elektronisches
dokument

)

Q)

57

Neutron scattering on biological subjects —
Neue Einblicke
in die Struktur der Lipidmatrix des Stratum corneum,

basierend auf Modellmembranen
Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
vorgelegt der

Naturwissenschaftlichen Fakultit [
Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
von
Frau Diplom-Pharmazeutin Doreen Kessner geb. Otto

geb. am 01.06.1979 in Magdeburg

Gutachter

1. Prof. Dr. Dr. Reinhard Neubert, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

2. Prof. Dr. Bodo Dobner, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

3. Dr. habil. Gerald Brezesinki, MPI fiir Kolloid- und Grenzflachenforschung Golm

Halle(Saale), 02. Juli 2008

urn:nbn:de:gbv:3-000014080
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%63A gbv%3A 3-000014080]



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

I. Einleitung und Zielstellung 10
I1. Theoretischer Teil 13
II.1. Aufbau und Funktion der menschlichen Haut 13

I1.2. Das Stratum corneum 15
11.2.1. Struktur und Funktion des Stratum corneum 15

I1.2.2. Lipidzusammensetzung im Stratum corneum 16

I1.3. Physikochemische Eigenschaften der Ceramide und deren Einfluss auf die 20
Struktur des SC — Part I: Physikochemische Eigenschaften der Ceramide

I1.4. Physikochemische Eigenschaften der Ceramide und deren Einfluss auf die 23
Struktur des SC — Part II: Stratum corneum Lipid Modellsysteme

I1.5. Neutronenstreuung in der Stratum corneum Forschung 29
I1.5.1. Grundlagen der Methode 29
I1.5.2. Neutronenstreustudien an Stratum corneum Lipid-Modellsystemen 34
I1.5.3. Postulation des armature reinforcement Modells 39

I1.6. Weitere Methoden zur Charakterisierung des physikochemischen Ver- 41
haltens der Ceramide als wichtige Stratum corneum Lipide
I1.6.1. Lyotrope fliissigkristalline Zustdnde 41
I11.6.2. Grundlagen der eingesetzten Methoden 43

I1.6.2.1. Rontgenbeugung 43
I1.6.2.2. IR-und Raman-Spektroskopie 44
I1I. Experimenteller Teil 49

III.1. Verwendete Substanzen und Chemikalien 49

III.1.1 Synthese und Analytik der Ceramide CER[NS], CER[NS]-D2, 53
CER[NS]-D3 und CER[NS]-D47
II1.2. Methoden 62
II1.2.1. Neutronendiffraktion 62
[I1.2.1.1. Probenpréparation fiir Neutronenstreuexperimente 64
I11.2.2. Rontgenpulverdiffraktion 65
I11.2.2.1. Probenpraparation fiir Rontgendiffraktionsxperimente 67
I11.2.3. FT-Raman-Spektroskopie 67
II1.2.4. FT-IR-Spektroskopie 67

111.2.5. Weitere Methoden 68



IV. Ergebnisse und Diskussion

IV.1. Physikochemische Charakterisierung der m-Acylceramide CER[EOS]
und CER[EOP]

IV.1.1.
IV.1.2.
IV.1.3.

Rontgendiffraktionsstudien an CER[EOS]
Rontgendiffraktionsstudien an CER[EOP]

Raman-spektroskopische Untersuchungen an CER[EOS] und
CER[EOP]

IV.2. Darstellung des CER[NS] und der deuterierten Derivate CER[NS]-D2,
CER[NS]-D3 und CER[NS]-D47

IV.2.1.

Neutronenspektroskopische Untersuchungen an DPPC/
CER[NS]-Modellmembranen

IV.3. Untersuchungen an SC Lipid-Modellsystemen mittels Neutronen-
Streuung

IV.3.1.

Iv.3.2.

IV.3.3.

IvV.3.4.

Weiterfithrende Studien am Referenzsystem
CER[AP]/CHOL/PA/ ChS

IV.3.1.1. Lokalisation von partiell deuteriertem Cholesterol im
quaterndren SC Lipid-Modellsystem

IV.3.1.2. Einfluss der Diastereomere D-CER[AP] und L-
CER[AP] auf die Membranstruktur

Entwicklung von SC Lipid-Modellsystemen unter Verwendung
des o-Acylceramid CER[EOS]

IV.3.2.1. Entwicklung eines terndren SC Lipid Modellsystems
CER[EOS]/CER[AP]/CHOL

IV.3.2.2. Einfluss der Kopfgruppenstruktur des w-Acylceramid
auf die Membranstruktur — Austausch des CER[EOS]
durch CER[EOP]

IV.3.2.3. Entwicklung des quaterndren SC Lipid-Modellsystems
CER[EOS]/CER[AP]/CHOL/BA

Aufbau eines quaterndren SC Lipid-Modellsystems
CER[NS]/CHOL/BA/ChS

Einfluss von CER[AP] auf die Mikrostruktur des SC Lipid-
Modellsystems: Ein Paradigmenwechsel

