellmessung mit PAH bei Kontrastinderung durch deuterierte und
undeuterierte Lipide, D,O und H,O. Links: Simulierte NR-Kurven fiir unterschiedlichen PAH-Gehalt in den
Kettenbereichen der DMPC-Doppelschichten. Rechts: Zugehoriges Streuldngendichteprofil fiir eine Lipid-
Lamelle.

Eine erste Messung am ILL konnte die Durchfiihrbarkeit eines solchen Experiments
bestitigen. Zundchst erfolgte eine Kontrast-Anpassung des Systems. Deuteriertes und
undeuteriertes DMPC wurden im richtigen Verhiltnis gemischt und {iber eine
Rotationsbeschichtung auf das Substrat iibertragen. Die Probe wurde dann in reinem D,0
inkubiert. Die Messung hierzu ist in Abb. 4.50a (schwarze Datenpunkte) zu sehen. Dann
wurde dem System H,O hinzugefiigt, sodass die SLD der Umgebung der SLD der
Lipidlagen glich. Die roten Datenpunkte in Abb. 4.50a zeigen, dass die Kontrast-
Anpassung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Die Reflektivititskurve enthalt
keinen Bragg-Peak mehr. Nach Zugabe von PAH mit dem MW 15 kDa konnte der
Bragg-Peak zuriickgewonnen werden. Dies spricht eindeutig fiir eine Anlagerung
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und/oder Einlagerung des PAH in die Schichten. Die Versuchsanordnung ermdglichte
somit erstmals einen direkten Nachweis des PAH im System. Bislang konnte hieriiber nur
mittels modellhafter Annahmen, welche fehlerbehaftet sein konnen, Aussagen getroffen
werden.

Eine Unterscheidung zwischen an- bzw. eingelagertem PAH scheiterte daran, dass die
Messkurven aus bisher unbekannten Griinden nicht modellmiBig angepasst werden
konnen. Der theoretische Abfall der Kurven verlduft wesentlich schneller als der
gemessene. Die Daten konnten somit nicht quantitativ ausgewertet werden. An einer
Losung des Problems wird weiterhin gearbeitet.

In den néchsten beiden Kapiteln sollen die Stabilititen der Systeme vor und nach Zugabe
von PEs bzw. HS untersucht werden.

a) b)
104 e D0 | e D,0/H,0
. DOMO Q +PAH 15 kDa
10" 4 1074 %
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® .‘z
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Abb. 4.50: NR-Messungen zur Lokalisierung von PAH. a) Messungen der Probe in reinem D,O und
D,0/H,0 Mischungen (Kontrast-angepasst). b) NR-Daten des Kontrast-angepassten Systems vor und nach
Zugabe von PAH mit einem MW von 15 kDa.

4.4. Temperaturabhiangigkeiten

Kreuzer et al. fand eine erhdhte Stabilitit der Lipid-Oligolagen nach Zugabe von HS
gegeniiber Temperaturerhéhungen.54'55 In reinem Wasser kam es nach Uberschreiten der
Hauptphaseniibergangstemperatur zu einer Abldsung der Lipidschichten.

Dies konnte in dieser Arbeit nicht reproduziert werden. NR-Experimente zeigten stabile
Probenbeschichtungen in reinem Wasser auch nach Uberschreiten der Hauptphasen-
iibergangstemperatur. Abb. 4.51 zeigt die dabei erhaltenen NR- und simultan gemessenen
IR-Kurven fiir Temperaturen unter- und oberhalb der Phaseniibergangstemperatur. Der
Bragg-Peak erster Ordnung verschiebt sich beim Erwérmen zu hoheren g.-Werten. Dies
entspricht dem in der Literatur gefundenem Verhalten von Lipid-Bilagen, bei denen beim
Ubergang vom gel- in den fliissigkristallinen Zustand die Ketten nicht mehr im ge-
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streckten Zustand vorliegen, sondern gekniuelt.*’ In der dargestellten Probe dnderte sich
der lamellare Abstand beim Heizen von 66.12 auf 61.14 A. Die Intensitit des Bragg-
Peaks blieb erhalten, jedoch verschwanden die Kiessig-Oszillationen, welche bei 20 °C
eine Gesamtschichtdicke von etwa 616 A bzw. eine Bilagen-Anzahl von etwa 11.6
aufweisen. Der Verlust der Oszillationen bei 38 °C spricht fiir eine Zunahme der
Rauigkeit der obersten Schicht. Eventuell lag hier ein teilweises Ablosen der ersten
Lipidschicht vor, jedoch kam es nicht zu einem ausgepriagten Verlust an Lipiden.

Die IR-Daten zeigten eine Abnahme der Intensitdt der CH,-Schwingungsbanden, jedoch
konnte auch hier kein Totalverlust des Signals und somit der Lipide beobachtet werden.
Die IR-Spektren wiesen eine Verschiebung der CH,-Schwingungsbanden auf, was auf
einen vorliegenden Phaseniibergang der Lipide hindeutet. Beim Ubergang vom gel- zum
flissigkristallinen-Zustand erfolgte eine Verschiebung der Banden v,; von 2919.4 zu
2921.4 cm™ und v, von 2850.5 zu 2852.2 cm™ Ahnliche Verschiebungen wurden

ebenfalls in der Literatur gefunden.>*>>'*
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Abb. 4.51: a) NR-Intensititen in Abhédngigkeit von ¢, und b) zeitgleiche IR-Messungen der CH,-
Streckschwingungsbanden von substratgebundenen Lipid-Oligolagen bei 20 °C und 38 °C. Die Probe
wurde mit einer DMPC-Losung der Konzentration 10 g/L rotationsbeschichtet.

Von Kreuzer wurde festgestellt, dass bei Erwédrmen iiber den Hauptphaseniibergang der
Lipide die Oligolagen mit Ausnahme einer Mono- oder Bilage in Losung gehen.’*™
Mennicke hingegen berichtete in ihrer Dissertation, dass beim Autheizen von
urspriinglich 17 Bilagen durchschnittlich 8 Bilagen zuriickblieben,™ wihrend Vogel et al.
noch bei iiber 50 °C Bragg-Peaks resultierend aus Lipidlagen in XRR- und NR-
Messungen aufnahmen.”

Da in dieser Arbeit die Bedingungen innerhalb des Gelenks nachempfunden werden
sollten, ist die Stabilitdt der Lipidlagen oberhalb der Phaseniibergangstemperatur ohnehin
von geringerer Bedeutung. Das vorwiegend vorliegende Lipid DPPC des Gelenks liegt
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bei Kernkdrpertemperaturen des Menschen zwischen 36.3 und 37.4 °C in der Gelphase
vor und unterliegt erst ab 42 °C dem Hauptphaseniibergang.

4.5. Scherexperimente

Zur Untersuchung der Schichtsysteme unter typischen mechanischen Belastungen, wie sie
in natiirlichen Gelenken auftreten, wurden mittels einer Scherzelle Scherkrifte auf
ausgewihlte Proben iibertragen. Fiir simultane ATR-FTIR- und NR-Messungen wurde
eine geeignete Scherzelle entworfen, welche In-situ-Schermessungen unter Wasser
erlaubte. Die Scherstabilitdt der Lipidschichten sollte in reinem D,O und nach Zugabe
von HS- bzw. PE-Lésungen untersucht werden.

Scherexperimente am BioRef erfolgten immer bei zeitgleicher Aufnahme von NR-Kurven
und IR-Daten bei einer Temperatur von 20 °C. Vermessen wurden Proben, welche
sowohl in reinem D,0 als auch in PAH- und HS-Losungen einer Konzentration von 3 g/L
inkubiert vorlagen. Fiir das PAH wurden drei verschiedene MWs von 15, 58 und 900 kDa
verwendet, wihrend fiir HS MWs von 769 und 850 kDa zum Einsatz kamen. Alle Proben
wurden zuvor im trockenen Zustand mittels XRR-Messungen charakterisiert. Sie wurden
mit DMPC-Losungen der Konzentration 10 g/L rotationsbeschichtet. Die Schichtanzahl
belief sich zwischen 9 und 15 mit lamellaren Abstinden von 52 bis 55 A. Tab. 4.8 gibt
eine Ubersicht der in den Scherexperimenten verwendeten Proben mit Angaben zu den
lamellaren Abstdnden, der Schichtanzahl, der Gesamtauflosung der NR-Messung in [%],
der Inkubationsdauer vor der Scherung und der gemittelten Dauer des Wechsels zwischen
zwei Scherraten Ar. Ein Teil der Messungen wurde bereits publiziert.'*’

Zeitgleiche Aufnahmen von NR- und IR-Daten sollten neben dem inneren Schichtaufbau,
welcher aus NR-Messungen erhalten werden kann, auch Riickschliisse auf die
Konformation der Lipid-Molekiile in den Bilagen ermdglichen. AuBBerdem sollte damit
eine komplementidre Methode zur Detektion eines eventuellen Ablosens der Lipidlagen
gegeben sein. Die symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwingungen der Lipid-
Alkangruppen zeigten dabei ausgeprigte Banden bei vy ~ 2851 bzw. vu ~ 2920 cm™,
welche hinsichtlich ihrer Intensitdt und ihrer Position untersucht werden sollten.
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Inku- N Inku-
bations- Proben- AUﬂ?,_ batiol;ls- At [h] LamellareAr Schichtanzahl
lésung name sung [%] dauer [h] Abstand [A]
DO 1 1.4 - 8 | 52.76+038 | 11.7+0.3
D,0 D,O 2 7 - 5 | 51974002 | 11.9+0.0
DO 3 Ve - 5 | 5478+0.03 | 13.4+0.7
PAHI5 1 1.4 20 8 | 52.890+0.03 | 9.9+08
PAH PAHI5 2 1.4 22 9-17 | 53.99+0.05 | 109+1.4
15kDa | PAHIS_3 7 42 9-17 | 52.69+0.02 | 12.0+0.0
PAHI5 4 7 12 9-17 | 52.42+0.03 | 9.8+0.0
PAHI5 5 7 22 9-17 | 52.68+0.08 | 10.5+0.0
PAH58 1 14 2 0.5 | 52.63+0.53 | 11.3+04
PAH PAH58 2 14 8 0.5 | 52.66+0.45 | 12.5+0.5
s kDa | PAHS58_3 7 12 5-17 | 52.42+0.06 | 9.8+0.0
P?\I}e{g * 7 12 6 | 53.04£004 | 147+07
PAH900 1 7 15 6-22 | 53.75+0.04 | 10.4+0.0
PAH | PAH900 2 7 21 5-8 | 54.63+0.08 | 9.26+0.0
900 kDa | PAH900 3 7 22 6-29 | 53.00+0.33 | 11.2+0.1
PAH900 4 7 120 6-29 | 52.77+0.03 | 9.3+0.0
. 6§EDa HS769 7 336 6 | 52.68+0.03 | 10.52+0.0
HS HS850 1 7 672 6 | 51.59+122 | 11.0+0.0
850kDa | HS850 2 7 12 6 | 5393+005| 9.7+0.0

Tab. 4.8: Ubersicht der in den Scherexperimenten eingesetzten Proben. Aufgelistet ist die Gesamtauflosung
der NR-Messung in [%], die Inkubationsdauer vor Scherung, die gemittelte Dauer des Wechsels zwischen
zwei Scherraten At, der lamellare Abstand der trockenen Proben und die Anzahl der Schichten ermittelt aus
vorangegangener XRR-Charakterisierung,.

