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Abstract

Joint disorders are one of the most important diseases in the developed civilisation. The
lifetime of currently used implants is approximately 15 years, which could be extended
significantly by the use of fluid lubrication as implemented in nature. However, despite
of their high medical relevance, the principles of natural joint lubrication are not fully
understood. It is assumed, that the synovial fluid compounds hyaluronic acid, a high
molecular, linear polysaccharide, and phospholipids are playing an important role. In
current literature opinions several models for explaining joint lubrication are discussed,

which deal with molecular interactions between hyaluronic acid and phospholipids.

In order to get a better understanding for the molecular mechanisms of natural joint lu-
brication, a model system consisting of a soft polyelectrolyte cushion and immobilized
phospholipid membranes has been established and studied under pressure and shearing
forces. For the investigation of the model system, novel shear and pressure cells for neu-
tron reflectometry and a temperature controlled in situ ellipsometry cell have been de-

veloped.

The formation of lipid films on the polyelectrolyte cushion has been investigated by
QCM-D, X-ray and neutron reflectometry. The following lipid bilayers have been suc-
cessfully built up:
e pure 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DMPC)
e mixtures of DMPC and 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propane (DOTAP)
e mixtures of I-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (POPC) and
DOTAP

In contrast to previous findings, this thesis demonstrates absence of direct intermolecu-
lar interactions between hyaluronic acid and phospholipids. In fact, the results suggest
that phospholipids exist as free vesicles within the synovial fluid. Further experiments
show that the phospholipids maintain their surface activity in hyaluronic acid solutions.

Viscosity experiments demonstrate the high lubricating ability of the phospholipids.

Finally, the model system has been investigated in contact with hyaluronic acid applying

shearing forces and pressure. Under shear no important new insights have been ob-
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tained. Lubrication models, which assume an increased hyaluronic acid concentration
close to the interface under shear, could not be proven. When pressing a physiological
hyaluronic acid solution at 50 bar against a polyelectrolyte film without lipid coating, ir-
reversible shrinking and dehydration of the polyelectrolyte have been observed. In pres-
ence of a phospholipid membrane on top of the polyelectrolyte cushion, this effect has

not been observed up to 600 bar.

These results can be important for understanding the origin of joint diseases. It is possi-
ble, that the cartilage is damaged by the hygroscopic hyaluronic acid after removal of
the lipid coating.

Keywords: Neutron Reflectometry, X-Ray Reflectometry, Ellipsometry, QCM-D, Ana-
lytical Ultracentrifugation, Atomic Force Microscopy, Differential Scanning Calo-
rimetry, Isothermal Microtitration Calorimetry, soft supported lipid bilayers, DMPC,
DPPC, POPC, DOTAP, polyelectrolyte, natural joint lubrication



Zusammenfassung

Gelenkerkrankungen zédhlen in der heutigen Zivilisation zu den am weitesten verbreite-
ten Krankheiten. Die Haltbarkeit derzeit verwendeter kiinstlicher Gelenke liegt bei etwa
15 Jahren, was durch den Einsatz des Schmierungsprinzips der Natur, der Fliissig-
schmierung, deutlich verbessert werden konnte. Trotz zahlreicher Bemiihungen ist das
Prinzip der Fliissigschmierung bis heute nicht verstanden. Es wird angenommen, dass
der lineare Polysaccharid Hyaluronsdure und oberflichenaktive Phospholipide eine
wichtige Rolle fiir die Schmierung spielen. Derzeit werden verschiedene Schmierungs-
mechanismen diskutiert, die von intermolekularen Wechselwirkungen zwischen beiden

Komponenten ausgehen.

Um ein verbessertes Verstidndnis filir die Schmierungsmechanismen in natiirlichen Ge-
lenken zu gewinnen, wurde ein Modellsystem aufgebaut, das aus einer Polyelektrolytun-
terlage mit einer darauf verankerten Lipiddoppelschicht besteht. Als Tragermaterial fand
Silizium Verwendung. Zur Durchfiihrung der Untersuchungen wurden je eine neuartige
Scher- und Druckzelle fiir die Neutronenreflektometrie sowie eine temperierbare Fluss-

zelle fiir die in situ Ellipsometrie entwickelt.

Mittels QCM-D sowie Neutronen- und Rontgenreflektometrie wurde die erfolgreiche
Bildung von Lipid-Doppelschichten aus 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
(DMPC) sowie aus Mischungen mit DMPC und 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-
Propan (DOTAP) und Mischungen aus 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (POPC) und DOTAP auf Polyelektrolytunterlagen gezeigt.

Im Gegensatz zu fritheren Untersuchungen lassen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf
schlieBen, dass keine Wechselwirkungen zwischen Hyaluronsdure und Lipiden existie-
ren, sondern letztgenannte als freie Vesikel in der Synovialfliissigkeit vorliegen. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die Lipide auch in Hyaluronsdureldsungen oberfldchenak-
tiv sind. SchlieBlich konnte in Viskosititsmessungen die guten Schmiereigenschaften

der Lipide demonstriert werden.

Das Modellsystem wurde anschlieBend in Kontakt mit Hyaluronsdureldsungen gebracht

und mittels Neutronenreflektometrie unter Druck und Scherung untersucht. Unter Sche-
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rung wurden keine wesentlichen neuen Erkenntnisse erlangt. Ein Erklarungsmodell,
nachdem unter Scherung die Hyaluronsdurekonzentration in Grenzflichennéhe zu-
nimmt, konnte nicht bestétigt werden. Bei einem Druck von 50 bar entzog eine physio-
logische Hyaluronsédurelosung bei Abwesenheit von Lipiden einem Polyelektrolytfilm
irreversibel Wasser. Dies wurde bei Anwesenheit einer Lipidmembran auf der Poly-

elektrolytoberfliche bis zu einem Druck von 600 bar nicht beobachtet.

Diese Resultate konnen bedeutsam fiir das Verstidndnis der Entstehung von Gelenkser-
krankungen sein. Es ist denkbar, dass der Knorpel bei einer abgeldsten Lipidbeschich-

tung durch die hygroskopische Hyaluronsiure geschiadigt wird.

Stichworte: Neutronenreflektometrie, Rontgenreflektometrie, Ellipsometrie, QCM-D,
Analytische Ultrazentrifugation, Rasterkraftmikroskopie, Differenzenkalorimetrie, Iso-
thermische Titrationskalorimetrie, Lipid Membranen, DMPC, DPPC, POPC, DOTAP,

Polyelektrolyt, Schmierung von natiirlichen Gelenken
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1. Einfihrung

Die Entwicklung der modernen Naturwissenschaft ist im Wesentlichen von Interdis-
ziplinaritdt gepragt. Dies gilt im besonderen Masse fiir die Biologie und Medizin, die
seit dem 1990’er Jahren im Wesentlichen auf molekularer Ebene betrachtet werden. Be-
reits in fritheren Jahren gelangen bedeutete Durchbriiche gerade dadurch, dass Prinzi-
pien anderer Gebiete iibertragen wurden. Als Beispiele dafiir seinen hier Namen wie
Delbriick (Physiker, Nobelpreis fiir Medizin 1969), Crick (Physiker, Nobelpreis fiir Me-
dizin 1962), Cormack und Hounsfield (Physiker, Nobelpreis fiir Medizin 1979) genannt.

Diese Andeutungen sollen geniigen, um die Bedeutung der Verkniipfung aus Physik und
Biologie, der Biophysik, zu ermessen. Dies beinhaltet sowohl die Ubertragung physika-
lischer Theorien auf die belebte Materie als die Anwendung physikalischer Methoden in
der Biologie. Letzteres ist in den meisten Féllen mit Kompromissen verbunden, vereint
man doch die Wissenschaft der unbelebten Materie mit der als Biologie bezeichneten
Lebenswissenschaft. So fordert die Physik meist klar abgegrenzte, wohl definierte Un-
tersuchungsobjekte, wohingegen sich die Biologie mdglichst nah an den realen Gege-

benheiten des Lebens orientieren mochte.

Die Abwigung der beiden hier genannten, grundverschiedenen Herangehensweisen war
einer der zentralen Aspekte, die den Weg dieser Arbeit begleiteten. Ziel der hier vorlie-
genden Dissertation im weitesten Sinne ist es, ein Verstidndnis fiir den physikalischen
Sachverhalt der Reibung in einem Bestandteil eines lebenden Objekts, dem natiirlichen
Gelenk, zu entwickeln. Der Forderung der Physik Rechnung tragend, wurden als Unter-
suchungsobjekte keine Gelenke verwendet, sondern ein vereinfachtes, aber hinreichen-
des Modellsystem betrachtet. Ziel im engeren Sinne ist es, das von der Natur verwende-
te und der heutigen Implantattechnik {iberlegene Prinzip der Flissigschmierung auf mo-

lekularer Ebene besser zu verstehen.

Fernziel der hier durchgefiihrten Untersuchungen ist die Entwicklung neuartiger, stirker
an der Natur orientierter, kiinstlicher Gelenke und somit ein bedeutender Fortschritt in
der Implantatmedizin. Die Bedeutung dieses Gebietes ldsst sich mit der Kenntnis, dass

allein in Deutschland jdhrlich 100 000 Hiiftgelenke und 65 000 Kniegelenke ersetzt
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werden miissen /1/, ermessen. Die durchschnittliche Lebensdauer einer Prothese betragt
gegenwirtig etwa 15 Jahre, kann jedoch bei ungiinstigen Umstéinden noch wesentlich
kiirzer ausfallen /2/. Hauptproblem gegenwirtig verwendeter Gelenke ist, dass die festen
Grenzflachen beider beweglichen Teile in direkten Kontakt miteinander stehen und
durch mechanische Beanspruchung diese beschidigt werden. Fiir die Natur ist eine
Haltbarkeit fiir einen Baustein des menschlichen Korpers von nur 15 Jahren voéllig unzu-
reichend. Sie 16st dieses Problem, in dem sie die beweglichen Bestandteile des Gelenkes

durch einen mit der Synovialfliissigkeit gefiillten Spalt trennt.

Die Hyaluronséure, ein lineares, hochmolekulares Polysacharid und wesentlicher Be-
standteil der Synovialfliissigkeit, wird in weiten Kreisen als Hauptfaktor fiir die geringe
Reibung im Gelenk angesehen. In der jliingeren Vergangenheit wurde vor allem die Rol-
le von ebenfalls anwesenden Lipiden und Proteinen sowie deren Wechselwirkungen mit
der Hyaluronsdure diskutiert. Wesentliches Ziel dieser Arbeit ist es, ein besseres Ver-
standnis fiir die Funktion der Lipide im Gelenk zu entwickeln sowie die Wechselwir-

kung zwischen Hyaluronséure und Lipid sowie Knorpel und Lipid zu verstehen.

-12 -



2. Grundlagen

2.1 Aufbau eines natiirlichen Gelenks

Da das wesentliche Ziel dieser Arbeit ist, ein besseres Verstindnis fiir die Schmierung
natiirliche Gelenke zu entwickeln, wird zundchst der Aufbau eines solchen ndher be-
trachtet. In einem ersten Abschnitt wird im Wesentlichen gesichertes Lehrbuchwissen,
wie es in der Medizin gelehrt wird, dargestellt werden. Die daran anschlieBenden Ab-

schnitte beleuchten stirker den aktuellen Stand der Forschung.

Abbildung 2.1 zeigt den Aufbau eines natiirlichen Gelenks als Boxmodell. Ausgangs-
punkt der Betrachtung ist zundchst der Knochen. Die organische Matrix des Knochens
enthilt hauptsdchlich Kollagen sowie verschiedene polymere Kohlenhydratderivate. Ei-
ne wesentliche Funktion des Knochens ist das Speichern von Calcium, das in Form von
Kalziumhydroxylapatit [Ca;o(PO4)s(OH),] und zu geringeren Teilen als Calciumcarbo-
nat [CaCOs] in die organische Matrix eingelagert ist. 2/3 des Calciums sind mobil, d. h.

sie werden binnen weniger Tage vom Korper umgesetzt /3/.

Knochen
hyaliner Gelenkknorpel

Gelenkspalt mit
Synovialfliissigkeit

hyaliner Gelenkknorpel
Knochen

Abb. 2.1: Boxmodell fiir den Aufbau eines natiirlichen Gelenks

Auf den Knochen aufgewachsen ist der hyaline Gelenkknorpel. Er besteht aus Knorpel-

zellen und einem Matrixgewebe, welches wie der Knochen aus Kollagen und Kohlen-
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hydraten aufgebaut ist. Jedoch ist im Knorpel zusdtzlich Wasser gebunden. Im Kern des
Knorpels haben die Kollagenfasern einen vertikalen und im AuBlenbereich einen tangen-

tialen Faserverlauf /4/.

Ein vollstindiges Gelenk besteht aus einer Gelenkkugel und einer Gelenkpfanne. Wih-
rend bei gegenwirtig verwendeten kiinstlichen Gelenken beide Teile im direkten Kon-
takt stehen, sind sie im natiirlichen Gelenk durch den Gelenkspalt, welcher mit der Sy-
novialfliissigkeit gefiillt ist, getrennt. Als Abschluss des Gelenks dient die Gelenkkapsel,

eine fiir kleine Molekiile und Ionen permeable Membran /5/.

2.2 Funktionsweise natiirlicher Gelenke — Stand der Forschung

Nachdem im ersten Abschnitt nur ein sehr allgemeiner Uberblick iiber den Aufbau und
die Funktionsweise von Gelenken gegeben wurde, wird nun mehr ins Detail gegangen.
In diesem Kapitel wird chronologisch das Verstdndnis der Funktionsweise natiirlicher

Gelenke dargestellt.

Die Erforschung der Schmierungseigenschaften natiirlicher Gelenke geht bis ins 16.
Jahrhundert zuriick. Eine der ersten Publikationen war die von Paracelsius, welche eine
olige Fliissigkeit in dem Gelenkspalt beschreibt. 1691 veroffentlichte Havers ein Manu-
skript, in dem er iiber die chemischen, physikalischen und Schmiereigenschaften der
Synovialfliissigkeit von Sdugetieren berichtet. In diesem Abschnitt wird jedoch nur die

Diskussion, die seit Mitte des 20. Jahrhunderts gefiihrt wurde, zusammengefasst.

Eine erste wichtige Publikation wurde 1953 von Ogston und Stanier veroffentlicht. Sie
geht auf die bereits aufgeklarten Bestandteile der Synovialfliissigkeit ein und hebt die
Bedeutung der Hyaluronsdure, einem hochmolekularen, linearen Polysaccharid hervor.
Da die grofle Bedeutung der Hyaluronsdure fiir die Gelenkschmierung heute allgemein
akzeptiert ist, wird ihr ein eigener Abschnitt gewidmet. Ogston und Stanier spekulieren,
dass Proteine an die Hyaluronsdure binden und Komplexe hoher Viskositit mit einem
Gewicht von tiber 10 Millionen Dalton bilden. Sie heben auch das nicht-Newtonsche
Verhalten der Synovialfliissigkeit hervor, dass sich zum Beispiel in dem Phinomen der
Scherverdiinnung zeigt /6/.
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Bunim erklirt 1958 das Modell der Grenzflichenschmierung (engl.: boundary lubricati-
on). Dieses Modell wird angewandt fiir die Erkldrung von Schmierung, wenn sich zwei
Oberflachen parallel zueinander bewegen und dabei in direkten Kontakt stehen. Wih-
rend sich eine Oberflache bewegt, neigt die zweite dazu, sich mitzubewegen. Bei diesem
Modell ist die Reibung proportional zur Belastung. Bei Anwesenheit eines Schmiermit-
tels und hohen Krafteinwirkungen oder sehr schnellen Bewegungen kann es zusétzlich

zur Bindung des Schmiermittels an die Oberfliche kommen /7/.

IThm entgegen steht das Modell der Fliissigfilmschmierung (engl.: fluid film lubrication).
Dabei ist die Reibung unabhéngig von der Belastung. Bei ihr wird die Reibung im We-
sentlichen durch die Viskositdt des Schmiermediums bestimmt. Es wird spekuliert, dass
in natiirlichen Gelenken bei geringer Belastung und wéhrend des Bewegungsstarts
Grenzflichenschmierung und wéhrend der eigentlichen Bewegung des Gelenks Fliissig-

filmschmierung vorherrscht /7/.

Dowson greift 1969 die Modelle der Schmierung von Bunim auf und diskutiert sie dhn-
lich. Er hilt aber auch andere Punkte fiir wichtig, z. B. die Rauhigkeit der Knorpelober-
fliche. Weiterhin beschreibt er im Knorpel 60 Angstrom grof3e Poren, welche mit Syno-
vialfliissigkeit gefiillt sind. Dariiber hinaus hilt er einen verstirkten Schmiereffekt an
der Knorpelgrenzflache durch die Ausbildung von Sdurekomplexen fiir moglich und

fiihrt den Begriff der verstirkten Schmierung (engl. boosted lubrication) ein /8/.

1983 verdffentlichte McCutchen ein Manuskript, in dem er das Konzept der Grenzfla-
chenschmierung anzweifelt. Er testete die Reibung zwischen verschiedenen Systemen.
So verschob er zwei Teflonplatten sowie zwei mit Seifenlosung separierte Glasplatten
gegeneinander und bestimmte die Reibungskoeffizienten. In keinem Fall kam er anni-
hernd an die niedrigen Reibungskoeffizienten heran, welche in natiirlichen Gelenken
beobachtet wurden. McCutchen zog daraus den Schluss, dass das Modell der Grenzfli-
chenschmierung und Fliissigfilmschmierung nicht allein das natiirliche Gelenk erkliaren
kann. Er brachte einen weiteren Parameter ins Spiel: den hydrostatischen Druck im Ge-
lenk. Seiner Meinung nach fiihrt das Gelenk bei Belastung einen Druckausgleich iiber
im Knorpel befindliche Fliissigkeit durch. Er bezeichnete dies als nasse Schmierung

(engl.: weeping lubrication) /9/.
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Der von McCutchen beschriebene Ansatz zur Erkldrung der Schmierung im natiirlichen
Gelenk wird 1993 von Tandon et al. weiterverfolgt. Sie reduzieren den Knorpel zu-
nichst auf die Tatsache, dass es sich um ein elastisches, pordses Material handelt, wel-
ches Fliissigkeit freisetzen und auch Fliissigkeit aufnehmen kann. Sie kommen zu dem
Schluss, dass das Eindringen von Fliissigkeit in den Knorpel zu einer erhohten Konzent-
ration von Hyaluronsédure in Grenzflachenndhe fiihrt und damit die Viskositéit der Syno-

vialfliissigkeit ansteigt /10/.

Unsworth diskutiert 1991 die Moglichkeiten, das Prinzip der Schmierung von natiirli-
chen Gelenken auf kiinstliche zu iibertragen. Er findet wiederum Argumente, die fiir die
Fliissigfilmschmierung sprechen. So tritt bei geringer Geschwindigkeit der sich gegen-
einander bewegenden Oberflichen die maximale Belastung, d. h. Kraftwirkung auf, bei
hohen Geschwindigkeiten hingegen ist die Belastung am geringsten (Abbildung 2.2).
Nach Unsworth wird bei hoher Beanspruchung ein dickfliissiger Schmierfilm zwischen
den Knorpelflachen gebildet, der die Bewegung hemmt. Bei geringeren Kraftwirkungen
gibt der Knorpel Fliissigkeit ab und die Synovialfliissigkeit wird diinnfliissiger. Dadurch

sind schnellere Geschwindigkeiten moglich. /11/.
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Abb. 2.2: Bei geringen Kraftwirkungen erreicht die Geschwindigkeit der sich gegenein-
ander bewegten Oberflaichen hohe Werte, bei hohen Beanspruchungen hingegen ist die

Geschwindigkeit am geringsten /11/. Die Zeitachse entspricht einer Bewegung des Ge-

lenks.
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Kiinstliche Gelenke setzen zurzeit das Prinzip der Fliissigschmierung nicht um. Sie be-
stechen im Wesentlichen aus einem Metallkdrper und einer Beschichtung aus einem
hochmolekularen Polyethylenderivat. In ersten Versuchen wurden Gelenke mit syntheti-
schen Schmiermitteln hergestellt. Der Effekt, dass die Reibung bei steigender Belastung
abnimmt, konnte jedoch bei diesen Systemen nicht beobachtet werden. Weiterhin wird
die beiderseitige Beschichtung von Gelenkpfanne und Kugel abgelehnt, da die Reibung
von zwei Kunststoffflichen gegeneinander unakzeptabel hoch ist im Vergleich zu einem

System Kunststoff — Edelstahl /11/.

Bruns et al. veroffentlichten 1994 eine Studie, die sich mit den auftretenden Druck in
Abhéngigkeit von der Beugung in einem Kniegelenk beschéftigt. Der Druck wurde zum
einem seitlich und zum anderen im Zentrum des Gelenkes bestimmt. Ohne Beugung ist
der Druck in den Seitenbereichen grofBler als im Zentrum. Bei einer 15° Beugung ist der
Druck nahezu gleich, bei einer 30° Beugung ist er hingegen im Zentrum deutlich héher

als in der Randzone. Die maximal auftretenden Driicke bewegen sich im Bereich von 50

bar /12/.

1999 diskutiert Hills wiederum das Modell der Grenzflachenschmierung im Gelenk. Er
beriicksichtigt dabei einen weiteren Parameter: die Bedeckung des Knorpels mit ober-
flichenaktiven Lipiden. Er geht davon aus, dass zunéchst eine Lipidmonoschicht auf der
Knorpeloberfliche adsorbiert und sich spéter weitere Lipidlagen darauf anlagern. Wei-
terhin vermutet er eine starke elektrostatische Anziehungskraft des Stickstoffs der
Phosphocholingruppe auf die Knorpeloberfliche. Nach Hill spielen diese Lipide eine
bedeutende Rolle in der Schmierung bei Anwendung des Modells der Grenzflichen-
schmierung /13/. Da iiber die Funktionsweise der Schmierung durch die Phospholipide

kontrovers diskutiert wird, wird anschlieend gesondert darauf eingegangen.

2.3 Hyaluronsaure als wichtige Komponente der Synovialfliissig-
keit

Da die zentrale Rolle der Hyaluronsaure fiir die Schmierung des Gelenkes allgemein ak-
zeptiert ist, ist dieser ein eigener Abschnitt gewidmet. Dass die Hyaluronsiure ein wei-

tes Feld von Forschern beschéftigt, belegt der Fakt, dass die Publikationssuchmaschine
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PubMed derzeit fiir das Stichwort ,,hyaluron** 7042 Treffer liefert (Stand 11. Dezember
2007). Die Hyaluronsdure ist ein sehr vielseitiges Biopolymer, das in zahlreichen Gebie-
ten der Medizin und auch der Kosmetik Anwendung findet /14/. Auch Polymerphysiker
haben groBes Interesse an ihr. Die Zahl der Treffer bei PubMed soll allerdings auch ver-
deutlichen, dass die hier vorgestellte Literatur iiber die Hyaluronsdure niemals vollstidn-
dig sein kann. Sie beschrinkt sich auf die fiir die Schmierung von Gelenken wesentli-

chen Themen. Abb. 2.3 zeigt eine Monomereinheit der Hyaluronséure.

Abb. 2.3: Monomereinheit des linearen Polysaccharids Hyaluronsdure. Die Monomer-
einheit selbst besteht aus einer Einheit D-Glucuronsédure (links) und einer Einheit N-

Acetyl-D-glucosamin (rechts)

Zu Beginn der 1950'er Jahre erschienen wesentliche Publikationen zur Isolierung der
Hyaluronsédure. So beschrieben Boas et al. 1949 die Isolierung der Hyaluronséure aus
Hahnenkamm /15/ und Kaye et al. die Isolierung aus der menschlichen Nabelschnur
/16/. 1955 verdffentlichten Lowther und Rogers eine biotechnologische Moglichkeit,
Hyaluronsédure durch Streptokokkenbakterien herzustellen /17/. Dies ist auch heute noch
eine der wichtigsten Quellen fiir die Gewinnung von Hyaluronsdure zu Forschungszwe-
cken. Drei Namen sind eng mit der Erforschung der Hyaluronsdure verbunden:

Sundblad, Balaz und Fraser. Deshalb werden zunichst ihre Arbeiten vorgestellt.

Sundblad beschiftigte sich mit der Chemie der Synovialfliissigkeit. Er erkldrt, dass die
Hyaluronséure von Synovialzellen im Gelenk produziert wird. Die hohe Viskositét der
Synovialfliissigkeit wird der Hyaluronsdure zugeschrieben. Die Hyaluronsiure -
spaltende Hyaluronidase senkt die Viskositdt der Hyaluronsdure auf das Niveau von
Wasser, wihrend Protein-spaltende Enzyme keinen Einfluss auf die Viskositdt haben.

Sunblad bestimmte fiir menschliche Kniegelenke eine durchschnittliche Hyaluronsaure-
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Konzentration von 2,85 mg/ml, ein Volumen der Synovialfliissigkeit von 0,2 bis 1 ml

pro Gelenk sowie eine Proteinkonzentration von 25,4 mg/ml /18/.

1958 verdftentlichten Balaz et al. ein Manuskript zur physikalischen Chemie der Hyalu-
ronsdure. Zundchst werden verschiedene Reinigungsmethoden diskutiert, um moglichst
proteinfreie Hyaluronsdure-Proben zu erhalten. Die Molekulargewichte der Hyaluron-
sdure variieren im Bereich von 5-10" bis 8-10° Da, wobei die Mdglichkeit der Depoly-
merisation wihrend des Reinigungsprozesses eingerdumt wird. Weiterhin wird berich-
tet, dass sich Hyaluronsdure-Molekiile unter der Einwirkung von Scherkréften strecken,
wobei dieser Effekt mit steigendem Molekulargewicht zunimmt. Als Lange eines ge-
streckten Hyaluronsdure -Molekiils werden 100 — 640 nm angegeben. Hyaluronsdure -
Molekiile bilden in Losung eine Random-Coil-Struktur aus. Die Hyaluronséure ist in
dissoziierter Form negativ geladen, der pK,-Wert der Carboxylgruppe liegt bei 3,21
/19/.

Fraser et al. publizierten 1992 einen Ubersichtsartikel zur Hyaluronsiure. Demnach hat
ein geknéultes Hyaluronsdure -Molekiil in Losung einen hydrodynamischen Radius von
200 nm, wobei diese Struktur iberwiegend aus Wasser und nur zu 0,1 % aus Hyaluron-
sdure besteht. Die Sekundirstruktur der Hyaluronsdure enthdlt hydrophobe Cluster, die
intermolekulare Wechselwirkungen in Losung ermoglichen. Die Hyaluronsdure ist e-
benfalls Bestandteil des Knorpels und ist iiber Linkerproteine gebunden. Solche Kom-
plexe aus Hyaluronsdure und Protein haben ein Molekulargewicht in der GroBenord-

nung von 10° Da /20/.

Die Rolle der Hyaluronsdure bei Gelenkerkrankungen wie Rheuma wird unterschiedlich
bewertet. Es ist bekannt, dass das Volumen der Synovialfliissigkeit in entziindeten Ge-
lenken zunimmt und damit die Konzentration der Hyaluronsdure sinkt /21, 22/. Swann
bezweifelt jedoch, dass die sinkende Hyaluronsdure Konzentration einen wesentlichen
Einfluss auf die Schmierung im Gelenk hat /23/. Durch exaktere Analysetechniken in
den 1980'er Jahren konnte Hyaluronsdure auch im Blutserum nachgewiesen werden
/24/, wobei die Konzentration bei Rheumapatienten ansteigt. Es wird dariiber spekuliert,
dass die Hyaluronsdure eine erhohte Mobilitdt besitzt und den Gelenkspalt verlassen

kann /25/.

-19 -



Immer wieder wird auch der Einfluss des Molekulargewichtes der Hyaluronsdure auf
die Schmierung des Gelenkes diskutiert. Es ist bekannt, dass das Molekulargewicht mit
zunehmenden Lebensalter abnimmt /26/ und zwischen verschiedenen Individuen variiert
/27/. Eine Abnahme des Molekulargewichtes in erkrankten Gelenken ist ebenfalls belegt
/28/. Die Reduktion der Konzentration der Hyaluronséure wird jedoch als bedeutenderer
Parameter fiir die verminderte Schmierungseigenschaft erkrankter Gelenke im Vergleich

zu dem verminderten Molekulargewicht angesehen /29/.

Eine Moglichkeit, den Konzentrationsverlust an Hyaluronsdure in erkrankten Gelenken
auszugleichen, ist es, Hyaluronsdure in das Gelenk zu injizieren. Der Nutzen fiir den Pa-
tienten wird derzeit kontrovers diskutiert /30/. Die amerikanische Arzneimittelbehdrde
FDA lieB3 diese Form der Therapie 1997 zu. Die Europdische Vereinigung der Rheuma-
tologen beurteilte 1998 die Hyaluronsdure-Therapie zuriickhaltend mit einem ,,mogli-
chen Einfluss auf erkrankte Gelenke* /31/. Ein Problem der Therapie ist die kurze
Halbwertszeit der Hyaluronsdure im Gelenk von etwa einem Tag /32/, so dass der thera-

peutische Nutzen nur von kurzer Dauer sein kann.

Eine wichtige Eigenschaft der Hyaluronsdure ist deren Nicht-Newtonsches Verhalten, d.
h. die Viskositdt der Hyaluronsdure ist abhdngig vom Auftreten von Scherkréften /33-
45/. Abbildung 2.4 zeigt dieses Verhalten fiir die in dieser Arbeit verwendete Hyaluron-
sdure. Die Viskositit ist zudem abhingig vom Molekulargewicht /46/ und der Konzent-
ration /47/. Zudem steigt die Viskositét stark bei der Protonierung der Carboxylgruppe
/48/. Mittels Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) gelang es, Strukturdnderungen in

Hyaluronsédure-Losung unter Scherung zu beobachten /49/.
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Abb. 2.4: Scherabhingigkeit der Viskositit fiir eine Hyaluronsdure mit einem Moleku-
largewicht von 8-10° Da, einer Hyaluronsédure-Konzentration von 3,6 mg/ml, pH = 7.4,
und 0,15 M NaCl bei 37°C. Die Viskositdt nimmt mit steigender Scherrate ab und er-
reicht bei 1 s ihren unteren Plateau-Wert. Somit hat die Hyaluronsiure in der Ruhepo-
sition des Gelenks eine hohe Viskositét, wihrend der Bewegung eine deutlich geringere.
Die Viskositit sinkt aufgrund der Streckung der Molekiile. Die Kurve wurde in einer ei-

genen Messserie ermittelt, fiir weitere Messungen siehe Abschnitt 5.4.

2.4 Eigenschaften von Lipiden

Da Phospholipide in dieser Arbeit eine zentrale Rolle spielen, werden die wichtigsten
Eigenschaften dieser Stoffklasse hier dargestellt. Lipide sind chemische Analoga zu den
Tensiden. Sie kennzeichnet eine geladene, hydrophile Kopfgruppe und eine hydrophobe
Schwanzgruppe. Beide Stoffgruppen zeichnet eine gute Loslichkeit in Losungsmitteln
niedriger Polaritéit aus. Thre Loslichkeit in Wasser ist aufgrund des volumenmaBig gro-

Ben Anteils der Schwanzgruppe hingegen schlecht.
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Tenside und Lipide besitzen jedoch die Fihigkeit, sich in polaren Losungsmitteln zu
strukturieren. Sie konnen dadurch als Molekiilverbund geldst werden. Dieser Verbund
wird bei den Tensiden als Mizelle und bei den Lipiden als Vesikel oder Liposom be-
zeichnet. Eine Mizelle ist eine Monolage von Tensidmolekiilen, deren Schwanzgruppe
sich in polaren Losungsmitteln zum Mizellkern und die Kopfgruppe zum Lésungsmittel
hin orientieren. In einem Liposom hingegen bilden die Lipidmolekiile Doppelschichten,

bei dem sich die Schwanzgruppen direkt gegeniiber stehen.