V. Zusammenfassung

V1. Ausblick

VII. Literaturverzeichnis

VIII. Anhang

69

69

69
71
76
81

88

93

93

93

99

106

106

113

118

126

130

136

140

141

149



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

CER Ceramid

CHOL Cholesterol

FFA free fatty acid (freie Fettsdure)

SC Stratum corneum

TEWL Trans epidermal water loss (Transepidermaler Wasserverlust)
) chemische Verschiebung

DSC Differential Scanning Calorimetry

FT Fourier Transformation

IR Infrarot

LAM Longitudinal akustische Moden (Ramanspektroskopie)
m Multiplett

MS Massenspektrometrie

NMR Nuclear magnetic resonance — Kernspinresonanz

r.H. engl. relative humidity — relativer Feuchtigkeitsgehalt
s Singulett (NMR)

s reziproker Netzebenenabstand (Rontgendiffraktion)
SAXS Small Angle X-ray Scattering

t Triplett

T Temperatur

ttt all-trans Konformation (Ramanspektroskopie)

WAXS Wide Angle X-ray Scattering

0 Streuwinkel theta

A Wellenlénge

Vsa Streckschwingungen (symmetrisch; a(nti)symmetrisch)

m SI-Einheit: Masse [g; mg]



abs.
CDCl;
CHCl
MG

P,0:s
TEA
THF
THP-

DESY
HASYLAB
HMI

absolut

deuteriertes Methanol

Chloroform

Molekulargewicht [g/ mol]
SI-Einheit: Stoffmenge [mol; mmol]
Phosphorpentoxid

Triethylamin

Tetrahydrofuran
(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-)oxy-
Molenbruch

Deutsches Elektronen Synchrotron
Hamburger Synchrotron Strahlungslabor

Hahn-Meitner-Institut Berlin



Abbildungsverzeichnis

Abb.1
Abb.2
Abb. 3
Abb.4.
Abb.5

Abb.6

Abb.7
Abb.8
Abb.9

Abb.10
Abb.11

Abb.12
Abb.13

Abb. 14

Abb.15

Abb.16

Abb. 17
Abb.17a
Abb.18
Abb. 19

Abb.20
Abb.21

Abb.22

Abb.23

Abb.24
Abb.25
Abb.26

Die menschliche Haut (schematische Darstellung)

Schematischer Aufbau der Epidermis

Vorstellung des Stratum corneums als ,,brick and mortar“- Modell
Ubersicht iiber die zur Zeit identifizierten Ceramid-Subspezies

Chemische Strukturen von L-CER[AP] und dem natiirlich vorkommenden D-CER[AP] nach
Raudenkolb et al. [2005]

Mogliche molekulare Anordnungen des CER[AP] in der multilamellaren Membran nach
Raudenkolb et al. [2005 ] und Kiselev et al. [2005]

Das Stacked Monolayer Model nach Swartzendruber et al. [1989]
Das Domain Mosaic Model nach Forslind [2001]

Das Sandwich Model nach Bouwstra et al. [1998]. Die Nomenklatur erfolgte noch nach dem
alten, auf dem chromatographischen Laufverhalten basierenden System. Nach Motta et al. [1993]
ergibt sich folgende: CER1 = CER[EOS], CER2 = CER[NS], CER3 = CER[NP], CER4 =
CERJ[AS](C24), CERS = CER[AS](C16), CER6 = [AP]

Das Single Gel Phase Model nach Norlén [2001]

Schematische Darstellung eines Streu-Experimentes. Der Streuvektor q entspricht der Differenz
zwischen Austritts- und einfallenden Strahls [Grossmann 2002]

Modellvorstellung eines multilamellar orientierten Lipidfilms

Neutronenstreuldangedichteprofil py(x) der CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS Membran bei 60% r.H.,
T=32°C und bei drei verschiedenen D,O-Konz. Zur Illustration sind die charakteristischen
Membranbereiche hervorgehoben und die Lokalisierung der Molekiile eingefiigt.

Neutronenstreuldngedichteprofil einer DMPC-Membran (60% r.H., T=32°C, 8% D,0), aus
[Kiselev et al. 2005]

Wasserverteilungsfunktion fiir die Membran CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS;
Die Wassereindringtiefe entspricht X;;;=15,6 A

Armature reinforcement Modell nach Kiselev [2007] iiber die Struktur der SC Lipid-
Modellmatrix

Trans- und gauche-Konformation der Alkylketten
Lamellarphasen
Beugung von Rontgenstrahlen an einem Gitter

Wechselwirkungen von monochromatischer Strahlung mit Molekiilen

V1 Diffraktometer (Foto) [Qelle: www.hmi.de]

HMI- VI Membrandiffraktometer in schematischer Darstellung (Be-Filter= Beryllium-Filter zur
Erhohung der Neutronenintensitit; Collimator= Erzeugung eines parallelen Strahlenverlaufs;
Monochromator= Isolierung einer bestimmten Wellenldnge aus einer einfallenden Menge
elektromagnetischer Strahlung)

Abhéngigkeit des Strukturfaktors vom D,0-Gehalt fiir die SC Lipid Modellmembran CER[NS]/
CHOL/ BA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5%), bei T=32°C; 60% r.H.