4.5.1. Messungen gegen D,0

Abb. 4.52 zeigt die Kurven der NR-Messung dreier in D,O inkubierter Proben (D,O 1,
D,0 2 und D,O 3). Nach Inkubation der Proben in D,O und deren Gleichgewichts-
einstellung wurden lamellare Abstinde von (52.07 = 0.02) A, (64.78 + 0.02) A bzw.
(64.74 £ 0.08) A ermittelt. Dabei entspricht der Wert von D,O 1 eher dem lamellaren
Abstand einer trockenen Probe. Dies konnte von einer nur teilweise benetzten Probe
verursacht worden sein. Nach Applizieren einer Scherung von 30 rpm gelang eine
vollstindige Benetzung und der Bragg-Peak verschob sich zu kleineren g.-Werten. Es
wurde ein lamellarer Schichtabstand von (61.44 + 0.02) A erhalten. Aufgrund der
hoheren Gesamtauflosung, welche die Beobachtung von Kiessig-Oszillationen erlaubte,

*il Die Probe wurde am V6 vermessen. Die Gesamtaufldsung fiir ¢, > 0.06 A betrigt 0.002 A" und somit
variiert die prozentuale Auflsung.
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konnte fiir D,O 2 eine Schichtanzahl von 9.3 £ 1.2 ermittelt werden. Diese ist etwas
geringer als die der trockenen Probe und ldsst auf einen geringen Schichtverlust bei
Inkubation in D,O schliefBen.
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Abb. 4.52: NR-Intensitdt in Abhéngigkeit von ¢, bei Scherung von DMPC-Oligolagen in D,0O. Proben a)
D,0 1,b) D,O 2 und c¢) D,O 3 zeigen eine Abnahme des Bragg-Peaks mit zunehmender Scherrate.

Die Scherexperimente zeigten, dass ab 15 bzw. 60 rpm keine ausgepriagten Bragg-Peaks
erhalten werden konnten. Die Lipide liegen nicht mehr als substratgebundene Oligolagen
vor. Die Probe D,O 1 weist noch geringes Restsignal bei 3000 rpm auf, welches fiir eine
zuriickgebliebene Lipid-Bilage oder Monolage spricht. Zur quantitativen Auswertung
wurde die Intensitit des 1. Bragg-Peaks bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden fiir
D,0 2 und D,O 3 auf den Bragg-Peak bei 0 rpm und fiir DO _1 auf den Bragg-Peak der
benetzten Probe bei 30 rpm normiert (s. Abb. 4.53). Intensitdtsverhéltnisse groBer eins
lassen sich tiber einen durch Scherung induzierten Ordnungseffekt der Lagen erkldren.
Die hohere Ordnung der Lagen fiihrte zu einem stérker ausgeprigten Bragg-Peak.
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Abb. 4.53: Intensititen des 1. Bragg-Peaks normiert auf das Signal bei 0 bzw. 30 rpm. Alle Proben wurden
in D,0 inkubiert und zeigen bei 15 bzw. 60 rpm einen vollstandigen Verlust der Intensitét.

An den Proben D,O 1 und D,O 2 konnten zusitzlich IR-Messungen durchgefiihrt
werden. Die IR-Spektren zeigten einen dhnlichen Intensitéts-Riickgang wie die der NR-
Kurven (s. Abb. 4.54). Fir D,O_2 konnte ebenfalls ein totaler Verlust der Signale bei
60 rpm ausgemacht werden, wihrend fiir Probe D,O 1 kein vollstandiger Signal-Verlust

verzeichnet werden konnte. Ein Grund hierflir konnte eine Verunreinigung der Substrat-
Riickseite durch Lipide sein. Da der ATR-Kristall auf beiden Seiten sensitiv ist, wiirde
eine solche Verunreinigung zum Messsignal beitragen. Die NR-Messungen zeigten aber
auch einen noch schwach ausgepriagten Bragg-Peak der auf eine zuriickgebliebene Lipid-

Bilage oder Monolage hindeutet.
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Abb. 4.54: IR-Spektren fiir verschiedene Scherraten unter D,0 fiir a) D,O 1 und b) D,O 2. Abgebildet ist
die Region der asymmetrischen und der symmetrischen Streckschwingung der CH,-Gruppen.
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Die quantitative Auswertung der IR-Signale (s. Abb. 4.55) ergab, dass etwa 27 % des
Ausgangssignals iibrig blieben. Bei einer Lipid-Bilagenanzahl von 11 - 12 ergibt sich,
dass 3 Bilagen stabil auf dem Substrat verblieben. Da die NR-Messungen nur maximal
eine Bilage vermuten lassen, ist es wahrscheinlich, dass die Verunreinigung der Substrat-
Riickseite auch einen Teil zum Signal beitragt.
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Abb. 4.55: Gesamtintensitit der Signale resultierend aus symmetrischer und asymmetrischer CH,-

Streckschwingung normiert auf die Intensitdt bei 0 rpm in Abhéngigkeit von der Scherrate. Die Proben
D,0 1 und D,O 2 wurden in D,O inkubiert.

Neben dem erwarteten Riickgang der Intensititen konnte teilweise auch eine
Verschiebung der IR-Signale der CH,-Streckschwingungen beobachtet werden. Vor
allem bei hoheren Scherraten von 600 rpm konnte sowohl fiir die asymmetrische als auch
die symmetrische Schwingungsbande eine Erhhung der jeweiligen Wellenzahl gemessen
werden. In Abb. 4.56 sind die Positionen der Streckschwingungsbanden fiir D,O 1 und
D,O 2 in Abhingigkeit von der Scherrate dargestellt. Fiir die symmetrische und
asymmetrische Streckschwingung wurde fiir D,O 1 eine Verdnderung von Avg ~ 1 cm’
bzw. Avgs ~ 3 -4 cm™ festgestellt. Eine solche Verschiebung wurde bereits von Kreuzer et
al. bei Temperaturexperimenten dokumentiert. Sie beobachteten bei Uberschreiten der
Hauptphaseniibergangstemperatur eine Verschiebung der symmetrischen und asymme-
trischen Streckschwingung von 2850 auf 2852 cm™ bzw. von 2918 auf 2921 cm™.>**® Ein
solches Phianomen wurde ebenfalls von Hiibner ef al. beschrieben'® und auch Cheng et
al. berichteten von CH,-Streckschwingungen bei 2922 und 2853 cm’, welche
charakteristisch fiir konformell ungeordnete Kohlenwasserstoff-Ketten und somit fiir eine
fliissigkristalline-Phase des DMPCs sind."”! Es scheint hier ein scherinduzierter Phasen-
iibergang der Lipide vorzuliegen. D,O 2 zeigt bis zu 45 rpm wie erwartet Signale bei
etwa 2850 und 2919 cm™. Bei hoheren Scherraten konnten keine Signale gemessen
werden, sodass fiir hohere Scherraten keine Verschiebung der Positionen ausgewertet
werden konnte.
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Abb. 4.56: Verschiebungen der IR-Banden mit zunehmender Scherrate. Dargestellt sind die Positionen fiir
die asymmetrische und die symmetrische CH,-Streckschwingung fiir D,O 1 und D,O 2 in Abhingigkeit
von der Scherrate. Die Proben wurden in D,O inkubiert.

4.5.2. Messungen gegen PAH-Losungen

Bei Inkubation der Proben in PAH-Losungen konnte neben einem starken Quellen um
den Faktor 4 - 5 im Vergleich zur trockenen Probe auch eine Stabilisierung der
Lipidlagen gegen Scherung festgestellt werden. Verwendet wurden drei verschiedene
MWs (15, 58 und 900 kDa). Fiir jedes MW ist jeweils eine NR-Messreihe mit
ausgewdhlten Scherraten zu sehen (s. Abb. 4.57). Andere zur Auswertung hinzugezogene
Messreihen sind im Anhang zu finden (s. 7.1.1).

Alle in PAH inkubierten Proben zeigten eine erhohte Stabilitdt gegen Scherung im
Vergleich zu den in reinem Wasser inkubierten Proben. Eine Auftragung der auf das
Signal bei 0 rpm normierten Intensitit des Bragg-Peaks erster Ordnung in Abhéngigkeit
von der Scherrate sind fiir alle Proben und MWs in Abb. 4.58 zu sehen. Es zeigte sich,
dass im Gegensatz zu den Messungen in reinem Wasser die Intensitit des 1. Bragg-Peaks
bei 60 rpm fiir den GroBteil der Probe unverdndert wenn nicht gar groBer ist. Die
Erhohung des Bragg-Peaks fiir einige Proben bei Applizieren einer Scherung konnte auf
eine durch die Scherung induzierte verbesserte Ordnung der Lagen untereinander
zurlickgefiihrt werden. Auch die Proben, bei denen bei 60 rpm ein Intensitdtsverlust
verzeichnet worden war, zeigten trotz allem ein ausgeprigtes Signal.

Die Intensititsdnderung in Abhéngigkeit von der Scherrate scheint bislang nur fiir das
MW von 58 kDa reproduzierbar zu sein. Auch zeigten diese Proben im Vergleich zu den
anderen die hochste Stabilitdt gegeniliber Scherung. Wéhrend die Halfte der Signal-
Intensitét erst bei etwa 300 - 580 rpm verloren ging, war dies fiir ein MW von 15 kDa,
abhingig von der Probe, zwischen 50 und 230 rpm der Fall. Fiir das MW von 900 kDa
war die Intensitdt flir PAH900 1 auch bereits fir 60 rpm auf unter die Hélfte des
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Ausgangswerts gesunken, wéhrend fiir PAH900 2 noch etwa 70 % bei der 10-fachen
Scherrate von 600 rpm erhalten blieb.

Vermutet wurde, dass die Inkubationszeit vor der Scherung vor allem fiir gréBere MWs
eine Rolle spielt. Daher wurde PAH900 3 wie PAH900 2 fiir etwa 20 h und nicht wie
PAH900 1 nur fiir 15 h inkubiert. Die Messungen konnten jedoch keine Erhdhung der
Stabilitdt aufgrund der Inkubationszeit bestitigen. Es wurde vermutet, dass auch Probe-
zu-Probe-Variationen einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitét der Probe nehmen.