Im Vesikelkern befinden sich dadurch Losungsmittelmolekiile. Man unterscheidet Vesi-
kel nach ihrer Lamellaritdt. In multilamellaren Vesikeln befinden sich mehrere Doppel-
schichten mit Lipidmolekiilen iibereinander. Unilamellare Liposomen hingegen beste-
hen nur aus einer einzigen Doppelschicht. Entsprechend ihrer Groe werden Vesikel in
klein (< 0,5 pm) und groB (0,5 — 10 um) unterteilt /50/. Abbildung 2.5 zeigt ein Beispiel

fur beide Stoffklassen sowie ihre Struktur im Verbund.

Tensid Phospholipid

o]

N + 9 H Ok/\/\/\/\/\/\/\
_/N/\/\/\/\ ;N‘“”\\/OFZHO\%/O\[(\/\/\A/\/\/\/
(0]

Trimethyloctylamin 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-
3-Phosphocholine

NN a
= ==
== =
= S
c S

Mizelle Vesikel

Abb. 2.5: Vergleich zwischen Tensid und Phospholipid
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Phospholipide unterliegen der Polymorphie. Polymorphie meint hier, dass Lipide in ver-
schiedenen kristallinen Phasen gleicher chemischer Zusammensetzung existieren. Eine
Konsequenz daraus ist das Vorhandensein mehrerer Schmelzpunkte. Zwei kristalline
Formen werden als enantiotropisch bezeichnet, wenn beide Formen vergleichbare ther-
modynamische Stabilitdt besitzen. Ist eine Form weniger stabil, so spricht man von ei-
nem monotropischen Phaseniibergang. Phaseniiberginge finden nur in Richtung der sta-

bileren Form statt /51/.

Larrson untersuchte in den 1960er Jahren die Polymorphie von Triglyceriden mittels
Infrarotspektroskopie und Rontgendiffraktometrie und schlug eine heute allgemein ak-
zeptierte Klassifikation von polymorphen Formen vor /53/. Demnach wird zwischen 3
Kristallformen nach ihrer rdumlichen Anordnung der kleinsten, sich wiederholenden
Kette von Kohlenwasserstoffen (im folgenden Subzelle genannt) unterschieden: L, Lg

und LB"

In der L,-Form haben die Subzellen eine hexagonale Packung, in welcher die Fettsdure-
ketten rechtwinklig zu der Fldche der terminalen Methylgruppe stehen. Das Lg’-
Polymorph besitzt eine orthorhmbische Subzellenpackung, in der die Methylgruppen
schriag zur Fliche der terminalen Methylgruppe stehen. Der Verlauf der Kette selbst
kann als ,,Zickzack-Form* beschrieben werden. Die Lg Konformation geht einher mit

einer triklinen Subzellenpackung /52/.

Hagemanns und Kellens fanden fiir Triglyceride eine weitere polymorphe Form, die als
L. Form bezeichnet wird und einen niedrigeren Schmelzpunkt als die Lg Form hat /54,
55/. Das Streumuster in der Rontgendiffraktometrie der L. Konformation ist analog zur

L’ Konformation /51/.

Die polymorphen Formen unterscheiden sich in ihren Schmelzpunkten. Die L,—Form ist
die mit dem hochsten Schmelzpunkt. Die L.-Konformation wiederum ist die Form mit
dem niedrigsten Schmelzpunkt. Bei den Phasentibergiingen dndert sich auch die Beweg-
lichkeit der Kohlenwasserstoffketten. In der L.-Form befinden sich die Ketten in einer
kristallinen Form, in der sie keine Beweglichkeit besitzen. In der Lg und Lg--Form sind

die Ketten teilweise geschmolzen und haben ein hohere Beweglichkeit als in der L.-
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Phase. In der L,-Form schlieBlich sind die Ketten vollstindig geschmolzen und besitzen

eine hohe Beweglichkeit /52/.

s »

N —
S|/,

i %

%? fg% o5

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des ¢, 3 und o Polymorphs von Lipiden. Die linke
und mittlere Spalte zeigen einen Blick von der Seite und die rechte Spalte einen Blick

von oben auf die Doppelschicht und damit die Subzellenpackung /52/.

Der Ubergang von der L. zur L,-Phase ist enantiotropisch und damit reversibel /51/. Die
Phaseniibergangstemperaturen fiir die biologisch relevanten Phospholipide von der L.-

zur L,-Phase liegen zwischen 10 und 60 °C. Abbildung /50/ entnommen.

Da dieser Ubergang fiir biologische Fragestellungen #uferst relevant ist, spielt er auch
fiir den experimentellen Teil dieser Arbeit eine wichtige Rolle. Die Phaseniibergénge in
die Lg und Lg-Form hingegen sind fiir die Biologie hingegen eher unbedeutend. Des-
halb wird der Ubergang von der L. zur L, Phase und umgekehrt im Folgenden synonym

zu dem Begriff ,,Phaseniibergang™ verwendet. Aufgrund der hohen Beweglichkeit der
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Kohlenwasserstoftketten in der L,-Phase wird diese auch als fliissigkristalline oder als

Gelphase bezeichnet.

Winter et al. stellten zudem eine Druckabhingigkeit des Phaseniibergangs fest. Durch
das Anlegen von Uberdruck verschiebt sich die Phaseniibergangstemperatur zu héheren
Werten /56/. Abbildung 2.7 zeigt exemplarisch die Druckabhingigkeit des Phaseniiber-

gangs fiir drei in dieser Arbeit verwendete Phospholipide.
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Abb. 2.7: Druckabhingigkeit der Phaseniibergangstemperatur fiir drei in dieser Arbeit
verwendete Lipide, nach Winter et. al /56/

2.5 Rolle der Lipide im Gelenk

Seit den 1980er Jahren wurde ein neuer, als wichtig erscheinender Parameter in die Er-
kldrungsmodelle fiir die Schmierung von Gelenken eingefiihrt: die Anwesenheit von o-
berflichenaktiven Lipiden. Das im Gelenk vorkommende Lipid ist das zwitterionische
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DPPC) /57/. Dieses Phospholipid hat ei-
ne Phaseniibergangstemperatur von 41°C und liegt somit im menschlichen Korper in der

L.-Konformation vor. Little et. al. reinigten die Knorpeloberfliche mit Losungsmittel
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und fanden einen Anstieg der Reibung um 150 %, der der Abwesenheit von DPPC an
der Oberflidche zugeschrieben werden kann /58/. Wird hingegen die Synovialfliissigkeit
gegen eine Salzlosung substituiert, wird dieser Effekt nicht beobachtet /59, 60/.

In weiteren Versuchen wurden Glasoberflichen mit DPPC beschichtet und in Reibungs-
versuchen vergleichbare Reibungskoeffizienten wie in Gelenken beobachtet. Ausgehend
von einer Fliche von 40 A? pro Lipidmolekiil und einer Lipidbedeckung von 2,58
pg/cm? errechnete Hill eine Bedeckung der Knorpelfldche mit ca. 6 bis 7 Lipidmonola-
gen. Hill nennt dies oligolamellare Lipidschichten. Er geht davon aus, dass mehrere Li-
piddoppelschichten iibereinander liegen /57/. Die Phospholipidkonzentration in der Sy-
novialfliissigkeit betrdgt in gesunden Gelenken 0,15 mg/ml und in rheumatischen Ge-
lenken 1 mg/ml /5/. Nach Hill muss somit das Boxmodell aus Abbildung 2.1 modifiziert
werden (Abbildung 2.8).

Es stellt sich zundchst die Frage, warum die Lipidkonzentration der Synovialfliissigkeit
in erkrankten Gelenken steigt. Prinzipiell sind zwei Wege denkbar. Zum einen konnte
das DPPC von auf3en in das Gelenk gelangen und zum anderen im Gelenk selbst frei ge-
setzt werden. Nach /5/ ist das Gelenk durchléssig fiir kleine Molekiile sowie Wasser-
stoff- und Salzionen. DPPC kann mit einem Molekulargewicht von 735 Da jedoch nicht
zu den kleinen Molekiilen gezéhlt werden. AuBBerdem existiert es in wéssrigen Losungen
nur in seiner Verbundform, dem Vesikel. Somit erscheint es eher unwahrscheinlich,

dass von au3en Lipid in das Gelenk eindringt.

Knochen
hyaliner Gelenkknorpel
oligolamellare Lipidschicht

Gelenkspalt mit
Synovialfliissigkeit

oligolamellare Lipidschicht
hyaliner Gelenkknorpel
Knochen

Abb. 2.8: Boxmodell fur den Aufbau eines natiirlichen Gelenks nach Hill et. al /57/
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Eine weitere Mdglichkeit ist, dass sich das Lipid von der Knorpeloberflache ablost. Da
die Bedeckung der Knorpeloberfliche aus /57/ bekannt ist, kann diese Theorie rechne-
risch tiberpriift werden. Da sowohl Gelenkpfanne als auch -kugel in etwa eine Halbku-
gelform annehmen, kann die Gesamtoberfliche des Knorpels als Kugeloberfliche be-
rechnet werden. Bei einem Knieumfang von 40 cm sollte der Umfang des Gelenkes
selbst etwa 25 cm sein. Bei der angenommenen Kugelform erhélt man die Oberfliche

nun aus:

2
A, UL 200cm”, Gl. 2.1
T

wobei A, die Oberfliche und U der Kreisumfang sind. Somit ergibt sich aus den oben
erwdhnten 2,58 pg/cm? eine Gesamtmasse von etwa 0,5 mg adsorbiertes Lipid an der
Knorpelgrenzfliche. Da das Volumen der Synovialfliissigkeit in etwa 0,5 ml betréigt,
wiirde dies bei Ablosung eine Konzentration von 1 mg/ml ergeben. Da die Konzentrati-
on in einem gesunden Gelenk schon 0,15 mg/ml betrdgt, errechnet sich damit eine Ge-
samtkonzentration von 1,15 mg/ml. Diese einfache Uberschlagsrechnung soll zeigen,
dass es moglich ist, dass bei rheumatischen Erkrankungen der Lipidfilm von der Knor-

peloberfliache abgelost wird.

Warum 16st sich der Lipidfilm von der Knorpeloberfliche? Eine mogliche Erklarung da-
fiir konnten Verunreinigungen in der Synovialfliissigkeit erkrankter Gelenke sein. Viele
dieser Verunreinigungen sind auch makroskopisch in erkennbar. Wihrend die Synovi-
alfliissigkeit gesunder Gelenke transparent ist, ist die von erkrankten Gelenken meist
verfirbt. So lagert sich beispielsweise Fett bei Ubergewicht auch in das Gelenk ein /61/.

Dieses konnte letztendlich fiir ein Ablosen des Lipidfilmes sorgen.

In /57/ wurde bereits festgestellt, dass die Anwesenheit von DPPC an der Knorpelfldche
ein wichtiger Grund fiir die niedrige Reibung im Gelenk ist. In einem néchsten Schritt
muss nun geklirt werden, warum dies so ist. Ein in der Literatur vielfach diskutiertes
Modell geht dabei von intermolekularen Wechselwirkungen zwischen DPPC und der
Hyaluronsdure aus. Wechselwirkungen wurden bereits mittels Elektronenmikroskopie
/62, 63/, Rontgendiffraktometrie und einer Langmuir-Filmwaage /64/ beobachtet. Eine
Aufgabe dieser Arbeit war es, diese Daten mittels alternativer in situ Messmethoden zu
iiberpriifen.
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Eine erste mogliche Therapieform flir Arthritis unter Verwendung von DPPC wurde
2003 von Kawano et al. vorgestellt. Sie applizierten eine Mischung von DPPC-Vesikeln
und Hyaluronsédure in arthritische Gelenke von Ratten und konnten anschlieBend eine
verringerte Reibung beobachten. Weiterhin beobachteten sie, dass der Lipidfilm ein
Fortschreiten der Knorpelbeschidigung verhinderte /65/. Demnach erfiillt das Lipid
zweil Funktionen an der Knorpeloberfliche: zum einen verringert es die Reibung und
zum anderen schiitzt es den Knorpel. Bis zum jetzigen Zeitpunkt (Februar 2008) ist die-

se mogliche Therapieform noch nicht iiber das Tierversuchsstadium hinaus gekommen.

2.6 Modellsystem zur Untersuchung der Schmierungseigen-
schaften von Gelenken

Aus dem vorhergehenden, einleitenden Text wird nun ein Modellsystem zum Studium
der Schmierungseigenschaften in Gelenken abgeleitet. Hierzu soll als erstes die Struktur
der Phospholipide in einer Hyaluronssaureldsung bestimmt werden. Da DPPC mit einen
Phaseniibergang von 41 °C ungiinstige Verarbeitungseigenschaften hat, soll dieses im
Modellsystem durch 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DMPC), welches
eine Phaseniibergangstemperatur von 24 °C besitzt, ersetzt werden. Beide Lipide unter-
scheiden sich in der Lénge der Alkylketten, besitzen jedoch beide Phosphocholin als
hydrophile Kopfgruppe. Hauptunterschied in Hinblick auf die Funktion im Korper ist,
dass DMPC in der L,— und DPPC in der L.- Konformation bei Koérpertemperatur vor-
liegen. Die Wechselwirkungen in der Volumenphase werden in einem biologischen Puf-
fer bei 0,15 M NaCl Ionenstdrke und pH 7,4 untersucht. Punktuell werden dariiber hin-
aus Unterschiede zwischen DMPC und DPPC herausgearbeitet.

Ein weiteres Ziel ist es, die Grenzfliche zwischen Knorpel und Synovialfliissigkeit zu
charakterisieren und eine mogliche Interaktion zwischen beiden Komponenten zu beo-
bachten. Dafiir wird ein Modellsystem in Anlehnung an das Boxmodell nach Hill (Ab-
bildung 2.8) verwendet und an entsprechenden Stellen vereinfacht werden. Der Knorpel
ist im Wesentlichen ein Polymer mit hohem Wasseranteil. Da sich das Modellsystem
stark an den Forderungen der Physik orientieren und somit mdéglichst klar und einfach

sein soll, wird der Knorpel durch einen synthetischen Polyelektrolytfilm ersetzt.
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Da die Priparation von oligolamellaren Lipidschichten schwierig ist, werden diese im
Modellystem durch eine Lipiddoppelschicht ersetzt. Dieses System wird anschlielend in
Kontakt mit einer Hyaluronsdureldosung unter Druck sowie unter Scherkriften unter-
sucht. Da die Préaparation des Modellsystems auf das Wechselspiel von geladenen Kom-
ponenten zuriickgreift, wird auf Puffersubstanzen als weitere Ladungstrager verzichtet.
In Wasser geldste Hyaluronsdure besitzt einen pH-Wert von 6,8, bei dem Hyaluronsdure
wie unter physiologischen Bedingungen dissoziiert vorliegt. Die physiologische NaCl-
Konzentration von 0,15 M NaCl soll jedoch beibehalten werden. Abb. 2.9 zeigt das Mo-

dellsystem wiederum als Boxmodell.

Scherkrafte
T

Hyaluronsaurelosung

Lipiddoppelschicht Druck

Polyelektrolytfilm
Substrat

Abb. 2.9: Modellsystem zum Studium der Schmierungseigenschaften des natiirlichen

Gelenks an der Grenzfldche
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3. Methoden

3.1 Analytische Ultrazentrifugation (AUC)

Die Analytische Ultrazentrifugation (AUC) ist eine leistungsstarke und vielseitige Me-
thode in der Biophysik. Sie eignet sich zur Bestimmung des Molekulargewichts sowie
dessen Verteilung in hochmolekularen Polymeren, zur Partikelgroenbestimmung und
deren Verteilung und schlieBlich auch zur Aufkldrung von intermolekularen Wechsel-
wirkungen. In aller Regel lassen sich aus AUC-Messungen qualitative Aussagen treffen,
bei entsprechender Qualitdt des Probenmaterials sind auch quantitative Aussagen mog-
lich. Die Grundlagen fiir die moderne Ultrazentrifugation legten vor allem Svedberg und

Peterson /66, 67/, Hengstenberg /68/ und Kuhn /69/.

Grundprinzip eines AUC-Experiments ist die Auftrennung von kolloidalen Teilchen
durch die Zentrifugalkraft. Neben der Zentrifugalkraft spielt auch die Reibungskraft und
Auftriebskraft eine Rolle, die der Zentrifugalkraft entgegen wirken. Ein weiterer zu be-
achteter Parameter ist die Diffusion in der Losung. Darauf wird aber an dieser Stelle

nicht weiter eingegangen werden.

Die gesuchte Grofe ist prinzipiell auf zwei verschiedene Arten zuginglich. Die eine
Moglichkeit ist die Bestimmung des Sedimentationsgleichgewichtes, weiterhin kann die
Sedimentationsgeschwindigkeit ermittelt werden. Ein Gleichgewichtsexperiment erfor-
dert einen hohen Zeitaufwand, bei letztgenannter Methode wird der Zeitvorteil durch ei-
nen erhohten Rechenaufwand erkauft /70/. Abbildung 3.1 zeigt schematisch eine Probe

im Kraftfeld einer Ultrazentrifuge.

Das Molekulargewicht MW eines Teilchens ist bei der Bestimmung mittels der Gleich-

gewichtsmethode aus folgender Gleichung zugénglich /70/:
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2RTln(czj
MW = “ Gl 3.1

wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die absolute Temperatur, V das Volumen der
Losung, p die Dichte der Losung, » Winkelgeschwindigkeit, x; und x, zwei unter-
schiedliche Abstinde vom Rotationszentrum sowie c¢; und ¢, die Konzentration des

Analyten an der entsprechenden Stelle bezeichnen.

LOsung

Abb. 3.1: Kriéfte auf ein kolloidales Teilchen in der Ultrazentrifuge. Der Zentrifugalkraft
(F,) entgegen wirken die Reibungskraft (F¢) und die Auftriebskraft (F;,). Die Punkte x;

und x; aus Gleichung 3.1 befinden sich zwischen ry, und r,. Abbildung /71/ entnommen.

Der Messvorgang ldsst sich, wie oben bereits erwdhnt, durch ein Sedimentationsge-
schwindigkeitsexperiment wesentlich beschleunigen. Betrachtet man den idealen Fall
von monodispersen, kugelformigen Teilchen, so ist die Geschwindigkeit dx/dt, mit der
sich die Molekiile in Richtung der zentrifugalen Kraft bewegen, proportional zu wx,

wobei x der Abstand des Teilchens zum Rotationszentrum ist /70/:

= =s®’x Gl. 3.2
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Die integrierte Form lautet:

§=— 1 — Gl 33
o*(t, - t,)

Der Faktor s wird als Sedimentationskonstante bezeichnet. Die Dimension von s ist s
und wird auch als Svedberg-Einheit beschrieben. Bei nichtidealen Losungen ist s kon-
zentrationsabhingig. Der Zusammenhang zwischen s und dem Molekulargewicht MW

ergibt sich aus /70/:

Mw=_ RIs Gl. 3.4

- Dy (1-pV) ’

wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die absolute Temperatur, Dp;s die Diffusions-

konstante, p die Dichte und V das Volumen des Losungsmittels sind.

Bei nichtidealen Sedimentationsverhalten, was beispielsweise durch intermolekulare
Vernetzung der Molekiile oder asymmetrische Molekiile hervorgerufen werden kann, ist
der s-Wert konzentrationsabhingig (= s*). Um die s-Werte dennoch vergleichbar zu
machen, kann ein s 2w berechnet werden (0 — unendliche Verdiinnung, 20 — 20°C, w —
reines Wasser). Die Umrechnung auf reines Wasser und 20°C wird vorgenommen

durch:

(1 - Vp)ZO,w T]T,Puffer
(1 - Vp)T,Puffer nZO,w

%
Sxw =S

) Gl 3.5

wobei Vdas spezifische Volumen des Molekiils, p die Dichte und n die Viskositét der
Losung sind. Der Index ,,20, w* bezieht sich auf 20°C und reines Wasser und ,,T, Puf-
fer* sind die Temperatur und der Puffer wihrend des Experimentes. Den s-Wert bei un-
endlicher Verdiinnung erhélt man schlieflich durch Extrapolation des reziproken, kon-

zentrationsabhédngigen s-Wertes gegen die Konzentration.
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3.2 Dynamische Lichtstreuung

Neben der Analytischen Ultrazentrifugation ist die Lichtstreuung eine weitere wichtige
Methode zur Bestimmung von PartikelgroBen. Prinzipiell wird zwischen statischer
(SLS) und dynamischer Lichtstreuung (DLS) unterschieden, welche unterschiedliche
GroBenbereiche abdecken. Die SLS kann auch im Kleinwinkelmodus angewendet wer-
den. Die DLS wird auch als quasi-elastische Lichtstreuung oder als Photonenkorrelati-
onsspektroskopie bezeichnet. Die Lichtstreuung ist eine zerstérungsfrei arbeitende in Si-
tu Technik. Ein Nachteil ist der hohe Rechenaufwand, um zu einem Resultat zu kom-
men. Da in dieser Arbeit nur mit DLS gearbeitet wurde, wird diese Methode im folgen-

den erlautert.

Die Grundlage der DLS-Messung ist die Molekularbewegung der Teilchen in Lésung.
Aufgrund der Diffusion der Partikel kommt es bei der Wechselwirkung des Lichtes mit
der Probe zu Interferenzeffekten, und die gestreute Intensitdt fluktuiert mit der Zeit. Die
Information tiber die Partikelgrofe steckt direkt im Abfall der Fluktuation. Schnelle
Bewegungen von kleinen Teilchen fiihren zu einem schnellen Abfall, langsame Diffusi-
on von groflen Partikeln bei gleicher Viskositit zu einem langsameren Abfall der Fluk-
tuation. Fiir die Messung muss die Korrelationsfunktion der Intensitdt <I(t)I(0)> des ge-

streuten Lichtes aufgezeichnet werden. Die Korrelationsfunktion ergibt sich aus /72/:

g, (t) =<I(<?—£(>O)> Gl. 3.6

und kann durch die Siegert-Beziehung in die normalisierte Korrelationsfunktion des

elektrischen Feldes des gestreuten Lichtes g;(t) umgewandelt werden /72/:
g,(t)=1+g,(t)? Gl. 3.7

Die Korrelationsfunktion gi(t) ist in der Regel messtechnisch zuginglich. Sie fallt fiir

den Fall eines monodispersen, sphérischen Partikels exponentiell ab /72/:

g1(t) =exp(-['t) Gl. 3.8
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Die Konstante I" kann wird errechnet durch /72/:

T = ¢ Doir Gl.3.9

wobei q der Streuvektor, auf den im Abschnitt 3.9 (Reflektometrie) noch eingegangen
wird, und Dp;¢r die Diffusionskonstante ist. Gleichung 3.9 zeigt, dass der Abfall der Kor-
relationsfunktion quadratisch vom Betrag des Streuvektors abhédngt. Die inverse Ab-
klingrate kann auch als Zeitfenster verstanden werden, in dem das Partikel eine Strecke
entsprechend q' zuriicklegt /72/. Der eigentliche Partikelradius ist dann iiber die Kennt-

nis der Diffusionskonstante und der Stokes-Einstein-Beziehung zugénglich:

k,T
om,

D Gl 3.10

Diff —

wobei ky, die Boltzmannkonstante, n die dynamische Viskositét und 1, der hydrodynami-

sche Teilchenradius ist.

3.3 Kalorimetrie (DSC, ITC)

Die Kalorimetrie umfasst einen sehr breiten Anwendungsbereich, fiir den die Bestim-
mung von Reaktionswidrmen von Bedeutung ist. Dazu zdhlen die Ermittlung von Wiér-
men fiir den Phaseniibergang, der Mischungs-, Losungs-, Verdiinnungs- und Solvatati-
onsenthalpien sowie Adsorptionswérmen. Fiir die jeweiligen Fragestellungen stehen die

unterschiedlichsten Kalorimetertypen zur Verfiigung /73/.

Die verschiedenen Kalorimetertypen werden nach der Art der Wechselwirkung zwi-
schen dem Kalorimeter und seiner Umgebung, dem Thermostaten unterschieden. Am
gebrauchlichsten ist die Unterteilung in anisotherme, isotherme, adiabatische und Wir-
meaustauschkalorimeter. Bei der anisothermen Methode erfihrt das Kalorimeter selbst
die Temperaturanderung, die Umgebungstemperatur bleibt konstant. Dieser idealisierte
Fall erfordert erhohten Rechenaufwand, um das Resultat unter Beriicksichtigung des tat-

sdchlichen Wirmeiibergangs vom System zur Umgebung zu erhalten. Das Korrektur-
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glied lasst sich fiir schnelle Reaktionen gut berechnen, fiir langsame Reaktion hingegen

nicht /73/.

Fiir langsame Reaktionen ist ein adiabatisch arbeitendes Kalorimeter besser geeignet.
Dabei muss der Thermostat den Temperaturdnderungen des Kalorimeters moglichst ge-
nau und schnell folgen. Die isotherme Arbeitsweise unterscheidet sich von der ani-
sothermen in der Art und Weise, dass sowohl die Temperatur des Thermostaten als auch
die Temperatur des Kalorimeters gleich gehalten werden und die Reaktionswérme des
Phasentibergangs von der Kalorimetersubstanz aufgenommen wird. Das Prinzip des
Wirmeaustauschkalorimeters ist, dass die im Reaktionsgefdl3 entwickelte und vom Ka-
lorimeter aufgenommene Reaktionswidrme moglichst schnell und vollstindig mit der

Umgebung ausgetauscht wird /74/.

Einen besonderen Messaufbau stellt das Differentialkalorimeter dar. Dabei handelt es
sich um zwei vollig gleichartige Kalorimetergefdfle, die innerhalb eines gemeinsamen
Mantels eingefasst sind. Die beiden Zwillingsgefdfle sollten die gleiche Form und Grof3e
haben und aus demselben Material gefertigt sein und damit letztlich die gleiche Wérme-
kapazitit besitzen. Ein Differentialkalorimeter kann sowohl anisothermisch als auch a-
diabatisch arbeiten. Der Differentialmethode liegt folgendes Prinzip zu Grunde: Die in
einem Gefdl auftretende Wérmetonung wird mit Hilfe einer elektrischen Heizung im
zweiten Gefal kompensiert. Zwischen beiden GefdBlen ist eine Thermosdule geschaltet,

die geringfiigige Temperaturdnderungen sofort anzeigt /73/.

Das Differenzialkalorimeter eignet sich besonders zur Bestimmung von geringfiigigen
Wiérmemengen, wie sie z. B. bei Mischungs-, Losungs- und Verdiinnungsvorgiangen
vorkommen. Zur Messung kleinster Differenzen in Warmekapazititen, wie sie z. B. fiir
die Bestimmung der spezifischen Wérme des gelosten Stoffes in einer verdiinnten Lo-

sung ndtig sind, eignet sich ausschlieBlich die Differenzmethode /73/.

Eine Anwendung der Differentialmethode ist die Differentialabtastkalorimetrie (engl.:
Differential Scanning Calorimetry, DSC). Bei diesem Verfahren wird eine Probe— und
Referenzsubstanz in einem Differentialkalorimeter vermessen, wobei ein kontrolliertes
Temperaturprogramm durchgefahren wird /74/. Dabei werden beiden Proben so viel E-

nergie zugefiihrt, dass sie wiahrend des Messvorgangs stets die gleiche Temperatur ha-
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ben. SchlieBlich wird die Energie, die beiden Probenkammern zugefiihrt wird, detek-
tiert. Das DSC eignet sich gut zur Bestimmung von Phaseniibergéingen. Bei einem
Messprogramm werden iiblicherweise mehrere Heiz- und Kiihlzyklen aufgenommen

/75/. Abbildung 3.2 zeigt ein Schema eines DSC-Aufbaus.

Mdantel

Prahe Feferenz

[y [y

li 4{ jh ¢l
Heizung und Temperatursteusrung

Abb. 3.2: Schema eines DSC-Aufbaus. nach /76/.

Eine weitere kalorimetrische Methode, die in dieser Arbeit verwendet wurde, ist die Iso-
therme Titrationskalorimetrie (engl: Isothermal Titration Calorimetry, ITC). Sie wird
eingesetzt, um Reaktionswérmen zu bestimmen. Die ITC wird als Fliissigkeitskalori-
metrie betrieben. Dabei wird bei konstanter Temperatur eine Reaktionskomponente in
Losung vorgelegt und die zweite Reaktionskomponente dazu titriert. Detektiert wird
schlieBlich die bei der Reaktion frei werdende oder verbrauchte Reaktionswarme. Dabei
lassen sich eine Vielzahl von Ergebnissen aus ITC Experimenten ableiten. Neben der
Reaktionsenthalpie lassen sich auch Aussagen zur Stochiometrie machen, Bindungskon-

stanten und Kinetiken fur schnelle Reaktionen ermitteln.
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3.4 UV/VIS-Spektroskopie

Die Spektroskopie ist eine analytische Methode, bei der Wechselwirkungen zwischen
elektromagnetischer Strahlung und Materie beobachtet werden. Die UV/VIS-
Spektroskopie nutzt den sichtbaren (380 — 800 nm) und den ultravioletten (200 — 380
nm) Teil des Spektralbereiches. In diesen Bereich werden die Valenzelektronen von

Molekiilen angeregt. Abbildung 3.3 zeigt die dabei mdglichen Elektronentiberginge.

A

7 T

Energie

C—» 0 nT—»T n—»0 n—»T7T

Abb. 3.3: Elektroneniibergéinge in der UV/VIS-Spektroskopie. Die Uberginge ¢ = o*
sowie T = 7* sind Ubergiinge von bindenden zu antibindenden Molekiilorbitalen, die

Uberginge n = o* und n = o* sind Ubergiinge von nichtbindenden zu antibindenden

Molekiilorbitalen, nach /74/.

Prinzipiell gilt, dass je hoher die Energie fiir den Ubergang ist, desto kurzwelliger die
Wellenlinge des Lichtes zur Anregung des Ubergangs sein muss. Der ¢ = o*-
Ubergang bendtigt somit von allen die meiste Energie, dafiir ist Licht aus dem Vakkum-

UV nétig. Somit spielt dieser Ubergang in der Analytik kaum eine Rolle.
Schon langwelliger absorbiert der n = o*-Ubergang, die Absorptionsmaxima liegen

hier in Abhingigkeit von den Bindungszustinden im Molekiil zwischen 165 und 230
nm. Am bedeutendsten fiir die UV/VIS-Spektroskopie sind jedoch die Uberginge © =
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7n* und n =2 7*, diese bendtigen die wenigste Energie. Sie weisen aullerdem die hochste

Intensitit auf. Die n = n*-Uberginge adsorbieren am langwelligsten /74/.

Die UV/VIS-Spektroskopie ist eine etablierte Methode, die eine Vielzahl von Anwen-
dungsmoglichkeiten bietet. Hiaufig wird die Methode zur Konzentrationsbestimmung
eingesetzt. Den Zusammenhang zwischen der Konzentration der Probe und der analyti-

schen Resonanz, der Extinktion, liefert das Lambert-Beersche Gesetz:

Eex=lg (¢ =y dc, Gl 3.11

wobei Egy; die Extinktion, Iy die Intensitdt des einfallenden Lichtstrahls, I die Intensitét
des austretenden Lichtstrahls, y der molekulare Extinktionskoeffizient, d die Dicke der

Kiivette und ¢ die Konzentration des Analyten sind.

3.5 Viskosimetrie

Die Viskosimetrie ist eine Methode, um das FlieBverhalten von Stoffen zu beschreiben.
Als quantitative MaBizahl dafiir dient die dynamische Viskositit n. Fluide, deren Visko-
sitdt nicht scherabhdngig ist, werden als Newtonsche Fluide bezeichnet. Stoffe, deren
viskose Eigenschaften vom Auftreten von Scherkréften abhingen, werden als Nicht-

Newtonsche Fluide oder auch als strukturviskos bezeichnet.