Versuchsanordnung am Messplatz A2 (HASYLAB, DESY)

Rontgendiffraktionsmuster von trockenem CER[EOS] bei verschiedenen Temperaturen
Rontgendiffraktionsmuster von hydratisiertem CER[EOS] bei verschiedenen Temperaturen

Rontgendiffraktionsmuster von trockenem CER[EOP] bei verschiedenen Temperaturen



Abb.27
Abb.28

Abb.29

Abb.30

Abb.31

Abb.32

Abb.33

Abb.34

Abb.35

Abb.36

Abb. 37

Abb.38

Abb.39

Abb.40

Abb.41

Abb. 42

Abb.43

Abb.44

Abb.45
Abb.46

Abb.47

Rontgendiffraktionsmuster von hydratisiertem CER[EOP] bei verschiedenen Temperaturen

Temperaturabhéngigkeit der d-Werte des 0,45 (durchgezogene Linie) und des 0,38 nm
(gestrichelte Linie) Reflexes.

Raman-Spektren von CER[EOS] trocken bei ausgewihlten Temperaturen in den Spektralbereich
100- 1650 cm™ (links) und 2800-3000 cm™ (rechts)

Temperaturabhingige Anderung der Bandenposition der symmetrischen Valenzschwingung der
Methylengruppen von CER[EOS] trocken

Temperaturabhéngige Abnahme der trans-Konformere durch Flachenvergleich der v,s(CH;)- und
vs(CH,)-Banden bei CER[EOS]

Raman-Spektren von CER[EOP] trocken bei ausgewéhlten Temperaturen in den Spektralbereich
100-1650 cm™ (links) und 2800-3000 cm™ (rechts)

Temperaturabhiingige Anderung der Bandenposition der symmetrischen Valenz-schwingung der
Methylengruppen von CER[EOP] trocken

Temperaturabhéngige Abnahme der trans-Konformere durch Flachenvergleich der v,s(CH,)- und
v¢(CH;)-Banden bei CER[EOP]

Darstellung des CER[NS] iiber ein gemischtes Anhydrid

Darstellung des CER[NS]-D47 unter Verwendung des Kopplungsreagenz EEDQ. Wegen der
besseren Ubersichtlichkeit wurden die 47 Deuteriumatome der Acylseitenkette nicht
eingezeichnet.

Schema zur Darstellung des CER[NS]-D2
Zusammenfassung der Synthese zum CER[NS]-D3

Das Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der multilamellaren DPPC Membran (fett) gegen das
Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der DPPC/ CER[NS]-Membran, gemessen bei 60%
Feuchtigkeit, 20°C und einem Kontrast von D,0O/ H,O 8/ 92

Vorschlag eines Strukturmodells der DPPC/ CER[NS]-Membran fiir ein Molverhéltnis von
Xcerngy =0,32.

Das Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der DPPC/ CER[NS]-D3 Modellmembran bei 60 %
Feuchtigkeit, 20°C und einem Kontrast von D,O/ H,O 8/ 92.

Neutronendiffraktionsbild des Systems CER[AP]/ CHOL-D7/ PA/ ChS vs. Referenzsystem
CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (kleines Bild) [Kiselev et al. 2005] (T=32°C, 60 % hum, H,O/ D,O
92/ 8).
Die Unterschiede in den rel.Peakhdhen zeigen die Empfindlichkeit der Methode auf Deuterium-
markierungen.

(links) Neutronenstreulédngedichteprofil py(x) der CER[AP]/ CHOL-D7/ PA/ ChS Membran bei
T=32°C, 60%r.H. und H,0/D,0 92/8; (rechts) zum Vergleich Neutronenstreuldngedichteprofil
ps(x) der Referenzmembran [aus Kiselev et al. 2005]

Differenzplot zwischen den Neutronenstreuldnge-dichteprofilen CER[AP]/CHOL-D6/PA/ChS
und CER[AP]/CHOL/PA/ChS
Schematische Darstellung des SC Lipid Modellsystems CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS

Strukturformel von L-CER[AP] (links) und D-CER[AP] (rechts)

Vergleichende Betrachtung der Neutronenstreuldngedichteprofile py(x) der Referenzmembran
(rot) zum D-CER[AP]-System (schwarz). Der Unterschied zwischen beiden besteht in der Breite
des Ubergangsbereichs zwischen dem hydrophilen und dem hydrophoben Membranbereich.
Dieser ist gekennzeichnet durch einen steilen Abfall fiir die Referenzmembran (links-rotes
Rechteck) bzw. durch einen breiten Ubergang fiir das D-CER[AP]-System (rechts-graues
Rechteck)



Abb.48

Abb.49

Abb.50
Abb.51

Abb.52

Abb.53

Abb.54a

Abb.54b

Abb.55

Abb. 56
Abb.57

Abb.58

Abb.59
Abb.60

Abb.61

Abb.62

Neutronendiffraktionsbild CER[EOS]/ CER[AP]/CHOL bei T=32°C; 60%r.H., H,O/ D,0 50: 50
LILIII: Diffraktionsordnungen der Modellmembran
1,2: Reflexe CHOL-KTristalle

Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[EOS]/CER[AP]/ CHOL Membran (33/22/ 45 %
(w/w)) bei 60% r.H.; H,O/D,0O 50:50, T=32°C gegen die CER[AP]/ CHOL/PA/ChS
(55/25/ 15/ 5 % w/w) Membran gemessen unter den gleichen Bedingungen.