Es scheint, dass PAH mit dem MW von 58 kDa die Proben besser stabilisierte als das
PAH mit einem MW von 15 kDa. Messungen mit hherem MW konnten jedoch keinen
zunehmend stabilisierenden Effekt mit zunehmendem MW nachweisen, wohl aber
zeigten alle Messungen, dass der Einsatz der PEs zur Scherstabilisierung der Oligolagen
beitrdgt. Ein Vergleich mit den in reinem Wasser inkubierten Proben zeigte eine deutliche
Verbesserung der Stabilitdt bei Inkubation in PAH (s. Abb. 4.584d).
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Abb. 4.57: NR-Intensitét in Abhidngigkeit von ¢, bei Scherung von in wissrigen PAH-Losungen inkubierten
DMPC-Oligolagen. Fiir jedes MW wird eine Messreihe gezeigt. Andere zur Auswertung hinzugezogene
Messreihen sind im Anhang zu finden (s. 7.1.1). Zu sehen sind folgende Proben: a) PAH15 2 (PAH
15 kDa), b) PAHS58 2 (PAH 58 kDa) und ¢) PAH900 1 (PAH 900 kDa).
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Abb. 4.58: Intensititen des 1. Bragg-Peaks als Funktion der Scherrate normiert auf das Signal bei 0 rpm.
Gezeigt sind die Auswertungen fiir alle Proben und MWs von PAH: a) 15 kDa, b) 58 kDa und c¢) 900 kDa.
d) veranschaulicht die Scherrate bei 50 % Signalverlust fiir alle in PAH inkubierten Proben im Vergleich zu
in reinem Wasser inkubierten Proben in einem Balkendiagramm. Die Werte wurden iiber lineare
Interpolierungen erhalten.

Neben der hoheren Scherstabilitét konnte fiir die Inkubation in PAH eine Scherstauchung
mit zunehmender Drehzahl beobachtet werden (s. Abb. 4.59). Eine Zugabe von PAH mit
der Konzentration von 3 g/L fiihrt zu einer Quellung um einen Faktor 3.5 - 5 bezogen auf
den lamellaren Abstand einer in Wasser inkubierten Probe (s. 4.2.1). In Bezug auf eine
trockene Probe erhoht sich dieser Faktor entsprechend auf 4.3 - 6.3. Zu Beginn der
Messung konnten demnach lamellare Abstiinde fiir alle MWs zwischen 230 und 335 A
ermittelt werden. Mit zunehmender Scherrate nimmt dieser Abstand fiir die meisten
Proben ab. Reduktionen zwischen 20 und 40 A des lamellaren Abstandes konnten
festgestellt werden. Von einer solchen scherinduzierten Ausdiinnung wurde bereits in der
Literatur berichtet.'”*'

nicht beobachtet werden.

Fiir die Proben in reinem D,O konnte ein dhnliches Verhalten
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Abb. 4.59: Auftragung des lamellaren Abstands in Abhdngigkeit von der Scherrate. Auswertung fiir die
folgenden MWs der wissrigen PAH-Inkubationsldsungen: a) 15 kDa, b) 58 kDa und c) 900 kDa.

Auch fiir die IR-Messungen der in PAH inkubierten Proben wurden &hnliche Ergebnisse
erhalten. Es zeigte sich, dass mit hoherer Scherrate die IR-Intensitit der CH,-
Schwingungsbanden abnahm, doch selbst bei hochster Umdrehungszahl, bei der die NR-
Signale verschwanden, konnten teilweise immer noch IR-Banden detektiert werden.
Lediglich bei den Proben PAH15 3, PAH15 5 und PAH900 3 konnte tatsdchlich ein im
untersuchten Bereich signalfreies Spektrum erhalten werden (s. Anhang 7.1.2).

Drei fiir die jeweiligen MWs reprisentativ ausgesuchte Spektren sind in Abb. 4.60 zu
sehen. Fiir PAH mit dem MW von 15 und 58 kDa konnte bei 60 rpm nur eine kleine
Signalabnahme verzeichnet werden. Dies spricht fiir die erhohte Stabilitdt der Lipide. Bei
60 rpm lag bei den meisten Proben das DMPC substratgebunden vor. Fiir das PAH mit
einem MW von 900 kDa wurde jedoch fiir die hier dargestellte Probe bei 60 rpm ein
starker Intensititsverlust gemessen. Trotz einer Abnahme des Bragg-Peaks in den NR-
Daten bei Erh6hung der Scherraten zeigte sich hier keine weitere Variation in den IR-
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Kurven. Fiir die Probe PAH900 2 zeigten sowohl NR- als auch IR-Messungen nur
geringe Anderungen bis zu 600 rpm. Die Signale bei sehr hohen Drehzahlen lassen sich
iiber adsorbierte, ungeordnete DMPC- und auch PAH-Strukturen erklidren. Die CH,-
Schwingungsbanden konnten detektiert werden, jedoch kam es zu keiner Ausbildung von
Bragg-Peaks, da die Strukturen ungeordnet vorlagen. Auch wird angenommen, dass auf
der Riickseite der Kristalle priparationsbedingt Riickstéinde von DMPC blieben, welche
bei der eingesetzten ATR-Konfiguration auch zum IR-Messsignal beitragen konnten und
so einen konstanten Offset lieferten.
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Abb. 4.60: IR-Absorptions-Kurven bei Scherung von DMPC-Oligolagen in Kontakt mit PAH-Ldsungen.
Abgebildet ist die Region der asymmetrischen und der symmetrischen Streckschwingung der CH,-Gruppen
fiir folgende Proben: a) PAH15 2 (PAH 15 kDa), b) PAH58 2 (PAH 58 kDa) und ¢) PAH900 1 (PAH
900 kDa).

Eine quantitative Auswertung der Intensititen der CH,-Schwingungsbanden zeigt Abb.
4.61. Dabei wurde die Gesamtintensitit der asymmetrischen und der symmetrischen
Bande summiert und auf die Intensitdt des Signals bei O rpm normiert. Die Auswertungen
zeigen, dass die Werte bei relativ hohen Scherraten zwischen 50 und 100 % abnehmen.
Fiir in PAH mit dem MW 15 kDa inkubierte Proben reduzierte sich das Signal zwischen
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300 und 600 rpm um 50 %, wobei das Signal fiir die meisten Proben nicht geringer als
50 % des Ausgangssignals wurde. Fiir PAH 58 kDa lag die Scherrate, bei der 50 % des
IR-Signals verloren gingen, zwischen 540 und 1200 rpm. Damit scheint das PAH mit
dem MW von 58 kDa eine bessere Stabilisierung der Proben hervorzurufen. Fiir die in
PAH 900 kDa inkubierten Oligolagen variierten die Scherraten, bei denen 50 % des
Ausgangssignal verloren wurde, noch starker. Wahrend PAH900 1 und PAH900 3 schon
zwischen 80 und 250 rpm 50 % Signalverlust zeigten, reduzierte sich die Intensitét der
Probe PAH900 2 erst bei 900 rpm um 50 %. Sowohl IR- als auch NR-Daten zeigten
starke Variationen in der Stabilitidt der Proben. Nur fiir in PAH mit dem MW von 58 kDa
inkubierte Proben, waren die Stabilisierungen ansatzweise reproduzierbar.
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Abb. 4.61: Integrierte IR-Intensitidten der CH,-Schwingungsbanden als Funktion der Scherrate. Normiert
wurde auf die Signale der Messung bei O rpm. Dargestellt sind die Auswertungen fiir die folgenden Proben:
a) PAH 15 kDa, b) PAH 58 kDa und c) PAH 900 kDa. d) veranschaulicht die Scherrate bei 50 %
Signalverlust fiir alle in PAH inkubierten Proben im Vergleich zu in reinem Wasser inkubierten Proben in
einem Balkendiagramm. Die Werte wurden iiber lineare Interpolierungen erhalten.
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Neben der Bandenintensitdt wurde die Position der Signale bestimmt und ebenfalls in
Abhingigkeit von der Scherrate aufgetragen (s. Abb. 4.62). Fiir die in PAH inkubierten
Proben konnte mit zunehmender Scherung meist eine Verschiebung der Banden zu
hoherer Wellenzahl fiir beide Streckschwingungen beobachtet werden. Fiir die
asymmetrische und symmetrische Streckschwingung wurde eine Verdnderung von Av,g
bis zu 4 cm™ bzw. Av, bis zu 5 cm™ gefunden. Somit konnte auch hier ein durch Scherung
induzierter Phaseniibergang der Lipide festgestellt werden.

Es scheint jedoch nicht immer ein Phaseniibergang einzutreten. So zeigt beispielsweise
PAH15 4 mit zunehmender Umdrehungszahl einen leicht gegenteiligen Effekt. Die
vorherige Verschiebung zu hoheren Wellenzahlen kehrt sich wieder um. Moglich wire,
dass das PAH mit dem Lipid interagiert und es so modifiziert, dass keine Phasenidnderung

induziert werden kann.
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Abb. 4.62: Verschiebungen der symmetrischen und asymmetrischen CH,-Schwingungsbanden in
Abhingigkeit von der Scherrate. Dargestellt sind die Auswertungen fiir die folgenden Proben: a) PAH
15 kDa, b) PAH 58 kDa und c) PAH 900 kDa.
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4.5.3. Messungen gegen PAH- und NaCl-Losungen

Die Synovialfliissigkeit im Gelenk hat eine dhnliche Elektrolytzusammensetzung wie
Blutplasma.'>* Demnach liegt unter anderem ein erhohter NaCl-Anteil vor. Daher wurden
auch bei physiologischer Elektrolytkonzentration (154 mM NaCl) und Zugabe von 3 g/L
PAH mit dem MW von 58 kDa Scherstabilitidten der Lipidlagen vermessen und diese mit
den entsprechenden Messungen ohne NaCl-Zugabe verglichen.

Zunéchst fiel auf, dass bei erhohter NaCl-Konzentration ein geringeres Quellen der
Lipidschichten vorlag. Dies konnte mittels Abschirmung von elektrostatischen
Repulsionskriften erklart werden (s. 4.2.4). Eine vollstdndige Quellung erfolgte erst bei
Scherung (60 rpm) (s. Abb. 4.63). Es wurde ein Quellkoeffizient von etwa 3 erhalten.
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Abb. 4.63: NR-Messungen der Probe PAHS58 + NaCl (3 g/L PAH, 154 mM NaCl) bei verschiedenen
Scherraten und zugehdrige Auswertungen im Vergleich zu PAHS58-Proben ohne NaCl-Zusatz(s. 4.5.2). a)
NR-Kurven der Probe PAHS58 + NaCl, b) lamellare Abstidnde in Abhéngigkeit von der Scherrate fiir die
Proben PAHS58 aus 4.5.2 und PAHS58 + NaCl und c) Intensitét des 1. Bragg-Peaks normiert auf das Signal
bei 0 rpm fiir die Proben PAHS58 aus 4.5.2 bzw. PAH58 + NaCl.
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Aufgrund der geringeren Quellung wurde vermutet, dass ein gegeniiber Scherung noch
starker stabilisiertes System vorliegt. Bei Auswertung der Bragg-Peaks konnte auch
tatsdchlich sogar ein Anstieg des Signals ermittelt werden. Dies liegt jedoch vor allem
zundchst an der bei 0 rpm noch nicht stattgefundenen Gleichgewichtseinstellung und
nicht an einer erhdhten Scherstabilitét.