Um die scherabhédngige Viskositit zu bestimmen, werden so genannte Rotationsvisko-
simeter eingesetzt. Dabei befindet sich die Fliissigkeit zwischen zwei Platten. Wenn nun
die eine Platte bewegt und die andere festgehalten wird, setzt die fliissige Phase der Be-
wegung Widerstand in Form von Reibung entgegen. Die an der bewegten Platte haften-
den Fliissigkeitsmolekiile besitzen die gleiche Geschwindigkeit wie die Platte selbst,
ndmlich vy, Die ndchste Schicht Molekiile wird ebenfalls bewegt, aber nicht mehr
ganz so schnell wie die oberste Schicht. Dies setzt sich bis zur untersten Schicht (v = 0)
fort. Abbildung 3.4 zeigt dieses Prinzip. Es wird vorausgesetzt, dass es sich um lamina-

res, d.h. wirbelfreies Flielen handelt.
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Abb. 3.4: Prinzip der Viskosititsmessung

Zwischen den beiden Platten besteht also senkrecht zur Bewegungsrichtung ein Ge-
schwindigkeitsgradient. Dieser Gradient wird Scherrate oder Schergeschwindigkeit ge-

nannt und mit y bezeichnet. Die Reibung findet durch Impulsiibertragung statt. Mole-

kiile aus einer langsameren Schicht wechseln in eine schnellere und bremsen durch Sto-

Be die schnelleren Teilchen ab.

Umgekehrt werden schnellere Teilchen, die in eine Schicht niedrigerer Geschwindigkeit
eindringen, durch Stéfe abgebremst und beschleunigen durch Impulsiibertragung lang-
samere Molekiile. Die Arbeit, die zur Beibehaltung der Geschwindigkeit an der Platte
verrichtet werden muss, wird irreversibel als Warme dissipiert. Die dazu benoétigte Kraft
F wirkt tangential auf eine Fldche A ein und wird deshalb Schubspannung genannt. Fiir
newtonsche Fluide besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Schubspannung

und der Scherrate. Es gilt folgende Beziehung:

=Ny, Gl 3.12

wobei Avy die Geschwindigkeit der Platte und Azx den Abstand der Platten bezeichnet.
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Um eine gute Auflosung der Messung zu erhalten, ist es wiinschenswert, moglichst gro-
Be Flachen gegeneinander zu bewegen. Eine Moglichkeit dafiir ist, eine Doppelspaltge-
ometrie, wie sie Abbildung 3.5 zeigt, einzusetzen. Diese Variante der Rotationsviskosi-

metrie wurde in dieser Arbeit angewendet.

Flussigkeit
Abb. 3.5: Querschnitt durch den Versuchsaufbau fiir ein Rotationsviskometer mit Dop-

pelspaltgeometrie

Als eigentliche Messgrofle in der Viskosimetrie wird das Drehmoment M herangezogen.

Der Zusammenhang zwischen der Viskositdt 1 und dem Drehmoment ergibt sich aus:
n=—.. Gl. 3.13

wobei C eine Geritekonstante und f die Rotationsfrequenz sind.

- 40 -



3.6 Raster-Kraftmikroskopie (AFM)

Das Raster-Kraftmikroskop (Atomic Force Microscopy, AFM) ist eine seit zirka 20 Jah-
ren eingesetzte Technik zur Abbildung von Oberflichen im atomaren Bereich. Das
AFM misst mit Hilfe einer Spitze, die auf der Probenoberfldche entlang fahrt, die Topo-
graphie der Probenoberfliche. Diese kann anschlieBend graphisch dargestellt werden.
Im Gegensatz zum Rasterelektronen- oder Rastertunnelmikroskop hat das AFM keine
speziellen Anforderungen wie Hochvakuum, Tieftemperatur oder Leitfdahigkeit der Pro-
be. Die Spitze iibt bei der Messung nur eine geringe Kraft (10™ bis 10 N) auf die Probe
aus. Die Abstinde und Hohenunterschiede bewegen sich im atomaren Bereich. Es kon-

nen Héhenunterschiede bis zu 0,1 A aufgeldst werden.

Grundlage der AFM-Technik ist das Lennard-Jones-Potential V(R) (Abbildung 3.6), mit
dessen Hilfe die Wechselwirkungen zwischen einzelnen Atomen allgemein beschrieben
werden konnen. Bei grofBen Atomabstinden iiberwiegen die anziehenden Krifte, ab ei-
ner bestimmten Entfernung steigen jedoch die repulsiven Krifte stark an. Bei den anzie-
henden Kréften handelt es sich um van-der-Waals-Krifte und Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen. Die repulsiven Krifte kommen {iiberwiegend durch die Pauli-
AbstoBung zustande, die aus der AbstoBung von Elektronen gleicher Spinquantenzahl
resultieren. Das Lennard-Jones-Potential gilt im Fall, dass zwischen den einzelnen Ato-

men keine chemische Bindung besteht.

V

/R
]
\
B 1 s'l ‘\
__p (R _(Ro) \
V(R =Ty { ) %) | U N
_ R
- -
| 7
)
!
Iﬂ'
> /
R !f IR®
Abb. 3.6: Lennard-Jones-Potential Abb. 3.7: Anziehende und abstoflende

Kriafte
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Vo bezeichnet das Potential und Ry den Atomabstand in der Gleichgewichtslage. Der
negative Gradient des Potentials ist die Kraft F(R), die anziehend oder abstoend sein
kann (Abbildung 3.7). Bei starker Annéherung der Sondenspitze an die Oberfliche {iber-
lappen sich die besetzten Elektronenwolken der Atome und die repulsiven Krifte der
Pauli-Abstofung, die proportional zur Elektronendichte sind, iiberwiegen. Da die absto-
Benden Krifte sehr stark vom Abstand Spitze-Oberfliche abhingig sind, kann die To-

pographie in diesem Bereich sehr genau abgebildet werden.

Bei der Messung tastet die AFM-Sonde, auch Cantilever genannt, zeilenweise die Probe
ab. Durch die Oberflachenstruktur der Probe wird der Cantilever unterschiedlich stark
ausgelenkt. Diese Auslenkung wird typischerweise mit einen optischen Sensor aufge-
zeichnet und ist ein Mal} fiir die zwischen der Spitze und der Oberfliche wirkenden
Krifte. Aus der punktweisen Aufzeichnung der Auslenkungen ldsst sich anschlieBend

ein Abbild der Topographie der Probe errechnen.

3.7 Schwingquarzwaage (QCM-D)

Die Quarzmikrowaage mit Dissipationsaufzeichnung (Quarz Crystal Microbalance with
Dissipation Monitoring, QCM-D) basiert auf der klassischen Schwingquarzwaage und
wurde in den 1990er Jahren von Rodahl und Mitarbeitern entwickelt /77/. Sie hat sich
seitdem als Technik zum Studium von Adsorptionsvorgéngen im Bereich der weichen
Materie wie Polymeren, Proteinen, Lipiden und Zellen bewédhrt. Vorteile der Methode
sind, dass sie sehr schnell ist, markierungs- und zerstérungsfrei arbeitet sowie mit klei-
nen Probemengen und ohne Referenzmessung auskommt. Hauptnachteil ist, dass nicht
ohne weiteres zwischen Grenzflichen- und Volumeneffekten unterschieden werden

kann.

Ein QCM-D Sensor besteht aus zwei Elektroden, die rdumlich durch eine Quarz-
Scheibe als Tragermaterial getrennt sind. Wird an die Elektroden eine Wechselspannung
mit der richtigen Frequenz angelegt, so wird durch den inversen piezoelektrischen Ef-
fekt der Quarzkristall mit seiner Eigenfrequenz deformiert und in Schwingung versetzt.
Diese Schwingung bildet eine stehende, transversale akustische Welle senkrecht zur
Quarzoberflache durch den Quarz hindurch aus.
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Die Eigenfrequenz fy, wird durch die Dicke der Quarzscheibe und den Winkel zwischen

Oberflache und Kristallachse bestimmt. Sie berechnet sich uber:

L L

f,=—
0 2d, \p

Gl 3.14

q

wobel dq die Dicke des Quarzes, pq die Dichte des Quarzmaterials (2,648 g/cm) und pq
sein Schermodul (2.957x10'° N m™) sind.

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

und stellte folgende Formel auf /78/:

_f,Ad  2flAm

dq A'\,pql"tq

Af = =CAm Gl 3.15

Hierbei ist A die Elektrodenfliche auf dem Quarz und C eine Konstante. Fiir den ver-
wendeten 5 MHz-Schwingquarz bedeutet das, dass eine Masseanlagerung von 17,7 ng
auf einer Fliche von einem cm? eine Frequenzidnderung von 1 Hz hervorruft. Werden
Molekiile an der Oberfliche adsorbiert, so fiihrt dies zu einer negativen Frequenzver-
schiebung und bei einem Desorptionsvorgang zu einer positiven Frequenzverschiebung.
Die Sauerbrey-Gleichung gilt jedoch nur fiir starre Filme, weshalb die QCM-Technik
lange Zeit nur als Massendetektor flir Gase eingesetzt wurde. Die Adsorption von Bio-

molekiilen an Oberflichen erzeugt jedoch viskoelastische Filme.

Neben der Frequenz detektiert das in dieser Arbeit von Q-Sence eingesetzte System
noch die Dissipation oder Ddmpfung. Die Dampfung ist eine Messgrofie, die hauptsich-
lich durch die viskoelastischen Eigenschaften der angelagerten Masse beeinflusst wird.
Jede natiirliche Schwingung verliert zum einen durch innere Reibung und zum anderen

infolge von Ddmpfung durch die umgebende Materie an Energie.
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Bei der Quarzmikrowaage fallt diese Ddmpfung im Vakuum oder in gasformiger Um-
gebung gering aus, da Gase eine sehr geringe akustische Impedanz besitzen. Mit akusti-
scher Impedanz sind hier alle Widerstinde gemeint, die der Ausbreitung einer Schwin-
gung entgegenwirken. Wird ein Quarz jedoch in fliissiger Umgebung zu Schwingungen
angeregt, erfolgt durch die umgebende Fliissigkeit eine erhebliche Ddmpfung der

Schwingung.

Diese Didmpfung galt lange Zeit als uniiberwindbares Hindernis zur Anwendung der
QCM in Fliissigkeiten. Aber durch die rasante Entwicklung der Elektrotechnik in den
letzten Jahren konnte geeignete Elektronik zur Verfligung gestellt werden, die eine aus-
reichend stabile Schwingung in fliissiger Umgebung ermdoglichen. Wird diese Damp-
fung wihrend eines Experiments erfasst, konnen zusitzliche Informationen iiber die Be-
schaffenheit der adsorbierten Masse an der Quarzoberflache, insbesondere tiber deren
viskoelastisches Verhalten, gewonnen werden. Mathematisch kann die Dissipation D

wie folgt beschrieben werden /79, 80/:

T

stored

wobei Eg4iss die abgegebene Energie wihrend eines Oszillationszyklus und Egoreq die Ge-
samtenergie wihrend eines Ozillationszyklus ist. Abbildung 3.8 soll das Arbeitsprinzips

der QCM-D noch einmal zusammenfassend darstellen.

Die zeitliche Oszillation des Feldes kann durch folgende Funktion beschrieben werden:

Alt)=A,e ™ P'sin(mf t+ ), Gl 3.17

wobei A(t) die Amplitude zur Zeit t, Ay die Amplitude zur Zeit t = 0, f die Frequenz, D

die Dissipation und ¢ der Phasenwinkel sind.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Arbeitsprinzips der QCM-D. Der piezoelektri-
sche Quarzkristall ist zwischen zwei Elektroden eingeschlossen (a). Das Anlegen einer
elektrischen Spannung an dem Elektrodenpaar fiihrt zu Scherdeformationen des Kris-
talls (b). Das Ergebnis einer angelegten Wechselspannung ist ein oszillierendes Defor-
mationsfeld mit einer bestimmten Frequenz (c). Nach dem Offnen des Stromkreises

wird das Abklingen der Oszillation aufgezeichnet (d, e). Abbildung /81/ entnommen.

Besitzt die Adsorbatschicht viskoelastische Eigenschaften (sieche Abbildung 3.9), treten
zusitzlich Ddmpfungseffekte auf und die auftretende Frequenzverschiebung ist im Ver-
gleich zu einem starren Film mit gleicher Massendichte reduziert. Durch quasi-
simultane Messung von Frequenzédnderung und Dissipation bei unterschiedlichen Reso-
nanzfrequenzen sowie Anwendung geeigneter Rechenmodelle ist es moglich, aus den

Messdaten Massendichte und Viskoelastizitit des Adsorbats zu ermitteln /82/:

2 2
0]
2nphy |8, 2 0, My +om;

2
Q)
AD~_ L Im zh{m] B
2nfpohy |85 T 0 ) Wy +om;

und o =2nf, Gl. 3.18
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Flussigkeit (ps, U3, N3)

h2
) Film 2 (p2, W2, N2)

;
h Film 1 (p1, p1, N1)

0

Schwingquarz
0 > Z

Abb. 3.9: Viskoelastisches Modell

Dies ist ein entscheidender Vorteil des QCM-D-Systems gegeniiber anderen Schwing-
quarzsystemen, die meist im Dauerstrichbetrieb arbeiten und auf eine exakte Bestim-
mung von Dadmpfungseffekten verzichten. In den obigen Formeln wurden zwei Adsor-
batschichten mit Dichte p;, Dicke h;, Elastizitét p; und Viskositét n; (j = 1,2) berticksich-

tigt. p3, hs, 13 und 13 kennzeichnen die entsprechenden Gréfen fiir die Fliissigkeit.

Das fiir diese Arbeit eingesetzte QCM-D System der Firma Q-Sense zeichnet sich da-
durch aus, dass es neben dem Grundton (5 MHz) noch den dritten (15 MHz), den fiinf-
ten (25 MHz) und siebten (35 MHz) Oberton der Schwingung aufzeichnet. Fiir die Da-
tenauswertung miissen die Frequenz- und Dissipationsverschiebungen wieder auf den

Grundton normiert werden.

Fiir die Messung selbst wird die Probeldsung kontinuierlich mit einer peristaltischen
Pumpe mit einer konstanten FlieBgeschwindigkeit in den Probenraum eingespiilt. In
dem Geritegehduse findet sich eine Probenschleife, in der die Losung vortemperiert
wird. Bei groflen Differenzen zwischen Umgebungs- und Messtemperatur sollte die
Probeldsung jedoch vortemperiert werden. Abbildung 3.10 zeigt ein Schema der einge-

setzten QCM-D Technik.
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Abb. 3.10: Autbau des QCM-D Messgerites. Abbildung /83/ entnommen.

3.8 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist ein Messverfahren in der Oberflichenphysik, um den Brechungs-
index und seinen Imaginirteil von diinnen Filmen zu bestimmen. Dabei werden Ande-
rungen in der Polarisation eines Lichtstrahls bei Kontakt mit der Probe ausgenutzt. Ist
der Brechungsindex des Filmes bekannt, so kann die Schichtdicke des Filmes ermittelt
werden. Die Ellipsometrie ist eine sehr schnelle Technik, die Kinetikmessungen ermdg-
licht. Weitere Vorteile sind, dass keine Referenzmessung notwendig ist und dass das

Messergebnis nicht von der Intensitéit der Lichtquelle abhangt.

Wie bereits erwihnt, ist die Ellipsometrie ein Verfahren, welches die Anderung des Po-
larisationszustandes von Licht bei der Reflektion an einer Probe ausnutzt. Deshalb wird
als nichstes der Unterschied von linear- und elliptisch polarisiertem Licht dargestellt.
Abbildung 3.11 zeigt die Ausbreitung von linear polarisiertem Licht, Abbildung 3.12

von elliptisch polarisiertem Licht.
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Abb. 3.12: elliptisch polarisiertes Licht; Abbildung /84/ entnommen

In Abbildung 3.11 ist die Ausbreitung von linear polarisiertem Licht schematisch darge-
stellt. Dabei ist nur der fiir die Polarisation relevante elektrische Feldvektor E darge-
stellt. Der magnetische Feldvektor schwingt senkrecht zu E und zur Ausbreitungsrich-
tung (z-Achse). In dieser Abbildung erkennt man nun, dass die x- und y-Komponente
des elektrischen Feldvektors in gleicher Phase schwingen und der sich daraus ergebene

elektrische Feldvektor E in einer festen Polarisationsebene liegt.

Abbildung 3.12 zeigt elliptisch polarisiertes Licht. In diesem Fall schwingen die x- und
y-Komponente des elektrischen Feldvektors mit einer Phasenverschiebung. Daraus
folgt, dass der resultierende elektrische Feldvektor sich auf einer elliptischen Bahn be-

wegt (dickere schwarze Linie in Abbildung 3.12).

Das Grundprinzip der spektroskopischen Ellipsometrie funktioniert wie folgt: Linear po-
larisiertes Licht fallt unter einem Winkel o auf die Probe. Dort wird es reflektiert und ist
dann in der Regel elliptisch polarisiert. Der Grund dafiir ist, dass die senkrechte Kom-
ponente (gemessen zur Einfallsebene), Eg, des elektrischen Feldes und die parallele

Komponente (gemessen zur Einfallsebene), E,, des elektrischen Feldes verschieden

- 48 -



stark in ihren Amplituden geddmpft werden und unterschiedliche Phasenverschiebungen
erfahren. Es entsteht eine Phasendifferenz A und somit in der Regel elliptisch polarisier-

tes Licht.

Trifft nun ein Lichtstrahl unter einem Winkel 0 < o < 90° auf die Grenzfliche zweier
Medien (siehe Abbildung 3.13), z.B. Luft/Glas, so wird dabei sowohl der reflektierte,
als auch der gebrochene Strahl teilpolarisiert. Zur genaueren Betrachtung des Effekts ist
es zweckmiBig, den E-Vektor der einfallenden Welle in zwei Komponenten, senkrecht
und parallel zur Einfallsebene, zu zerlegen. Beim Auftreffen auf die Grenzfliche wird
dabei die senkrecht zu Einfallsebene stehende Komponente bevorzugt reflektiert, die pa-
rallele Komponente bevorzugt in das optisch dichtere Medium hinein gebrochen. Daraus
ergibt sich, dass sowohl der reflektierte als auch der gebrochene Strahl teilpolarisiert ist.
Unter dem sog. Brewster-Winkel erfolgt die vollige Abtrennung der parallelen Kompo-

nente, d.h. es wird linear polarisiertes Licht reflektiert.

n,

S
E ... einfallender Strahl n,, n, ... Brechungs- o Einfallswinkel
R ... reflektierter Strahl indizes der Medien o’ Ausfallswinkel
T ... transmittierter Strahl 1und 2 B Brewster-Winkel

Abb. 3.13: Unter dem Brewster-Winkel einfallender Strahl
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Die Beziehungen zwischen den einzelnen Komponenten ergeben sich aus den Fresnel-
schen Reflexionsformeln, wobei E, R und T die Felder und nicht die Intensititen be-

zeichnen /85/:

R, _ tan(a.— ) T, _ 2sinf} cosa

E, tan (o + ) E, sin(o +B) cos(a — B)

R, _sin(a—p) T, _ 2sinfcosa Gl 3.19
E, sin(a+p) E, sin(a+p) o

Der Winkel 3 wird auch als Brewster-Winkel bezeichnet und ergibt sich aus der Bezie-

hung:

B= arctan(n—z] Gl. 3.20

n,

Die reflektierten Bruchteile der einfallenden Intensitdt parallel und senkrecht zur Ein-

fallsebene bezeichnet man als Reflexionskoeftizienten r, und r, /85/:

2 2
R 2(, so2f
o[ Re) _tan’(e=B) (R, :—s%nz(“ B) Gl 3.21
sin” (o0 + )
Fiir den Fall, dass die oberste Schicht transparent ist, findet an der Grenzfldche

Schicht/Substrat erneut Reflexion und eventuell auch Brechung statt.

Gemessen wird bei der Ellipsometrie schlieBlich der Parameter 'V, der das Amplituden-
Verhéltnis der p- und s-Komponente des reflektierten Strahls reprisentiert, sowie die
zugehorige Phasenverschiebung A, die sich aus dem Verhéltnis der Fresnel-

Koeffizienten ergeben /86/:

¢ = % = tan(¥ )e™ Gl. 3.22

S
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Der Zusammenhang von den Phasenverhiltnis { (Ry/R;) zum Einfallswinkel o ergibt
sich iiber den Brechungsindex n und der dielektrische Funktion ¢ = g; + ig; mit € = n?

mit folgender Beziehung:

(e) =sin’ (a){l + tanz(a)(l — évﬂ Gl. 3.23

1+¢

Der gebrochene Lichtstrahl erfahrt beim Durchdringen des Films eine Phasenverénde-

rung, die als Phasentiefe ®@ bezeichnet wird:
d
O =2n x ncosf, Gl. 3.24

wobei d die Schichtdicke des Filmes, n in diesem Fall der Brechungsindex des Filmes

und A die Wellenldnge des Lichtes sind.

Héufiger als der Brechungsindex ist die Schichtdicke eines diinnen Filmes von Hauptin-
teresse. Um diese zu ermitteln, muss jedoch eine Annahme fiir den Brechungsindex ge-
macht werden. Fiir transparente Filme, die kein Licht absorbieren, liefert die Cauchy-

Funktion eine gute Ndherung /87/:

A B
1'1(7\,):1'10 +F+X_4’

Gl. 3.25

wobei ny der Brechungsindex fiir den Grenzfall groler Wellenldngen sowie A und B die
Cauchy-Koeftfizienten sind. Wird die Ellipsometrie unter Fliissigkeit betrieben, so muss
auch der Brechungsindex des Mediums bekannt sein. In dieser Arbeit war die Schichtdi-
ckenbestimmung unter Wasser eine Fragestellung. Um den Brechungsindex mdglichst
genau exakt wiederzugeben, wurden Literaturangaben iiber den Brechungsindex von
Wasser /88, 89/ in 2 Kelvin-Schritten linear interpoliert und diese Daten mit der Cau-
chy-Funktion angepasst. Tabelle 3.1 beinhaltet diese Werte. Der Koeffizient B wurde
nicht beriicksichtigt, da die Werte nach der Division durch A* vernachlissigt werden

konnen.
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Tab. 3.1: Cauchy-Parameter no und A fiir Wasser zwischen 0 und 50 °C

Temperatur [°C] Ng A [nm?]
0 1,32392 331090,42731
2 1,32389 330768,18311
4 1,32385 330626,24118
6 1,32381 330484,29926
8 1,32378 330162,05506
10 1,32374 330020,11313
12 1,32361 329718,07113
14 1,32347 329596,33140
16 1,32334 329294,28941
18 1,3232 329172,54967
20 1,32306 329050,80995
22 1,32286 328705,41040
24 1,32266 328360,01085
26 1,32246 328014,61131
28 1,32226 327669,21177
30 1,32205 327323,81223
32 1,32179 326834,16711
34 1,32153 326524,82428
36 1,32127 326035,17916
38 1,32101 325725,83633
40 1,32075 325236,19121
42 1,32049 324771,21250
44 1,32019 324306,23378
46 1,31988 324021,55733
48 1,31958 323556,57862
50 1,31928 323091,59990

3.9 Reflektometrie (XR, NR)

Die Reflektometrie ist eine sehr leistungsstarke Methode, um die physikalischen Eigen-
schaften von Grenzflichen zu charakterisieren. Im Wesentlichen dient sie der Bestim-
mung der Schichtdicke, der Rauhigkeit sowie der Brechungsindizes diinner Filme. Bre-
chungsindizes werden bei der Reflektometrie zur Charakterisierung der Materie heran-
gezogen, da aufgrund des viel kleineren Einstreuwinkels im Vergleich zur Diffrakto-
metrie keine atomare Auflosung besteht. Die Reflektivititsmessung kann sowohl Ront-

genstrahlung als auch Neutronenstrahlung als Strahlungsquelle verwenden. Hauptunter-
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schied bei dem Einsatz dieser beiden Strahlungsarten ist die physikalische Bedeutung

des Brechungsindex n

n=1-6-1p Gl. 3.26,

wobei & die Dispersion und 3 der Absorptionskoeffizient sind. Bei Verwendung von

Rontgenstrahlung ergibt sich fiir 5:

d=—r,p, Gl. 3.27
2n
und fiir B:
B = 41 m Gl. 3.28
T

wobei A die Wellenlinge, r. der klassische Elektronenradius (2,818 107"° m), p. die
Elektronendichte des Materials sowie px die Absorptionslidnge ist. Die Werte fiir 3 sind
deutlich geringer als die fiir 8, so dass dieser Term bei Berechnungen haufig vernachlis-
sigt wird. Da Rontgenstrahlung mit der Elektronenhiille eines Atoms in Wechselwir-
kung tritt, wird der Kontrast im Film durch die Anzahl der Elektronen im Atom be-

stimmt. Somit nimmt mit steigender Ordnungszahl der Rontgenkontrast zu.

Insofern & > 0 ist, ergibt sich ein Brechungsindex von n < 1. Daraus resultiert das Pha-
nomen der externen Totalreflexion fiir Einfallswinkel o < o.. o, wird als kritischer
Winkel der Totalreflexion bezeichnet und ergibt sich aus:

a, =~/28 Gl. 3.29

Fiir Neutronenstrahlung gelten fiir 5 und 3 abweichende Gleichungen:

0 =—Dbpy Gl. 3.30
2
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B, Gl. 3.31

4n

wobei pn die Streulingendichte des Materials und uyn die Absorptionslidnge ist. Die
GroBenordnungen von & und B sind in etwa die gleichen fiir Rontgen- und Neutronen-
strahlung. Da die Werte fiir die Streulédnge b flir Neutronen nicht periodisch iliber den
Gesamtbereich des Periodensystems variieren, ergeben sich Kontrastunterschiede fiir
Rontgen- und Neutronenstreuung. Wiahrend fiir Rontgenstrahlung der Kontrast aus der
Elektronenhiille riihrt, bestehen Kontrastunterschiede fiir die Neutronenstreuldnge zwi-
schen unterschiedlichen Isotopen. Bekanntestes Beispiel dafiir ist der grofle Streulédn-
genunterschied zwischen Wasserstoff (-3,74 fm) und Deuterium (6,67 fm). Da Polymere
und biologische Molekiile einen hohen Anteil an Wasserstoff besitzen, kann fiir diese

Molekiile mittels Isotopenaustausch der Kontrast variiert und angepasst werden.

Die Reflektivitdt selbst unterscheidet sich je nach experimenteller Situation. Zunichst
soll die spekulare Reflektivitit, d. h. dass Einfallswinkel o; und Ausfallswinkel o gleich
sind, betrachtet werden. In diesem Fall steht der Streuvektor G, =k, —k, senkrecht zur

Oberfldche auf und ist parallel zur z-Achse des Koordinatensystems. Abbildung 3.14
zeigt die Streugeometrie fiir den spekularen Fall. Fiir eine fest vorgegebene Wellenldnge

A kann der Streuvektor q, wie folgt definiert werden:

q, :4—):[sinoti Gl. 3.32

Substrate

Abb. 3.14: Streugeometrie fiir die spekulare Reflektivitit, Abbildung /90/ entnommen.
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Der Reflexionskoeffizient einer idealen, glatten Oberflache wurde als erstes von Fresnel

beschrieben /91/:

r=——t, Gl. 3.33

wobei k; und k; die z-Komponenten der Wellenvektoren des einfallenden und des trans-
mittierten Strahles sind. Die Intensitét des reflektierten Strahles ergibt sich dann als R =
Ir?|. Die Oberfldchenrauhigkeit einer Schicht j (sieche Abbildung 3.16) wird durch fol-
gende Gleichung beriicksichtigt:

rough

e = e kol Gl. 3.34
wobeil hier mit k,; die z-Komponente des einfallenden Wellenvektors in der j-ten
Schicht ist. Anhand von Gleichung 3.34 ldsst somit die Rauhigkeit ¢ von einfachen
Substraten bestimmen. Abbildung 3.14 zeigt eine Simulation fiir die Neutronenreflekti-

vitdt einer Silizium/D,0 Grenzfliche mit verschiedenen Rauhigkeiten.

10
1

c = 0 Angstrom
c = 2 Angstrom

0,1 s = 4 Angstrom
c = 7 Angstrom
s = 10 Angstrom

0,01
1E-3
1E-4
1E-5
1E-6

1E-7
1E-8
1E-9
21 =25 T N —

Reflektivitat (Neutronen)

q, [Angstrom™]
Abb. 3.15: Simulierte Neutronenreflektiviatskurven der Grenzflache Silizium/D,0O fiir

unterschiedliche Rauhigkeiten.
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Interessanter als die Rauhigkeitsbestimmung von Substraten ist jedoch die Charakteri-
sierung diinner Filme. Befindet sich ein solcher auf dem Substrat, so wird der Strahl so-
wohl am Film als auch am Substrat reflektiert. Dies fiihrt zu Interferenzmustern in den
Reflektivititskurven, die auch als Kiessig-Oszillationen oder Kiessig-Ringe bezeichnet

werden. Abbildung 3.16 zeigt die Reflektion an einer Multischicht.

Vakuum 1
Schicht 1
Schicht  j
Schicht N

Schicht N+1

Abb. 3.16: Reflexion eines Neutronen- oder Rontgenstrahls an mehreren Grenzflachen,

Abbildung /92/ entnommen.

Eine mathematische Beschreibung fiir die Reflektion an mehreren Grenzflachen fiihrte
1954 Parrat mit folgender Rekursionsgleichung an, die die an der Grenzfliche zwischen
den Schichten j und j+1 reflektierte (R;) und transmittierte Ampitude (T;) ins Verhéltnis
setzt /93/:

R. . o +X. ek
_ i -2k, Jojt+l i+l

Xj =T " € - X ok Gl. 3.35

j L i 1€
mit

k .-k .

T = Gl. 3.36
kz,j + kz,j-%—l

Abbildung 3.17 zeigt ein Beispiel fiir die Reflektivitdtskurve eines Polymerfilmes.
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q, [Angstrom™]

Abb. 3.17: Simulierte Neutronenreflektivititskurve fiir einen 25 nm dicken Film mit ei-
ner Streuldngendichte von 2,5 10° A mit 1 nm Rauhigkeit gegen schweres Wasser.

Deutlich zu sehen sind die Interferenzmuster (Kiessig-Ringe).

Wie Abbildung 3.15 zeigt, nimmt die Intensitit des spekular reflektierten Strahls mit
steigender Rauhigkeit ab. Die fehlende Intensitdt wird in den nicht-spekularen Bereich
gestreut. Wihrend die spekulare Reflektivitit das Streuldngendichteprofil senkrecht zur
Oberfliche wiedergibt, entsteht die off-spekulare Streuung vor allem durch Streulén-
gendichteprofile parallel zur Oberflache und durch Rauhigkeit. Die off-spekulare Streu-
ung wird auch als diffuse Streuung bezeichnet. Abbildung 3.18 veranschaulicht das

Phinomen.

Um aus der spekularen Reflektivitit quantitative Aussagen machen zu kénnen, wird ein
Grenzflaichenmodell mit parallelen Schichten entwickelt. Fiir jede dieser Schichten, die
als Box in das Modell eingehen, miissen zunidchst Annahmen fiir die Schichtdicke, die
Streuldngendichte und die Rauhigkeit gemacht werden. Diese werden in einer iterativen
Fit-Prozedur immer weiter verfeinert, bis eine mdglichst gute Ubereinstimmung zwi-

schen der berechneten und der gemessenen Reflektivititskurve besteht. Der Unterschied
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zwischen beiden Kurven wird mittels des y>-Wertes nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate minimiert. Als Fitsoftware fiir die Datenauswertung fiir diese Arbeit kam
das Programm Parratt 32, Version 1.5 /94/, welche den Parrat-Algorithmus /93/ als

Grundlage hat, zum Einsatz.