Schematische Darstellung der CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL Modellmembran

Anordnung des CER[EOS] innerhalb der Membran CER[EOS]/CER[AP]/CHOL entsprechend
der Aussagen des p,(x)

Neutronenstreuldngedichteprofile des Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/PA/ChS (rot), des
CER[EOS]/ CER[AP]/CHOL System (schwarz) und des CER[EOP]/CER[AP]/CHOL Systems
(blau) fiir T=32°C; 60% r.H. und H,O/ D,0 50/50

Die Neutronenstreuldngedichteprofile py(x) von CER[EOS]/ CER[AP])/ CHOL (rot) und
CER[EOP]/ CER[AP])/ CHOL (blau) einschlieBlich der jeweiligen Fehlergrenzen (gestrichelt);
Berechnet fiir T=32°C, 60% rel. Feuchtigkeit und H,O/ D,O Kontrast von 50/ %0 (m/m)

Die Berechnung der Fehlergrenzen erfolgte mittels des Computerprogramms IGOR PRO 6,
(Skalierung (offset): Fy=-0,02).

Neutronenbeugungsmuster fir die CER[EOS]/ CER[AP]/PA/CHOL Membran der
Zusammensetzung 23/ 10/ 33/ 33 % (m/m) bei 60% r.H., H,O/ D,0 50/ 50 und T=32°C.
Romische Ziffern zeigen die Reflexe 1., 2. und3. Ordnung fiir das Modellsystem, kleine
Buchstaben die [010] und [020] Diffraktionspeaks der CHOL Kristalle und GrofSbuchstaben die
phasen-separierte Palmitinséure.

Neutronenbeugungsmuster fiir die CER[EOS]/ CER[AP]/BA/CHOL Membran der
Zusammensetzung 23/ 10/ 33/ 33 % (m/m) bei 60% r.H., H,O/ D,0 50/ 50 und T=32°C.
Romische Ziffern zeigen die Reflexe 1., 2., 3. und 4. Ordnung fiir das Modellsystem, mit
Kleinbuchstabe a ist der [010] Diffraktionspeak der CHOL Kristalle angegeben.

Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[EOS]/CER[AP]/ CHOL/ BA Membran bei 60%
r.H.; H,O/ D,O 50: 50, T=32°C gegen dic CER[AP]/ CHOL/PA/ ChS (55/25/ 15/ 5 % w/w)
Membran gemessen unter den gleichen Bedingungen.

Strukturformeln der eingesetzten Deuterium-markierten Behenséure-Derivate

Die Neutronenstreuldngedichteprofile fiir die Systeme CER[EOS]/ CER[AP]/ BA-D4/CHOL
(links) und CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D3/CHOL (rechts) jeweils bei T=32°C, 60% r.H. und
verschiedenen H,O/D,O Kontrasten. Zur Verdeutlichung der Anordnung der Behenséure-
Molekiile sind diese in die Darstellungen mit eingezeichnet.

Diffraktionsbild der CER[EOS]/ CER[AP]/ CH/ BA Membran (Verhiltnis CERs/ CH/ BA 1/ 0,5/
1) bei 60% Feuchtigkeit (links) bzw. bei 98% Feuchtigkeit (rechts). Weitere experimentelle
Bedingungen: D,O/ H20 Kontrast 8/ 92, T=32°C

schematische Darstellung CER[NS]

Neutronendiffraktionsbild von CER[NS]/ CHOL/ PA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m) fir T=32°C,
60%r.H. und H,O/D,0 92/8; Romische Ziffern:1.und 2. Ordnung der multilamellaren Membran;
Arabische Zahlen:1.0Ordnung der phasenseparierten PA; (Indizierung nach Ruettinger et al.
[2008]

Buchstaben: [010] Reflex von kristallisiertem CHOL

Neutronendiffraktionsbild von CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m) fiir T=32°C,
60%r.H. und H,O/D,0 92/8

Romische Ziffern:1.bis 6. Ordnung der multilamellaren Membran

Buchstaben: [010] Reflex von kristallisiertem CHOL

Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/25/ 15/ 5% m/m) fiir
T=32°C, 60%r.H. und H,0/D,0 92/8, 80/20, 50/50

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind zwei Molekiile CER[NS] in der postulierten
Anordnung eingetragen



Tabellenverzeichnis

Tab.1

Tab.2
Tab.3

Tab.4

Tab.5

Tab.6

Tab.7

Tab.8

Tab.9

Tab.10
Tab.11
Tab.12
Tab.13

Tab.14

Tab.15

Neutronen- (b.,;) und Rontgenstreuldngen (fx.zq,) verschiedener Elemente [Dianoux und Lander
2003]

Einfluss des Cholesterolgehaltes auf den lamellaren Wiederholabstand d

Zuordnung der wichtigsten Raman-Banden und deren Position bei Raumtemperatur gemif
Literaturangaben [Snyder et al. 1978; Kirchhoff und Levin 1987; Mendelsohn und Moore 1998]

Strukturfaktoren fiir die SC Lipid Modellmembran CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/ 25/ 15/
5%), bei T=32°C; 60% r.H.