Dass dies so ist, zeigen die komplementiren IR-Messungen. Sie wiesen eine deutliche
Abnahme der Intensitdten auf (s. Abb. 4.64), was darauf hindeutet, dass die Erhohung der
Bragg-Peaks tatsdchlich auf Ordnungs-Effekten beruhte. Die Auswertung der IR-Signale
zeigt mit zunehmender Scherrate einen dhnlichen Intensititsverlust wie die der in reinem
PAH inkubierten Proben, sodass von keiner erhohten Scherstabilitit der Lipide bei
geringerer Quellung ausgegangen werden konnte. Eine Verschiebung der Schwingungs-
Banden, resultierend aus einem scherinduzierten Phaseniibergang, konnte nicht
festgestellt werden.
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Abb. 4.64: IR-Messungen der Probe PAHS58 + NaCl (3 g/L PAH, 154 mM NaCl) bei verschiedenen
Scherraten und zugehdrige Auswertungen im Vergleich zu PAHS58-Proben (s. 4.5.2). a) IR-Intensitéiten der
CH,-Streckschingungen fiir die Probe PAH58 + NaCl und b) IR-Intensitdt normiert auf das Signal bei
0 rpm fiir die Proben PAHS5S (s. 4.5.2) und PAHS58 + NaCl.

4.5.4. Messungen gegen HS-Losungen

Scherexperimente sollten auch mit der im Gelenk vorkommenden HS durchgefiihrt
werden. Hierzu wurde HS mit dem MW 769 (HS769) bzw. 850 kDa (HS850 1 und
HS850 2) mit der Konzentration 3 g/L verwendet.

Zunéchst konnte ein starkes Quellen um einen Faktor von 4 beobachtet werden. Die
Bragg-Peaks waren aber noch sehr schwach ausgeprigt. Ein Gleichgewichtszustand
wurde noch nicht erreicht. Nach 2 bzw. 4 Wochen ging der Quellkoeffizient auf etwa 1.4
zuriick. Ein dhnlicher Riickgang bei einer flir 18 Stunden inkubierten Probe (HS850 2)
konnte bei einsetzender Scherung beobachtet werden (s. Abb. 4.65). Es scheint, dass der
stark gequollene Zustand ein metastabiles Gleichgewicht einnimmt, wahrend sich die
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schwach gequollenen Lipide in einem stabilen Gleichgewicht befinden. Ahnliches konnte
in der Dissertation von Kreuzer nicht festgestellt werden.”* Die Auswertung der Bragg-
Peaks aus den NR-Daten ergab eine Scherstabilitdt bis 3600 rpm, wiederum bezogen auf
50% des Ausgangssignals. Die Probe HS850 1, welche am ldngsten vorinkubiert wurde,
zeigte sogar bis zu 6000 rpm keinen groBeren Lipid-Verlust.
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Abb. 4.65: NR-Kurven der Proben a) HS850 2 und b) HS850 1 und c) und d) Auswertung der Bragg-Peak-
Intensitit. c) zeigt die normierten Intensititen und d) veranschaulicht die Scherrate bei 50 % Signalverlust
in einem Balkendiagramm. Maximale Scherrate im Experiment waren 6000 rpm. Wéhrend die Probe
HS850 2 lediglich 18 h in HS inkubierte, hatten die Proben HS769 und HS850 1 2 bzw. 4 Wochen Zeit fiir
die Gleichgewichtseinstellung.

IR-Messungen zeigen Ahnliches (s. Abb. 4.66). Anhand der IR-Daten wird deutlich, dass
die Probe HS850 2, welche nur 18 Stunden inkubiert wurde, am Anfang einen starken
Lipid-Verlust verzeichnete. Aus den NR-Daten konnte dies nicht geschlossen werden, da
die Probe bei 0 rpm noch nicht im Gleichgewicht vorlag und der Intensitéts-Riickgang
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durch Lipid-Abldsung iiber einen Gewinn an Ordnung kompensiert wurde. Die IR-Daten
zeigten jedoch deutlich, dass mit zunehmender Inkubationszeit stabilere Lipidschichten
erhalten wurden. Aufgrund der Messungen an PAHS58 + NaCl (s. 4.5.3) konnte auch
ausgeschlossen werden, dass die erhohte Stabilitit auf ein geringeres Quellen
zuriickzufiihren ist.

Daher lasst sich folgern, dass HS gegeniiber PAH eine verbesserte Scherstabilitdt der
Lipide gewéhrleisten kann. Eine Verschiebung der Schwingungs-Banden, resultierend aus
einem scherinduzierten Phaseniibergang, konnte in den IR-Daten nicht festgestellt
werden. Eventuell verhindert die Zugabe von HS einen Phaseniibergang und stabilisiert
die Lipide.
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Abb. 4.66: IR-Kurven der CH,-Streckschwingungen fiir die Proben a) HS850 2 und b) HS850 1 und c)
und d) Auswertung der IR-Intensitét. c) zeigt die normierten IR-Intensitdten und d) veranschaulicht die
Scherrate bei 50 % Signalverlust in einem Balkendiagramm. Maximale Scherrate im Experiment waren
6000 rpm. Wahrend die Probe HS850 2 lediglich 18 h in HS inkubierte, hatten die Proben HS769 und
HS850 1 2 bzw. 4 Wochen Zeit fiir die Gleichgewichtseinstellung.
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4.5.5. Modellierung der Neutronendaten

Mittels eines vereinfachten Modells sollte ein umfassender Fit des gesamten Datensatzes
der Schermessungen angefertigt werden, um die jeweilige interne Struktur der
Schichtsyteme aufzukldren. Das Modell (s. Tab. 4.9) besteht aus dem Substrat Silicium,
durch welches der Neutronenstrahl eintritt, gefolgt von einer nativen SiOy-Schicht.
AnschlieBend folgt eine erste DMPC-Bilage, bei der Ketten- und Kopfgruppe als nicht
aufgelost betrachtet werden, und eine wissrige Zwischenschicht. Eine Multischicht
bestehend aus mehreren aufeinander folgenden Wiederholeinheiten von DMPC-Bilage
und wiéssriger Zwischenschicht gemil3 der ermittelten Schichtanzahl reprisentiert den
Kern der Proben. Abgeschlossen wird das System durch eine letzte Einheit aus wéssriger
Zwischenschicht und DMPC-Bilage gefolgt von der wissrigen Umgebung. Zugunsten
einer konsistenten Beschreibung eines grof3en Datensatzes wurde auf die Auflésung von
Kopf-, Kettengruppe und Polymerschicht in einer DMPC-Bilage verzichtet. Dies ist
moglich, da die minimal direkt auflésbare Dicke ¢, auf 52 A beschrinkt ist. Dies wird
iiber den experimentell maximal erreichbaren ¢.-Wert von 0.12 A™' definiert (£, =
21/q.max). Uber das Einfiilhren von Membran-Rauigkeiten von o=13 A konnte die
verringerte Auflosung beriicksichtigt werden.

Die verwendeten Parameter fiir die Probe PAH15 2 sind in Tab. 4.9 zusammengefasst. x;
beschreibt dabei voneinander unabhingig variierende Parameter, d; gibt die Schichtdicke
der jeweiligen Schicht an, ¢, beschreibt den Wasseranteil einer Schicht in
Volumenprozent und o die Rauigkeit. Die SLDs der jeweiligen Schichten wurden der
Literatur entnommen."*”*>"** Dje SLD fiir DMPC-Bilagen wurde iiber folgende Formel
ermittelt:

P Z b; 3.096-107*A A
DMPC = /T T 1043 A3 (4.15)

Dabei steht b; fiir die einzelnen Streuldngen der Atome und V), fiir das Volumen, welches
sie beanspruchen. Die Schichtdicken der Lagen gaben teilweise unterschiedliche Werte
fiir das statische und das gescherte System. So stieg beispielsweise der entsprechende
Wert der Probe PAH15 2 von 60 auf 78 A. Die im Vergleich zur SLD von purem D,0
(6.38 « 10° A?) teilweise niedrigeren SLDs der wissrigen Zwischenschichten und der
Umgebung resultierten aus Verunreinigung durch leichtes Wasser (¢20 = 0 - 0.094). Der
Zusatz von PAH (¢pp4y = 0.002) ist hingegen vernachlissigbar. Es ergibt sich:

SLDy, = (1 = @u20) - SLDp2o + Prz0 * SLDhz0 (4.16)
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Alle restlichen Werte wurden aus individuellen Fits durch Mittelwertbildung erhalten und
konstant gesetzt. Fiir Proben, welche mit hoher Gesamtauflosung von 1.4 % bzw. 7 %
gemessen wurden, musste eine Auflosung von 5 % bzw. 12 % fiir das Modell
angenommen werden. Dies lag vermutlich an langwelligen Undulationen der Schichten
auf der Mikrometerskala, die zu einer Verschlechterung der Winkelauflosung im
Experiment fiihrten.

SLD; An.
Box-Nr. | Material | d;[A] | [10° | ¢, | o[A]
A-z] Zahl
Substrat Si - 2.07 0 2 1
] 1 Si0, 13 | 348 | 0 5 1
BB > | PS03 | o | 3] 1
Bilage
Wissrige
3 Zwischen- X 5.72 1 13
schicht
X7 60 9
DMPC-
Bi B 4 Bilags 03 | x» | 13
78
Wiissrige
5 Zwischen- X 5.72 1 13 1
schicht
60
DMPC-
B iR 6 Bilage 03 | x; 13 1
78
Um- Wissrige
gebung Phase i 372 I 13 !

Tab. 4.9: Modell 3: Parameter des Modells fiir NR-Messungen der Probe PAH15 2. Die freien Parameter
fiir die Modellschitzung sind mit x; markiert. Spezielle Werte fiir das ungescherte bzw. gescherte System
sind mit Blau und Griin gekennzeichnet.

Da hier letztlich nur 3 Parameter variiert wurden (die Schichtdicken fiir Box 3 und 5 sind
gleich), war es moglich den gesamten Datensatz der Schermessungen konsistent zu
beschreiben. Die Daten mit der optimalen Modelltrajektorie und der dazugehorigen SLDs
fir PAH15 2 sind in Abb. 4.67 zu sehen. Abb. 4.68 zeigt die Verdnderungen der
Schichtdicken und des jeweiligen Wassergehalts bei zunehmender Scherung.
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Abb. 4.67: Die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie) und die dazugehdrigen

SLDs fiir die Probe PAH15_2. Die Daten fiir die verschiedenen Scherraten wurden mit dem obengenannten
Modell verglichen.
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Abb. 4.68: a) Die Schichtdicken und b) Wassergehalt bei zunehmender Scherrate resultierend aus dem
Modell 3 fiir die Probe PAH15 2.