Substrate

Abb. 3.18: Streugeometrie fiir die off-spekulare Reflektivitit, Abbildung /90/ entnom-

men.

Durch den Parrat-Rekursionsalgorithmus (Gleichung 3.35) lassen sich die Amplituden
an den einzelnen Grenzflichen eines Vielschichtsystems mit n Grenzflichen sowie die
von dem Gesamtsystem reflektierte Intensitét Iy berechnen. Startpunkt der Rekursion ist
die n + 1-te Grenzflache, d. h. die Riickseite des Substrats. Es gilt: X,+; = 0, da der zu-
vor transmittierte Strahl T, vollstindig im Substrat absorbiert wird und damit R,; = 0
wird, d. h. von der Riickseite des Substrats wird keine Strahlung reflektiert. Diese An-
nahme ist fiir die verwendeten Substrate zuldssig, da bei streifendem Einfall bereits ab

500 nm eine vollstindige Absorption stattfindet /95/.

Durch Variation der Streuldngendichte p und der Schichtdicke d jeder Schicht sowie der
Rauhigkeit kann das so berechnete Profil an das gemessene Profil angepasst werden.
Die erste und letzte Schicht der Grenzflache haben eine unbegrenzte Dicke, aber bei be-
kannten Materialeigenschaften eine feste Streuldngendichte. Obwohl ein berechnetes
Profil nicht eine einzige Losung darstellt, kann durch Kontrastvariation zusammen mit
physikalischen und chemischen Randbedingungen weitgehend sichergestellt werden,
dass ein eindeutiges unzweifelhaftes Modell der Grenzfliche erhalten wird. Bei der

Kontrastvariation durch H,O/D,0-Austausch werden von demselben System unter-
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schiedliche Reflektivitdtskurven aufgenommen, die letztendlich zum selben Strukturpro-

fil fihren missen.

Wihrend des Fits erfolgt die Optimierung zwischen experimentell ermittelter und be-
rechneter Kurve iiber die Minimierung der y’-Abweichung. Zunichst wird im ersten
Schritt die Abweichung zwischen beiden Kurven fiir jeden gemessenen (Rexp(qm)) und
theoretischen Datenpunkt (Ru(qm)) ermittelt. AnschlieBend gibt es zwei Moglichkeiten,
die x*-Abweichung zu berechnen. Eine wird mit 1/y und die andere mit ,,use given er-
rors® bezeichnet. Im ersten Fall (1/y) wird die quadratische Abweichung zwischen
Rexp(qm) und Ru(qm), durch Rexp(qm) dividiert und iiber alle Datenpunkte aufsummiert
/96/. Daraus ergibt sich folgende Gleichung:

2 ‘Rexp(qm) o Rth (qu ’
= 2[ R..(a,) ] Gl. 3.37

m

Im zweiten Fall (,,use given errors*) wird zur Quotientenbildung statt des Messwertes
Rexp(gm) dessen Fehler A {Rexp(qm)} im Nenner eingesetzt /96/. Somit ergibt sich fiir die-
se Methode die y*-Abweichung wie folgt:

Gl. 3.38

=2

m

[‘Rexp (9,) - Ry, (qm )‘]2

A{R Q1)

Die beiden beschriebenen Vorgehensweisen haben eine unterschiedliche Gewichtung
der verschiedenen Abschnitte beim Anpassen der Reflektivitidtskurve zur Folge. Bei der
Gewichtung auf den Fehler wird durch den Fehler selbst dividiert, der in erster Nahrung
von der Quadratwurzel der Zahl der detektierten Neutronen Jn abhéngt. A{Rexp(qm)}
ist daher relativ klein zu fiir kleine q,-Werte (linke Halfte der Kurve) verglichen zum
Fehler bei niedrigen Zéhlraten bei hoherem q (rechte Hélfte der Kurve). Dadurch haben
schon geringe Abweichungen im oberen Bereich der Kurve dramatischen Einfluss auf
dem gesamten y>-Wert, d. h. dass das Fitprogramm im Zuge der y>-Optimierung den

oberen Teil bei niedrigen q viel stirker gewichtet /96/.
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Bei der Gewichtung auf 1/y wird durch den Messwert selbst geteilt. Dieser hdngt in der
Hauptsache von der Zahl der detektierten Neutronen n ab, die mit groBer werdenden q,
deutlich abfdllt. Dies fiihrt zu einer kontrdren Situation im Vergleich zur Fehler-
Gewichtung: Abweichungen im rechten Teil der Kurve erhéhen den Gesamt-y>-Wert
vergleichsweise starker. Das Programm konzentriert sich beim Anfitten auf den Bereich
kleiner Reflektivitdtswerte bei groBem q, /96/. Nach Abschluss des Fittens kann die
Qualitdt zweier Strukturmodelle zum Beschreiben der Grenzflichen durch den Ver-

gleich ihrer y>-Abweichungen eingeschitzt werden.
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4. Praparationen und Methodenentwicklung

4.1 Préaparation von Lipidvesikeln

Fiir die Priparation der Lipiddoppelschichten auf Polyelektrolytfilmen werden Lipidli-

posomen aus wissriger Losung adsorbiert. Diese sollen im Anschluss daran an der

Grenzfliache aufplatzen und dann die Doppelschichten bilden. Da der erste Schritt somit

die Herstellung von kleinen, unilamellaren Vesikeln ist, soll diese hier beschrieben wer-

den. Die Prédparation wird wie folgt durchgefiihrt:

Das Lipid wird in Chloroform mit einer Konzentration von 5 mg/ml gelost.

Das Chloroform wird mit Inertgas abgedampft, so dass an der Glaswand ein

diinner, transparenter Lipidfilm zuriickbleibt.

Der Lipidfilm wird zwei Stunden im Vakuum getrocknet, um Chloroformreste

aus dem Lipidfilm zu verdampfen.

Der getrocknete Lipidfilm wird in Wasser aufgenommen, so dass sich erneut ei-

ne Konzentration von 5 mg/ml bildet.

Mittels eines Vortexers wird sdmtliches Lipid von der Glaswand abgelost. Es

bildet sich dabei eine milchig-triibe Losung aus multilamellaren Vesikeln.
Die Losung wird so lange in einem Ultraschallbad beschallt, bis die Farbe von
milchig-triib nach transparent umschlidgt. Dabei sollte ein leichter, blauer

Schimmer aus gestreutem Licht zu sehen sein.

Optional kann die Losung danach durch einen Extruder gepresst werden. Der

Sinn des Einsatzes eines Extruders soll im Folgenden diskutiert werden.
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e AbschlieBend wird die fertige Vesikellosung auf die entsprechende Konzentrati-
on verdiinnt (0,5 mg/ml fiir Grenzflichenexperimente, 20 mg/ml fiir Kalori-
metrie, variabel fiir Ultrazentrifugation). Puffersubstanzen (HEPES Puffer, pH
7,4 fir Kalorimetrie, Dynamische Lichtstreuung und Ultrazentrifugation) und
Salze (0,15 mol/l NaCl fiir alle Experimente und teilweise 0,002 mol/l CaCl, fiir

Grenzflichenexperimente) werden der Verdiinnungsldsung zugesetzt.

e Werden gemischte Vesikel aus zwei verschiedenen Lipiden hergestellt, so er-

folgt das Mischen bereits im ersten Schritt.

e Die fertige Lipidlosung wird oberhalb ihrer Phaseniibergangstemperatur gela-

gert, um ein Fusionieren zuriick zu multilamellaren Vesikeln zu verhindern.

Der Einsatz des Extruders erfordert zusitzlichen Aufwand. Als Vorteil hat man an-
schlieBend eine garantierte VesikelgroBBe. Den Extruder konnen zunichst nur Vesikel,
die kleiner als die Porengrofle der Membran sind, die Membran passieren. Grofere Ve-
sikel werden an den Poren geschert, reilen auf und organisieren sich neu. Um den Nut-
zen eines Extruders gegeniiber der reinen Beschallung zu priifen, wurde die Grof3e be-
schallter und extrudierter Vesikel mittels DLS gemessen. Zur Bestimmung der Diffusi-
onskoeffizienten Dpir wurde die Relaxationsrate I gegen q* aufgetragen und Linearitdt
gepriift (vgl. Gleichung 3.9). Abbildung 4.1 zeigt das Ergebnis fiir die beschallten Vesi-
kel bei unterschiedlicher Beschallungsdauer, Abbildung 4.2 fiir zusdtzlich nach 15 mi-

niitiger Beschallungsdauer extrudierte Vesikel.
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Abb. 4.1: Relaxationsrate I" gegen g? - Auftragung fiir beschallte DMPC-Vesikel. Die
Punkte stellen Messwerte und die Geraden lineare Fits dar. Die Legende gibt die jewei-
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Abb. 4.2: Relaxationsrate I gegen g - Auftragung fiir extrudierte DMPC-Vesikel. Die

Punkte stellen Messwerte und die Geraden lineare Fits dar.
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Abbildung 4.1 und 4.2 zeigen deutlich, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der
Relaxationsrate I' und dem Quadrat des Streuvektor, g2, besteht. Somit ist es mdglich,
aus dem Anstieg die Diffusionsgeschwindigkeit der DMPC-Vesikel zu bestimmen und
diese Werte in die Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung 3.10) einzusetzen, um die Ve-

sikelgroBe zu erhalten. Tabelle 4.1 zeigt die Ergebnisse.

Tab. 4.1: Ergebnisse der DLS-Messungen

Praparation Diffusionsrate [m/s] | Vesikeldurchmesser [nm]
Ultraschall

15 min 3,90E-12 112

lh 6,99E-12 61

1 h30 min 1,07E-11 40

Extrusion

50 nm Filter 6,72E-12 64

100 nm Filter 5,99E-12 72

Bei den beschallten Vesikeln gibt es einen eindeutigen Trend zu geringeren Teilchen-
durchmessern mit steigender Beschallungszeit. Bei 90 miniitiger Beschallungszeit ergibt
sich mit 40 nm ein schon sehr kleiner Durchmesser. Die Grof3e der extrudierten Vesikel
hingt liberraschenderweise nur geringfiigig von der Wahl des Filters ab. Die Vesikel des
50 nm Filters sind deutlich groBer und die des 100 nm Filters deutlich geringer als die
vom Hersteller angegebene Filtergrofe. Somit spielt die Wahl der Porengrof3e bei der
Vesikelherstellung keine wesentliche Rolle. Als Ursache dafiir kann vermutet werden,
das die vom Hersteller angegebenen Porengro3en von den tatsdchlichen abweichen oder

sich die Vesikel nach Passieren des Filters neu organisieren.

Neben der GroBe der Vesikel ist auch die Grofenverteilung ein wichtiger Parameter. Ei-
ne weitestgehend monodisperse Vesikelprobe sollte es einfacher haben, sich gleichmé-
Big liber die gesamte Oberflache zu verteilen und einen geschlossenen Lipidfilm zu bil-
den. Einen Anhaltspunkt fiir die Groenverteilung bietet die Peakbreite der Relaxations-
ratenverteilung. Da zwischen der Relaxationsrate und g* ein klar linearer Zusammen-
hang fiir die Proben nachgewiesen werden konnte, ist es moglich, repréisentativ die Re-
laxationsratenverteilung bei einem g-Wert zu betrachten. Abbildung 4.3 und 4.4 zeigen

die Ergebnisse fiir die beschallten Vesikel fiir einen Detektorwinkel von 90°.
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Abb. 4.3: Relaxionsratenverteilung bei 90° fiir 15 und 60 miniitige Beschallungszeit

Abbildung 4.3 zeigt deutlich, dass die Relaxionsratenverteilung mit steigender Beschal-

lungszeit abnimmt. Sie erstreckt sich fiir die 15 miniitige Beschallungszeit von 10? bis

10* s™!, fiir eine 60 miniitige Beschallungszeit nur noch von 10° bis 10* s, Somit nimmt

neben der TeilchengroBe auch die Polydispersitit mit steigender Beschallungszeit ab.

Abbildung 4.5 zeigt die Relaxionsratenverteilungen fiir extrudierte Vesikel.
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Abb. 4.5: Relaxionsratenverteilung bei 90° fiir extrudierte Vesikel

Abbildung 4.5 zeigt, dass bei beiden Filtergroen die Relaxionsratenverteilung eng ist
und die Proben wenig polydispers sind. Die Peakbreite des 50 nm Filter ist vergleichbar
mit der 60 miniitigen Beschallungszeit, fiir den 100 nm Filter ist die 60 Minuten be-
schallte Probe sogar etwas besser. Ein Argument fiir die Extrudermethode ist jedoch,
dass sie wesentlich reproduzierbarer ist. Nach den DLS-Experimenten an den DMPC-
Vesikeln und den Erfahrungswerten von /97/ wurde entschieden, die fiir diese Arbeit
verwendeten Lipidvesikel mit der Extrudertechnik und einer Filtergrosse von 100 nm
herzustellen. Besonders die geringe Polydispersitit und die Reproduzierbarkeit gaben
den Ausschlag dafiir. Mochte man auf den Einsatz eines Extruders verzichten, so sollte

auf eine moglichst lange Beschallungszeit geachtet werden.
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4. 2 Praparation von Polyelektrolytmultilagen

In Abschnitt 2.6 wurde erlautert, dass ein Polyelektrolytfilm als Modell fiir den Knorpel
eingesetzt werden soll. Nun soll auf dessen Priparation eingegangen werden. Argumen-
te fiir den Einsatz der Polyelektrolyte sind:

¢ Die Filme sind einfach zu préparieren.

¢ Die Filme haben einen hohen Wassergehalt (ca. 40% /98/).

e Die Ladung ermdglicht das Aufbringen von Lipiden.

¢ Die Filme lassen sich mit geringer Rauhigkeit herstellen. Dies ist wichtig fiir den

Einsatz in der Reflektometrie, um moglichst wenig diffuse Streuung zu erhalten.
¢ Durch die Priparation von Multilagen ist die Schichtdicke in einem weiten Be-

reich wahlbar.

Polyelektrolyte sind Polymere, in denen jede Monomereinheit eine ladungstragende
Gruppe besitzt. Es gibt Polyelektrolyte sowohl mit positiver als auch negativer Ladung.
Diese lassen sich an Substratgrenzflichen aus wissrigen Losungen adsorbieren. Nach
der Adsorption einer Lage eines positiv geladenen Polyelektrolyten ldsst sich anschlie-
Bend ein negativ geladener Polyelektrolyt adsorbieren. Haupttriebkraft der Komplexie-
rung ist die steigende Entropie durch das Freisetzen der Gegenionen /99/. Dieser Schritt
kann beliebig oft wiederholt werden und somit eine gewlinschte Schichtdicke eingestellt
werden. Eine Schicht aus je einer Lage positiv und negativ geladener Molekiile wird im
Folgenden als Doppelschicht bezeichnet. Als Substrat fiir die Polyelektrolytpréparation
kann sowohl einkristallines Silizium als auch eine mit Gold bedampfte Oberfliche die-

nen. Abbildung 4.6 zeigt die Monomereinheiten der in dieser Arbeit verwendeten Poly-

elektrolyte.
N *
S O
NH,CI
SO,Na
PEI PSS PAH

Polyethylenimin Poly (Natrium 4-Styrolsulfonat) Poly(Allylamin Hydrochlorid)
MW =750 000 Da MW =70 000 Da MW = 65 000 Da
Abb. 4.6: Struktur der fiir die Préparation verwendeten Polyelektrolyte
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Im Folgenden soll schrittweise die Herstellung der Filme beschrieben werden. Dabei

wurde die Préparation von /100/ iibernommen. Abbildung 4.7 zeigt das Priparations-

prinzip.

Reinigung des Substrates. Die Siliziumsubstrate wurden fiir 30 Minuten in eine
Losung aus 50% Schwefelsdure und 50% Wasserstoffperoxidlosung (Carosche
Saure, Piranha Solution) eingelegt. Bei der Praparation der Mischung ist auf die
stark dtzende und oxidierende Wirkung zu achten und grof3tmoglichste Sorgfalt
anzuwenden. Goldsubstrate wurden 15 Minuten unter einer UV-Lampe gerei-

nigt.

Die Silizumsubstrate miissen nach dem Atzen intensiv gereinigt werden (3 x 15

Minuten in groBem Wasservolumen).

Das Substrat wird nun 20 Minuten in einer 10 monomol/l PEI-L6sung inkubiert

(Die Einheit monomol bezieht sich auf Monomereinheiten von PEI).

Es folgen 3 Waschschritte a 2 Minuten in destilliertem Wasser.

Nun kann der Aufbau der Multilagen beginnen. Die Polyelektrolyte PSS und
PAH werden in einer Konzentration von 102 monomol/l und 1 mol/l NaCl ge-
16st. Das Salz fiihrt zur Ausbildung einer knduelartigen Molekiilkonformation da
die Ladungen abgeschirmt und somit die intramolekularen Repulsionskrifte
weitgehend reduziert werden. Somit wird ein schnellerer Schichtdickenzuwachs
erreicht. Nach der PEI-Beschichtung erfolgt der erste Adsorptionsschritt in einer
PSS-Losung. Das Substrat verbleibt 20 Minuten in der Losung und wird dann 3
mal 2 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Nach jedem Reinigungs-

schritt wird das Waschwasser verworfen.

Wie oben erwéhnt, konnen beliebig viele Adsorptionszyklen durchgefiihrt wer-
den. Fiir die Ellipsometriec und Reflektometrie wurden jeweils sechs Doppel-
schichten préipariert. Hingegen wurden fiir die QCM-D nur 3 Doppelschichten

adsorbiert, da die Kristalle sich anschlieBend besser reinigen lassen und auch ein
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stabileres Schwingverhalten zeigten. Die Filme kdonnen sowohl positiv (PAH) als

auch negativ (PSS) terminiert hergestellt werden.

Dipping of substrate into solutions of polyanions and -kations ...

AR

1) Adsorption
of
Polyanion

repeat n times |

Polyanions: Polycations:

Abb. 4.7: Priparation von Polyelektrolytmultilagen. Die Probe wird jeweils 20 Minuten
in die Polymerlosung getaucht und anschliefend 3 mal 2 Minuten gewaschen. Nach je-

dem Adsorptionsschritt wechselt die Oberflachenladung. Abbildung /100/ entnommen.

Im Folgenden werden einige Daten beispielhaft fiir Polyelektrolytfilme gezeigt. Abbil-
dung 4.8 zeigt eine Reflektivitidtskurve mit Neutronen- und Rontgenstrahlung fiir einen
PEI-(PSS/PAH)s-Film. Bei der Neutronenkurve wurde der Film gegen schweres Wasser
und bei der Rontgenkurve in 100 % wasserdampfgesittigter Atmosphére gemessen.

Beide Kurven zeigen signifikante Kiessig-Ozillationen.
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Abb. 4.8: Links: Neutronenreflektivititskurve fiir einen Film PEI-(PSS/PAH)s gemessen
gegen D,0O. Die Reflektivitit kann iiber 5 GréBenordnungen verfolgt werden. Die
durchgezogene Linie zeigt den Fit (Filmdicke: 362 A, Filmrauhigkeit: 22 A, Streulin-
gendichte Film: 3,99-10° A™). Rechts: Rontgenreflektivititskurve fiir einen Film PEI-
(PSS/PAH)s gemessen gegen 100 % Luftfeuchte. Die Reflektivitit kann iiber fast 7
GroBenordnungen verfolgt werden. Die durchgezogene Linie zeigt den Fit (Filmdicke:
310 A, Filmrauhigkeit: 17 A, Streulingendichte Film: 1,19:10° A '2). Der Unterschied in
der Schichtdicke riihrt aus unterschiedlich starken Quellungen der Polyelektrolytfilme in
Wasser und in geséttigter Wasserdampfatmosphére (siche Ergebnisse Abschnitt 6).

Um die Schichtdicke der Polyelektrolytfilme mittels Ellipsometrie ermitteln zu konnen,
bestand zunichst die Aufgabe ein geeignetes Modell zu finden. Fiir die Polyelektrolyte
war zundchst nicht klar, ob das Cauchy-Modell angewendet werden kann. Dies ist nur
moglich, falls kein Licht von den Molekiilen absorbiert wird. Um dies zu kldren, wurden
zunichst die UV/VIS-Spektren der Polyelektrolyte aufgenommen. Abbildung 4.9 zeigt
die Spektren.
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Abb. 4.9: UV/VIS-Spektren von PSS, PAH und PEI

Abbildung 4.9 zeigt, dass PSS und PAH hauptsédchlich zwischen 200 und 350 nm Licht
absorbieren. Das Ellipsometer verwendet Licht aber erst ab einer Wellenldnge von 420
nm. In diesem Bereich ist nur noch bei PAH eine geringe Absorption zu erkennen. Um
ein gutes Modell fiir die optischen Konstanten zu finden, wurde ein Polyelektrolytfilm
am Ellipsometer und anschlieend mit Rontgenreflektometrie an Luft vermessen. Aus
der Rontgenmessung konnte die Schichtdicke der Probe bestimmt werden. Bei Kenntnis
der Schichtdicke ist es anschlieBend moglich, den Brechungsindex n und seinen Imagi-
nérteil k anzufitten. Dieses Modell wurde dann fiir die Bestimmung der Schichtdicke der
Polyelektrolytfilme eingesetzt. Abbildung 4.10 zeigt die optischen Konstanten eines Po-
lyelektrolytfilmes PEI-(PSS/PAH)s auf einem Siliziumsubstrat.
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Abb. 4.10: Brechungsindex n und sein Imaginérteil k eines Filmes PEI-(PSS/PAH)¢, an

Luft gemessen.

Mittels in situ Ellipsometrie und QCM-D wurden die Adsorptionskinetiken von PSS und

PAH aufgezeichnet. Abbildung 4.11 und 4.12 zeigen die Ergebnisse. Bei den Messun-

gen zeigte sich, dass eine der Polyelektrolytfilm zu 60% (Ellipsometrie) bzw. 67%

(QCM-D) aus PSS besteht. Vergleichsmessungen mit Neutronenreflektometrie ergeben
einen PSS-Anteil von 76 % /98/, wobei die Filme dabei mit 0 und 0,5 mol/l NaCl und in

den eigenen Messungen mit 1 mol/l NaCl in den Polymerlosungen pripariert wurde.

Obwohl die eigenen Werte geringer sind, wurde bestétigt, dass PSS den grofleren Anteil

an den Polyelektrolytfilmen einnimmt.
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Abb. 4.11: Adsorptionskinetik von PSS und PAH in 1 M NacCl.
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Abb. 4.12: Adsorption von der Polyelektrolyte PSS und PAH. Die Frequenzverschie-
bung fiir PSS (22 Hz) fillt stirker aus als fiir PAH (13 Hz). Beide Kurven haben nur ei-

ne geringe Verschiebung in der Dissipation, was auf sehr starre Filme hinweist.

Abbildung 4.11 und 4.12 zeigen, dass die Adsorption unterschiedlich lange bendtigt, bis

das Gleichgewicht erreicht ist. In der Ellipsometrie ist die Grenzfliche im Kontrast zu
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/101/ nach 20 Minuten noch nicht mit Polyelektrolytmolekiilen geséttigt, in der QCM-D
hingegen schon. Der Hauptgrund fiir die langere Adsorptionszeit in der in situ Ellipso-
metrie ist vermutlich in der komplexen Geometrie der Zelle (vgl. Abschnitt 4.3) und

dem damit verbundenen nicht optimalen Fluss der Probeldsung in der Zelle zu suchen.

4.3 Temperierbare Flusszelle fiir Ellipsometrie

Um die Préparation der Lipidfilme fiir die Neutronenreflektometrie vorzubereiten, sollte
deren Schichtdicke mittels Ellipsometrie bestimmt werden. Da Lipidfilme nur unter
Fliissigkeit stabil sind, ist dafiir eine Fliissigkeitszelle notwendig. Eine weitere Forde-
rung ist die Temperierbarkeit, da die Liposomen nur oberhalb ihrer Phaseniibergangs-

temperatur aufplatzen.

Das Design orientiert sich im Wesentlichen an zwei Forderungen: Erstens muss die Zel-
le moglichst homogen temperierbar sein und zweitens muss der Lichtstrahl moglichst
parallel zur Oberflichennormalen des Fensters in die Zelle ein- und auch wieder austre-
ten, um eine durch die Fliissigkeitsprobe verursachte Verschiebung in der Polarisation
des Lichtes zu vermeiden. Zusétzlich sollte die Zelle ein moglichst kleines Probenvolu-
men besitzen, um kosteneffizient mit den Molekiilen umgehen zu kénnen. Weiterhin
sollte die Zelle im Durchflussbetrieb eingesetzt werden, um die Lipidvesikel ein- und
wieder ausspiilen zu konnen. Abbildung 4.13 zeigt die neuentwickelte Probenumge-

bung.
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Abb.4.13: Fliissigzelle fiir Ellipsometer. Die Zelle besteht im Wesentlichen aus 4 Tei-
len: (1) einer Bodenplatte, die an den Probentisch des Ellipsometers angeschraubt wird
und (2) einem temperierbaren Probenraum. Bauteil (3) ist ein auf (2) fixierter weiterer
Probenraum. In diesem flief3t die Fliissigkeitsprobe im 15° Winkel nach oben, bis sie die
Fenster erreicht. Oberhalb der Eintrittsfenster befindet sich der Abfluss. Den Abschluss

bildet eine weitere Aluminiumplatte (4).

Um diesen vielen Forderungen gerecht zu werden, entstand ein komplexer Aufbau aus 4
Teilen. Die Bodenplatte dient der Befestigung der Zelle am Probentisch des Instrumen-
tes und weiterhin als Abschluss des unteren Temperierraumes. Das erste Zwischenteil
besitzt an der Unterseite einen Hohlraum, der vom Temperierwasser durchflossen wird.
An der Oberseite befindet sich der Probenraum. Seitlich befindet sich an diesem Teil ein
Einlass fiir die Probenlosung. Diese wird erst 270° um den Proberaum herum gefiihrt
und erst dann erreicht die Losung den Probenraum. Der Zweck dieser MalBinahme ist ei-
ne moglichst gute Vortemperierung der Probenlosung. Abbildung 4.14 zeigt eine Skizze

des Bauteiles.
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Abb. 4.14: Skizze von Bauteil 2 aus Abbildung 4.13

Das zweite Zwischenteil wird gegen den ersten gedichtet und enthélt die Fithrungen fiir
den Strahl. Im Durchfluss wird die Probelosung im 15° Winkel von dem Probenraum
weggefiihrt. Oberhalb der Fenster befindet sich der Austrittsraum. Die Fenster selbst
werden in eine entsprechende Bohrung eingelassen und mit einem Abschluss ver-
schraubt. Dieser besitzt in einer 90°-Teilung 4 Schrauben. Durch unterschiedlich starkes
Festziehen der Schrauben kann das Fenster in seiner Position optimal angepasst werden,
um ein moglichst rechtwinkliges Auftreffen des Strahls auf das Fenster zu erreichen.
Oberhalb der Strahlfiihrung befindet sich ein zweiter Hohlraum, der von Temperierwas-
ser durchflossen wird. SchlieBlich dichtet eine Abschlussplatte diesen Temperierraum

ab. Abbildung 4.15 zeigt eine Skizze des Teiles.
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Abb. 4.15: Skizze von Bauteil 3 aus Abbildung 4.13. Die Abbildung zeigt einen Schnitt
durch die Mitte des Teiles.

4.4 Rontgenzelle zur Messung in 100% Luftfeuchte

Die Rontgenmessungen wurden in Berlin am Hahn-Meitner Institut durchgefiihrt und

dafiir eine dort entwickelte Zelle eingesetzt. Diese soll hier beschrieben werden.

Die Rontgenreflektometrie sollte als komplementére Technik zur Neutronenreflekto-
metrie eingesetzt werden, um die Préparation der Lipidmembranen zu charakterisieren.
Hauptproblem beim Einsatz der Technik ist jedoch, dass sowohl Silizium als auch Was-
ser nicht transparent fiir einen Rontgenstrahl einer Laborquelle sind. Somit wire die
Probe in einer Fliissigkeitszelle von keiner Seite her zugénglich. Die Idee hinter dem
Einsatz einer Zelle mit 100% gesittigter Wasserdampfatmosphire ist, dass die Lipidfil-
me in dieser Atmosphire stabilisiert werden konnen und Wasserdampf transparent fiir

Rontgenstrahlen ist. Abbildung 4.16 zeigt schematisch den Aufbau der Zelle.
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Abb. 4.16: Schema der eingesetzten Zelle fiir die Rontgenreflektometrie. Das Gehduse
muss so gedichtet sein, dass kein Gasaustausch moglich ist. In der Zelle befindet sich
ein Wasservorrat. Die Probe wird an einem Objekttréger fixiert. Der Strahlein- und -

austritt wird mittels einer Kaptonfolie realisiert.

4.5 Druckzelle fir Neutronenreflektometrie

Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Grenzfliche Knor-
pel/Synovialfliissigkeit anhand des Modellsystems unter mechanischer Belastung wie
Druck und Scherung zu studieren. Als Technik dafiir sollte die Neutronenreflektometrie
dienen, da sie neben der Schichtdicke auch Informationen iliber den Wassergehalt der
einzelnen Schichten liefert. Dafiir mussten zunéchst aber geeignete Probenumgebungen

entwickelt werden.

Die Druckzelle wurde in Zusammenarbeit mit der Fa. Sitec-Sieber Engineering GmbH,

Maur/Ziirich in der Schweiz entwickelt. Abbildung 4. 17 zeigt ein Foto der Zelle.
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Abb. 4.17: Druckzelle fiir Neutronenreflektometrie. Rechts ist das Druckaufbausystem
zu sehen. Der schwarze Behilter ist mit Wasser gefiillt, {iber das der Druck hydraulisch
aufgebaut wird. Eine mechanische Presse wird benutzt, um Driicke bis 500 bar zu er-
zeugen. Fiir den Aufbau von 500 — 1000 bar wird die Spindelpresse benutzt. Links ne-

ben dem Druckaufbausystem befindet sich die eigentliche Messzelle.

Die Druckzelle besteht aus zwei Hauptkomponenten: einem Druckaufbausystem und
dem eigentlichen Probenraum. Der Druck wird hydraulisch liber die Fliissigkeit aufge-
baut und vom Druckaufbausystem iiber eine Trennzelle an die Probefliissigkeit weiter-
gegeben. Die Trennzelle ist ein Zylinder, in dem sich ein beweglicher Kolben befindet.
Die Druckzelle selbst ist ein doppelwandiger Edelstahlkorper. In der Zwischenwand be-
findet sich Wasser fiir die Temperierung. Die Zelle ist fiir Temperaturen zwischen 10 °C
und 60 °C ausgelegt. Wie im Abschnitt 2.2 festgestellt wurde, herrschen im Gelenk ma-
ximale Driicke bis 50 bar /12/. Die Zelle wurde jedoch fiir Driicke bis 1 kbar ausgelegt,
um sie auch fiir andere Fragestellungen einsetzen zu konnen. Das System besitzt sowohl
an dem Druckaufbausystem als auch an der Zelle selbst ein Manometer, um jederzeit ei-
ne Kontrolle {iber den Druck zu besitzen. Abbildung 4.18 zeigt eine Schemazeichnung

der Zelle und Abbildungen 4.19 bis 4.21 Detailfotos.
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Neutronenstrahl

Einlass fur
Manometer Probelésung
Probe

3-Wege-
Ventil / 3-W§ge-

Ventil Wasser-

reservoir
Manometer /
&
Druckaufbau-
7 / system

Berst- Trennzelle Kolben

scheibe Siliziumsegmente
Saphirfenster Druckzelle
Neutronenstrahl

Abb. 4.18: Schemazeichnung der Druckzelle. Der Druck wird mittels des Druckaufbau-
systems hydraulisch iiber die Trennzelle, welche einen beweglichen Kolben enthélt, in
der Druckzelle erzeugt. Die Trennzelle ist {iber ein 3-Wege-Ventil mit der Druckzelle
verbunden. Der dritte Ausgang des Ventils ist die Zuleitung fiir die Probeldsung. Die
runde Probe wird passgenau zwischen die Siliziumsegmente positioniert. Zum Befiillen
wird in der Zelle Vakuum erzeugt und die Losung eingesaugt. Uber ein zweites 3-
Wege-Ventil sind ein Manometer und eine Berstscheibe an die Zelle angeschlossen.
Werden in der Zelle Driicke von iiber 1,5 kbar erreicht, so reifit die Berstscheibe und der

Druck kann entweichen.
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Saphir-
Fenster

Abb. 4.19: Detailfoto der Druckzelle
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Abb. 4.20: Detailphoto der Druckzelle
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Abb. 4.21: Foto des Druckaufbausystems

Zu l6sende Probleme bei der Fertigstellung der Zelle waren einerseits die Strahlfiihrung
des Neutronenstrahls und andererseits die Erzeugung hoher Driicke bei groem Fenster-
durchmesser. Abbildung 4.22 zeigt die Losung dieser Probleme. Der Abschluss nach
aullen erfolgte liber neutronentransparente und druckfeste Saphirfenster. Fiir die Strahl-

fiihrung wurden Segmente aus Silizium gefertigt. Durch die Verwendung der Segmente
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passiert der Neutronenstrahl in der Zelle fast ausschlieBlich das transparente Silizium
und nahezu keine Probeldsung, wodurch eine nennenswerte Schwichung der Strahlin-
tensitdt vermieden wird. Die Segmente schlieen auf der einen Seite mit dem Saphir-

fenster und auf der anderen Seite mit der runden Probe ab.