Werte fiir den lamellaren Wiederholabstand d, ermittelt fiir alle Systeme bei T=20°C, 60%
Feuchtigkeit und einem Kontrast von D,O/ H,O 8/ 92.

Untersuchte SC Modellsysteme sowie Angaben iiber experimentelle Bedingungen und Art der
Messungen

Experimentelle Befunde der Systeme L-CER[AP]/CHOL/PA/ChS und D-
CERJ|AP]/CHOL/PA/ChS

Tendenz der d-Werte in Abhéngigkeit von der rel. Feuchte

Einfluss von Temperatur und rel. Feuchtigkeit auf die SC Lipid-Modellsysteme

Ubersicht iiber die untersuchten Systeme sowie iiber die experimentellen Bedingungen

Die der durchgefiihrten Fehlerrechnung zugrunde liegenden Daten

Exp.Daten zur Untersuchung der CER[EOS]/ CER[AP]/BA-deuteriert/ CHOL Modellmembranen

Parameter des CH,.Gruppenbereiches aus dem Neutronenstreuldngedichteprofil (“FWHH=

20+2In2)

Parameter des Neutronenstreuldngedichteprofil CFWHH= 20+/21n2 ; "x=d/2 ist festgelegt)
Einfluss von CER[AP] auf die Mikrostruktur des SC Lipid-Modellsystems



Einleitung und Zielstellung 10

I. Einleitung und Zielstellung

Die menschliche Haut stellt die lebenswichtige Barriere zwischen Organismus und Umwelt
dar [Wertz und van den Bergh 1998]. Sie bietet als dullere Begrenzung besonderen Schutz vor
physikalischen, chemischen und biologischen Belastungen und ist durch Aufnahme und
Verarbeitung zahlreicher Reize in der Lage, mit dem sie umgebenden Milieu in Kontakt zu
treten. Grundlage fiir die Realisierung dieser Funktionen ist die vielschichtig organisierte
Struktur der Haut. Die geringe Permeabilitit gegeniiber fremden und exogenen Substanzen
liegt in der Komplexitét des Stratum corneums (SC), der dulleren Schicht der Haut, begriindet.
Abgestorbene, keratinreiche Zellen (Korneozyten) liegen eingebettet in lamellaren,
flissigkristallinen  Lipid-Wasser-Schichten, wobei die Zusammensetzung und die
Orientierung der interzellularen Lipide fiir die Barriereeigenschaften von besonderer
Bedeutung zu sein scheinen [Elias 1983]. Detailliertes Wissen {iiber die molekulare
Anordnung der Lipide im Stratum corneum ist essentiell fiir das Verstindnis der SC
Barrierefunktion und fiir ein rationelles Design von drug delivery Systemen.

Als Hauptfraktionen der SC Lipide werden Ceramide (CER), freie Fettsduren (FFA) und
Cholesterolderivate (CHOL) unterschieden [Wertz und van den Bergh 1998], wobei die
mengenmifig am hidufigsten vorkommenden Ceramide eng mit der Ausbildung und
Aufrechterhaltung der Barriereeigenschaften des SC in Zusammenhang stehen [Holleran et al.
1991]. Ceramide bestehen aus einer Sphingoidbase, die iiber eine Amidbindung entweder mit
einer in a-Position hydroxylierten Fettséure, einer o-Hydroxyfettsdure oder mit einer nicht-
hydroxylierten Séure verkniipft ist. Im Moment sind neun verschiedene Ceramidklassen
bekannt, deren einzelne Bedeutung fiir den strukturellen Aufbau des SC noch weitgehend
unklar sind [Coderch et al. 2003; Ponec et al. 2003]. Zudem wird auch der Einfluss des
extrem langkettigen ®-Acylceramids CER[EOS] auf die Barrierestruktur viel diskutiert
[Bouwstra et al. 1998; Al-Amoudi et a. 2005].

Wihrend der letzten Jahrzehnte konzentrierten sich viele Studien auf die Aufkldrung der
Lipidorganisation und fiihrten zur Entwicklung verschiedener theoretischer Modelle iiber die
strukturelle Anordnung im SC, deren Verifizierung oftmals noch aussteht. Im
Ubersichtsartikel Properties of ceramides and their impact on the stratum corneum structure -
A review - Part II: Stratum corneum lipid model systems [Kessner et al. 2007] wurden die z.T.
kontroversen Diskussionen iiber einzelne Modelle reflektiert.