Zu Beginn der Scherung nahm die Schichtdicke der DMPC-Bilagen zunédchst von 60 auf
78 A zu. Der Wert der Schichtdicke blieb danach konstant, wohingegen die Dicken der
wissrigen Zwischenschicht aus Box 3 und 5 kontinuierlich von 236 auf 181 A fielen.
Zudem dargestellt ist der Wassergehalt der Lipid-Bilagen, welcher bei groBeren
Scherraten zunahm. Der Gehalt stieg sowohl fiir die duere als auch fiir die innere Bilage
auf einen End-Wert von 95 % bei einer Scherrate von 6000 rpm. Der Wassergehalt im
Kern nahm dabei am Anfang viel schneller zu als der der dufleren Lage. Diese Zunahme
hatte einen starken Kontrastverlust zur Folge. Dieser Kontrastverlust kann in Abb. 4.67
anhand der SLD gezeigt werden. Bei Zunahme des Wassergehalts um einen Faktor von
ca. 2 sinkt der Kontrast etwa auf die Hélfte. Die Kontrast-Abnahme tridgt wiederum zum
Intensitéitsverlust des Bragg-Peaks mit zunehmender Scherung bei. Auf die starke
Zunahme des Wassergehalts in den Lipidschichten bei erhdhter Scherung wird spiter
noch nédher eingegangen (s. 4.5.6).
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Auch fiir die Proben, welche in PAH-Losungen mit hoherem MW inkubiert wurden,
konnten dhnliche Fits erhalten werden (s. Abb. 4.69 und Abb. 4.70). Fiir das MW von
58 kDa (PAHS8 2) bzw. 900 kDa (PAH900 1) konnte mit zunehmender Scherrate ein
erhohter Wassergehalt der Kern-Bilage von 90 % festgestellt werden. Die Schichtdicke
der Bilage nahm nur bei PAH58 2 von 50 auf 55 A leicht zu wihrend sie fiir PAH900 1
und auch alle anderen in PAH 900 kDa inkubierten Proben einen konstanten Wert (hier
60 A) anzeigte. Ein Ausdiinnen der wiissrigen Zwischenschicht in Box 5 konnte nur leicht
bis gar nicht bei den in PAH 58 kDa inkubierten Proben festgestellt werden, wohingegen
PAH 15 kDa und 900 kDa deutlich zu einem Schrumpfen dieser Zwischenlage fiihrten.
Weitere Messungen und Fits konnen im Anhang unter 7.1 nachgesehen werden.
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Abb. 4.69: Gezeigt sind a) die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie) und die
dazugehorigen SLDs sowie b) die Schichtdicken und c) Wassergehalt bei zunehmender Scherrate
resultierend aus dem Modell 3 fiir die Probe PAHS58 2.
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Abb. 4.70: Gezeigt sind a) die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie) und die
dazugehorigen SLDs sowie b) die Schichtdicken und c¢) Wassergehalt bei zunehmender Scherrate
resultierend aus dem Modell 3 fiir die Probe PAH900 1.

4.5.6. Diskussion der Schermessungen

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Schermessungen zusammengefasst und erldutert
werden, inwieweit die durchgefiihrten Untersuchungen zu einer Klirung der
Mechanismen der Viskosupplementation beitragen konnen. Im Vordergrund der
Untersuchung stand eine mogliche Stabilisierung von Lipid-Oligolagen durch Zugabe
von HS oder polymeren Ersatzstoffen.

Die Referenzmessungen in Wasser konnten zur Validierung des Modellsystems
verwendet werden. Hierzu finden sich Literaturdaten, welche mit den gemessenen
Parametern iibereinstimmten. Die lamellare Gitterkonstante von in Wasser inkubierten
DMPC-Bilagen bei 20 °C hat einen Wert von 65 bzw. 66 A fiir ausgerichtete bzw. nicht
ausgerichtete Strukturen.””'® Dies entspricht den Werten von 65 A, welche fiir die
Proben in D,O gemessen wurden.
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Mit Applizieren einer Scherung losten sich die substratgebundenen oligolamellaren
DMPC-Strukturen mehr oder weniger stark von der Oberflache. Dies konnte bereits durch
M. Kreuzer bestitigt werden.”>** In der hier vorliegenden Arbeit war bei Inkubation in
reinem D,O nach 60 rpm ein GroBteil der DMPC-Beschichtung abgeldst, was zu einem
Verlust des Bragg-Peaks fiihrte.

Kreuzer fand bei Zugabe von HS in die wiéssrige Phase eine Steigerung der Scherstabilitit
der Lipidlagen.” In dieser Arbeit konnte auch bei Zugabe von polymeren Ersatzstoffen
wie PAH ein gegeniiber Scherung stabilisierender Effekt nachgewiesen werden. Inkubiert
wurde mit verschiedenen MW von 15, 58 und 900 kDa bei Konzentrationen von 3 g/L.
Dies bewirkt eine Quellung um das 3 - 4-fache der Probenschichtdicke in purem Wasser
(bzw. um das 4 - 5-fache im Vergleich zur trockenen Probe). Die Lipid-Beschichtung
quillt dabei zu einem hydrogelartigen Gebilde auf. Wie in der Arbeit von Kreuzer et al.
fir HS beschrieben, wird eine elektrostatische Repulsion vermutet, welche eine
Vergroferung des lamellaren Abstandes bewirkt.*> Diese AbstoBung entsteht
vermutlich durch die Anlagerung von PAH an die Kopfgruppen der Lipide, welche
dadurch aufgeladen werden. Dies ist konsistent mit der DLVO-Theorie von Ohshima e?
al. und Izumitani, welche zusitzlich Van-der-Waals-Krifte sowie Hydratations- und
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Membranen beriicksichtigen (Niheres
5. 4.2).5%161

Die PAH-Losungen aller MWs zeigen unter Einwirkung von Scherkriften einen
stabilisierenden Effekt auf die Lipid-Oligobilagen gegeniiber reinem Wasser. Dabei
scheint das MW von 58 kDa iiber einen groBleren Scherbereich stabilisierend zu wirken
als das niedermolekularere. Fine Zunahme der Stabilitdt in Abhéingigkeit vom MW
konnte jedoch nicht bestétigt werden. Die Proben, welche in PAH mit dem MW von
900 kDa inkubiert wurden, zeigten mehrfach nicht reproduzierbare Stabilititen der
Lipide. Die durchgefiihrten Experimente lassen vermuten, dass die Inkubationszeit vor
Scherung insbesondere fiir hohere MWs eine Rolle spielt, jedoch konnte dies nicht
hinreichend bestétigt werden. Um diese Hypothese zu bestitigen wurde vor Vermessung
der in PAH des MWs 900 kDa inkubierten Probe PAH900 4 fiir 120 h inkubiert (etwa 6-
mal ldnger als gewohnlich). Eine erhohte Stabilitit konnte fiir diese Inkubationsdauer
nicht beobachtet werden. Messungen mit Hyaluronsdure zeigten jedoch, dass eine ldngere
Inkubationszeit (ein Monat im Vergleich zu einem Tag) einen positiven Effekt auf die
stabilisierende Wirkung hat. Proben, welche in HS inkubiert vorlagen, waren gegeniiber
Scherung noch weitaus stabiler als die in PAH inkubierten Proben.

Der zeitliche Faktor erschwert jedoch die Beurteilung der Scherstabilitit. Neben der
Inkubationsdauer kommt zusétzlich auch die Wartezeit wéihrend der Schervorgéinge
hinzu. Zusétzlich zur Schergeschwindigkeit konnte zudem die Scherdauer von Bedeutung
sein. Diese variierten je nach Dauer der Gleichgewichtseinstellung zwischen 30 Minuten
und 28.5 Stunden (s. Tab. 4.8). Eine neue Scherrate wurde erst nach Erreichen eines
Gleichgewichts appliziert. Abb. 4.71 zeigt die NR-Messung der Probe PAH900 4,
welche in PAH des MW 900 kDa inkubiert wurde. Die Kurven wurden alle bei einer
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Scherrate von 300 rpm aufgenommen. Eine Datenreihe bendtigt dabei 3.75 h Messzeit.
Selbst nach 26.25 h wurde ein Unterschied zwischen zwei aufeinander folgenden Kurven
(Pink und Ocker) festgestellt. Das Gleichgewicht konnte selbst nach dieser Zeit nicht
erreicht werden. Wihrend der Messungen verloren die Bragg-Peaks an Intensitit und die
lamellare Schichtdicke nahm ab. Fraglich ist nun, ob der Lipid-Verlust kinetisch
gehemmt ist und die Abnahme der Bragg-Peaks nicht nur durch Scherung sondern auch
durch die Scherdauer bedingt ist.

10° - =300 rpm 1

107! A

e 1071
Z 4
10-3 _
10 A
10-5 . I . I . ‘L& )\‘Ji‘\h‘ ‘ s AR
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Abb. 4.71: Gleichgewichtseinstellung bei 300 rpm der Probe PAH900 4 inkubiert in PAH mit einem MW
von 900 kDa. Die Zeitdifferenz zwischen den Aufnahmen der einzelnen Kurven betrdgt 3.75 h. Die Probe
befindet sich selbst nach 26.25 h nicht im Gleichgewicht.

In einigen Messungen konnte zudem gezeigt werden, dass der Lipid-Verlust irreversibel
ist. Nach Beendigung der Scherung konnte keine Readsorption der Lipide festgestellt
werden.

Die Fits zeigten wihrend des Schervorgangs fiir die in PAH 15 kDa inkubierte Probe
PAHI15 2 eine VergroBerung der Schichtdicke der DMPC-Bilage von 60 auf 78 A.
Interpretiert wurde dies als eine Biege-Deformation der Bilagen-Membranen. Diese
Verformung ist in Abb. 4.72 links zu sehen. Mit zunehmender Scherrate (bis zu
6000 rpm) blieb die Dicke der Lipid-Bilagen jedoch konstant. Von einer solchen
Deformation wurde bereits von Hanasaki et al. berichtet."”> Beschrieben wurde die
Instabilitit von Lipid-Bilagen in Wasser bei Scherung durch eine molekulardynamische
Simulation. Sie stellten ebenfalls eine Erh6hung der Bilagen-Dicke und des Wasseranteils
in den Lagen fest. Die Zunahme des Wasseranteils ldsst sich liber Kelvin-Helmholtz-
artige Instabilititen erkldren. Dabei entstehen in den Membranen Unterbrechungen, in
welche das Wasser eindringen kann (s. Abb. 4.72). Diese Briiche innerhalb einer
Membran konnen nicht aus den NR-Messungen bestimmt werden. Hierfiir ist die laterale
Auflosung nicht ausreichend. Die Abstéinde zwischen den Membranfragmenten ist kleiner
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als die Kohirenzlinge des Neutronenstrahls (< 67 um).'®® Auch bei einer Scherrate von

6000 rpm konnten keine groferen Unterbrechungen der Filme festgestellt werden. Ein
Schichtverlust von 3 bis 4 Bilagen fiir Scherraten von 4800 und 6000 rpm kénnte moglich
sein, jedoch waren Fits auch mit der urspriinglichen Anzahl an Bilagen moglich.

Zu-

-~ Start "
WScherung Mne mendem
Scherung

Abb. 4.72: Skizze des moglichen Verhaltens der Oligolagen bei zunehmenden Scherraten. Bei beginnender
Scherung tritt eine Biege-Deformation der Bilagen auf. Mit zunehmender Scherung éndert sich die Biege-
Deformation nicht, aber Teile der DMPC-Bilagen werden durch Wasser ersetzt. Zusammengehalten werden
die Membranen iiber PAH-Vernetzungen.

Letztendlich dndern sich bei Scherung hauptsidchlich die Menge an Lipidmolekiilen
innerhalb der Membranen und die Morphologie letzterer. Dies hat eine Erhdhung des
Wasseranteils von bis zu 95 % zur Folge und damit einer Reduktion des Kontrastes fiir
NR-Messungen. Der Intensitits-Verlust in IR- und NR-Messungen wurde damit nicht
durch Schichtverlust induziert, sondern vielmehr durch eine Verringerung der
Flachendichte der Lipidmolekiile innerhalb der Schichten hervorgerufen.