Blick von oben

<
o 0
D Q
4 E;
O =
S A B
c  Silizium- Silizium- @
S seg&ment Probe  Segment &

N 4
Neutronen-
strahl

FIiJssigkeitT Blick von Seite

Abb. 4.22: Geometrie der Strahlfiihrung in der Druckzelle. Die Probe selbst ist kreis-
rund. Daran angepasst wurden Segmente, die blindig mit der Probe abschlieBen. Somit
muss der Strahl lediglich einen minimalen Wasserspalt (< 100 um) zwischen den Seg-

menten passieren.

4.6 Scherzelle fur Neutronenreflektometrie

Neben der Druckzelle wurde auch ein Rheometeraufbau fiir die Neutronenreflektometrie
weiterentwickelt. Als Ausgangspunkt dafiir diente eine Scherzelle von Dr. Max Wolff,
Universitit Bochum und Institut Laue-Langevin (ILL), Grenoble, Frankreich. Mit dieser
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wurden auch die Scherexperimente, die in Abschnitt 7.1. gezeigt werden, durchgefiihrt.
Der neuentwickelte Aufbau wurde im Bearbeitungszeitraum dieser Arbeit fertig gestellt,
konnte jedoch nicht mehr in Neutronenexperimenten getestet werden. Nichts destowe-
niger soll er hier kurz beschrieben werden. Abbildung 4.23 zeigt zunichst eine Schema-

zeichnung der fiir die Experimente eingesetzten Scherzelle.

Thermostatisierung
Gleitlager\\

Motor

0lejoy

N/
/
Wellendichtring /

Probelosung

Abb. 4.23: Schemazeichnung der Scherzelle. Der Rotator und das Substrat werden mit
einem einzigen Wellendichtring gegeneinander gedichtet. Der Rotator wird mittels eines
Elektromotors angetrieben. Der Abstand des Rotators zur Probe nimmt linear mit dem
Abstand vom Zentrum zu. Der Zweck dieser Malinahme ist es, die Scherrate an der
Oberflache iiber die gesamte Fliche konstant zu halten. Mit steigendem Abstand vom
Rotationszentrum nimmt die Bahngeschwindigkeit linear zu. Die vom Rotator iibertra-
gene Scherung nimmt wiederum linear mit steigendem Abstand zur Probe ab. In der

Summe bleibt somit die Scherrate {iber den gesamten Radius konstant.

Um die Scherrate iiber die gesamte Probenoberfliche konstant zu halten, wurde eine
Kegelgeometrie fiir den Rotator gewéhlt, in der der Abstand zur Probe linear mit stei-

gendem Radius zunimmt. Im ,,Zwei-Platten-Modell* ist die Scherrate ¥ eine einfache

Funktion des Abstands h zwischen Stator (Probe, Platte 1) und Rotor (Platte 2) und der

relativen Geschwindigkeit v der Platten zueinander.

A%
SV GL 4.1
L
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Fiir die Messzelle mit zylinderférmigem Stator und kegelférmigem Rotor (Radius R) ist
die Bahngeschwindigkeit v eine Funktion der eingestellten Winkelgeschwindigkeit wy

und des Abstandes r von der Rotationsachse. Ihre Anderung mit r ist gegeben durch
dv = wodr Gl. 4.2.
Der Abstand h zwischen Stator und Rotor ist mit
dh =sdr, s=(hr-hg)/R Gl. 4.3

ebenfalls abhidngig von r sowie von der minimalen Hohe hy fiir r = 0 und der maximalen

Hoéhe hg fiir r = R. Damit ist die Anderung der Scherrate mit r Null

dy _ dfodr) Gl. 4.4
dr dr| sdr

und die Scherrate ist — unabhéngig von der jeweils von Neutronen ausgeleuchteten Fli-

che — konstant.

Dieser Aufbau wurde schlieBlich weiterentwickelt, da der alte Aufbau fiir das Experi-

mentieren mit Lipiden und wéssrigen Proben einige Nachteile hatte. Die Nachteile sind:

e Zelle zeitweise undicht. Problem der Zelle ist, dass die durch den Wellendicht-
ring zu dichtende Oberflache sehr groB ist.

e Die Schmierung durch Gleitlager erwies sich als unvorteilhaft. Das Schmiermit-
tel Graphit gelangte teilweise in die Problelosung

e FEin weiteres Problem war der Abrieb durch den Wellendichtring. Der Dichtring
16ste mechanisch Partikel aus dem Rotator ab. Dies soll in der neuen Zelle durch
die Wahl geeigneter Materialien vermieden werden.

e Die Zelle ist nur fiir den Einsatz an vertikalen Reflektometern geeignet.

In der neuen Zelle wurde der Rotator selbst vollig in ein Gehéduse verlegt und iiber eine
Welle angetrieben. Da somit nur noch an der Welle gedichtet werden muss, nimmt die

zu dichtende Flache deutlich ab. Weiterhin sorgen eine gehédrtete und geschliffene Edel-
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stahlwelle sowie ein speziell fiir das Dichten von Wasser angefertigter Wellendichtring
fiir bessere Dichtheit. Des Weiteren soll die Zelle flexibler im Einsatz sein und sowohl
fiir horizontale als auch vertikale Reflektometer ausgelegt sein. Als weiterer Zusatz-
punkt lasst sich mit der neuen Zelle das Drehmoment des Motors iiber den Frequenzum-
richter auslesen. Somit konnen Riickschliisse auf die Viskositdt der Probe gezogen wer-

den. Abbildung 4.24 zeigt ein Schema der neuentwickelten Zelle.

Aufbau flr horizontale
Streugeometrie

Schaltkasten
mit
Frequenzumrichter

,
Wellendichtring\
und Kugellager

aupwosbnang
3|y BA JN) NeqINY

\

\

geschliffene und
gehartete
Edelstahlwelle

Bodenplatte

Standardwelle

Abb. 4.24: Neuentwickelter Rheometerautbau fiir die Neutronenreflektometrie. Die
Kraft des Motors wird auf ein Getriebe libertragen. Dieses lenkt die Kraft 90° bzw. 180°
um. In beiden Richtungen kann der Probenraum montiert werden, um sowohl horizontal
als auch vertikal arbeiten zu konnen. Die Probe selbst wird mittels eines Dichtringes ge-
gen den Probenraum gedichtet. Oberhalb der Probe befindet sich eine Einheit zur Tem-

perierung

Die Vorteile des neuentwickelten Aufbaus sind:

e Dbessere Dichtheit, da die zu dichtende Flache gegeniiber alten Aufbau abnimmt
und eine gehdrtete und geschliffene Edelstahlwelle zum Einsatz kommt. Diese
Welle dichtet besser, da der Wellendichtring nicht in das Material einschneiden

kann.
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e Schmiermittel der Gleitlager konnen nicht in die Probelosung gelangen, da Ku-
gellager eingesetzt werden.
e Das Drehmoment kann ausgelesen werden.

e Aufbau fiir horizontale und vertikale Reflektometer geeignet

Zur besseren Veranschaulichung zeigt Abbildung 4.25 ein Foto der Zelle.

Schalt-

kasten
. D

Gehause N\
Rotatora

=%
pi S <
< .-"-\_ '
:

""\_\

Abb. 4.25: Foto des Rheometeraufbaus fiir die Neutronenreflektometrie
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5. Ergebnisse Teil 1. Wechselwirkungen von
Lipid und Hyaluronsaure und deren Bedeu-
tung fur die Funktionsweise des Gelenkes

Im einfiihrenden Teil wurde bereits erldutert, dass Wechselwirkungen zwischen Hyalu-
ronsdure und dem Lipid DPPC eine Rolle fiir die Schmierung von Gelenken spielen
konnten. Hinweise auf mogliche Wechselwirkungen wurde mittels Elektronenmikro-
skopie /62, 63/, Rontgendiffraktometrie und einer Langmuir-Filmwaage /64/ gefunden.
Diese Beobachtungen sollen hier tiberpriift und das System mit weiteren in situ Techni-
ken untersucht werden. In Abschnitt 5.1 soll auf die Struktur des mit dem DPPC eng
verwandten DMPC in der Volumenphase und in Abschnitt 5.2 an der Grenzflache ein-
gegangen werden. Abbildung 5.1 zeigt noch einmal die Struktur von DMPC und Hyalu-

ronsaure.

(0]
(0]
I Hy O
. —P— N O
° (0]

Abb. 5.1: Oben: Struktur einer Hyaluronsdure Monomereinheit. Unten: Struktur von

DMPC.
Zunichst stellt sich die Frage: Wenn es Wechselwirkungen gibt, welche Gruppen neh-

men daran Teil? Beim Betrachten der Struktur kommen zwei Gruppen in Frage. Bei der

Hyaluronséure diirfte dies die bei physiologischen pH-Werten dissoziierte, negativ gela-
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dene Carboxylgruppe und beim DMPC die positiv geladene, quartire Aminogruppe

sein.

5.1 Struktur von DMPC in Hyaluronsaurelosung

Zur Untersuchung der Lipid-Struktur in der Hyaluronsdurelosung wurde drei Techniken
eingesetzt: die Analytische Ultrazentrifugation (AUC), die Differential Scanning Kalo-
rimetrie (DSC) und die Isothermische Titrationskalorimetrie (ITC). Die hiermit gewon-

nenen Daten sollen auch in dieser Reihenfolge vorgestellt werden.

Fiir die AUC-Messungen wurde folgender Ansatz gewihlt: Es wurden acht Proben mit
einem unterschiedlichen Massenverhéltnis DMPC/Hyaluronsdure zentrifugiert. Binden
Lipidvesikel an die Hyaluronséure, so steigt die Masse des Komplexes mit steigender
DMPC-Konzentration falls das System nicht bereits beziiglich DMPC gesittigt ist. Ab-

bildung 5.2 bis 5.4 zeigen Zentrifugationsdaten der reinen Komponenten.
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Abb. 5.2: GroBenverteilung von DMPC Ve

o
N
-h-
CD.

sikeln mittels AUC bestimmt. Die Hauptmode befindet sich bei s-Werten zwischen 3

und 5. Die Nebenmaxima zeigen, dass weitere Groflenfraktionen vorhanden sind. Die
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Ordinatenbeschriftung c(s) meint hier die Konzentration von Vesikeln mit dem zugeho-

rigen s-Wert. Das Experiment wurde bei 25 °C und einer Vesikel-Konzentration von 2

mg/ml durchgefiihrt.
5 T T T
4 ——225mg/mL | |
— 1.38 mg/mL
= 0.69 mg/mL
o
D 3. ——0.34 mg/mL | |
©
E
° ,. |
)
O 4 ]
0 'J 1 \ 1 T
0 2 4 6 8

s* [S]
Abb. 5.3: Groflenverteilung der Hyaluronsdure mittels AUC bestimmt. Es ist sichtbar,
das der s*-Wert stark konzentrationsabhéngig ist (fiir Erkldrung s* siche Abschnitt 3.1).
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Abb. 5.4: AUC-Messungen von Hyaluronsdure. Der s-Wert ist stark konzentrationsab-
héngig, was auf ein nicht-ideales Verhalten hinweist. Als konzentrationsunabhingiger s-
Wert ldsst sich der auf unendliche Verdiinnung und reines Wasser bei 20°C extrapolierte
s-Wert (so20.w) errechnen, wofiir 1/s gegen die Konzentration aufgetragen werden muss
(fiir die Berechnung des sy -Wertes sieche Abschnitt 3.1, Gleichung 3.5). Die Experi-
mente wurden bei einer Geschwindigkeit von 16 krpm und bei 25°C durchgefiihrt. Die

Werte in der Klammer ergeben sich aus den Unsicherheiten der linearen Regression.

Zunichst wurden die s-Werte der reinen Komponenten bestimmt. Der s-Wert der Hyalu-
ronsdureprobe lag konzentrationsabhidngig zwischen 1,8 und 4,2 S, der s-Wert der
DMPC-Vesikel war breit verteilt bei 3 bis 5 S, wobei mehrere Nebenmaxima auftraten.
Der s-Wert der Hyaluronsdure war stark konzentrationsabhéngig, was auf ein nichtidea-

les Sedimentationsverhalten hinweist (siche Abbildung 5.3).

Daher ist es sinnvoll, einen konzentrationsunabhéngigen s-Wert, den s 20w, durch die
Extrapolation auf unendliche Verdiinnung, 20°C und reines Wasser zu ermitteln (siche
Abbildung 5.4). Dieser lag fiir die Hyaluronséure bei 4,14 S. Der Grund fiir das nicht-
ideale Sedimentationsverhalten diirfte die intermolekulare Vernetzung der Hyaluronsau-

remolekiile, die unter anderem auch zu einem nicht-Newtonschen Verhalten fiihrt, sein.
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Abb. 5.5: Molekulargewichtsbestimmung der Hyaluronsdure. Um die Konzentrations-
abhingigkeit zu beseitigen, wurde auf unendliche Verdiinnung extrapoliert. Der Versuch
wurde bei 8000 und 16000 Umdrehungen pro Minute durchgefiihrt, was zu unterschied-
lichen Molekulargewichten fiihrte. Auch dies ist ein Hinweis fiir nichtideales Sedimen-
tationsverhalten. Die Berechnung des Molekulargewichtes erfolgte anhand Gleichung
3.4. Die Werte in der Klammer ergeben sich aus den Unsicherheiten der linearen Reg-

ression.

Anhand der gewonnen Daten lésst sich auch das Molekulargewicht der Hyaluronsiure
bestimmen (Abbildung 5.5). Dieses lag abhingig von der Geschwindigkeit der Zentrifu-
ge bei 182 kg/mol (8 krpm) bzw. bei 125 kg/mol (16 krpm). Das sich die Werte so deut-
lich unterscheiden, ist wieder ein Hinweis auf das nichtideale Sedimentationsverhalten
der Hyaluronséure. Die hier bestimmten Werte liegen deutlich unterhalb der Angabe des

Herstellers Calbiochem, der das Molekulargewicht mit 800 kg/mol angab.

Intesitat [a.u]

Hyaluronsaure

¥ I ' I

|
6,4 6,6 6,8 7,0

Radius [cm]

Abb. 5.6: Rohdaten des AUC-Experimentes mit der Mischung von DMPC und Hyalu-

ronsdure. Das mit Intensitit bezeichnete Messsignal ist linear proportional zur Konzent-
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ration. Bei Kenntnis des Brechungsindex der entsprechenden Phase wire eine Umrech-
nung in die Massekonzentration mdglich. Mit Radius ist der Abstand vom Mittelpunkt
der Rotorachse gemeint.

Abbildung 5.6 zeigt die Rohdaten des Experimentes der Mischung aus DMPC und Hya-
luronsdure. Die Abbildung veranschaulicht, dass bei der Auswertung zwischen DMPC
und Hyaluronsdure unterschieden werden kann. Das DMPC hat eine breite Verteilung
(siche Abbildung 5.2) und ist in den oberen Linien erkennbar. Die Hyaluronséure sedi-
mentiert wesentlich scharfbandiger und ist in den unteren Linien sichtbar. Weiterhin ist
die Unterscheidung zwischen DMPC und Hyaluronsédure auch durch den Vergleich mit

den Rohdaten der reinen Komponenten méglich.

4:0 I I I I I
3,81 -
@
364 * i
(2} o
) - ° : ° °
Qo )
g: 3,44 -
» .
® DMPC/HS gemessen nach mischen
3,2 bei 25°C .
® DMPC/HS 12 h bei 37°C inkubiert
und bei 25°C gemessen
3:0 ] . I J I E I . 1 E ]

0 1 2 3 4 5 | 6
Volumenverhéltnis DMPC / HS

Abb. 5.7: AUC-Daten fiir Mischungen aus DMPC und Hyaluronsédure. Bei beiden Pro-
ben bleibt der s-Wert bei steigendem DMPC-Anteil konstant und entspricht dem der rei-

nen Hyaluronsiure bei einer Konzentration von 1 mg/ml.

Abbildung 5.7 zeigt den s-Wert der Hyaluronsdure in Abhédngigkeit zur Zugabe von
DMPC. Die Verwendung des so20.w War hier nicht nétig, da bei konstanter Hyaluronséu-

rekonzentration von 1 mg/ml gearbeitet wurde. Der Trend bei der Messung mit beiden
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Komponenten ist eindeutig: der s-Werte der Hyaluronsdure ist bei allen Mischungsver-
héltnissen der beiden Komponenten konstant. Dies l4sst darauf schlieBen, dass es keine
spezifischen Wechselwirkungen zwischen DMPC und Hyaluronsdure gibt. Wire dies
der Fall, so hitte der s-Wert der Hyaluronsiure mit steigendem DMPC-Anteil ansteigen
missen. Eine Auftragung des s-Wertes von DMPC gegen das Volumenverhiltnis
DMPC/Hyaluronséure, welches das Ergebnis noch erhérten wiirde, ist theoretisch eben-
falls moglich. Dies ist in den hier vorliegenden Experimenten jedoch schwierig, da die

DMPC-Probe polydispers war und sehr breit sedimentiert (vgl. Abbildung 5.2).

Als nidchstes sollen die DSC-Experimente dargestellt werden. Daflir wurde in einer
Kammer eine DMPC-L&sung und in der anderen eine Mischung aus DMPC und Hyalu-

ronsdure vermessen. Abbildung 5.8 zeigt die Ergebnisse.

-0.0015 L] I T I T I T I L} 'I T l T ] T I L) I L) l T I T I T I T I ¥ I T I T l T I
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Temperature (°C)

Abb. 5.8: DSC-Messung des Systems DMPC/Hyaluronsédure. Die schwarze Linie zeigt
die Messung ohne Hyaluronsdure und die rote Kurve mit Hyaluronsédure. Die durchge-
zogenen Linien reprisentieren die Upscan-Messungen (von tiefen zu hohen Temperatu-
ren) und die gepunktete Linie den Downscan-Messungen (von hohen zu tiefen Tempera-

turen). Das Messprogramm wurde jeweils dreimal durchlaufen.
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Die DSC ist eine Methode, um Phaseniibergénge sichtbar zu machen, da diese exother-
me oder endotherme Warmetdnungen haben. Die Hyaluronsdure unterliegt im Tempera-
turbereich des fliissigen Wassers keinen Phaseniibergéingen. Das DMPC besitzt einen
Phaseniibergang von der kristallinen in die fliissige Phase bei 24°C. Sollten sich Wech-
selwirkungen zwischen DMPC und Hyaluronsidure in DSC-Messungen zeigen, so sollte
sich dies, wie in /102/ demonstriert, in einem verdnderten Phaseniibergang des DMPC
und damit in einer um mehrere Kelvin verschobenen Peakposition zeigen. Abbildung
5.8 zeigt deutlich, dass dies im untersuchten System nicht der Fall ist. Der Phaseniiber-
gang der Probe liegt sowohl mit als auch ohne Anwesenheit der Hyaluronséure bei etwa
24°C. Dies entspricht der Phaseniibergangstemperatur von DMPC. Somit zeigen auch
die DSC-Untersuchungen keine spezifischen Wechselwirkungen zwischen DMPC und

Hyaluronséure.

Als dritte Technik zur Feststellung von Wechselwirkungen wurde schlielich die ITC
eingesetzt. Dabei wurde eine Hyaluronsdurelosung vorgelegt und die DMPC-Vesikel

hinein titriert. Abbildung 5.9 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 5.9: ITC-Titrationen von 20 mg/ml DMPC-Vesikeln gegen eine vorgelegte 5

mg/ml Hyaluronsadurelosung. Als Messgrofle wird bei der ITC die Heizleistung Jyeor auf-
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gezeichnet. Negative Peaks in Jpe, kennzeichnen exotherme Reaktionen, positive Peaks

endotherme Reaktionen.

Mittels der ITC konnen Wechselwirkungen zwischen Molekiilen sichtbar gemacht wer-
den, da diese mit Wéarmetonungen einhergehen. In diesem Fall wurde eine 20 mg/ml
DMPC-Vesikel-Losung zu einer 5 mg/ml Hyaluronsdurelosung titriert. Die hohe
DMPC-Konzentration ist ndtig, um einen moglichen Effekt sichtbar zu machen. Die
ITC wird bei konstanter Temperatur durchgefiihrt, die Warmetonungen aus den Wech-
selwirkungen miissen durch Heizen oder Kiihlen kompensiert werden. Als Messgrofle
wird die dafiir aufgebrachte Heizleistung J..: betrachtet. Wie in Abbildung 5.9 zeigt, hat
bei Temperaturen von 10 und 25 °C hat das hinzutitrieren der Vesikel {iberhaupt keinen

Einfluss auf die Heizleistung.

Fiir Bei 37°C sind geringe Ausschlidge der Heizleistung erkennbar. Diese Peaks sind ne-
gativ, so dass es sich bei dem beobachteten Effekt um einen exothermen Vorgang han-
delt. Jedoch ist die Ausprdgung der Peaks sehr schwach, so dass es sich dabei wahr-
scheinlich um Verdiinnungs- oder Mischungseffekte handelt. Wie in /103/ gezeigt, sollte
der Effekt in der Heizleistung bei einer echten Wechselwirkung iiber mehrere pcal/s-
Einheiten gehen. Somit zeigt auch die ITC, dass keine spezifischen Wechselwirkungen
zwischen der Hyaluronsdure und DMPC bestehen. Sollten die schwachen Effekte bei
37°C aus Interaktionen der beiden Molekiile rithren, so wihren diese auf3erordentlich

schwach und biologisch kaum relevant.

Abschlielend kann festgestellt werden, dass die in der Literatur mittels Elektronenmik-
roskopie, Rontgendiffraktometrie und einer Langmuir-Filmwaage gefundenen Wech-
selwirkungen mittels AUC, DSC und ITC nicht bestétigt werden konnen. Bei keiner der
drei Techniken wurde ein Anhaltspunkt fiir Wechselwirkungen, Bindungen oder Kom-
plexierungen gefunden. Damit liegt das DMPC nach unseren Studien in der Hyaluron-

sduelosung als freie Vesikel vor.

Der Grund fiir diese unterschiedlichen Befunde diirfte zum einen sein, dass die hier
durchgefiihrten Untersuchungen in Losung und die Elektronenmikroskopie und Ront-
gendiffraktometrie mit eingetrockneten Proben durchgefiihrt wurden. Entzieht man dem

Dreikomponentensystem DMPC-Hyaluronsdure-Wasser eine Komponente, ndmlich das
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Wasser, so sind Wechselwirkungen der verbleibenden Komponenten unvermeidbar. Als
Ergebnis kann festgestellt werden, dass es schwierig ist, von trockenen Proben auf das
Verhalten von Molekiilen in Losung zu schlieBen. Bei den mittels Langmuir-Filmwaage
festgestellten Wechselwirkungen zwischen verschieden Lipiden und der Hyaluronsédure
konnte es sich um einen reinen Grenzflacheneffekt handeln, der mit den hier eingesetz-

ten Untersuchungstechniken nicht nachweisbar ist.

5.2 Wechselwirkungen von Hyaluronsdure mit DMPC-
Doppelschichten an der Grenzflache

Nachdem die Struktur der Lipide in Hyaluronsdurelosungen geklért ist, sollen nun noch
mogliche Wechselwirkung der beiden Stoffe an der Grenzflache studiert werden. Als
System dafiir sollen DMPC-Doppelschichten, die auf SiO,-Oberflichen geformt wur-
den, dienen. Argument fiir die Verwendung von SiO; als Untergrund ist, dass die Her-
stellung der Doppelschichten auf diesem Substrat eine bereits etablierte Technik dar-
stellt /81/. Als Methoden zur Untersuchung der Grenzfliche dienen das Raster-
Kraftmikroskop (AFM) und die QCM-D.

Fiir die Praparation der Lipidfilme fiir die AFM-Messungen wurde ein Siliziumsubstrat
mit Caroscher Sdure gereinigt und anschlieBend fiir 30 Minuten in einer DMPC-
Vesikel-Losung inkubiert. Eine weitere Probe wurde nach der Lipidbeschichtung fiir
zwei Stunden in einer 3,6 mg/ml Hyaluronsdurelosung inkubiert. Beide Proben wurden
anschliefend mittels AFM unter Fliissigkeit vermessen. Abbildung 5.10 und 5.11 zeigen

die Ergebnisse.
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Abb. 5.10 AFM-Aufnahme einer DMPC-Doppelschicht unter Wasser
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Abb. 5.11: AFM-Aufnahme einer DMPC-Doppelschicht unter Wasser nach zwei Stun-

den Inkubation in einer Hyaluronsdureldsung
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Aus den Abbildungen ist ersichtlich, dass die Probe ohne und mit Inkubation in einer
Hyaluronsédurelosung sehr dhnlich aussieht. Dass es sich bei den Abbildungen der Ho-
henprofile um DMPC-Doppelschichten handelt, kann aus dem Vergleich zu /81/ ge-
schlossen werden. Die Abbildungen der DMPC-Doppelschichten sehen den hier gezeig-
ten Proben sehr dhnlich. Die Qualitdt der Messung in Abbildung 5.10 ist sehr gut, es ist

deutlich ein iiber die gesamte Oberfliche geschlossener Lipidfilm zu erkennen.

Bei Abbildung 5.11 sind einige Storungen auf der Oberfliche erkennbar. Diese riithren
aus einen zu starken Druck der AFM-Spitze gegen die Oberfliche. Der Druck lésst sich
jedoch bei Messungen unter Fliissigkeit nur schwer steuern. Bei dem korrekt abgebilde-
ten Teil sind jedoch die Ahnlichkeiten zu Abbildung 5.10 sehr hoch. Als quantitative
MaBzahl aus den Abbildungen kann die Rauhigkeit verglichen werden. Die Rauhigkeit
der Probe ohne Hyaluronsiureinkubation lag bei 4 + 0,8 Angstrom, die Probe mit der
Hyaluronsiureinkubation bei 6 = 1,2 Angstrom. Die beiden Werte liegen dicht beiein-
ander. Fiir einen ungeordneten Hyaluronsdurefilm wire eine deutlich hohere Rauhigkeit
zu erwarten gewesen. Damit kann gezeigt werden, dass kein Hyaluronsdurefilm auf der

Oberfliache adsorbiert wurde.

Als zweite Technik zum Studium der Wechselwirkungen kam die QCM-D zum Einsatz.
Problem beim Einsatz dieser Technik ist, dass die Effekte zunédchst nicht eindeutig der
Grenzfliche oder der Volumenphase zugeordnet werden konnen. Um das Ergebnis kla-
rer herausstellen zu koénnen, wurden mit dem Polymer Polyethylenglykol Vergleichs-
messungen durchgefiihrt. Dieses Polymer wurde gewihlt, da es keine Ladungen besitzt
und damit im Gegensatz zur Hyaluronsdure keine Colombwechselwirkung zu erwarten
ist. Beide Stoffe wurden sowohl einer DMPC-Doppelschicht als auch der reinen SiO,-

Unterlage ausgesetzt. Tabelle 5.1 zeigt die Ergebnisse der Versuche.
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Tab. 5.1: Ergebnisse der Untersuchungen von Wechselwirkungen zwischen DMPC und

Hyaluronséure sowie DMPC und Polyethylenglykol

Hyaluronsaure auf DMPC

Polyethylenglykol auf DMPC

Af[HZ] AD[10°] Af[HZ] AD[10]
0 2.5 -3 2
Hyaluronsaure auf SiO, Polyethylenglykol auf SiO,
Af[HzZ] AD[10] Af[HzZ] AD[10]
-10 25 3 2

Tabelle 5.1 zeigt zunéchst, dass Polyethylenglykol sowohl mit der SiO,-Oberflache als
auch dem DMPC-Film gleich wechselwirkt. Sowohl die Werte fiir die Frequenzver-
schiebung Af als auch fiir die Dissipation AD sind auf DMPC und auf SiO, identisch.
Dies konnte bedeuten, dass Polyethylenglykol mit beiden Oberfldchen identische Wech-
selwirkungen eingeht oder es sich bei der Beobachtung um einen Volumeneffekt han-
delt. Etwas anders sieht es fiir die Hyaluronsiure aus. Beim Einspiilen der Hyaluronséu-
re auf eine DMPC-Doppelschicht gibt es keine Fregenzverschiebung. Diese ist jedoch
auf SiO; sichtbar. Der Dissipationseffekt hingegen ist auf beiden Unterlagen gleich.

Die reversible Frequenzverschiebung bei der Inkubation von Hyaluronsiure auf SiO;
konnte darauf hinweisen, dass sich auf der Oberfliche Hyaluronsidureadsorbate bilden,
die beim Ausspiilen wieder abgelost werden. Da bei der Inkubation der Hyaluronsiure
auf dem DMPC-Film keine Frequenzverschiebung zu beobachten war, kann davon aus-
gegangen werden, dass keine Hyaluronsdure adsorbiert wurde. Bei der reversiblen Dis-

sipationsdnderung handelt es sich wahrscheinlich um einen Volumeneffekt.

Wiirde sich jedoch ein Hyaluronsédurefilm auf DMPC-Membranen bilden, so hitte es zu
einer deutlichen, negativen Frequenzverschiebung kommen miissen. Dies konnte ein-
deutig nicht beobachtet werden. Somit bleibt festzustellen, dass auch mit der QCM-D

keine Wechselwirkung zwischen Hyaluronsdure und DMPC beobachtet werden kann.
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5.3 Oberflachenaktivitit von DMPC und DPPC in
Hyaluronsaurelosungen

In einem natiirlichen Gelenk ist die Knorpelgrenzfliche mit dem Lipid DPPC bedeckt.
Es stellt sich die Frage, ob das Lipid auch in Hyaluronsdurelosungen oberfldchenaktiv
ist. Um dies zu klédren, kann die Adsorption von DMPC und DPPC einmal aus einem
physiologischen Puffer und einmal aus einer gepufferten Hyaluronsdureldosung vergli-
chen werden. Als Technik fiir diese Messungen wurde die QCM-D angewandt. Abbil-
dung 5.12 zeigt das Ergebnis des Experiments fiir DMPC.