In fritheren Studien wurde hauptsdchlich isoliertes natives SC Material eingesetzt, wobei
aufgrund der Variabilitit der Kettenléinge und der Kopfgruppenstruktur der Lipide im nativen

Gewebe nicht auf die Funktion individueller Ceramid-Subspezies geschlossen werden konnte
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[Abraham et al. 1991; MclIntosh 1993; Ongpipattanakul et al. 1994; Bouwstra et al. 1996].
Daher konzentriert man sich heute auf den Einsatz synthetischer Ceramide definierter
chemischer Struktur mit dem Ziel einer verbesserten Struktur-Wirkungs-Analyse [de Jager et
al. 2004].

Durch Anwendung von DSC, Rontgendiffraktion, FT-IR und FT-Ramanspektroskopie konnte
das Phasenverhalten verschiedener Sphingosin- und Phytosphingosin-basierter Ceramide
aufgeklirt werden [zusammengefasst in Wartewig und Neubert 2007]. Vergleichbare Daten
tiber die w-Acylceramide fehlen allerdings. Die einzigartige Struktur und eine hohe
Oxidationsempfindlichkeit der ungesittigten Seitenkette erschweren sowohl die praparative
Darstellung als auch die experimentelle Handhabung.

Die relevanten Studien haben das gemeinsame Ziel, eine Lipidmischung als Modell zu
entwickeln, die die nativen Verhiltnisse im SC widerspielt. Die Struktur der SC Lipidmatrix
wird hédufig mit der Co-Existenz zweier lamellarer Phasen mit den jeweiligen
Wiederholabstinden 6.0 nm (short-periodicity phase - SPP) und 13.0 nm (long-periodicity
phase - LPP) in Verbindung gebracht [Bouwstra et al. 2000]. Eine Mischung verschiedener
Ceramide (CER[EOS]/NP/AS, Molverhiltnis 1:7:2), Fettsduren und Cholesterol zeigte diese
Struktur und begriindete den Einsatz der Mischung als Barrieremembran in
Penetrationsstudien [de Jager et al. 2005 und 2006]. Diese Ergebnisse wurden vor allem
mittels Rontgenstreuung erbracht. Nachteil dieser Methode ist, dass man aufgrund des
Phasenproblems die Vorzeichen der Strukturfaktoren als Grundlage fiir die Berechnung des
Streuldngedichteprofils nicht ermitteln kann [Mclntosh 2003] und damit die interne
Membranstruktur nicht charakterisiert werden kann.

In unserer Arbeitsgruppe wurde die Neutronenstreuung, die das Phasenproblem durch
Kontrastvariation von H,O und D,0 16sen kann [Worcester 1976], auf dem Gebiet der SC
Lipid Forschung an dem System CER[AP]/ Cholesterol (CHOL)/ Palmitinsdure
(PA)/ Cholesterolsulfat (ChS) erstmalig erfolgreich eingesetzt [Kiselev et al. 2005]. Die
Geometrie der Probe, die Untersuchung hochorientierter multilamellarer Lipidmembranen,
pripariert nach etablierter Methode [Seul und Sammon 1990] auf einer Quartzplatte,
entspricht der Lipidorganisation in nativem SC. Die aufgrund der generierten
Neutronenstreudaten erhaltene Berechnung des Streuldngedichteprofils erlaubt Aussagen iiber
das innere Membranprofil. Diese konnen weiter gesteigert werden durch die Deuterium-
Markierung bestimmter Molekiilbereiche, da die signifikant verschiedenen Streuldingen von
Wasserstoff und Deuterium die Identifizierung solcher Molekiilregionen im Membranprofil

ermOglichen [Bacon 1972; Schoenborn 1976; Dante et al.2003].
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Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsschrift sollten zunédchst die Erkenntnisse iiber das
Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS vertieft werden, wobei das verwendete CER[AP]
als Gemisch der Diastereomeren D- und L-CER[AP] vorlag.

Aus fritheren Arbeiten war bekannt, dass sich D- und L-CER[AP] in ihren physiko-
chemischen Eigenschaften unterscheiden [Raudenkolb, Dissertation 2002]. Durch
Auftrennung in die Einzelsubstanzen sollte deren Einfluss auf die innere Membranstruktur
gezeigt werden. Des Weiteren sollte durch Einsatz selektiv deuterierter CHOL-Derivate deren
Position in der Membran aufgekldrt und die Anwendungsmdglichkeiten von Deuterium-
Markierungen gezeigt werden. Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf der
Charakterisierung des w-Acylceramids CER[EOS], das durch eine Kooperation mit Evonik
Goldschmidt GmbH, Essen, zur Verfiigung gestellt wurde.

Die Substanz sollte zunédchst physikochemisch charakterisiert und mit dem analogen
CER[EOP], das eine zusdtzliche OH-Gruppe aufweist, verglichen werden.

Fiir die Neutronenstreuexperimente wurde eine einfache ternire Membran aus CER[EOS]/
CER[AP]/ CHOL prépariert, um grundlegende Aussagen iiber die Anordnung des Ceramids
in der Lipidmatrix zu erhalten.