Die Stabilisierung der Proben gegen Scherkréfte durch PAH lésst sich durch die Existenz
von Riickstellkriften erkldren, welche auf die DMPC-Membran-Fragmente wirken. Dabei
dienen die makromolekularen PAH-Molekiile als Briicken und verbinden dabei die
individuellen DMPC-Bilagen-Membranen (s. Abb. 4.72). Nach dieser Theorie miisste mit
hoherem MW die Verbriickung zunehmen und somit zu einer erhdhten Stabilitit fiihren.
Dies konnte jedoch durch diese Messungen nicht bestétigt werden. Eine erhohte Stabili-
sierung zeigte das PAH 58 kDa, wihrend PAH 900 kDa mit einem héheren MW nur
dhnliche Lipidlagen-Verstarkungen wie das PAH 15 kDa aufwies. Dies ist mit der in 4.3
gefundenen Durchdringung der Kettenbereiche konsistent, welche fiir das MW von
58 kDa am stéirksten war.

Die Viskosupplementation verwendet HS mit hohem MW im Bereich von 1000 kDa. Es
wird vermutet, dass eine Stabilisierung liber verbriickende Makromolekiile zu einem
gelenkschonenden Bewegungsablauf flihrt. In dieser Arbeit konnte jedoch keine erhohte
Stabilisierung durch héheres MW nachgewiesen werden. Vielmehr wurde fiir das PAH
mit dem MW von 58 kDa im Vergleich zu dem MW von 900 kDa eine erhohte
Durchdringung der Lipid-Bilagen festgestellt (s. 4.3). Weitere Publikationen zeigten, dass
HS mit niedrigem MW eine hohere biologische Aktivitit aufweist und vermehrt in die
Membran-Bilagen integriert wird.*>®" In der Viskosupplementation werden inzwischen
effizientere HS-Mischungen aus hohem und niedrigem MW injiziert.'® In dieser Arbeit
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konnten Schermessungen mit HS mit hohem MW (769 - 850 kDa) eine erhebliche
Scherstabilitdtserhohung im Vergleich zu den in PAH inkubierten Proben nachweisen. Es
zeigte sich, dass das PAH als polymerer Ersatzstoff eine stabilisierende Wirkung auf
Lipidschichten hat, diese aber bei Weitem von der HS, welche im Gelenk zu finden ist,
iibertroffen wird. Nachteilig im Falle von HS ist jedoch die lange Inkubationsdauer, die
benoétigt wird, um geeignete Stabilitdten zu erreichen (ca. 2 Wochen).

4.6. System-Betrachtungen unter physiologischen Bedingungen

AbschlieBend soll diskutiert werden, welche Schlussfolgerungen aus den gewonnenen
Erkenntnissen fiir die Funktionsweise eines Gelenks unter physiologischen Bedingungen
gezogen werden konnen.

Wir verwenden abermals das vereinfachte Modell, welches auf einem festkorperge-
stlitzten Lipid-Oligolagensystem basiert. Verwendetet hierfiir wurde das Lipid DMPC,
welches sich vom hiufigsten Lipid im Gelenk (DPPC) nur in 2 CH,-Gruppen in den
Kettenbereichen unterscheidet. Es wird davon ausgegangen, dass sich beide Lipide
hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit HS nicht unterscheiden. Weiterhin wurde auf eine
Knorpel-Schicht zwischen Lipid und Knochen/Silicium verzichtet, da erstere ohnehin von
den Lipiden bedeckt wire.

Das vorliegende System wurde in verschiedenen wissrigen Losungen inkubiert. Auch in
einem natiirlichen Gelenk befindet sich eine Fliissigkeit im Gelenkspalt. Diese wird
Synovialfliissigkeit genannt. In ihr wurde HS mit einer durchschnittlichen Konzentration
von 2.85¢/L und einem MW zwischen 5-10* und 8:10° Da gefunden.**>®® In der
vorliegenden Arbeit wurde HS mit einem MW von etwa 8-10° Da verwendet. HS liegt mit
einem pK-Wert der Carboxylgruppe von 3.21% im physiologischen pH-Bereich (7.4 -
7.8) in dissoziierter Form negativ geladen vor und besitzt seinen isoelektrischen Punkt bei
pH 8.6.°° In vivo handelt es sich daher um ein Polyanion. AuBerdem hat die
Synovialfliissigkeit im Gelenk eine &hnliche Elektrolytzusammensetzung wie
Blutplasma.'>* Demnach liegt unter anderem ein erhohter NaCl-Anteil vor (Na™: 135 -
150 mM, CI: 99 - 112 mM). Unter physiologischen Bedingungen wére somit zu
erwarten, dass die Lipidschichten trotz einer HS-Konzentration von etwa 3 g/L kaum
gequollen vorliegen, da die Elektrolyte die Ladung der HS abschirmen.

Scherexperimente zeigten, dass bei Zugabe von HS-Losungen mit einem MW von etwa
800 kDa ein im Vergleich zu dem System in reinem Wasser stabilisierender Effekt der
Lipidlagen eintritt. Es wurden Scherraten zwischen 0 und 6000 rpm appliziert und die in
HS inkubierten Lipid-Beschichtungen blieben teilweise bis 6000 rpm stabil. Diese
Umdrehungszahl liegt {iber den physiologischen Scherraten welche bis zu
7400 °/Sekunde (1233 rpm) reichen.”®
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit sollten die Grundlagen der Viskosupplementation untersucht werden.
Diese nicht-operative Behandlung der Arthrose, eine degenerative Veranderung an den
Gelenken, bei der die den Knorpel bedeckenden Lipidschichten sowie der Knorpel selbst
abgebaut und der darunterliegende Knochen freigelegt wird, verspricht den Erhalt des
eigenen natiirlichen Gelenks bei gleichzeitiger Riickgewinnung dessen Funktionalitét. Sie
basiert auf Studien an Gelenken, welche zeigten, dass das Volumen der
Synovialfliissigkeit bei Erkrankung zu, die Konzentration und das MW der darin
enthaltenen Hyaluronsiure jedoch abnimmt.”* Weitere Untersuchungen ergaben, dass
auch oberflichenaktive PL neben der HS eine grofle Rolle in der Gelenkschmierung
spielen.”” Auf diesen Erkenntnissen aufbauend erfolgt bei der Viskosupplementation eine
intraartikuldre Injektion von HS oder Mischungen aus HS und PL. Diese Form der
Therapie ist jedoch bis heute umstritten. Im Fokus dieser Arbeit stand daher die
Wechselwirkung der HS und polymerer Ersatzstoffe mit substratgebundenen PLs, um
mogliche Wirkungsmechanismen der Viskosupplementation auf molekularer Ebene zu
untersuchen. Im Gegensatz zu den meisten Arbeiten wurden hier jedoch nicht die
Schmiereigenschaften der Gemische untersucht, sondern vielmehr die sich bei HS-
Kontakt ausbildende Schichtstruktur sowie die Stabilisierung der Lipide gegeniiber
Scherung in den Vordergrund gertickt.

Als Modell fiir Gelenke wurde zunichst ein auf substratgebundenen Lipid-Oligolagen
basierendes System etabliert und mittels XRR, Ellipsometrie und AFM charakterisiert.
Verwendet wurden planare  Siliciumtrdager, welche mit DMPC-Oligolagen
rotationsbeschichtet wurde. Diese Strukturen wurden dann in wéssrige HS- bzw. PE-
Losungen inkubiert und untersucht.

Fiir die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen PLs und PE- bzw. HS-Losungen
wurden in ersten Experimenten verschiedene Parameter der Losungen veridndert. Variiert
wurden die Ladung, das Molekulargewicht und die Konzentration der PEs bzw. der HS,
die Konzentration und Art zugesetzter Salze und der pH-Wert. Hierzu wurden die mit
DMPC-Oligolagen beschichteten Silicium-Substrate zunéchst als Referenz in reinem
Wasser inkubiert und gemessen. Nach Erreichen des Gleichgewichtzustandes wurde das
System den oben genannten Verdnderungen ausgesetzt, erneut gemessen und mit der
Referenzmessung verglichen.

Fiir geladene PEs wurde bei niedrigen Konzentrationen eine starke Zunahme der
lamellaren Schichtdicke der Lipide gefunden, die mit zunehmender PE-Konzentration
wieder abnahm. Ungeladene Polymere induzierten nur geringes Quellen, das mit
steigender PE-Konzentration leicht zunahm. Dies gab Hinweise darauf, dass das starke
Quellverhalten der Lipidschichten auf elektrostatischen Wechselwirkungen basiert. Dabei
sorgt eine selektive Adsorption der PEs an den Lipid-Bilagen fiir eine Aufladung der
Schichten. Experimente zur Ladungsabschirmung durch Salz-Lésungen und Anderungen
des pH-Werts konnten diese Vermutung weiter bestétigen.
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Unter physiologischen Bedingungen liegen die Lipidschichten wahrscheinlich kaum
gequollen vor. Bei einer HS-Konzentration von 3 g/L enthdlt das Gelenk eine mit dem
Blutplasma vergleichbare Elektrolytzusammensetzung (Na': 135 - 150 mM, CI: 99 —
112 mM) und somit eine hohe Ionenkonzentration, sodass das System kaum gequollen
vorliegt.

Von Kreuzer et al. wurde eine Stabilisierung der Lipidlagen {iber Verbriickung durch HS-
Molekiile vermutet. Die genaue Lokalisierung der PE- bzw. HS-Molekiile innerhalb der
Lipid-Lagen sollte in dieser Arbeit mittels NR-Messungen ermoglicht werden.
Modellierungen der Reflektivitdtsverldufe ergaben fiir PAH mit dem mittleren MW von
58 kDa einen Einbau in die Kettenbereiche. Mittels geschickter Kontrastvariationen in
den Systemen durch Verwendung von deuterierten Lipiden war auch ein direkter, nicht
auf Modellrechnungen basierender Nachweis des Einbaus von PAH in das Schichtsystem
moglich, so dass eventuelle Fehlerquellen bei der Modellierung ausgeschlossen werden
konnten. Ein solcher Einbau legt eine Verbriickung der Schichten durch HS und PEs
nahe, welche zur Ausbildung einer hydrogelartigen Struktur fiihren kann. Aus bisher
unbekannten Griinden konnten die Messkurven jedoch nicht mit modellhaften
Beschreibungen in Einklang gebracht werden. Der theoretisch erwartete Abfall der
Kurven verlduft wesentlich schneller als der gemessene. Aus diesem Grund konnte keine
quantitative Analyse der internen Filmstruktur erfolgen.

Die von Kreuzer gefundene Stabilisierung der Lipide durch Zugabe von HS bei
Temperaturerh6hung konnte in dieser Arbeit jedoch nicht bestétigt werden, da die Lipid-
Beschichtung generell bei Erhohung der Temperatur stabil blieb. Aufgrund der Tatsache,
dass die Lipide im Gelenk in der Gelphase vorliegen und niemals in den Bereich des
fliissig-kristallinen Zustands riicken, ist die Frage der Temperaturstabilisierung jedoch
von geringerer Bedeutung fiir die Viskosupplementation.