5 i Einspulen 2
0
+ 1,5
-5 4 .
N O
L. -10 - 1y =
N S
S -15 - Aussplilen g=
5 S
8 _20 H BE 0 5 'g
L a
25 | diliaaiisd
e L 4 v 4 0
-30 "
-35 T T T T '0,5
0 10 20 30 40
Zeit [min]

Freq. Adsorption aus Wasser Freq. Adsorption aus HS-Losung

Dis. Adsorption aus Wasser Dis. Adsorption aus HS-Losung

Abb. 5.12: Adsorption von DMPC (0,5 mg/ml) auf SiO; aus einem wissrigem Puffer

(pH 7,4) und einer Hyaluronsdureldsung (3,6 mg/ml) bei 28°C, gemessen mittels QCM-
D.

Abbildung 5.12 zeigt, dass DMPC in der Hyaluronsiurelosung vergleichbar oberflé-
chenaktiv ist wie in einer wassrigen Losung. Bei den Frequenzverschiebungen der bei-
den Systeme besteht ein Unterschied von nur 3 Hz. Dieser Unterschied riihrt vermutlich
aus teilweise nicht aufgeplatzten Vesikeln, die mit einer groBeren Masse an der Oberfla-

che verbleiben und damit fiir eine groBere Frequenzverschiebung sorgen.
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Die Experimente wurden bei 28°C und damit oberhalb der Phaseniibergangstemperatur
von DMPC (24°C) durchgefiihrt. Diese ermoglicht ein Aufplatzen der Vesikel an der
Grenzflache. Die beobachtete Frequenzverschiebung von 25 bzw. 28 Hz entspricht der
einer Lipid-Doppelschicht /81/. Die Ursache fiir den signifikanten Unterschied in der
Dissipation diirfte wahrscheinlich mit den Eigenschaften der Volumenphase zu begriin-

den sein. Vermutlich verursacht die Hyaluronséurelosung die hohere Dissipation.

Die Experimente mit DPPC wurden ebenfalls bei 28 °C durchgefiihrt, dabei liegt das
Lipid unterhalb seiner Phaseniibergangstemperatur (41 °C) vor. Da fiir eine mogliche
Wechselwirkung die Phosphocholingruppe ausschlaggebend sein sollte, diirften somit
auch fiir DPPC keine Wechselwirkungen mit Hyaluronsdure bestehen. Abbildung 5.13
zeigt die Ergebnisse der Versuche mit DPPC.
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Abb. 5.13: Adsorption von DPPC (0,5 mg/ml) aus einem wassrigem Puffer (pH 7,4) und

einer Hyaluronsdureldsung (3,6 mg/ml) bei 28°C

Wie Abbildung 5.13 zeigt, ist auch die Oberflachenaktivitit von DPPC in wissriger Lo-
sung vergleichbar mit der in Hyaluronséurelosung. In der Frequenzverschiebung besteht
ein Unterschied von ca. 20 Hz. Fiir beide Fille liegt der Wert jedoch deutlich iiber der
fiir eine Doppelschicht charakteristischen 25 Hz. Damit kann davon ausgegangen wer-

den, dass intakte Vesikel an der Grenzflache adsorbiert wurden.
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Da die Temperatur wihrend des Experimentes (28 °C) unterhalb der Phaseniibergangs-
temperatur von DPPC (41 °C) lag, ist ein Aufplatzen der Vesikel auch nicht moglich.
Der Unterschied in der Dissipation liegt wahrscheinlich wieder an den Eigenschaften
der Hyaluronsdureldsung, die eine erhohte Dissipation verursacht. Tabelle 5.2 zeigt die

Resultate der Experimente noch einmal im Uberblick.

Tab. 5.2: Uberblick iiber Frequenz- und Dissipationsverschiebung zur Uberpriifung der
Oberflachenaktivitdt von DMPC und DPPC

System Af[Hz] AD [10°]

DMPC in H,O -28 0,25
DMPC in Hyaluronsiurelosung -25 1,40
DPPC in H,O -90 2,80
DPPC in Hyaluronsdureldsung -115 9,00

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Lipide DMPC und DPPC vergleichbare
Oberflachenaktivitit in wissriger Losung und in Hyaluronséurelosung besitzen. DMPC
ist in beiden Losungen in der Lage, Doppelschichten zu bilden. DPPC, welches im Kor-
per in der kristallinen Konformation vorliegt, adsorbiert in beiden Losungen in dieser
Konformation als intaktes Vesikel. Der Grund fiir das unterschiedliche Spreitungs-
verhalten der beiden Lipide bei 28°C ist in der jeweiligen Konformation (DMPC: L,-
Konformation; DPPC: L.-Konformation) zu suchen. Ein Aufplatzen der Vesikel ist nur

in der L, aber nicht in der L.-Phase moglich.

Anhand dieser Ergebnisse kann nun {iberlegt werden, in welcher Form der Lipidfilm im
realen Gelenk an der Grenzflache haftet. Es ist nun bekannt, dass das Lipid DMPC als
freies Vesikel in der Hyaluronsdurelosung vorliegt. Da DPPC die gleiche Kopfgruppe
besitzt, kann davon ausgegangen werden, dass auch DPPC als freies Vesikel in der Sy-
novialfliissigkeit vorliegt. Es besteht durchaus die Moglichkeit, dass diese Vesikel an

der Knorpelgrenzflidche adsorbieren und dann in dieser Form dort verharren.
Nach Hill et al. befinden sich ca. sieben Lipidmonolagen an der Knorpelgrenzfliache/56/.

Er interpretierte dies als oligolamellare Lipidschichten, die iibereinander liegen. Es ist

aber auch durchaus vorstellbar, dass es sich nicht um lamellare Lipidschichten sondern
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um adsorbierte Lipidvesikel handelt. In diesem Fall miisste das Boxmodell des Gelenks

nach Hill (Abbildung 2.8) korrigiert werden:

Knochen
hyaliner Gelenkknorpel
DPPC-Vesikel

Gelenkspaltmlt .

DPPC-Vesikel
hyaliner Gelenkknorpel
Knochen

Abb. 5.14: korrigiertes Boxmodell des Gelenks nach Hill et al.

5.4 Einfluss der Lipide auf die Viskositit von Hyaluronséaurelo-
sungen

Nachdem die Wechselwirkungen zwischen den Lipiden und Hyaluronsdure aufgeklart
wurden, soll nun noch der Einfluss der Lipide auf die Viskositdt der Synovialfliissigkeit
aufgeklirt werden. Diese Untersuchungen wurden in Abhdngigkeit von der Scherrate
durchgefiihrt. Wie in Abschnitt 2.3 bereits dargestellt, zeigt Hyaluronsdure ein scherver-
diinnendes Verhalten. Ausgehend von dieser Messung wurden die Lipide DMPC und
DPPC in der Konzentration von 0,1 mg/ml (Konzentration im gesunden Gelenk), 1
mg/ml (Konzentration im erkrankten Gelenk) und 10 mg/ml einer Hyaluronsidurelésung
von 3,6 mg/ml zugesetzt. Die Messungen wurden bei 37 °C durchgefiihrt. Abbildung
5.15und 5.16 zeigen die Ergebnisse.
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Abb. 5.15: Einfluss von DMPC auf die Viskositit einer Hyaluronsiurelosung
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Abb. 5.16: Einfluss von DPPC auf die Viskositit einer Hyaluronséurelosung

Wie obige Abbildungen zeigen, haben DMPC und DPPC unterschiedlichen Einfluss auf
die Viskositit der Losung. Am gravierendsten ist der Unterschied fiir die physiologische
Konzentration von 0,1 mg/ml. Wihrend DMPC nahezu keinen Einfluss auf die Viskosi-
tdat hat, senkt DPPC die Viskositét deutlich. Fiir DMPC ist ein Effekt erst bei einer Kon-

zentration von 1 mg/ml sichtbar.
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Nun stellt sich die Frage, warum DPPC den groeren Einfluss hat. Eine Moglichkeit ist,
dass die Konformation des Lipides eine Rolle spielt. Wahrend des Experiments bei 37
°C lag DMPC in der L,-Phase (Phasentibergangstemperatur 24 °C) und DPPC (Phasen-
iibergangstemperatur 41°C), wie auch im Korper, in der L.-Phase vor. Somit konnte es
sein, dass das Lipid in der kristallinen Phase die besseren Schmierungseigenschaften

hat.

Eine zweite mogliche Erkldrung ist, dass sich bei niedriger Lipid-Konzentration Lipid
an den Grenzfldchen des Rheometers angelagert und dieses den Widerstand des Edel-
stahl-Zylinders bei der Drehbewegung senkt. Es ist daher auch moglich, dass sich we-
sentlich mehr DPPC als DMPC an der Grenzfliche angelagert hat (vgl. Abschnitt 5.3).
Dies hitte ein vermindertes Drehmoment und damit eine scheinbar sinkende Viskositit
der Losung zur Folge. In Abschnitt 5.3 wurde bereits gezeigt, dass DMPC und DPPC

unterschiedliches Adsorptionsverhalten aus Hyaluronsdurelosungen zeigen.

Die hier im zweiten Fall aufgezeigte Situation wiirde jedoch genau den Gegebenheiten
im natiirlichen Gelenk entsprechen. Im intakten Gelenk befindet sich eine geringe Li-
pidkonzentration in der Synovialfliissigkeit (0,15 mg/ml /5/) und Lipidmultilagen oder -
vesikel (vgl. Diskussion Abschnitt 5.3) an der Knorpelgrenzfliche. Diese Situation wiir-
de der Kurve von 0,1 mg/ml DPPC (Abbildung 5.16) entsprechen, da hier unter den ge-
nannten Bedingungen die Schmierung gut ist. Im rheumatischen Gelenk befindet sich
eine hohe Konzentration Lipid (1 mg/ml /5/) in der Synovialfliissigkeit und eine geringe
Konzentration Lipid an der Knorpelgrenzfliche (vgl. Uberschlagsrechnung Abschnitt
2.5). Gleichzeitig sind die Schmiereigenschaften schlecht. Dies entspricht genau der

Kurve von 1 mg/ml DMPC (Abbildung 5.15).

Vergleicht man die beiden Kurven, so stellt man fest, dass die ,,scheinbare* Viskositét
im Falle von 0,1 mg/ml DPPC deutlich geringer als die von 1 mg/ml DMPC ist. Da sich
vermutlich deutlich mehr DPPC als DMPC an der Rotatorgrenzfldche befindet, kann ge-
schlussfolgert werden, dass der Schmiereffekt der Lipide im Gelenk (vgl. Abschnitt 2.5)
vermutlich von der Beladung der Knorpelgrenzfliche mit Lipid herriihrt und das Lipid
in der Volumenphase keinen schmierenden Effekt hat. Dies wiirde mit den Beobachtun-
gen von /58 — 60/ iibereinstimmen und die Theorie der Grenzflichenschmierung (vgl.

Abschnitt 2.2 und besonders /13/) stiitzen.
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Abschlieend kann jedoch festgestellt werden, dass DPPC gegeniiber DMPC bei der
physiologischen Konzentration von 0,1 mg/ml den groferen Schmierungseffekt besitzt.
Ob dieser Effekt durch die Konformation des Lipides oder durch Grenzflichenschmie-

rung hervorgerufen wurde, kann nicht zweifelsfrei gezeigt werden.
Neben den Messungen an Mischungen aus Hyaluronsdure und den Lipiden wurde auch

versucht, die Viskositit des Puffers und der Lipide im Puffer zu ermitteln. Die Viskosi-

tat dieser Losungen befand sich jedoch unterhalb der Bestimmungsgrenze der Methode.
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6. Ergebnisse Teil 2: Charakterisierung von
Lipidmembranen auf Polyelektrolytoberfla-
chen

Wie in Abschnitt 2.6 erldutert wurde, besteht das Modellsystem zur Untersuchung der
Schmierungseigenschaften der Gelenke aus einem Lipidfilm, der auf eine Polyelektro-
lytunterlage aufgebracht wird. Da die Herstellung solcher Lipidfilme noch keine etab-
lierte Technik darstellt, war die Entwicklung der Préparation ein wesentlicher Bestand-

teil dieser Arbeit. Deswegen wird diesem Gebiet ein eigener Abschnitt gewidmet.

Bestrebungen, Lipide auf festen Grenzflachen zu immobilisieren, gibt es seit ca. 15 Jah-
ren. 1991 publizierten Johnson et. al die Formierung einer Lipid-Doppelschicht auf ei-
nem Quarz-Substrat /104/. Diese Préparation wurde von Richter et. al /81/ und Decher
et. al /105/ intensiv studiert, insbesondere mit der QCM-D. Sie fanden iibereinstimmend
heraus, dass die Ausbildung einer Lipid-Doppelschicht einer Frequenzverschiebung von
25 Hz entspricht. Seit 1998 wurden einige Publikationen verdffentlicht, die sich mit der

Herstellung von Lipid-Doppelschichten auf verschiedenen Polymerfilmen beschiftigen.

Majewski et. al versuchten, DMPC-Doppelschichten auf einem PEI-Untergrund zu for-
men. Sie fanden jedoch zunichst eine komplexere Struktur, bestehend aus intakten Ve-
sikeln und Lipidmultilagen aus mehreren Doppelschichten /106/. Spéter fanden sie her-
aus, dass Doppelschichten auf PEI gebildet werden konnen, wenn dieses vorher ge-

trocknet wurde /107/.

Knoll et al. untersuchten die Formierung von Lipidfilmen auf Polyelektrolytfilmen in
Abhingigkeit von der Vesikelladung. Sie beobachten eine Lipiddoppelschicht aus nega-
tiv geladenen Dimiristoyl-L-a-phosphatidylglycerol (DMPG) und DMPC/DMPG Mi-
schungen, auf der sich jedoch eine zweite Lipidlage befand /108/. Krastev et. al berich-
teten 2005 von einer Sandwich-Struktur, in der ein Lipidfilm von Polyelektrolyten ein-
geschlossen wurde. Sie bildeten hierzu eine DMPC-Doppelschicht auf der negativ-
terminierten PSS-Oberfldche und adsorbierten wiederum einen PSS-Film auf der Dop-
pelschicht /109/. Die Bildung von DMPC-Doppelschichten auf PSS-terminierten Grenz-

flichen konnte jedoch durch die eigene Arbeit nicht bestitigt werden.
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6.1 Bildung von DMPC-Doppelschichten

Nachdem auf negativ terminierten PSS-Filmen nur die Adsorption intakter Vesikel beo-
bachtet werden konnte, wurde versucht, Doppelschichten auf der positiv terminierten
PAH-Grenzfliche zu bilden. In ersten Versuchen wurde festgestellt, dass die lonenkon-
zentration in der Vesikellosung entscheidenden Einfluss auf die Bildung der Lipid-
membranen hat. Wird DMPC in reinem Wasser geldst, so kann nur die Adsorption in-
takter Vesikel beobachtet werden. Enthélt die Losung jedoch 0,15 mol/l Natriumchlorid,
so platzen die Vesikel an der Grenzflache auf. Dies lésst sich mit Hilfe der QCM-D be-
obachten (siche Abbildung 6.1).

Nach der Adsorption der Vesikel werden ein Frequenzminimum und ein Dissipations-
maximum erreicht. Nach Durchschreiten des Minimums steigt die Frequenz wieder an.
Der Grund dafiir ist, dass durch das Aufplatzen der Vesikel Lipidmolekiile und Wasser
von der Grenzfliche desorbieren und freigesetzt werden. Der Dissipationsverlauf ist ge-
nau kontrdr zum Frequenzverlauf. Die Dissipation steigt zundchst stark an, da die vesi-
kelbehaftete Oberfliche eine diffuse, inhomogene Schicht bildet. Bei Beginn des Auf-
platzens der Vesikel sinkt die Dissipation, da eine stabile Schicht mit geringerer Elasti-

zitét gebildet wird.
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Abb. 6.1: Adsorption von 0,5 mg/ml DMPC-Vesikeln, in 0,15 mol/l NaCl gelost, ge-
messen mittels QCM-D bei 28°C. Nach dem Einspiilen der Vesikel setzt eine schnelle
Adsorption ein. Das Durchschreiten eines Frequenzminimums indiziert den Beginn des
Aufplatzens der Vesikel. Nach dem Ausspiilen der Vesikel mit 0,15 mol/l NaCl gibt es

abermals einen starken Frequenzabfall.

Abbildung 6.1 zeigt, dass die DMPC-Vesikel an der PAH-Grenzflache adsorbieren und
auch aufplatzen. Die Frequenzverschiebung ist mit ca. 15 Hz jedoch etwas geringer, als
man sie fiir eine Doppelschicht (25 Hz) erwarten wiirde. Eine Erklarung dafiir konnte
eine unvollstindige Bedeckung der Oberflache mit Lipid sein. Ein Problem wird jedoch
beim Ausspiilen der Vesikel sichtbar. Die Frequenz fillt deutlich ab. Was diesen Abfall
verursacht, kann bisher nicht erklart werden. Da mit einer 0,15 mol/l Natriumchloridlo-
sung ausgespiilt wurde, sind keine Molekiile, die an der Grenzfldche adsorbieren, in der
Losung vorhanden. Zudem wurde der Effekt auch festgestellt, wenn nur mit reinem
Wasser ausgespiilt wurde. Da die Frequenz beim Ausspiilen jedoch nicht stabil ist, kann

vermutet werden, dass der Lipidfilm beschidigt wird.
Ein analoges Experiment wurde auch mittels Rontgenreflektometrie durchgefiihrt. Dafiir

wurde zunidchst ein Polyelektrolytfilm in geséttigter Wasserdampfatmosphire als Refe-

renz vermessen, anschlieBend die Probe fiir eine Stunde bei 30°C in der Vesikellosung
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inkubiert, mit 0,15 mol/l NaCl gespiilt und die Probe erneut vermessen. Abbildung 6.2
zeigt das Ergebnis der Messung.
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Abb. 6.2: Rontgenreflektometriemessung eines DMPC Films. Es ist deutlich sichtbar,
dass nach dem Inkubieren in der Lipidlosung und Spiilen 0,15 mol/l NaCl-Losung die
Amplitude der Kiessig-Ozillationen deutlich reduziert und dariiber hinaus die Positionen

der Minima nach kleineren q,-Werten verschoben sind.

Abbildung 6.2 bestitigt die Vermutung, dass der Lipidfilm beim Spiilen beschidigt
wird. Nach der Lipidbeschichtung verliert der Film fast vollstindig die Kiessig- Oszilla-
tionen. Dies indiziert einen ungeordneten Film von niedriger Qualitdt. Eine quantitative
Anpassung (Fit) ldsst diese Kurve nicht zu. Der Polyelektrolytfilm diirfte kaum besché-
digt worden sein, da diese Filme in wissrigen Medien auBBerordentlich stabil sind. Die
Rauhigkeit von Polyelektrolytfilmen nimmt nur durch langes Inkubieren in organischen
Losungsmittel zu. Somit ist die Préparation der DMPC-Filme in 0,15 mol/l Natrium-

chloridlosung keine Mdoglichkeit fiir den Einsatz in der Neutronenreflektometrie.

Im Folgenden wurde versucht die Praparation zu verfeinern, denn mit dem Spreiten der

Vesikel wurde ein wesentlicher Schritt zur Bildung von Doppelschichten erreicht. Eine
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Variante dabei war es, der Losung zusitzlich zum Natriumchlorid eine geringe Konzent-
ration Calciumchlorid zuzusetzen. Dabei wurde die physiologische Konzentration von

0,002 mol/l gewéhlt. Abbildung 6.3 zeigt die mittels QCM-D beobachtete Adsorption.
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Abb. 6.3: Adsorption von 0,5 mg/ml DMPC-Vesikel, gelost in 0,15 mol/l NaCl und
0,002 mol/l CaCl,, gemessen mittels QCM-D bei 28 °C Die Kurve erreicht ein sehr aus-
gepriagtes Frequenzminimum von fast -100 Hz. Danach steigt die Kurve wieder auf -25
Hz an. Dies entspricht dem erwarteten Wert flir eine Doppelschicht. Nach einer leichten
Drift stabilisiert sich die Kurve beim Spiilen mit einer 0,15 mol/l NaCl und 0,002 mol/I
CaCl,-Losung.

Abbildung 6.3 zeigt, dass der Lipidfilm bei einer zusétzlichen Verwendung von Calci-
umchlorid stabil ist. Das ausgepragte Frequenzminimum zeigt, dass die Vesikel an der
Grenzfldche aufplatzen. Die Calciumionen haben einen stabilisierenden Effekt auf den
Lipidfilm. Beim Ausspiilen der Vesikel ist die Frequenz nun stabil. Doch was macht den
stabilisierenden Effekt aus? Dariliber kann nur spekuliert werden. Eine Moglichkeit wi-
re, dass das bivalente Calcium zwei benachbarte Lipidmolekiile {iber die Phosphatgrup-

pe miteinander vernetzt und das Calcium so in den Film eingebaut wird.
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Auch dieses Experiment wurde mittels Rontgenreflektometrie durchgefiihrt. Abbildung
6.4 zeigt das Ergebnis des Versuches.
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Abb. 6.4: Rontgenreflektometriemessung eines DMPC-Films. Die Probe wurde eine
Stunde bei 30 °C in einer 0,5 mg/ml Vesikellosung mit 0,15 mol/l NaCl und 0,002 mol/l
CaCl, inkubiert. Die schwarze Kurve stellt die Referenzmessung mit dem reinen Poly-
elektrolytfilm dar. Die rote Kurve nach der Inkubation zeigt eine deutliche Linksver-
schiebung in den Kiessig-Oszillationen, was auf eine Schichtdickenzunahme hinweist.
Der Fit ergibt eine Schichtdicke des Lipidfilms von 26,5 A. Fiir die genauen Fitparame-
ter siche im Anhang Tabelle 10.1.

Die Rontgenmessung zeigt, wie auch schon die QCM-D-Messung, eine deutliche Ver-
besserung der Qualitédt des Lipidfilms. Nach der Inkubation der Probe in der Vesikell6-
sung bleiben die Kiessig-Oszillationen erhalten und verschieben sich nach links. Auch
die Amplitude der Oszillationen bleibt in etwa erhalten, was auf eine gute Qualitét des
Lipidfilms hinweist. Der Fit ergab mit 26,5 A einen geringeren Wert, als fiir eine Dop-

pelschicht zu erwarten wire (40 — 50 A). Eine mdgliche Ursache kdnnte sein, dass der
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Film in geséttigter Wasserdampfatmosphire weniger Wasser enthélt als wenn unter
Wasser. Die Streuldngendichten des Polyelektrolytfilms und des Lipidfilms unterschei-
den sich nicht, sie liegen bei 1,2:10° A Dies war so zu erwarten, da zwischen ver-
schiedenen Kohlenwasserstoffen kein nennenswerter Unterschied in den Rontgenstreu-
lingendichten besteht. Die Rauhigkeiten des Polyelektrolytfilms (19,2 A) sowie des Li-

pidfilms (6,0 A) liegen im Bereich des zu erwartenden und sind physikalisch sinnvoll.

Zusitzlich zur QCM-D und Rontgenreflektometrie wurde die Adsorptionskinetik noch

mittels in situ-Ellipsometrie gemessen. Abbildung 6.5 zeigt das Ergebnis.
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Abb. 6.5: Adsorption von DMPC auf einer positiv terminierten PAH-Oberfldche. Die
gemessene Schichtdicke liegt mit 45 A in dem Bereich, der fiir eine Lipid-

Doppelschicht zu erwarten ist.

Abbildung 6.5 zeigt, dass die in situ-Ellipsometrie erfolgreich eingesetzt werden kann,
um Adsorptionskinetiken von Lipiden zu bestimmen. Die gemessene Schichtdicke des
Lipidfilms betrigt in etwa 45 A. Die Basislinie nach der Adsorption zeigt starke Fluktu-

ationen, welche durch das Ausspiilen der Lipidvesikel hervorgerufen wurden.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Bildung von DMPC-Doppelschichten

auf positiv terminierten PAH-Grenzflachen stark von der lonenkonzentration der Lo-
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sung abhdngt. Werden die Vesikel nur in Wasser gelost, so platzen diese an der Grenz-
fliche nicht auf. Lost man die Liposomen in einer 0,15 mol/l Natriumchloridlésung, so
platzen diese auf und bilden vermutlich zunichst Doppelschichten. Beim Spiilen der
Filme werden diese jedoch zerstort. Dieser Effekt kann durch die Zugabe von 0,002

mol/l Calciumchlorid vermieden werden.

6.2 Bildung von Lipid-Doppelschichten aus POPC und DOTAP

Wihrend Neutronenstreumessungen stellte sich heraus, dass das DMPC nicht reprodu-
zierbar in gewiinschter Qualitdt auf die Polyelektrolytfilme aufgebracht werden kann.
Eine mogliche Ursache dafiir konnten die groBen Probenflichen und —volumina, die fiir
Neutronenmessungen notwendig sind. Somit stellte sich die Frage nach einen stabileren
System. Dabei wurden zwei Punkte in Betracht gezogen. Zum einen sollte zunichst das
Problem der Temperaturabhingigkeit der Filmbildung umgangen werden. Dafiir ist ein
Lipid geeignet, welches keinen Phaseniibergang besitzt. Die Wahl fiel dafiir auf 1-
Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (POPC), welches einen ungesittigten
Fettsdurerest aufweist. Als funktionelle Gruppe besitzt es wie DMPC und DPPC die
Phosphocholingruppe.

Als zweiter Punkt sollten die elektrostatischen Anziehungskrifte zwischen den Liposo-
men und der Oberflache erhoht werden. Ein Hauptproblem bei der Filmbildung mit dem
zwitterionischen DMPC ist, dass es nach auBlen keine Ladung besitzt und somit nur
schwache elektrostatische Anziehungskréfte zwischen der Oberflache und den Vesikel
existieren. Eine Moglichkeit, die Anziehungskrifte zu erhohen, besteht darin, ein gela-
denes Lipid unterzumischen. Zu diesem Zweck wurde das kationische Lipid 1,2-
Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan (DOTAP) eingesetzt. Abbildung 6.6 zeigt die
Struktur von POPC und DOTAP.
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1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (POPC)

Abb. 6.6: Struktur von DOTAP und POPC

Als Ausgangspunkt wurde zundchst die Filmbildung von reinem DOTAP beobachtet.
Dafiir wurde ein PSS-terminierter Polyelektrolytfilm mit einer negativ geladenen Ober-

fliche 30 Minuten in einer DOTAP-Losung inkubiert. Die Losung enthielt keine Salze.
Abbildung 6.7 zeigt das Ergebnis der Rontgenmessung.
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Abb. 6.7: Rontgenreflektometriemessung eines DOTAP-Films. Die schwarze Kurve
zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm. Die rote Kurve nach der
Inkubation zeigt eine Linksverschiebung in den Kiessig-Ringen, was auf eine Schichtdi-
ckenzunahme hinweist. Der Fit ergibt eine Schichtdicke des Lipidfilms von 20 A. Fiir

die genauen Fitparameter siche im Anhang Tabelle 10.1.
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Abbildung 6.7 zeigt, dass sich ein DOTAP-Film auf der negativ terminierten PSS-
Grenzfliache gebildet hat. Die Schichtdicke war, wie auch schon bei DMPC, geringer,
als fiir eine Doppelschicht zu erwarten wire. Es ist wahrscheinlich, dass der Film weni-
ger Wasser enthilt, als wenn er vollstindig von Fliissigkeit bedeckt ist. Wichtiges Krite-
rium fiir die Beurteilung der Messung sind zum einen die Linksverschiebung der Kies-
sig-Oszillationen und die Beibehaltung ihrer Amplitude im Vergleich zur Referenzmes-
sung. Beide Kriterien werden von der Messung erfiillt, so dass davon ausgegangen wer-
den kann, dass ein qualitativ hochwertiger DOTAP-Film auf den Polyelektrolyten pré-
pariert wurde. Die Streuldngendichten des Polyelektrolytfilms und des Lipidfilms unter-
scheiden sich erneut nicht, sie liegen bei 1,25-10"5 A% Dies war so zu erwarten, da zwi-
schen verschiedenen Kohlenwasserstoffen kein nennenswerter Unterschied in den Ront-
genstreulingendichten besteht. Die Rauhigkeiten des Polyelektrolytfilms (23,2 A) sowie
des Lipidfilms (5,7 A) liegen im Bereich des zu erwartenden und sind physikalisch

sinnvoll.

Jedoch war es nicht das Ziel, die Neutronenstreumessungen mit vollsténdig geladenen
Lipiden durchzufiihren, da dies nicht den Gegebenheiten im natiirlichen Gelenk ent-
spricht. So wurde im Folgenden schrittweise versucht, die Ladung der Vesikel durch
Beimischen von POPC zu verringern. Dafiir wurde als nichstes die Filmbildung mit Li-
posomen, welche je zu 50% aus DOTAP und POPC bestehen, untersucht. Abbildung

6.8 zeigt das Ergebnis der Rontgenmessung.
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Abb. 6.8: Rontgenreflektometriemessung eines DOTAP/POPC 1:1 Films. Die schwarze
Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die rote Kurve
nach der Inkubation in der Vesikellosung. Fiir die genauen Fitparameter siche im An-

hang Tabelle 10.1.

Wie in Abbildung 6.8 zu sehen ist, kann mit einer Mischung von je 50% DOTAP und
POPC ein Lipidfilm gebildet werden. Der Fit ergab wie schon beim DOTAP-Film eine
Schichtdicke von 29 Angstrom. Auffillig in der Reflektivititskurve ist ein leicht verin-
derter Kontrast im Vergleich zu den vorhergehend diskutierten Kurven. Die Kurve ver-
liert schneller an Intensitét mit steigenden q, im Vergleich zu der Referenzmessung. Der
Lipidfilm (2,1:10° A™?) besitzt eine deutlich hohere Streulingendichte als der Polyelekt-
rolytfilm (1,56:10° A™?). Die Ursache hierfiir ist unklar, da bei den anderen Messung der
Effekt nicht auftrat, aber sehr dhnliche Systeme prépariert wurden. Nichts destoweniger
gab es eine Linksverschiebung der Kiessig-Oszillationen und auch ihre Ampitude ist
vergleichbar mit der der Referenzmessung. Die Probe wurde 15 Stunden bei Raumtem-

peratur inkubiert. Die Gesamtlipidkonzentration betrug 0,5 mg/ml.
Um noch ndher an die Gegebenheiten im natiirlichen Gelenk heranzureichen, wurde nun

die Filmbildung mit Vesikeln aus 80% POPC und 20% DOTAP versucht. Abbildung
6.9 zeigt das Ergebnis der Messung.
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Abb. 6.9: Rontgenreflektometriemessung eines DOTAP/POPC 1:4 Films. Die schwarze
Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die rote Kurve
nach der Inkubation in die Vesikellosung. Der Fit ergibt eine Schichtdicke des Lipid-

films von 20 A. Fiir die genauen Fitparameter siche im Anhang Tabelle 10.1.

Abbildung 6.9 zeigt, dass auch mit der 80% POPC und 20% DOTAP-Mischung erfolg-
reich Lipidfilme geformt werden konnen. Der Fit erreicht allerdings nur noch die Hélfte
des zu erwartenden Wertes von 40 Angstrom Schichtdicke. Die Probe wurde 12 Stunden

in der Lipid-Losung inkubiert.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Bildung von Lipid-Membranen und
Verwendung von POPC und DOTAP auch auf groBen Substraten, wie sie fiir die
Neutronenreflektometrie benotigt werden, moglich ist. Dabei konnen die Vesikel bis zu
einem Verhiltnis 4:1 POPC:DOTAP miteinander gemischt und damit geordnete Lipid-
membranen geformt werden. Bei hoheren POPC-Anteilen kdnnen jedoch nur noch in-
takte Vesikel adsorbiert werden. Dies wurde mittels Ellipsometrie untersucht. Dafiir
wurden die Polyelektrolytfilme iiber Nacht in den Lipidproben inkubiert, die Proben an-
schlieend in 100% gesittigter Wasserdampfatmosphére equilibriert und innerhalb von

einer Minuten an Luft vermessen. Abbildung 6.10 zeigt das Ergebnis. Um die Ladungen

- 120 -



nicht abzuschirmen, wurden alle Lipidlosungen salzfrei hergestellt. Fiir die Herstellung
der POPC-haltigen Membranen muss der Inkubationstemperatur keine Beachtung ge-
schenkt werden, da nur ein der L,-Phase existiert. Alle Inkubationen wurden bei Raum-

temperatur durchgefiihrt.
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Abb. 6.10: ¥ und A-Werte von Ellipsometriemessungen von POPC/DOTAP-
Mischungen auf einem PEI-(PSS/PAH)6-PSS Polyelektrolytfilm bei einer Wellenldnge
von 601 nm. Die Proben wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schlieBend bei gesittigter Wasserdampfatmosphére eingetrocknet. Die Proben wurden
anschliessend an Luft vermessen. Es wurden die ¥ und A-Wertedifferenz vor und nach
der Inkubation aufgetragen, da der Brechungsindex der Lipidfilme unbekannt war und

ein Fit mit der Cauchy-Funktion daher keinen Sinn macht.