Um die Bedeutung fiir die SC Forschung zu erhohen, sollte das ternidre System durch
Hinzugabe physiologisch relevanter Fettsduren erweitet und umfassend charakterisiert
werden.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Synthese des CER[NS], das zu den
mengenmafig am haufigsten auftretenden Ceramid-Fraktionen gehort [Wertz und van den
Bergh 1998; Farwanah et al. 2005] und dessen Funktion in der SC Lipid-Modellmembran
untersucht werden sollte. Fiir Voruntersuchungen wurden drei partiell deuterierte CER[NS]-
Derivate dargestellt [Wille, Diplomarbeit 2008]. In Mischungen mit dem Phospholipid DPPC
sollte der Einfluss des Ceramids auf die Membran als auch die Lokalisation der deuterierten
Gruppen untersucht werden. Damit war auch die Fragestellung fiir zukiinftige
Synthesearbeiten verbunden, welche Position und welcher Deuterierungsgrad im Molekiil fiir
die Anwendung in Neutronenstreuexperimenten an SC Modellmembranen am aussage-

kréftigsten sind.
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II. Theoretischer Teil

II.1. Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die Haut (Cutis) ist mit einer Fliche von fast 2 m” beim erwachsenen Menschen das grofite
Organ, das den Organismus von der Umwelt abgrenzt, ihn so gegen chemische, physikalische
und mechanische Noxen und vor dem Eindringen von Mikroorganismen schiitzt. Die Haut
verhindert ein zu starkes Austrocknen des Korpers, ldsst aber gleichzeitig eine physiologische
Wasserverdunstung zu. Als Wiarmeregulator des menschlichen Korpers kann sie iiber eine
Verengung oder Erweiterung der Hautgefdlle sowie durch Schwei3sekretion wirken. Daneben
vermittelt die Haut als wichtiges Sinnesorgan mittels spezifischer Rezeptoren Druck-,
Temperatur- und Schmerzreize und spielt eine wesentliche Rolle im intermedidren
Stoffwechsel sowie bei vielen immunologischen Prozessen [Thews 1999].

Anatomisch gliedert sich die Haut in die Epidermis (Oberhaut), Dermis (Korium, Lederhaut)
und die Subcutis (Unterhaut), ein lockeres Bindegewebe mit eingelagerten Fettlippchen, das
als Kélteschutz, Energiereserve und Druckpolster dient (Abb.1). An die Subcutis schliefit sich
die Dermis als Stiitz- und Bindegewebe von hoher mechanischer Festigkeit an, bedingt durch
Fibroblasten, die in eine Matrix aus Strukturproteinen wie Kollagen und Elastin eingebettet
sind. Des Weiteren finden sich hier Zellen der Immunabwehr sowie Nervenbahnen und
Hautanhangsgebilde (Schwei3- und Talgdriisen, Haarwurzeln und —kanéle). Die gefédfBreiche
Dermis gewihrleistet aulerdem durch Diffusion die Erndhrung der Epidermis, die frei ist von

BlutgefidBen.
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Abb.1 Die menschliche Haut (schematische Darstellung)
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Die Epidermis, die duerste Schicht der Haut, wird in mehrere funktionelle Zellschichten
untergliedert. Der physiologische Ausgangspunkt ist das Stratum basale (Basalzellschicht),
dem sich das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und als abschlieBende Schicht das

Stratum corneum (Hornschicht) angliedern (Abb.2).

Stratum corneum

7 3 ¢

-

Stratum granulosum s,
Stratum spinosum

Stratum basale

Abb.2 Schematischer Aufbau der Epidermis nach Schiirer [1998]

In der Epidermis tiberwiegen die Keratinozyten, Zellen, die im Laufe der Zeit keratinisieren.
Wihrend des ca. 28 Tage dauernden epidermalen Differenzierungsprozesses erfahren die
Keratinozyten eine starke morphologische und histochemische Verdnderung, indem sich die
mitotisch aktiven Zellen der Basalschicht zu toten, kernlosen, verhornten Korneozyten
(Hornzellen) umwandeln, die an der Oberflache abgeschuppt werden.

In den Keratinozyten des Stratum basale befinden sich u.a. intermedidre Filamente, auch
Tonofibrillen genannt, die die Haut gegen Schereinwirkungen stabilisieren. Des Weiteren
weisen die Keratinozyten zahlreiche Desmosomen zur Verknilipfung mit Nachbarzellen auf. In
den oberen Schichten des aufliegenden Stratum  spinosum  befinden sich
membranumschlossene Lamellengranula, die Odland bodies [Odland 1960], die u.a.
hydrolytische Enzyme, Glycoproteine und spezielle Lipide enthalten [Elias 1981]. Letzteren
wird eine wesentliche Rolle bei der spéteren Bildung der Permeabilititsbarriere des Stratum
corneums zugesprochen [Landmann 1991].

Im Stratum granulosum, das von den Keratinozyten nach ca. 14 Tagen erreicht wird, enthalten
die Zellen viele stark verdichtete, starre Tonofibrillen. Im Zuge des Differenzierungsprozesses
verhornen die Keratinozyten zu stoffwechselinaktiven Korneozyten und die Zellorganellen

werden durch lysosomale Enzyme aufgelost. Zusitzlich wird der Inhalt der Odland bodies
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durch Exozytose in den Interzellularraum freigesetzt und bildet dort eine kontinuierliche

Lipidmatrix aus [Landmann 1991].