Bei Betrachtung der Scherstabilitit der Lipidlagen nach Zugabe von HS und PE konnte
hingegen im Vergleich zum System in reinem Wasser eine Stabilisierung gefunden
werden. Dabei zeigte sich, dass HS die Lipide besser gegen Scherung stabilisiert als PAH.
Wihrend PAH eine Stabilisierung bereits nach kurzen Inkubationszeiten von weniger als
einem Tag gewihrt, miissen Proben allerdings bis hin zu einem Monat in HS inkubiert
werden bevor ein ausgeprégter stabilisierender Effekt eintritt. MW-abhéingige Messungen
zur Stabilisierung der Lipidlagen durch HS wurden noch nicht durchgefiihrt sind jedoch
in Planung. Fiir PAH wies das Ausmal} der Stabilisierung keine monotone Abhédngigkeit
vom MW auf. Wihrend PAH mit dem MW von 58 kDa die Lipidschichten besser
stabilisierte als das niedermolekularere PAH mit 15 kDa, zeigte PAH mit einem MW von
900 kDa eine dhnliche Stabilisierung wie das niedermolekulare PAH. Mit der erhdhten
Stabilitdt des Systems fiir PAH 58 kDa konnte die Theorie der Viskosupplementation
zum MW somit nicht bestitigt werden. Die erhohte Stabilisierung mit dem MW von
58 kDa steht jedoch im Einklang mit dem gefundenen Einbau des PAH 58 in die
Kettenbereiche. Dies entspricht nicht der urspriinglichen Erwartung, da in medizinischen
Studien beschrieben wurde, dass bei von Arthrose betroffenen Gelenken das MW der HS
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abnimmt. Daher wurde gefolgert, dass Zugabe von hdéhermolekularem HS zu einer
Verbesserung der Gelenkbewegung fiihren kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HS und polymere Ersatzstoffe
einen stabilisierenden Effekt auf die Lipid-Bedeckung der Gelenke zeigen, welcher
eventuell zu einer Regenerierung der reibungsarmen Gelenkbewegung fiihren kann.
Jedoch ist fraglich, ob die reibungsarme Funktionsweise eines realen Gelenks, welches
durch die Arthrose in seinem Gleichgewicht deutlich gestdrt wurde, lediglich durch
Injektion von HS-Losungen zuriickgewonnen werden kann. In dieser Arbeit konnte
ndmlich auch gezeigt werden, dass nach Beendung der Scherung abgeloste Lipid-
Schichten nicht zurlickgewonnen werden konnten. Die Lipide blieben in Losung und es
kam nicht wieder zur Readsorbtion. Fiir die Wirkungsweise der Viskosupplementation
muss daher zusitzlich ein Mechanismus zur Neuausbildung von Lipidschichten auf den
Knorpel gegeben sein. Hinzu kommt das nur geringe Heilungsvermdgen der
Knorpelschicht.'™ Jung ef al. geben in ihrer Arbeit einen Uberblick tiber eine mogliche
Kombination aus Viskosupplementation und chirurgischem Eingriff, um die
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Erfolgsaussichten der Methode zu verbessern. > Mit letzterem soll die zerstorte

Knorpelschicht wieder repariert werden.

In ihrer Arbeit vermuten sie, dass der Grad der Degeneration des jeweiligen Gelenks eine
Rolle bei einer moglicherweise erfolgreichen Behandlung spielt.'® Sehr deutlich wird
dies schon in dieser Arbeit, in der mit einfachen physikalischen Modellen gearbeitet
worden ist. Trotz der Vermeidung komplexer biologischer Systeme konnte hier vor allem
bei den Scherexperimenten sehr starke Probe-zu-Probe-Variationen bei der Stabilitit der
Lipide festgestellt werden. Vermutet wurde, dass eine teilweise inhomogene Lipid-
Bedeckung der Substrate zu geringeren Stabilitdten fiihrte. Dies konnte auch erkldren
weshalb Studien zur Viskosupplementation sehr unterschiedlich ausfallen. Zudem
beziehen sich diese auch auf verschiedene Gelenke (Knie, Hiifte, Knochel...), welche
sich zwar in ihrer prinzipiellen Funktionsweise nicht unterscheiden, jedoch in
unterschiedlicher Weise beansprucht werden.

Fiir die Entwicklung einer Arthrose-Therapie basierend auf der Viskosupplementation
sollte in kiinftigen Untersuchungen neben den Lipidschichten auch die Knorpelschicht
beriicksichtigt werden. Diese wurde in dieser Arbeit vernachldssigt, da zunéchst das
detaillierte Verstindnis der Wechselwirkungen der Lipidlagen mit der HS notwendig ist,
bevor komplexere Systeme untersucht werden konnen. Die Idee der
Viskosupplementation scheint grundlegend vielversprechend zu sein und durch
Beriicksichtigung von weiteren Komponenten wie die Proteoglykane oder
Knorpelbeschichtung'®'®  wird in Zukunft eine wirkungsvolle nicht-operative
Behandlung der Arthrose moglich sein.
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7. Anhang

7.1. Kurven aus IR-, XRR und NR-Messungen
7.1.1. NR-Kurven, ihre Fits und die dazugehoérigen SLDs aus den

Schermessungen
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Abb. 7.1: NR-Intensitdt in Abhéngigkeit von ¢, fiir in wéssrigen PAH-Losungen inkubierte DMPC-
Oligolagen unter Scherung. Gezeigt sind die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie)
und die dazugehdrigen SLDs fiir die Proben bei Verwendung von PAH mit dem MW 15 kDa. Proben von
oben nach unten: PAH15 1 und PAHIS5 3.
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Abb. 7.2: NR-Intensitdt in Abhédngigkeit von ¢, fir in wissrigen PAH-Losungen inkubierte DMPC-
Oligolagen unter Scherung. Gezeigt sind die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie)
und die dazugehdrigen SLDs fiir die Proben bei Verwendung von PAH mit dem MW 15 kDa. Proben von
oben nach unten: PAH15 4 und PAHI15_5.
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Abb. 7.3: NR-Intensitdt in Abhdngigkeit von ¢, fiir in wéssrigen PAH-Losungen inkubierte DMPC-
Oligolagen unter Scherung. Gezeigt sind die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie)
und die dazugehorigen SLDs fiir die Proben bei Verwendung von PAH mit dem MW 58 kDa. Von oben
nach unten: PAH58 1, PAH58 3, PAHS58 + NaCl (154 mM).
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Abb. 7.4: NR-Intensitdt in Abhdngigkeit von ¢, fiir in wissrigen PAH-Losungen inkubierte DMPC-
Oligolagen unter Scherung. Gezeigt sind die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie)
und die dazugehorigen SLDs fiir die Proben bei Verwendung von PAH mit dem MW 900 kDa. Von oben
nach unten: PAH900 2, PAH900 3, PAH900 4.
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Abb. 7.5: NR-Intensitdt in Abhéngigkeit von ¢, flir in wissrigen HS-Losungen inkubierte DMPC-
Oligolagen unter Scherung. Gezeigt sind die Messungen fiir ein MW von 769 kDa (HS769).
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7.1.2. IR-Messungen aus den Scherversuchen
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Abb. 7.6: IR-Intensitdten der CH,-Streckschwingungen von DMPC-Oligolagen unter Scherung. Inkubiert
wurde in wissrigen PAH-Losungen mit einem MW von 15 kDa. Proben wie folgt: a) PAHIS 1, b)
PAHI15 3,c) PAHI5 4 und d) PAH15 5.
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Abb. 7.7: IR-Intensitdten der CH,-Streckschwingungen von DMPC-Oligolagen unter Scherung. Inkubiert
wurde in wissrigen PAH-Losungen mit einem MW von 58 kDa. Proben wie folgt: a) PAH58 1 und b)
PAHS58 3.
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Abb. 7.8: IR-Intensititen der CH,-Streckschwingungen von DMPC-Oligolagen inkubiert in wissrigen
PAH-Loésungen mit einem MW von 900 kDa. Proben wie folgt: a) PAH900 2, b) PAH900 3 und c)
PAH900 4.

viil



Anhang

0.04

0.02

IR-Absorption [a. u.]

0.00

=0 rpm
= 1200 rpm
=== 2400 rpm
= 4800 rpm
6000 rpm

7\
\\ngf/ \\ >

T
2940

Abb. 7.9: IR-Intensitdten der CH,-Streckschwingungen von DMPC-Oligolagen inkubiert in wassrigen HS-
Losungen mit einem MW von 15 kDa. Proben wie folgt: IR-Kurven von DMPC-Oligolagen inkubiert in

HS-Losungen mit MW 769 kDa (HS769).

T T T T
2900 2880 2860 2840

Wellenzahl [cm™]

T
2920

X



Anhang

7.2. Abkiirzungsverzeichnis

AFM Rasterkraftmikroskopie (Engl. Atomic Force Microscopy)

APC Angewandten Physikalischen Chemie der Universitit Heidelberg

ATR Abgeschwichte Totalreflexion (Engl. Attenuated Total Reflection)

DLVO-Theorie Theorie ist benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DSC Dynamische Differenzkalorimetrie (Engl. Differential Scanning
Calorimetry)

DTGS Deuteriertes Triglycinsulfat

FT Fourier Transform

HMLZ Heinz Maier-Leibnitz Zentrum

HS Hyaluronsédure

ILL Institut Laue-Langevin

IR Infrarot

HZB Helmholtz-Zentrum-Berlin

MCT Quecksilber (Engl. Mercury)-Cadmium-Tellurid

MIR Mittleres Infrarot

MSE Mittlere Quadratische Fehler (Engl. Mean Square Error)

MW Molekulargewicht (Engl. Molecular Weight)

NR Neutronenreflektivitit(s)/Neutronenreflexion(s)

PAH Polyallylaminhydrochlorid

PE Polyelektrolyt

PEI Polyethylenimin

PEG Polyethylenglycol

PL Phospholipid

POPS 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserin

PSS Natriumsalz der Polystyrolsulfonséure

PSI Paul Scherrer Institut

RCA-Reinigung Reinigungsprozess wurde im Auftrag der Radio Corporation of
America entwickelt

RH Relative Luftfeuchtigkeit (Engl. Relative Humidity)
pm Umdrehungen pro Minute (Engl. Revolutions per Minute)
SLD Streuldngendichte
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TOF Flugzeit (Engl. Time of Flight)
XRR Rontgenreflektivitat(s)/Rontgenreflexion(s) (Engl. X-Ray
Reflectivity)
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7.3. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 2.1: Skizze eines Scharniergelenks (Ellbogen)'? und schematische Darstellung eines
Gelenks. Im Gelenkspalt befindet sich die Synovialfliissigkeit. Die Knochen sind von
einer Knorpelschicht umgeben, welche wiederum mit einer Lipidschicht bedeckt ist........ 8

Abb. 2.2: Klassisches Stribeck-Diagramm. Der Reibungskoeffizient u ist in Abhingigkeit
von der Geschwindigkeit dargestellt.'* Der Wertebereich fiir ein Siugetiergelenk ist
gemif der Literatur geKennzeichnet. .. ...........o.oeueeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9

Abb. 2.3: Mogliche Strukturen der PLs in wéssriger Losung. a) Zwei
Lipiddoppelschichten iibereinander, b) Mizellen und c¢) multilamellare Vesikel.............. 12