Abbildung 6.10 ldsst den Schluss zu dass in dem System POPC/DOTAP bis 80 %
POPC-Anteil Doppelschichten gebildet werden und bei hoheren Anteilen intakte Vesi-
kel adsorbiert werden. Da die Proben hier im trocknen vermessen wurden, stellen diese
Messungen nur eine sehr grobe Nihrung dar. Es wurden nur die ¥ und A-Werte, welche
zur Massenabscheidung proportional sind, betrachtet, da die Brechungsindizes der Li-
pidfilme unbekannt sind. Zunichst ist sichtbar, dass die adsorbierte Masse von 100%
DOTAP (0% POPC) zu 20 %DOTAP (80% POPC) leicht abnimmt, was mit einer sin-
kenden Packungsdichte der Lipidfilme erkldrt werden kann. Bei 10 % DOTAP (90%
POPC) steigt die ¥ und A-Wertedifferenz sprunghaft an, was mit einer deutlich erhoh-
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ten Massenabscheidung zu erkldren ist. Die schliissigste Erkldarung dafiir ist, dass Vesi-

kel anstelle von Doppelschichten an der Grenzflache haften.

6.3 Bildung von Lipid-Doppelschichten aus DMPC und DOTAP

Nachdem ein Lipidsystem aufgebaut wurde, bei dem kein Phaseniibergang stattfindet
und so der Inkubationstemperatur keine Beachtung geschenkt werden muss, soll diese
Forderung nun fallen gelassen werden. Dafiir werden im Folgenden Versuche beschrie-
ben, Lipidmembranen unter Verwendung von DMPC und DOTAP aufzubauen. Das ka-
tionische DOTAP soll dazu dienen, verstirkte elektrostatische Anziehungskrifte zwi-
schen dem Lipid und der Polyelektrolytoberfldche zu produzieren. Abbildung 6.11 zeigt
zunichst eine Rontgenmessung mit einer Mischung aus 50% DMPC und 50% DOTAP.
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Abb. 6.11: Rontgenreflektometriemessung eines DMPC/DOTAP 1:1 Films. Die
schwarze Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die
rote Kurve nach der Inkubation in der Vesikellosung. Der Fit ergibt eine Schichtdicke
fiir den Lipidfilm von 22 A. Fiir die genauen Fitparameter siche im Anhang Tabelle
10.1.
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Abbildung 6.11 zeigt, dass die Bildung von Lipidmembranen unter Verwendung ge-
mischter DMPC/DOTAP Vesikel moglich ist. Wie bei den anderen Membranen vorher
schon beobachtet, ergibt auch hier der Fit einen tendenziell zu niedrigen Wert. Jedoch
ist eine Linksverschiebung der Kiessig-Ozillationen sowie die Beibehaltung der Ampli-
tude der Ozillationen nach der Inkubation erkennbar. Eine mogliche Erkldrung fiir diese
Beobachtung konnte ein weniger starkes Quellen der Filme in gesittigten Wasserdampf
im Vergleich zur Messung unter Fliissigkeit sein. Die Probe wurde 10 Stunden in der

Vesikellosung inkubiert.

Das gleiche Experiment wurde ebenfalls mittels Neutronenreflektometrie durchgefiihrt.
Dies gibt die Moglichkeit, das Quellverhalten der Lipidfilme besser zu beurteilen. Das
ist moglich, da die Filme direkt unter Wasser vermessen werden konnen. Abbildung
6.12 zeigt das Ergebnis der Messung und Abbildung 6.13 das dabei erhaltene Real-

raumprofil.

1_ o PEI-(PSS/PAH)-PSS
: ' o PEI-(PSS/PAH)S-PSS-Lipid
‘g Fit PEI-(PSS/PAH)B-PSS
5 0,1+ —— Fit PEI-(PSS/PAH),-PSS-Lipid
P
"u::'; _
Z 0,01
: E
H1v]
= i
>
S 1E—3-E
= ]
9
Y 4
Q
o 1E-44
1E-5 T T T T T T T T T T T T T

a, [Angstrom™]

Abb. 6.12: Neutronenreflektivititsmessung eines DMPC/DOTAP 1:1 Films. Die
schwarze Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die

rote Kurve nach der Inkubation in die Vesikellosung. Der Fit ergibt eine Schichtdicke
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fir den Lipidfilm von 62 A bei einer Streulingendichte von 3,0-10° A Fiir die genau-
en Fitparameter siche im Anhang Tabelle 10.4. Eine bessere Ubereinstimmung zwi-
schen Fit und gemessener Kurve lieB sich fiir den Polyelektrolytfilm nicht erzielen, da
die Kurve ab g, = 0,02 A™ etwas und ab g, = 0,02 A" deutlich verrauscht ist. Ein Bei-
spiel flir eine gut zu fittende Kurve eines Polyelektrolytfilms zeigt Abbildung 4.8 links.
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Abb. 6.13: Streuldngendichteprofil des Lipidfilms mit der DMPC/DOTAP 1:1-
Mischung.

Abbildung 6.12 und 6.13 zeigen deutlich, dass erfolgreich eine Lipid-Doppelschicht auf
dem Polyelektrolytfilm gebildet wurde. Die Reflektivititskurve nach der Inkubation in
der Vesikellosung besitzt deutlich mehr Kontrast. Weiterhin ist im Vergleich zur Refe-
renzmessung eine deutliche Linksverschiebung der Kiessig-Oszillationen erkennbar,

was auf eine Schichtdickenzunahme hinweist.

Die Messung des reinen Polyelektrolytfilms kann mittels eines 3-Box-Modells gefittet
werden, mit je einer Box fiir das Substrat, den Polyelektrolytfilm und die Volumenpha-
se. Die Anpassung ist mit einer gewissen Ungenauigkeit verbunden, da die Reflektivitit
nur iiber vier GrofBenordnungen gemessen werden konnte. Nach der Inkubation in der
Vesikellosung musste eine zuséitzliche Box fiir den Lipidfilm eingefiigt werden. Er be-

sitzt eine deutlich verringerte Streuldngendichte im Vergleich zu dem Polyelektrolyt-
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film. Der Lipidfilm besitzt eine Schichtdicke von 62 Angstrom, wie es in etwa fiir eine
Doppelschicht zu erwarten ist. Die Streuldngendichte des Lipidfilms liegt bei 3,0-10°°
A7, dies ist eine gute Ubereinstimmung mit /110/ (2,9 10° A). Die Probe wurde 12
Stunden bei 30 °C in der Vesikellosung inkubiert.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass Lipidfilme mit 4:1 POPC/DOTAP gebildet wer-
den konnen, soll dieses Mischungsverhéltnis auch fiir DMPC angewandt werden. Ab-

bildung 6.14 zeigt den mittels QCM-D beobachteten Beschichtungsprozess.
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Abb. 6.14.: Adsorption flir die Bildung eines Lipidfilmes mit einer 4:1 Mischung
DMPC/DOTAP. Die Messung wurde mittels QCM-D mit einer Lipidkonzentration von
0,5 mg/ml bei 28°C durchgefiihrt. Der Knick am Ende der Messung riihrt von einer in
der Messkammer gebildeten Luftblase.

Abbildung 6.14 zeigt, dass mit knapp -30 Hz Frequenzverschiebung in etwa der Wert
erreicht wird, der fiir eine Doppelschicht zu erwarten ist. Die Basislinie war jedoch nach
der Lipidbeschichtung nicht vollig stabil. Interessant ist, dass die Kinetik einem anderen
Muster im Vergleich zu reinem DMPC folgt. Die Kinetik weist reproduzierbar kein Fre-
quenzminimum auf. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass die Vesikel direkt nach der Adsorp-
tion aufplatzen und nicht erst ein kritischer Bedeckungsgrad erreicht werden muss. Der

Dissipationsausschlag ist niedrig, so dass die Lipidschicht recht stabil sein muss.
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Das gleiche Experiment wurde auch mittels Rontgenreflektometrie durchgefiihrt. Abbil-
dung 6.15 zeigt das Ergebnis der Messung.
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Abb. 6.15: Rontgenreflektometriemessung eines DMPC/DOTAP 4:1 Films. Die
schwarze Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die
rote Kurve nach der Inkubation in der Vesikellosung. Der Fit ergibt eine Schichtdicke
fiir den Lipidfilm von 22 A. Fiir die genauen Fitparameter siche im Anhang Tabelle

10.1.

Abbildung 6.15 zeigt ein dhnliches Bild wie bei den anderen Rontgenmessungen. Es ist
zu erkennen, dass sich die Kiessig-Oszillationen nach der Inkubation in die Lipidlosung
zu kleineren q,-Werten verschieben. Weiterhin bleibt die Amplitude der Oszillationen
erhalten, was auf eine gute Qualitdt des Filmes hindeutet. Jedoch fillt auch hier der Fit
fiir die Dicke des Lipidfilms zu gering fiir eine Doppelschicht aus. Es ist wahrscheinlich,
dass sich die Lipide in der gesittigten Wasserdampfatmosphéire umordnen und der Film
weniger Wasser enthélt als wenn er sich vollstindig unter Wasser befindet. Das gleiche

Experiment wurde auch mittels Neutronenreflektometrie durchgefiihrt. Abbildung 6.16
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zeigt die erhaltenen Kurven sowie Abbildung 6.17 die zugehorigen Streuldngendichte-

profile.
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Abb. 6.16: Neutronenreflektivititsmessung eines DMPC/DOTAP 4:1 Films. Die
schwarze Kurve zeigt die Referenzmessung mit dem reinen Polyelektrolytfilm und die
rote Kurve nach der Inkubation in die Vesikellosung. Der Fit ergibt eine Schichtdicke
fiir den Lipidfilm von 47 A bei einer Streulingendichte wie fiir einen Lipidfilm zu er-
warten von 2,43-10° A%, Fiir die genauen Fitparameter siche im Anhang Tabelle 10.4.
Eine bessere Ubereinstimmung zwischen Fit und Messkurve lisst sich nicht erzielen, da

die Kurve ab q, = 0,04 A deutlich verrauscht ist.
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Abb. 6.17: Streuldngendichte des Lipidfilms mit der DMPC/DOTAP 4:1-Mischung. Die
unterschiedliche Rauhigkeit des Substrates in den beiden Fits (d.h. mit und ohne Lipid-
film) ist physikalisch nicht sinnvoll. Jedoch sind die Kurven schwierig anzupassen, da
die Reflektivitdt nur iiber vier GroBenordnungen aufgezeichnet wurde. Dies trifft beson-
ders flir die Messung des reinen Polyelektrolytfilms zu, bei der die Kurve zu Beginn
gleich um 3,5 GroBenordnungen abféllt und die zweite Oszillation sehr verrauscht ist

(siehe Abbildung 6.16)

Abbildung 6.16 und 6.17 zeigen, dass auch mit der 4:1 Mischung DMPC/DOTAP er-
folgreich Doppelschichten gebildet werden konnen. Anders als bei der Rontgenmessung
ist mit 47 Angstrom die Schichtdicke so, wie sie fiir eine Doppelschicht zu erwarten ist.
Die Messung des reinen Polyelektrolytfilmes wurde mit einen 3-Box-Modell gefittet.
Fiir den Lipidfilm musste anschlieBend noch eine zusitzliche Box eingefiigt werden. Im
Streuldngendichteprofil ist deutlich zu erkennen, dass der Lipidfilm eine geringere
Streuldngendichte als der Polyelektrolytfilm besitzt. Die Streuldingendichte des Lipid-
films liegt mit 2,43-10° A im Bereich von Literaturwerten /110/ (2,9-10° A*?) und
/111/(1,4:10° A™).

Abschlieend kann festgestellt werden, dass es in der Arbeit gelungen ist, Lipid-
Doppelschichten auf Polyelektrolytfilmen zu préparieren. Dies konnte mittels QCM-D,
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in situ-Ellipsometrie sowie Rontgen- und Neutronenreflektometrie gezeigt werden. Es
ist moglich, DMPC-Filme auf positiv terminierten PAH-Grenzfldchen aufzubringen. Fiir
das Aufplatzen der Lipidvesikel an der Grenzfldche ist eine Ionenkonzentration von
0,15 mol/l Natriumchlorid n6tig. Weiterhin werden die Doppelschichten durch bivalente
Calciumionen stabilisiert. Jedoch lieBen sich diese Ergebnisse nicht auf die Neutronen-

reflektometrie iibertragen. Der Grund dafiir diirfte der grofle Probenmalstab sein.

Um ein stabileres System fiir die Neutronenreflektometrie zu erhalten, wurden zwei
Systeme aufgebaut, die mittels gemischter Lipidvesikel pripariert wurden. Dabei wurde
das positiv geladene Lipid DOTAP verwendet, um verstirkte elektrostatische Anzie-
hungskréfte zu der Oberfliche zu erhalten. In dem einen System wurde DOTAP mit
POPC gemischt. Dieses System unterliegt keinem Phaseniibergang, so dass der Inkuba-
tionstemperatur keine Beachtung geschenkt werden muss. Das zweite System wurde da-
zu analog mit DMPC aufgebaut. Folgende Systeme konnen auf einen PSS-terminierten

Polyelektrolytfilm pripariert werden:

e 50% POPC/50 % DOTAP
e 80% POPC/20% DOTAP
e 50 % DMPC /50 % DOTAP
e 80 % DMPC /20 % DOTAP

Eine generelle Beobachtung war, dass die mit Rontgenmessungen bestimmten Schicht-
dicken der Lipidfilme geringer als erwartet ausfielen. Sie betrugen nur zwischen 50 und
60 % der fiir Lipid-Doppelschichten erwartenden und auch mittels Neutronenreflekto-
metrie gemessenen Werte. Da bei gleicher Préparation mittels Neutronenreflektometrie
die zu erwartenden Werte (40 — 50 A) gemessen werden, kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Lipidfilme weniger stark quellen bzw. die Lipidmolekiile sich anders an
der Oberfldche orientieren. Eine zweite Erklarung wire, dass nur eine Monolage von
Lipiden adsorbiert wird oder eine der beiden Monolage beim Spiilen abreifit. Dieser
zweite Erkldrungsansatz ist jedoch wenig wahrscheinlich, weil sich zum Polyelektrolyt-
film hin nur die Lipidkopfgruppen orientieren kénnen und eine Anordnung, in der die
Schwanzgruppen zur Lésung orientiert sind, eine energetisch und entropisch ungiinstige

Konstellation darstellt.
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7. Ergebnisse Teil 3: Untersuchungen zur
Funktionsweise naturlicher Gelenke durch
Neutronenreflektometrie unter Druck und
Scherung

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt die vorbereitenden Untersuchungen zur Bildung
der Lipidmembranen auf den Polyelektrolytfilmen dargestellt wurden, sollen nun die ei-
gentlichen Messungen zur Untersuchung der Schmierungseigenschaften der Gelenke
vorgestellt werden. Ziel der Untersuchungen ist es, sich auf molekularer Ebene ein Bild
von der Grenzfliche Knorpel/Synovialfliissigkeit unter mechanischer Belastung zu ma-
chen und mogliche Interaktionen zwischen der Synovialfliissigkeit und dem Knorpel zu
beobachten. Ein weiteres Augenmerk soll auf mogliche reibungsvermindernde Zwi-
schenschichten, wie beispielsweise ein Konzentrationsgradient an Hyaluronséure in

Grenzfldchennihe, gelegt werden.

7.1 Messungen unter Scherkraften

Die Scherversuche wurden am Neutronenreflektometer ADAM, Institut Laue-Langevin
(ILL), Grenoble, Frankreich mit einer dort vorhandenen Scherzelle durchgefiihrt. Dabei
wurde zunéchst ein einfaches System, bestehend aus einem unbeschichteten Si-Substrat
in Kontakt mit D,O und verschiedenen Hyaluronsidure-Losungen (physiologische Hya-
luronsdure-Konzentration von 3,6 mg/ml sowie eine deutlich hohere Konzentration von
36 mg/ml) studiert. Ziel war es festzustellen, ob sich eine Hyaluronsdure-Schicht auf der
Oberflache ausbildet, deren physikalische Eigenschaften von der Scherrate abhingen.
AuBerdem sollte anhand der Streulédngendichte der Volumenphase untersucht werden,
ob sich die strukturellen Eigenschaften der Hyaluronsdure-Losung unter Scherung 4n-
dern. Abbildung 7.1 zeigt die Reflektivitatskurven fiir das Experiment mit 3,6 mg/ml

Hyaluronsdurekonzentration.
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Abb. 7.1: Reflektivititskurven flir Scherexperiment Hyaluronsdure (3,6 mg/ml) gegen

Siliziumsubstrat

Zunichst wurde das Reflektivitédtsprofil gegen D,O vermessen, anschlieBend D,O gegen
Hyaluronsédure-Losung (3,6 bzw. 36 mg/ml, jeweils in 0,15 M NaCl) in D,O ausge-
tauscht und die Scherrate von 0 bis 250 min" sukzessive erhoht. Es wurde in keinem
Falle eine Anderung der spekular reflektierten Intensitit beobachtet, was darauf hin-
weist, dass sich weder ein Hyaluronsdure-Adsorbat nennenswerter Dicke ausbildet noch
strukturelle Verdnderungen der Volumenphase auftreten, die innerhalb der Empfind-
lichkeitsgrenzen der Methode nachweisbar sind. In der nicht-spekularen Reflexion auf-
tretende Satellitenpeaks weisen darauf hin, dass sich bei Kontakt mit Hyaluronséure-
Losung laterale Strukturen parallel zur Siliziumoberfldache ausbilden. Eine Abhéngigkeit

dieses Effekts von der Scherrate wurde nicht festgestellt.

In einem nédchsten Schritt wurde eine Hyaluronsdurelosung gegen einen PSS-

terminierten Polyelektrolytfilm geschert. An den Film lagerte sich zunéchst ein Hyalu-
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ronsdure-Adsorbat an, welches unter Scherung diinner wurde und bei hohen Scherraten
schlieBlich ganz verschwand. Abb. 7.2 zeigt die Reflektivititskurven, Tabelle 7.1 die

Ergebnisse der Anpassungen.
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Abb. 7.2: Reflektivititskurven fiir Scherexperiment Hyaluronsdure gegen Polyelektro-
lytfilm. Die Kurven wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit verschoben. Die Kreise
stehen fiir die Messdatenpunkte, die durchgezogenen Linien stellen die Ergebnisse der

Anpassungen dar
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Tab. 7.1: Ergebnisse des Fittens der Reflektivititskurven aus Abbildung 7.2

Probelésung Tem- | Scher- | SLD Hya- H,0 Dicke Hya- SLD Volu-
peratur | rate luronsau- Gehalt luronsaure- men-
[°C] | [min®] | re-Film Film phase
[10° A HS- [A] [10° A7
Film

D,O 25 0 - - - 6,35

Hyaluronsdure 25 0 5,9 0,91 66 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronsdure 37 0 5,7 0,87 63 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronsaure 37 2,5 4,2 0,60 28 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronséure 37 12,5 2,5 0,28 13 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronséure 37 25 2,5 0,28 12 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronsdure 37 125 2,5 0,28 12 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronsdure 37 250 0 - - 6,21
3,6 mg/ml

Hyaluronsaure 37 0 0 - - 6,21
3,6 mg/ml

Tabelle 7.1 zeigt, dass sich zundchst bei Kontakt der Hyaluronsdurelosung mit dem Po-
lyelektrolytfilm ein 66 Angstrom dicker, stark gequollener Hyaluronsdurefilm ausbilde-
te. Da sowohl der Polyelektrolytfilm als auch die Hyaluronsdure negativ geladen waren,
sind vermutlich hydrophobe Wechselwirkungen fiir die Bildung des Films verantwort-

lich. Der Film blieb bei Erh6hung der Temperatur von 25°C auf 37°C unveréndert.

Beim Anliegen einer Scherrate von 2,5 min™' verlor er dann an Wasser, was sowohl an
der sinkenden Schichtdicke als auch an der geringeren Streuldngendichte erkennbar ist.
Dieser Trend setzte sich bis zu einer Scherrate von 125 min™ fort. Bei 250 min™” wurde
der Hyaluronsdurefilm schlieflich vollstdndig von der Oberfldche abgelost. Der Unter-
schied in Streuldngendichte nach dem Einbringen der Hyaluronsédurelosung riihrt wahr-
scheinlich nicht von der Hyaluronséure, sondern von einer Kontamination der Losung

mit leichtem Wasser her.
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Die Scherexperimente unter Verwendung von Lipiden konnten aus zeitlichen Griinden
(Verzogerungen bei der Fertigsstellung der neuen Scherzelle, Ausfall von Neutronen-
messzeit) im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Erste Experimente
dieser Art wurden von PD Dr. Reiner Dahint (Universitidt Heidelberg) und Dr. Roland
Steitz (Hahn-Meitner-Institut, Berlin) im Juni 2008 am Instrument ADAM, Institut
Laue-Langevin (ILL) in Grenoble, Frankreich durchgefiihrt. Die Daten befinden sich

derzeit noch in der Auswertung und sollen durch weitere Messungen verifiziert werden.

7.2 Messungen unter Druck

Fiir die Messungen unter Druck musste zunédchst eine eigene Probenumgebung entwi-
ckelt werden. Dabei entstand die im Abschnitt 4.5 vorgestellte Druckzelle fiir Messun-
gen unter Fliissigkeit zwischen 1 bar und 1 kbar. Die Zelle wurde wahrend eines Expe-
rimentes am Instrument AMOR am Paul-Scherrer-Institut im Dezember 2006 in Betrieb

genommen.

Als ein erstes Startexperiment wurde schweres Wasser gegen einen Polyelektrolytfilm
gedriickt. Zunichst sollte dabei geklart werden, ob die Zelle fiir Reflektivititsmessungen
geeignet ist. Hinsichtlich des Experiments wurde das Augenmerk auf zwei Dinge gelegt.
Zum einen sollte untersucht werden, ob sich unter Druck die Streulingendichte der Vo-
lumenphase erhoht und damit die Totalreflektionskante der Reflektivitdtskurve ver-
schiebt. Dies konnte moglich sein, da die Dichte des Wassers unter Druck ansteigen
sollte und somit mehr Molekiile pro Volumeneinheit zum Riickstreuen zur Verfiigung

stehen.

Zum anderen sollte geklart werden, ob Wasser aus dem Film herausgedriickt werden
kann, was mit einer Rechtsverschiebung der Kiessig-Oszillationen einhergehen miisste.
Um die Wahrscheinlichkeit einer Verschiebung der Totalreflexionskante einschétzen zu
konnen, kann der theoretische Wert rechnerisch ermittelt werden. Fiir Fliissigkeiten und

Festkorper kann die Kompressibilitét k folgendermalB3en errechnet werden:

Kz—ld—v Gl. 7.1

Vdp’
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wobei V das Volumen und p der Druck sind. Da die Masse konstant ist, erhidlt man fol-

gende integrierte Form:
Ap _ ‘A_V — [cAp). Gl 7.2
p A%

Mit einer Kompressibilitit von Wasser von 5-107'° Pa™! Iisst sich fiir 820 bar ein Dichte-
anstieg von 4,1 % errechnen. Bei einer Dichte von Wasser bei 1 bar und 37°C von
0,99332 g/cm? steigt die Dichte bei 820 bar auf 1,03405 g/cm?. Somit lassen sich mittels
der Gleichung

. PN ,
d=) b, , Gl 73
255

wobei & die Streuldngendichte, b; die Streuldnge des Atoms i, n die Anzahl der Atome
im Molekiil, p die Dichte, N die Avogadro-Zahl (6,02214179-10* mol™) und M die
Molmasse des Molekiils sind, die Streuldngendichten errechnen. Bei Einsatz der ent-
sprechenden Werte (bp = 6,671 A und bigo = 5,803 A) erhdlt man eine Streuldngendich-
te von schwerem Wasser bei 1 bar von 6,36:10° A und fiir 820 bar von 6,62:10° A~
Bei Einsetzen der Werte in Gleichung 3.29 erhdlt man die Winkel der Totalreflexion
von 0,243° fiir einem Druck von 1 bar und 0,248° bei 820 bar. Somit verschiebt sich der
Winkel nur um 0,005°. Dieser Unterschied ist durch eine Messung nicht aufzuldsen.

Abbildung 7.3 zeigt das Ergebnis des Versuches.
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Abb. 7.3: Reflektivitidtskurven aus einem Experiment, in dem schweres Wasser gegen

einen Polyelektrolytfilm gedriickt wurde

Das Experiment zeigt zunéchst, dass die Druckzelle erfolgreich fiir Reflektivititsmes-
sungen bis zu Driicken von 820 bar eingesetzt werden kann. Die Reflektivitit kann am
Instrument AMOR annéhernd iiber fiinf Gré8enordnungen beobachtet werden. Hinsicht-
lich der wissenschaftlichen Beurteilung des Experiments trat keiner der oben diskutier-
ten Effekte ein. Die Totalreflexionskante verschob sich wie erwartet nicht. Auch die Po-
sitionen der Kiessig-Ringe verdnderten sich nicht. Einzig die Amplituden der Kiessig-

Oszillationen waren etwas ausgeprégter bei 820 bar, was auf eine verminderte Oberfla-

chenrauigkeit schlie3en ldsst.

In einem néichsten Schritt hin zum Modellsystem wurde anschlieend eine Hyaluronsiu-
relésung in 0,15 mol/l NaCl gegen den Polyelektrolytfilm gedriickt. Dabei wurde zu-
nichst ein Druck von 50 bar gewihlt, wie er auch lokal in Gelenken auftreten kann. Da-

nach wurde der Druck auf 100 bar erhoht und anschlieBend wieder bei Umgebungs-
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druck gemessen. Die Experimente wurden bei 37 °C durchgefiihrt. Abbildung 7.4 und

7.5 zeigen die Ergebnisse des Experiments.
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Abb. 7.4: Reflektivitdtskurven aus einem Experiment, in dem eine Hyaluronsdure-
Losung in schwerem Wasser und 0,15 mol/l NaCl gegen einen Polyelektrolytfilm ge-

drickt wurde.
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Abb. 7.5: Streuldngendichteprofil zu Druckexperiment aus Abbildung 7.4

Abbildung 7.4 zeigt, dass ein Druck von 50 bar eine deutliche Anderung in der Reflek-
tivitdtskurve hervorruft. Die Kiessig-Ringe Oszillationen sind im Vergleich zu einem
Druck von 1 bar deutlich zu hoheren q,-Werten verschoben. Aus dem Streuldngendich-
teprofil ist zu erkennen, dass der Polyelektrolytfilm um etwa 100 A diinner geworden ist
und auch an Streulédngendichte verloren hat. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der Was-
sergehalt des Films sank. Bei der quantitativen Auswertung erhilt man einen Dickever-
lust von etwa 22,5 % und einen Wasserverlust von 11 %. Eine weitere Erh6hung des
Druckes auf 100 bar sowie das anschlieBende Absenken auf 1 bar hatten keinen Einfluss

mehr auf die Reflektivititskurve. Somit ist der Effekt irreversibel.

Nun stellt sich die Frage, warum Wasser bei einem Druck von 820 bar dem Polyelektro-
lytfilm kein Wasser entziehen kann, aber eine Hyaluronsdureldsung dies schon bei 50
bar vermag? Eine mogliche Antwort konnte sein, dass die Hyaluronsdure hygroskopi-
sche Eigenschaften hat /112, 113/. Warum der Effekt irreversibel ist, ist zurzeit noch
unklar. Eine Ursache konnte sein, dass durch das Herauspressen des Wassers ungesittig-
te, entgegengesetzte Ladungen im Film sich stirker einander ndhern und so die Anzie-

hungskrifte irrreversibel erhoht wurden.

In einen weiteren Schritt hin zum Modellsystem wurde schweres Wasser gegen eine Li-

pid-Doppelschicht auf einen Polyelektrolytuntergrund gedriickt. Der Lipidfilm bestand
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zu 80 % aus DMPC und zu 20 % aus DOTAP. Der Film wurde zunéichst bei 50 bar und
anschliefend bei 600 bar gedriickt. Das Experiment wurde, wie die anderen auch, bei

37°C durchgefiihrt: Abbildung 7.6 zeigt die Reflektivitidtskurven der Messungen.
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Abb. 7.6: Reflektivititskurven des Experimentes, bei dem schweres Wasser gegen einen
Lipidfilm aus 80 % DMPC und 20% DOTAP gedriickt wurde. Die Ergebnisse der An-
passungen der Kurven zeigt Tabelle 10.4.

Abbildung 7.6 zeigt, dass der Druck keinen Einfluss auf die Beschaffenheit der Lipid-
Doppelschicht hat. Zunichst ist eine deutliche Linksverschiebung der Kiessig- Oszilla-
tionen nach der Inkubation des Polyelektrolytfilms in die Vesikellosung erkennbar. Da-
bei bildete sich der bereits in Abschnitt 6 beschriebene Lipidfilm (Schichtdicke: 47 A,
Streuldngendichte: 2,43 10° A?).

Sowohl bei 50 bar als auch bei 600 bar war dann keine Verdnderung der Oszillationen
mehr sichtbar, so dass innerhalb der Grenzen der Auflosung des Experimentes keine

Schichtdickendnderungen des Lipidfilms beobachtet werden konnten. Jedoch bleibt fest-
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zustellen, dass die Reflektivitit wihrend des Experimentes am V6 am Hahn-Meitner-
Institut mit der Druckzelle nur iiber vier Gréf8enordnungen beobachtet werden konnte
und die Daten somit an der Grenze der quantitativen Auswertbarkeit sind. Von daher
wird an dieser Stelle empfohlen, das Experiment an einer leistungsstirkeren Quelle zu

wiederholen.

Als abschlieBendes Experiment wurde nun noch das vollstdndige Modellsystem, beste-
hend aus einem Polyelektrolytfilm, einer Lipid-Doppelschicht und einer Hyaluronséure-

16sung gedriickt. Abbildung 7.7 zeigt das Ergebnis des Experiments.
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Abb. 7.7: Reflektivitdtskurven des Experimentes, bei dem eine Hyaluronsdure-Losung
einer Konzentration von 3,6 mg/ml gegen einen Lipidfilm aus 50 % DMPC und 50%
DOTAP gedriickt wurde. Die Ergebnisse der Anpassungen der Kurven zeigt Tabelle
10.4.