Abb. 2.4: a) Glycerophospholipide und b) Sphingophospholipide. Die Grundstrukturen
Glycerin und Sphingosin sind umrahmt. .............ccoovieriiieriiiiieiie e 13

Abb. 2.5: Struktur von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC). Die
Glycerin-Grundstruktur ist umrahmt. ............cocoooieiiniiniiiceee e 13

Abb. 2.6: Phasendiagramm von DMPC in Abhéngigkeit des Wassergehalts und der
Temperatur. Die Abbildung wurde der Literatur entnommen.*” ..............c.coocovverrvenennne. 15

Abb. 2.7: Dynamische differenzkalorimetrische Messungen an DPPC. Die gestrichelte
Linie zeigt die Anderung der spezifischen Wirmekapazitit und die durchzogene Linie
stellt die Anderung der Enthalpie dar. Die Abbildung wurde der Literatur entnommen.*®

Abb. 2.8: Strukturformel von DMPC. Die Glycerin-Grundstruktur ist umrahmt. ............ 16

Abb. 2.9: Monomereinheit der HS. Sie besteht aus einer 1,3-glycosidischen Bindung von
D-Glucuronsdure mit N-Acetyl-D-glucoSamin. .........occueeueerirriiienieeiienie e 17

Abb. 2.10: Strukturformeln der Monomere der polymeren Ersatzstoffe fiir HS. Dargestellt
sind a) das Natriumsalz der Polystyrolsulfonsdure (PSS), b) das Polyethylenimin (PEI)
und c) das Polyallylaminhydrochlorid (PAH). ......ccceeeriiiiiiiieeeceeeeeeeeee e 18

Abb. 2.11: Darstellung des Kniuel-Modells eines Polymers. ..........cccceeveeniiiiinniennennn 18

Abb. 2.12: Vereinfachtes Modellsystem eines Gelenkteils. Silicium reprédsentiert den
Knochen. Es ist wie in natiirlichen Gelenken mit Lipid-Oligoschichten bedeckt, jedoch
fehlt der Knorpel. Die Synovialfliissigkeit wird durch eine wissrige HS- oder PE-Losung
ETSEIZL. .ttt ettt e st e nht et b e st et eneeaee 21

Abb. 2.13: Lipid-Oligoschichten nach Zugabe von Wasser (links) und wissrigen HS-
Losungen (rechts). Die HS bewirkt eine starke Quellung der Lipid-Schichten. Dies wurde
auf ein Ausdehnen der wissrigen Zwischenschichten zuriickgefiihrt. ..............cccoccee 23

Abb. 2.14: Skizze einer elektrostatischen Doppelschicht. Die hier positive Ladung der
Oberflache induziert die Bildung einer starren Helmholtz-Schicht und eines diffusen
Anteils. Die Hydrathiille ist in Rot dargestellt............ccooeviiieiiiiieiiiieeeeeee e 26
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Abb. 2.15: Skizze zweier Lipid-Bilagen im Abstand dy = d + 20 voneinander. Die
Kationen werden von den Bilagen adsorbiert, wiahrend die Anionen weiterhin verteilt
vorliegen. Aus der Adsorption resultieren eine Oberflichenladungsdichte ¢ und ein
OberflAchenpotential . .....ccveeeiiiiiieiiieiiece et e 26

Abb. 2.16: Interne Reflexion. Licht trifft vom optisch dichteren auf ein optisch diinneres
Medium. Rot und hellblau stellen Totalreflexion dar, wihrend der griine Strahl teilweise
reflektiert (nicht dargestellt) und transmittiert Wird..........cccevvvereeninienienenieneeeeeee 28

Abb. 2.17: Geometrie der Reflexion einer parallel polarisierten Welle mit k& als
WRIIENIVEKLOT. ...t ettt et 30
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Abb. 4.6: XRR-Intensitit in Abhingigkeit von ¢, fiir Proben variierender Lipid-
Bilagenanzahl. Die Proben wurden rotationsbeschichtet. Die Konzentrationen variierten
zwischen 0.1 und 10 g/L. Multilagen wurden mit der Airbrush-Technik aufgebracht. Es
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Standardabweichung. Fiir die Konzentrationen 0.02, 0.08 und 0.10 M existiert jeweils nur
eine Messung. b) Lamellarer Abstand aus NR-Messungen in Abhidngigkeit von der
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der lamellaren Abstinde, welche aus den Bragg-Peaks errechnet wurden. c¢)
Ellipsometrische und NR-Messungen im Vergleich. Die Quellkoeffizienten ergaben sich
aus der Normierung auf die trockene Probe fiir ellipsometrische Messungen bzw. auf den
Literaturwert des lamellaren Abstands einer trockenen Probe von 53 A fiir NR-
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Abb. 4.25: Lamellare PL-Abstinde aus NR-Experimenten bei Zugabe von 0.03 M (3 g/L)
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und berechneten Werte in Abhédngigkeit von PAH- bzw. NaCl-Konzentration. Bei
Variation der Salzkonzentrationen wurde die PAH-Konzentration konstant bei 32 mM
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Abb. 4.45: Simulation der Quellmessung mit HS bei Kontrastdanderung durch deuterierte
Lipide. a) Simulierte NR-Kurven fiir unterschiedlichen HS-Gehalt in kettendeuterierten
DMPC-Doppelschichten. b) Zugehoriges Streuldngendichteprofil fiir eine Lipid-Lamelle.
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angepasster PAH-Losung (PAH in D,O/H,O-Mischung) und rechts: System nach
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Rechts: Zugehoriges Streuldngendichteprofil fiir eine Lipid-Lamelle. .............cc..c........ 112
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Abb. 4.55: Gesamtintensitit der Signale resultierend aus symmetrischer und
asymmetrischer CH,-Streckschwingung normiert auf die Intensitit bei 0 rpm in
Abhingigkeit von der Scherrate. Die Proben D,O 1 und D,O 2 wurden in D,0 inkubiert.

Abb. 4.56: Verschiebungen der IR-Banden mit zunehmender Scherrate. Dargestellt sind
die Positionen fiir die asymmetrische und die symmetrische CH,-Streckschwingung fiir
D,O 1 und D,O 2 in Abhingigkeit von der Scherrate. Die Proben wurden in D,O
TNKUDIEIL. ...ttt ettt ettt e st e et esateebeesaeeens 120

Abb. 4.57: NR-Intensitdt in Abhingigkeit von ¢, bei Scherung von in wéssrigen PAH-
Losungen inkubierten DMPC-Oligolagen. Fiir jedes MW wird eine Messreihe gezeigt.
Andere zur Auswertung hinzugezogene Messreihen sind im Anhang zu finden (s. 7.1.1).
Zu sehen sind folgende Proben: a) PAHI5 2 (PAH 15 kDa), b) PAHS58 2 (PAH 58 kDa)
und ¢) PAH900 1 (PAH 900 KDa). ....cccveiiiiiiiininiiieieteecieneee st 121

Abb. 4.58: Intensititen des 1. Bragg-Peaks als Funktion der Scherrate normiert auf das
Signal bei 0 rpm. Gezeigt sind die Auswertungen fiir alle Proben und MWs von PAH: a)
15 kDa, b) 58 kDa und c) 900 kDa. d) veranschaulicht die Scherrate bei 50 %
Signalverlust fiir alle in PAH inkubierten Proben im Vergleich zu in reinem Wasser
inkubierten Proben in einem Balkendiagramm. Die Werte wurden {iiber lineare
Interpolierungen erhalten. .........cccooiiiiiiiiiiiii e 122

Abb. 4.59: Auftragung des lamellaren Abstands in Abhédngigkeit von der Scherrate.
Auswertung fiir die folgenden MWs der wissrigen PAH-Inkubationslosungen: a) 15 kDa,
b) S8 kDa und ) 900 KDa. ......c.coouiiiiiieiieeee s 123

Abb. 4.60: IR-Absorptions-Kurven bei Scherung von DMPC-Oligolagen in Kontakt mit
PAH-Losungen. Abgebildet ist die Region der asymmetrischen und der symmetrischen
Streckschwingung der CH,-Gruppen fiir folgende Proben: a) PAH15 2 (PAH 15 kDa), b)
PAHS8 2 (PAH 58 kDa) und ¢) PAH900 1 (PAH 900 kDa)........cccceeviviiiiiieiieienee. 124

Abb. 4.61: Integrierte IR-Intensititen der CH,-Schwingungsbanden als Funktion der
Scherrate. Normiert wurde auf die Signale der Messung bei 0 rpm. Dargestellt sind die
Auswertungen fiir die folgenden Proben: a) PAH 15 kDa, b) PAH 58 kDa und ¢) PAH
900 kDa. d) veranschaulicht die Scherrate bei 50 % Signalverlust fiir alle in PAH
inkubierten Proben im Vergleich zu in reinem Wasser inkubierten Proben in einem
Balkendiagramm. Die Werte wurden iiber lineare Interpolierungen erhalten. ................ 125

Abb. 4.62: Verschiebungen der symmetrischen und asymmetrischen CH,-
Schwingungsbanden in Abhéngigkeit von der Scherrate. Dargestellt sind die
Auswertungen fiir die folgenden Proben: a) PAH 15 kDa, b) PAH 58 kDa und ¢) PAH
000 KD, ... ettt sttt ettt et 126

Abb. 4.63: NR-Messungen der Probe PAHS58 + NaCl (3 g/L PAH, 154 mM NaCl) bei
verschiedenen Scherraten und zugehorige Auswertungen im Vergleich zu PAHS58-Proben
ohne NaCl-Zusatz(s. 4.5.2). a) NR-Kurven der Probe PAHS58 + NaCl, b) lamellare
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Abstinde in Abhéngigkeit von der Scherrate fiir die Proben PAHS58 aus 4.5.2 und PAHSS8
+ NaCl und c) Intensitdt des 1. Bragg-Peaks normiert auf das Signal bei 0 rpm fiir die
Proben PAHS58 aus 4.5.2 bzw. PAHS8 + NaCl. .....ooooiiiiiiiiiee e 127

Abb. 4.64: IR-Messungen der Probe PAH58 + NaCl (3 g/L PAH, 154 mM NaCl) bei
verschiedenen Scherraten und zugehdrige Auswertungen im Vergleich zu PAHS58-Proben
(s. 4.5.2). a) IR-Intensitdten der CH,-Streckschingungen fiir die Probe PAH58 + NaCl
und b) IR-Intensitdt normiert auf das Signal bei O rpm fiir die Proben PAHS8 (s. 4.5.2)
UNA PAHS8 4 NACL .ot 128

Abb. 4.65: NR-Kurven der Proben a) HS850 2 und b) HS850 1 und c) und d)
Auswertung der Bragg-Peak-Intensitit. c) zeigt die normierten Intensititen und d)
veranschaulicht die Scherrate bei 50 % Signalverlust in einem Balkendiagramm.
Maximale Scherrate im Experiment waren 6000 rpm. Wéahrend die Probe HS850 2
lediglich 18 h in HS inkubierte, hatten die Proben HS769 und HS850 1 2 bzw. 4 Wochen
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Abb. 4.67: Die NR-Daten (Kreise) mit der optimalen Modelltrajektorie (Linie) und die
dazugehorigen SLDs fiir die Probe PAH15 2. Die Daten fiir die verschiedenen Scherraten
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