Abbildung 7.7 zeigt zunichst, dass sich ein Lipidfilm auf der Polyelektrolytoberflache
ausgebildet hat. Der Film hat die in Abschnitt 6 gezeigten Eigenschaften (62 A Schicht-
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dicke bei einer Streuldngendichte von 3,0-10° A). Der Film ist somit etwa 20 % dicker
als es fiir eine Doppelschicht zu erwarten wire. Nach dem Kontakt mit der Hyaluron-
sdurelosung kam es zu einer Rechtsverschiebung der Kiessig-Oszillationen. Der Grund
diirfte jedoch ein anderer sein als der Kontakt mit der Hyaluronséure. Der Film wurde
aus organisatorischen Griinden etwa 24 Stunden in leichtem Wasser gelagert. Dabei
wurde vermutlich ein geringer Teil des Lipidfilms abgeldst und moglicherweise auch
leichtes Wasser in den Lipidfilm eingelagert. Der Fit ergibt fiir diesen Film eine
Schichtdicke von 56 A bei einer Streulingendichte von 3,49-10° A Der Druck hatte
schlieBlich, wenn iiberhaupt, nur einen marginalen Einfluss auf die Reflektivitatskurven.
Es lasst sich bei einem Druck von 600 bar eine minimale Rechtsverschiebung der Frin-
ges erahnen. Da die Kurven jedoch etwas verrauscht sind, ist dies nicht deutlich genug
erkennbar. Deshalb bleibt auch hier das Ergebnis, dass das System innerhalb der Gren-

zen der Aufldsung des Experiments stabil ist.

AbschlieBend stellt sich nun die Frage nach der Bedeutung der Ergebnisse. In den
Scherexperimenten wurden keine wesentlichen Erkenntnisse iiber die Schmierung von
Gelenken erlangt. Ein mogliches Szenario, nach dem sich unter Scherung ein Schmier-
film erhohter Hyaluronsédurekonzentration bildet, wurde nicht beobachtet. Stattdessen
wurde eine Verringerung der Schichtdicke eines Hyaluronséure-Filmes an der Grenzfla-
che gefunden. Strukturdnderungen in der Volumenphase konnten ebenfalls nicht sicht-

bar gemacht werden.

In den Druckexperimenten wurde bei Abwesenheit eines Lipidfilms der Polyelektrolyt-
film bei gleichzeitigem Wasserverlust um ca. 25% komprimiert. Dieser Effekt trat bei
einen physiologisch bedeutsamen Druck von 50 bar auf. Eine mogliche Ursache dafiir
sind die hygroskopischen Eigenschaften der Hyaluronsdure. Befindet sich ein Lipidfilm

auf dem Polyelektrolyten, so konnte kein Wasser herausgedriickt werden.

Diese Beobachtungen konnten zu einem besseren Verstdndnis der Entstehung von Ge-
lenkerkrankungen beitragen. In erkrankten Gelenken konnte die Lipidschicht auf dem
Knorpel beschéddigt bzw. abgelost sein. Dies fiihrt dazu, dass der Knorpel frei liegt und
von der hygroskopischen Hyaluronsiure angegriffen wird. Diese konnte allmédhlich dem
Knorpel Wasser entziehen und ihn somit sproder werden lassen. Demnach hétte der Li-

pidfilm eine wichtige Schutzfunktion fiir den Knorpel.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Gelenkerkrankungen zdhlen in der heutigen Zivilisation zu den am weitesten verbreite-
ten Krankheiten. Die Ursachen hierflir sind vielfiltig. Zum einen wird durch die moder-
ne Medizin ein hoheres Lebensalter erzielt, so dass der Gelenkverschleill hdufiger in Er-
scheinung tritt. Zum anderen kommen andere Faktoren wie mangelnde Bewegung oder
Ubergewicht, welches die Gelenke stark belastet, zum Tragen. Gelenkerkrankungen
sind in aller Regel nicht tddlich, schrinken jedoch die Lebensqualitit stark ein. Als
mogliche BehandlungsmalBinahme fiir den Patienten kommt prinzipiell ein Gelenkersatz

in Frage.

Die Eigenschaften heutiger Gelenkprothesen sind jedoch nicht in jedem Fall zufrieden-
stellend. Die Haltbarkeit dieser betrdgt etwa 10 bis 15 Jahre, so dass nach Ablauf dieses
Zeitraumes erneut eine fiir den Patienten belastende und dariiber hinaus teure Operation
von Noten ist. Hauptproblem der derzeit verwendeten Gelenkprothesen ist, dass Ge-
lenkkugel und Pfanne im direkten Kontakt miteinander stehen und durch die daraus re-

sultierende hohe Reibung allméhlich beschiadigt werden.

Ein Ansatz, dieses Problem zu 16sen, ist, sich beim Aufbau eines kiinstlichen Gelenkes
starker an der Natur zu orientieren. Diese benutzt fiir Gelenke die Fliissigschmierung,
welche fiir Prothesen unerreicht niedrige Reibungskoeffizienten erzielt. Dabei ist zum
einen der Knochen mit einer zentimeterstarken, elastischen Knorpelschicht bedeckt und
zum anderen die beiden gegeniiberliegenden Gelenkteile durch einen fliissigen Schmier-

film voneinander getrennt.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, ein besseres Verstindnis fiir die Funktionswei-
se der Fliissigschmierung in einem natiirlichen Gelenk zu entwickeln und so den Weg
fiir die Ubertragung der Fliissigschmierung auf kiinstliche Gelenke zu ebnen. Dabei
wurde das Augenmerk auf zwei Punkte gelegt. Zum einen sollte die Rolle von oberfla-
chenaktiven Lipiden, welche sich in natiirlichen Gelenken befinden, aufgeklart werden.
Zum anderen sollte ein Modellsystem, welches die wesentlichen Komponenten des Ge-
lenks enthilt, unter mechanischer Belastung wie Druck und Scherkréften untersucht
werden.
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Zunéchst sollte geklart werden, ob die Lipide in der Synovialfliissigkeit als freie Vesikel
oder durch die Hyaluronsdure komplexiert vorliegen. In der Literatur wurde an einigen
Stellen liber Wechselwirkungen zwischen Hyaluronséure und DPPC, dem hauptséchlich
im Gelenk vorkommenden Lipid, berichtet /62 — 64/. In den fiir diese Arbeit durchge-
fiihrten Experimenten kam DMPC als Modellsubstanz zum Einsatz, da dieses aufgrund
der kiirzeren Fettsdureketten eine niedrigere Phaseniibergangstemperatur und damit bes-
sere Verarbeitungseigenschaften besitzt. Beide Lipide besitzen jedoch mit der Phospho-
cholingruppe die gleiche Kopfgruppe, welche fiir intermolekulare Wechselwirkungen

verantwortlich sein sollte.

Um die Struktur der Lipide in Hyaluronsdureldsungen aufzukliren, kamen mit der Ana-
lytischen Ultrazentrifugation, der Differenzkalorimetrie und der Isothermischen Titrati-
onskalorimetrie drei verschiedene Techniken zum Einsatz. Dabei wurden im Gegensatz
zur gegenwartigen Meinung in der Literatur keine spezifischen Wechselwirkungen zwi-
schen der Hyaluronsdure und DMPC festgestellt. Als mdgliche Gruppen fiir das Auftre-
ten von Wechselwirkungen kam bei dem Lipid die Phosphocholingruppe und bei der
Hyaluronsédure die dissoziierte Carboxylgruppe in Betracht. Jedoch diirfte das bipolare
Lipid nach auBlen nahezu neutral sein. Zum anderen ist der Abstand zweier benachbarter
Carboxylgruppen in dem Hyaluronsduremolekiil recht grof3, so dass dies ein Polyelekt-
rolyt mit geringer Ladungsdichte sein diirfte. Als Schlussfolgerung bleibt, dass elektro-
statische Wechselwirkungen eine untergeordnete Rolle spielen sollten und die Lipide in

der Synovialfliissigkeit als freie Vesikel vorliegen diirften.

Da in der Arbeit ein wesentliches Augenmerk auf die Eigenschaften der Grenzfliche
zwischen Knorpel und Synovialfliissigkeit gelegt wurde, sollten auch Wechselwirkun-
gen zwischen DMPC und Hyaluronsdure an der Grenzfliche aufgekliart werden. Als
Techniken dafiir kamen die QCM-D und die Rasterkraftmikroskopie, welche unter Fliis-
sigkeit durchgefiihrt wurde, zum Einsatz. Als System fiir die Untersuchungen wurde zu-
néchst eine DMPC-Doppelschicht, welche auf einer SiO,-Oberfldche aufgebracht wur-
de, untersucht. Auch hier konnte gezeigt werden, dass keine Wechselwirkungen zwi-

schen den beiden Molekiilen bestehen.

Um das Bild weiter zu vervollstdndigen, wurde anschlieBend die Frage nach der Ober-

flichenaktivitdt der Lipide in der Synovialfliissigkeit aufgegriffen. Dafiir wurden die
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Adsorption von DMPC und DPPC sowohl aus einem wéssrigen Puffer als auch aus
Hyaluronsdureldsungen mittels QCM-D gemessen. Da die Lipide nicht von der Hyalu-
ronsdurelosung komplexiert werden, war zu erwarten, dass die Lipide auch in Hyaluron-
sdurelosungen oberflachenaktiv sind. Dies konnte so auch festgestellt werden. Sowohl
DMPC als auch DPPC besitzen in Wasser und Hyaluronsdurelosung eine vergleichbare
Oberflachenaktivitit. Diese Aussage trifft sowohl auf die adsorbierte Masse als auch auf
die Adsorptionsgeschwindigkeit zu. Ein Unterschied war jedoch zwischen DMPC und
DPPC auszumachen. DMPC wurde in Form einer Doppelschicht und DPPC als intakte
Vesikel adsorbiert. Hill et al. gingen davon aus, dass die Grenzfliche Knor-
pel/Synovialfliissigkeit von einer oligolamellaren Lipidschicht bedeckt ist /56/. Da
DPPC im Gelenk in der kristallinen Phase vorliegt, ist es nicht unwahrscheinlich, dass

es auch im Gelenk als intaktes Vesikel am Knorpel anhaftet.

Um die Schmierungseigenschaften der Lipide in der Synovialfliissigkeit beurteilen zu
konnen, wurden Viskositidtsmessungen mit verschiedenen Mischungen aus DMPC bzw.
DPPC und Hyaluronsdure durchgefiihrt. Auch dabei wurden deutliche Unterschiede
zwischen DMPC und DPPC festgestellt. Zunachst ist das nicht-Newtonsche Verhalten
der Hyaluronsiure, welches sich durch Scherverdiinnung zeigt, seit langem bekannt.
Dies zeigte sich auch bei der hier untersuchten Probe. Wihrend DMPC den Kurvenver-
lauf fiir die scherabhédngige Viskositdt bei der physiologischen Konzentration von 0,1

mg/ml nicht beeinflusst, senkt DPPC bei gleicher Konzentration die Viskositit deutlich.

Uber den Grund dafiir kann nur spekuliert werden. Eine Mdglichkeit wire, dass das Li-
pid in der L.-Phase bessere Schmierungseigenschaften hat als in der L,-Konformation.
Ein andere Erkldrung konnte sein, dass sich an die Grenzflache des Rheometers DPPC-
Vesikel anlagerten und damit den Drehwiderstand des Kegels senken. Dies entspricht
genau der Situation im natiirlichen Gelenk. Letztlich bleibt festzustellen, dass DPPC of-

fensichtlich die besseren Schmierungseigenschaften Im Vergleich zu DMPC besitzt.

Nachdem geklart wurde, dass die Lipide als freie Vesikel in der Synovialfliissigkeit vor-
liegen, wurde ein Modellsystem zum Studium der Grenzfliche Knor-
pel/Synovialfliissigkeit aufgebaut und eingesetzt. Das Modellsystem bestand aus einem
Siliziumsubstrat, auf dem erst ein Polyelektrolytfilm und darauf eine Lipid-

Doppelschicht aufgebracht wurden. Der Polyelektrolytfilm war als Modellsubstanz fiir
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den Knorpel besonders geeignet, da er drei wichtige Eigenschaften in sich vereint. Zum
ersten enthilt er ca. 40% Wasser und ist damit dhnlich stark gequollen wie der Knorpel.
Zum zweiten ist seine Oberfliche geladen und ermdglicht es somit, Lipidmembranen
darauf abzuscheiden. SchlieBlich kann er mit geringen Rauhigkeiten auf das Silizium-
substrat aufgebracht werden und erfiillt somit eine strenge Forderung der Neutronen-

reflektometrie, welche die Hauptcharakterisierungstechnik fiir das System darstellt.

Da das Aufbringen von Lipid-Doppelschichten auf Polyelektrolytoberflichen keine
etablierte Technik darstellt, waren zunichst umfassende Untersuchungen zu diesem
Punkt notig. Als Charakterisierungstechniken kam hierbei die QCM-D, die in situ-
Ellipsometrie sowie die Rontgenreflektometrie zum Einsatz. QCM-D und Ellipsometrie
wurden unter Fliissigkeit durchgefiihrt, fiir die Rontgenreflektometrie kam eine Zelle

mit 100% geséttigter Wasserdampfatmosphéare zum Einsatz.

Zunichst wurde versucht, das DMPC als Doppelschicht auf den Polyelektrolytfilm auf-
zubringen. Dabei wurden die wichtigsten Erkenntnisse durch die QCM-D gewonnen.
Die in /109/ beschriebene Technik, nach der DMPC-Filme auf negativ terminierten
PSS-Grenzfldchen gebildet werden konnen, konnte in eigenen Arbeiten nicht bestétigt
werden. Im Gegensatz dazu wurde das Aufplatzen der Lipidvesikel auf positiv termi-
nierten PAH-Grenzflachen beobachtet. Dafiir ist die Anwesenheit von 0,15 mol/l Natri-
umchlorid in der Vesikellosung notwendig. Ohne diese wurde nur die Adsorption intak-
ter Vesikel beobachtet. Mittels QCM-D ist das Aufplatzen durch ein sehr ausgeprégtes
Frequenzminimum sichtbar. Die Filme erwiesen sich jedoch beim Spiilen als nicht sta-
bil. Eine stabile Basislinie beim Spiilen konnte erst durch das Zusetzen von 2-10™ mol/l
Calciumchlorid erreicht werden. Die Ergebnisse konnten mit der Rontgenreflektometrie

und der in situ-Ellipsometrie bestatigt werden.

Spéter erwies es sich jedoch als schwierig, die Ergebnisse in der Neutronenreflekto-
metrie umzusetzen. Als Hauptgrund dafiir diirfte die um den Faktor 20 bis 40 grofere
Probenfldache bzw. das 1000-fach grof3ere Probevolumen im Vergleich zur QCM-D sein.
Deshalb wurde ein stabileres System aufgebaut, bei welchem geladene Lipide unterge-
mischt wurden. Zunéchst wurde unter Verwendung von POPC ein System aufgebaut,
welches keinen Phasentiibergang besitzt. Es konnten mit Mischungen aus 1:1 und aus 4:1

POPC:DOTAP erfolgreich Lipid-Doppelschichten gebildet werden. Das gleiche System

- 145 -



wurde anschlieend unter Verwendung von DMPC aufgebaut. Auch hier konnten er-
folgreich Doppelschichten mit Mischungen aus 1:1 und aus 4:1 DMPC:DOTAP geformt
werden. Als Hauptcharakterisierungstechnik fiir diese Systeme kam die Rontgenreflek-
tometrie zum Einsatz. Die Ergebnisse konnten anschlieBend in der Neutronenreflekto-

metrie bestdtigt werden.

Schlielich wurde das Modellsystem unter Druck und Scherung mittels Neutronen-
reflektometrie untersucht. Die Neutronenreflektometrie war dafiir die geeignetste Tech-
nik, da sie ein Bild der Grenzfliche auf molekularer Ebene erstellt. Neben der Schicht-
dicke der Filme im Nanometerbereich lassen sich auch Riickschliisse auf den Wasserge-

halt der einzelnen Schichten ziehen.

In den Scherversuchen wurde eine Hyaluronsdureldsung gegen ein Siliziumsubstrat und
gegen einen Polyelektrolytfilm vermessen. In den erstgenannten Experimenten konnte
kein Effekt festgestellt werden. Weder die Bildung eines Hyaluronsdureadsorbates auf
dem Substrat noch Strukturdnderungen in der Volumenphase konnten sichtbar gemacht
werden. Im Versuch mit dem Polyelektrolytfilm wurde die Streckung eines Hyaluron-
sdurefilmes, welcher sich durch hydrophobe Wechselwirkungen an den Polyelektrolyt-
film angelagert hatte, beobachtet. Wesentliche Riickschliisse auf die Schmierung von
Gelenken lassen sich aus diesen Resultaten nicht ziehen. Ein Erkldrungsmodell, nach
dem die Hyaluronsdurekonzentration unter Scherung in Grenzflichennidhe ansteigt,

konnte nicht bestétigt werden.

In den Druckversuchen wurde als erster Schritt schweres Wasser bei 820 bar gegen ei-
nen Polyelektrolytfilm gedriickt. Abgesehen von einer verminderten Oberflachenrau-
higkeit des Polyelektrolyten wurde dabei kein Effekt festgestellt. Weder eine Verschie-
bung der Kiessig-Oszillationen, die eine Schichtdickeninderung anzeigen wiirde, noch
eine Verdanderung der Totalreflektionskante wurden beobachtet. AnschlieBend wurde ei-
ne Hyaluronsdurelosung gegen einen Polyelektrolytfilm gedriickt. Dabei war schon bei
50 bar ein deutlicher Effekt sichtbar. Der Film verlor ca. 25 % an Schichtdicke und 11%
an Wasser. Ein weiteres Steigern des Druckes auf 100 bar sowie ein darauffolgendes
Entspannen hatten keinen Einfluss auf die Reflektivitit. Es handelt sich somit um einen

irreversiblen Effekt. SchlieSlich wurden sowohl schweres Wasser als auch eine Hyalu-
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ronsdureldsung bei 50 und 600 bar gegen einen Lipidfilm gedriickt. Dabei konnte inner-

halb der Auflosungsgrenzen der Methode kein Effekt festgestellt werden.

Bei der Frage nach der Bedeutung der hier gewonnenen Ergebnisse ist zu beachten, dass
ein stark vereinfachtes Modellsystem untersucht wurde. Dennoch kénnen auf Basis der
durchgefiihrten Studien Spekulationen hinsichtlich der Funktionsweise natiirlicher Ge-
lenke angestellt werden. Zum einen wére es moglich, dass der Knorpel unter Druck re-
versibel Wasser mit der Synovialfliissigkeit austauscht. Es wire denkbar, dass der
Knorpel unter Druck Wasser abgibt und dadurch das Volumen der Synovialfliissigkeit
ansteigen ldsst. Sollte dieser Effekt im natiirlichen Gelenk reversibel sein, so wiirde der
Knorpel beim Entspannen wieder Wasser aufnehmen. Das unter Druck steigende Volu-
men der Synovialfliissigkeit wiirde dafiir sorgen, dass sich die beiden Knorpelflichen

nicht beriihren konnen und somit nicht beschadigt werden.

Eine andere Deutung der Ergebnisse wiirde die These stiitzen, nach der die Lipide eine
Schutzfunktion fiir den Knorpel besitzen. Werden die Lipide von der Knorpeloberfliache
abgelost, wie es wahrscheinlich in erkrankten Gelenken der Fall ist (vgl Abschnitt 2.5),
so ist die hygroskopische Hyaluronsdure in direkten Kontakt mit dem Knorpel. Diese
konnte dann dem Knorpel allméhlich sein Wasser entziehen und so einen Schadigungs-
prozess einleiten. Dies wiirde dem Ergebnis entsprechen, in dem bei 50 bar dem Poly-

elektrolytfilm bei irreversibler Schrumpfung Wasser entzogen wurde.

Der Wasserverlust diirfte zu einer Versprodung des Knorpels fiihren, ein Einreilen des
Knorpels wire dann die Folge. Auch diirfte die Erndhrung der Knorpelzellen gestort
werden. Befindet sich jedoch eine intakte Lipidschicht auf dem Knorpel, so ist die Sy-
novialfliissigkeit nicht in der Lage, dem Knorpel Wasser zu entziehen. Dies wiirde dem
Ergebnis des Versuches, bei dem Wasser gegen einen Lipidfilm gedriickt und keine Ef-
fekte beobachtet wurde, entsprechen. Demnach wiirden die Lipide zwei Funktionen im
Gelenk erfiillen. Erstens bilden sie durch ihre ,,6lige Natur* einen Schmierfilm auf der
Knorpeloberflache und zweitens schiitzen sie den Knorpel vor der hygroskopischen Hy-

aluronséaure.

Basierend auf den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit sollte es moglich sein, ein

kiinstliches Gelenk, welches sich am Aufbau der Natur orientiert, nachzubauen. Die Be-
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deutung der Hyaluronsdure fiir die Schmierung des Gelenkes ist allgemein akzeptiert.
Die Struktur und Funktion des Lipides DPPC im Gelenk ist durch die hier vorliegende
Arbeit ebenfalls erforscht. DPPC liegt als freies Vesikel in der Synovialfliissigkeit und
vermutlich in Form intakter Vesikel an der Knorpelgrenzfliche im Gelenk vor. Abbil-
dung 8.1 zeigt ein kiinstliches Gelenk, welches am Aufbau der Natur orientiert ist, als

Boxmodell.

Titan

Polymer + Wasser

DPPC Vesikel

Hyaluronsaure, 0,15 M NaCl,
DPPC Vesikel

DPPC Vesikel

Polymer + Wasser

Titan

Abb. 8.1: Boxmodell eines kiinstlichen Gelenkes, welches sich am Aufbau natiirlicher

Gelenke orientiert.

Abbildung 8.1 zeigt den Aufbau eines denkbaren kiinstlichen Gelenkes. Als Triagerma-
terial dient das bereits bewéhrte Titan. Darauf konnte ein hydrophiles Polymer, welches
die Adsorption von Lipiden ermdglich, aufgebracht werden. Denkbar wire dafiir auch
der Einsatz der in dieser Arbeit verwendeten Polyelektrolyte. In einen Spalt zwischen
der mit Polymer beschichteten Gelenkkugel und -pfanne wird dann eine physiologisch
gepufferte Losung aus Hyaluronsidure und DPPC-Vesikeln eingebracht. Da DPPC auch
in Hyaluronsdurelosungen oberfldchenaktiv ist, lagert sich dieses an der Grenzfliche an

und bildet dann den Schmierfilm und die Schutzschicht fiir das Polymer.

Weiterhin wére es denkbar, die derzeit angewendete Therapie, nach der Hyaluronsaure
in erkrankte Gelenke injektiert wird, weiter zu verbessern. Bereits in /65/ wurden Mi-

schungen aus Hyaluronsdure und DPPC in Gelenke von Ratten eingespritzt und dabei
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eine signifikante Verringerung der Reibung sowie ein verbesserter Schutz des Knorpels
festgestellt. Denkbar wire, dass durch eine solche Therapie die Ausbildung einer neuen
Lipidschicht auf dem Knorpel gefordert werden konnte. Deshalb sollte dieser Ansatz

unbedingt weiterverfolgt werden.

Neben der Untersuchung der Schmierungseigenschaften von Gelenken war die Metho-
denentwicklung in der Neutronenreflektometrie und der Ellipsometrie ein wesentlicher
Bestandteil der Arbeit. Fiir die in situ Ellipsometrie wurde eine temperierbare Durch-
flusszelle entwickelt und erfolgreich getestet. Die Temperierbarkeit ist ein wichtiger
Bestanteil, da es so erst moglich ist, die Adsorption von Lipiden oberhalb ihrer Phasen-
iibergangstemperatur zu bestimmen. Dies gelang in einen Versuch erfolgreich. Weiter-
hin wurde eine anspruchsvolle, fiir groBe Probensubstrate geeignete Druckzelle fiir die
Neutronenreflektometrie entwickelt. Diese ermdglicht es, Fliissigkeiten und Gase bis zu
einen Druck von 1 kbar gegen eine Grenzfldche zu driicken. Die Zelle wurde erfolgreich
in Betrieb genommen. Dies stellt insofern einen grof3en methodischen Fortschritt dar, da

solche Versuche bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurden.

Schlielich wurde noch ein neuartiger Rheometeraufbau fiir die Neutronenreflekto-
metrie entwickelt, der sowohl in horizontaler als auch vertikaler Streugeometrie einge-
setzt werden kann. Diese Zelle ermdglicht es auch, das Drehmoment des Kegels auszu-
lesen. Dadurch konnen Riickschliisse auf die Viskositdt der Probeldosung gezogen wer-

den. Ein Test der Zelle steht jedoch noch aus.
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10. Anhang A: Fitparameter der Roéntgen-
und Neutronenreflektometriedaten

Tab. 10.1: Fitergebnisse der Rontgenreflektometriemessungen

Abbildung 1] 2| 3 4 S 6 71 8 9 10
6.4 (schwarz) 2.02|1 4.3[316f 1.21| 19 0] 0.164
6.4 (rot) 2.02]1 4.3[316f 1.21] 19]126.5[{ 1.25] 6 0] 0.261
6.7 (schwarz) 2.02] 3[309[1.27] 23 0] 0.151
6.7 (rot) 2.02] 3[{309(1.27) 23|19.7(1.25] 5.7 0] 0.189
6.8 (schwarz) 2.02]2.5[301] 1.26[ 17.6 0] 0.115
6.8 (rot) 2.02] 2.5[301[ 1.56] 17.6] 29.8 2.1| 8.3 0] 0.213
6.9 (schwarz) 2.02]12.8{310] 1.48[ 14.5 0] 0.141
6.9 (rot) 2.02] 2.8[310f 1.48] 14.5] 20.1{ 1.45] 7.1 0] 0.218
6.10 (schwarz) | 2.02| 2.7|341| 1.15] 17.2 0/ 0.108
6.10 (rot) 2.02]1 2.7{341| 1.15] 17.2]1 21.8{ 0.86] 7.9 0] 0.255
6.13 (schwarz) | 2.02] 2.7|341{ 1.19] 19.9 0] 0.116
6.13 (rot) 2.02] 2.7{341| 1.19] 19.9] 19.5[ 0.67] 6.8 0] 0.145

Spaltenbezeichnungen

1 SLD Substrat [10” A?]
2 Rauhigkeit Substrat [A]
3 Schichtdicke Polyelektrolytfilm [A]

4 SLD Polyelektrolytfilm [10” A™]
5 Rauhigkeit Polyelektrolytfilm [A]
6 Schichtdicke Lipidfilm [A]
7 SLD Lipidfilm [10” A™]
8 Rauhigkeit Lipidfilm [A]
9 SLD Luft [10™ A7

10 2 des Fits
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Tab. 10.2: Fitergebnisse der Scherexperimente

Tabelle 7.1 1 2| 3 4 S) 6 7] 8 9 10
Zeile 1 2,07 15(377] 3,68 10 6,36] 0,235
Zeile 2 2,07 15(377] 3,68 10| 66| 59| 10| 6,21] 0,211
Zeile 3 2,07 15[382| 3,02 10f 63| 5,7 10{ 6,21| 0,346
Zeile 4 2,07 15(377] 3,68 10f 28| 42| 6] 6,21| 0,284
Zeile 5 2,07 15(377] 3,68 10| 13| 2,5| 2| 6,21] 0,148
Zeile 6 2,07 15(377] 3,68 10{ 12| 2,5 2| 6,21| 0,177
Zeile 7 2,07 15(377] 3,68 10| 12| 2,5| 2| 6,21| 0,201
Zeile 8 2,07 15[387] 3,33 10 0 0] 0] 6,21] 0,248
Zeile 9 2,07 15[/387] 3,33| 10 0 0] 0] 6,21] 0,219

Spaltenbezeichnungen

10 2 des Fits

1 SLD Substrat [10° A?]
2 Rauhigkeit Substrat [A]

3 Schichtdicke Polyelektrolytfilm [A]
4 SLD Polyelektrolytfilm [10'6 A’z]
5 Rauhigkeit Polyelektrolytfilm [A]
6 Schichtdicke HS-Film [A]

7 SLD HS-Film [10° A™]
8 Rauhigkeit HS-Film [A]
9 SLD Volumenphase [10° A7)
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Tab. 10.3: Fitergebnisse der Druckmessungen ohne Verwendung von Lipiden

Abbildung 1 2| 3 4 5 6 7
7.3 (schwarz) 1,8 32,2382 3,28 5] 6,1] 0,118
7.3 (rot) 1,8] 32,2|380| 3,46 2| 6,1] 0,156
7.4 (schwarz) 2,07| 17,7|447] 3,51 11| 6,36] 0,181
7.4 (rot) 2,07] 17,7(340] 3,2 11] 6,36/ 0,172
7.4 (blau) 2,07] 17,7|328] 3,21 11| 6,36] 0,185
7.4 (griin) 2,07| 17,7(337] 3,32] 15| 6,36] 0,214

Spaltenbezeichnungen

1 SLD Substrat [10° A?]
2 Rauhigkeit Substrat [A]
3 Schichtdicke Polyelektrolytfilm [A]

4 SLD Polyelektrolytfilm [10° A?]
5 Rauhigkeit Polyelektrolytfilm [A]

6 SLD Volumenphase [10° A7)
7 y? des Fits
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Tab. 10.4: Fitergebnisse der Neutronenreflektometriemessungen unter Verwendung von

Lipiden

Abbildung 1 2| 3 4 5 6 71 8 9 10
6.10 (schwarz) 2,07{ 23,3[363] 4,25[ 15,1 6,36| 0,169
6.10 (rot) 2,07 23,3/ 364| 4,27[ 15,1] 61,8[ 3,03] 10[ 6,36 0,246
6.14 (schwarz) 2,07 27,6/378] 4,08 15 6,17| 0,261
6.14 (rot) 2,07 27,6/360( 3,87 15| 47,2 2,42| 12 6,17 0,182
7.6 (schwarz) 2,07 27,6/378] 4,08 15 6,17| 0,261
7.6 (rot) 2,07 27,6/360( 3,87 15[ 47,2 2,42| 12 6,17 0,182
7.6 (griin) 2,07 27,6/360( 3,87 15[ 47,2 2,42 12| 6,17 0,182
7.6 (blau) 2,07 27,6/360( 3,87 15[ 42,3 2,27 12| 6,17| 0,188
7.6 (ocker) 2,07 27,6/360( 3,87 15[ 42,3 2,27 12| 6,17 0,195
7.7 (schwarz) 2,07{ 23,3/ 363] 4,25[ 15,1 6,36/ 0,169
7.7 (rot) 2,07 23,3/ 364| 4,27[ 15,1{ 61,8[ 3,03] 10[ 6,36 0,246
7.7 (blau) 2,07 23,3/ 350{ 4,01 10{ 55,8] 3,49 10{ 6,36] 0,185
7.7 (griin) 2,07 23,3[350{ 4,01f 10{ 55,8( 3,49 10{ 6,36] 0,175
7.7 (ocker) 2,07 23,31 350| 4,01 10{ 48| 3,38 10[ 6,36] 0,165

Spaltenbezeichnungen

1 SLD Substrat [10° A?]
2 Rauhigkeit Substrat [A]
3 Schichtdicke Polyelektrolytfilm [A]

4 SLD Polyelektrolytfilm [10° A™]
5 Rauhigkeit Polyelektrolytfilm [A]
6 Schichtdicke Lipidfilm [A]
7 SLD Lipidfilm [10° A?]
8 Rauhigkeit Lipidfilm [A]
9 SLD Volumenphase [10° A™]

10 y? des Fits
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11. Anhang B: Verwendete Chemikalien

Tab. 11.1: Verwendete Chemikalien
Bestell-
Nr. [Bezeichnung Hersteller nummer
1|Hyaluronic Acid, Sodium Salt Calbiochem 385908-500
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-
2|Phosphocholine (DMPC) Avanti Polar Lipids  [850345
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
3|Phosphocholine (DPPC) Avanti Polar Lipids  [850355
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
4|Glycero-3-Phosphocholin (POPC) Avanti Polar Lipids [850457
1,2-Dioleoyl-3-Trimethyl-
5|ammonium-Propan (DOTAP) Avanti Polar Lipids  [8§90890
6|Polyethylenimine (PEI) Sigma-Aldrich 40,872-7
7|Poly(Sodium 4-Styrenesulfonate) (PSS) Sigma-Aldrich 24,305-1
8| Poly(Allylamine Hydrochloride) (PAH) Sigma-Aldrich 28,322-3
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