I1.2. Das Stratum corneum
11.2.1. Struktur und Funktion des Stratum corneum

Endprodukt der epidermalen Differenzierung ist das Stratum corneum (SC), das aus mehreren
Lagen stark abgeflachter Korneozyten besteht, die in eine Lipidmatrix geordneter Struktur
eingebettet sind. Nach auBlen hin abgegrenzt werden die Korneozyten anstelle der iiblichen
Plasmamembran durch eine Hornhiille, den cornified envelope.

Der Wassergehalt des Stratum corneums liegt zwischen 10 und 40% [Warner et al. 1988],
wobei ein Gradient von innen nach auflen besteht. Dabei bildet sich ein Gleichgewicht zum
einen zwischen der innersten Zellschicht des SC und der hohen Feuchte (bis zu 70%) der
Zellen des Stratum granulosum und zum anderen zwischen den duBersten Zellschichten und
der trockeneren Umgebungsluft aus. Dieser Konzentrationsgradient fiithrt zu einer
kontinuierlichen Wasserabgabe an die Umgebung, die auch als transepidermaler
Wasserverlust (transepidermal water loss = TEWL) bezeichnet wird. Auch der pH-Wert des
SC weist einen Gradienten von den duBleren Schichten (pH= 4,5 — 5,5) zu den untersten
Schichten (pH= 7) hin auf, wobei letzterer dem pH-Wert der lebenden Epidermis entspricht
[Turner et al. 1998].

Die Struktur des SC wird hdufig mit dem Aufbau einer Ziegelmauer verglichen, dem ,,brick

and mortar*- Modell [Elias 1983].

Ty

G Wﬁ( T ﬂ : B j

Abb. 3 Vorstellung des Stratum corneums als ,,brick and mortar“- Modell nach Landmann [1991]

Dabei ordnen sich die Kormeozyten als Backsteine fiir die chemische und mechanische
Stabilitit in die interzelluldre Lipidmatrix, dem Mortel, ein, die fiir die Aufrechterhaltung der
Wasserhomdostase und fiir das Verhindern des Eindringens fremder Substanzen

verantwortlich ist. Die interzelluldre Lipidmatrix ist aufgrund ihres hydrophoben Charakters
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nahezu wasserundurchléssig, wobei diese Eigenschaft abhidngig ist von der qualitativen und
quantitativen Zusammensetzung der Lipide und erheblich durch Nahrungsfaktoren beeinflusst
wird. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ein Mangel an essentiellen Fettséduren
(z.B.Linolsdure), die auch Bestandteil der SC Lipidfraktion sind, zu einer starken Zunahme
der Permeabilitit des Stratum corneum, einer Erhohung des TEWL und einer fehlerhaften
Korneozytendifferenzierung fithren [Lowe et al. 1977, Elias et al. 1980]. Des Weiteren
konnten zahlreiche Untersuchungen bestimmter Hauterkrankungen die Bedeutung der
interzelluldren Lipide fiir die Barriereeigenschaft des SC belegen. So konnte ein Mangel an
bestimmten Acylceramidfraktionen bei verschiedenen Formen der Ichthyose durch Paige et
al. [1994] gezeigt werden, ebenso wurde bei Patienten mit Psoriasis eine verdnderte
Verteilung der Ceramide durch Motta et al. [1994] beobachtet. Ferner zeigten Smith et al.
[1982], dass eine Entfernung der Hautlipide durch Extraktion mit organischen Losungsmitteln
zu einer Permeabilititserhohung des Stratum corneums mit Anstieg des TEWL fiihrte.

In der Arbeit von Farwanah [Dissertation 2005] wurde zudem untersucht, ob bei Vorliegen
von Hauterkrankungen wie Neurodermitis oder Psoriasis auch das Ceramidmuster der nicht
involvierten, gesund erscheinenden Hautstellen beeinflusst wird. Durch Anwendung neuer
analytischer Methoden zu Trennung und Nachweis der Ceramide wurde gezeigt, dass das
Ceramidmuster in der nicht involvierten Haut von Neurodermitis- oder Psoriasis- Erkrankten
keine signifikante Unterschiede zu demjenigen von gesunden Probanden aufwies.
Demzufolge konnten die Ceramide in diesen Arealen nicht fiir diagnostische Zwecke

herangezogen werden.

I1.2.2. Lipidzusammensetzung im Straum corneum

Die Lipide im Interzellularraum machen etwa 10-30% des Gesamtvolumens bzw. 10-15% der
Gesamtmasse des Stratum corneums aus [Grayson et al. 1982]. Hauptbestandteile der Lipide
des SC sind Ceramide (ca.40%), Cholesterol (ca. 25%), freie Fettsduren (free fatty acids =
FFA) (ca.25%), Cholesterolsulfat (ca.6%) und Triglyceride. Die schwankenden prozentualen
Angaben fiir die einzelnen Lipide im Stratum corneum, die in der Literatur beschrieben
werden [Lampe 1983, Elias 1990, Wertz 1996a; Ponec et al. 2003], ergeben sich zum eine aus
der Verwendung unterschiedlicher Extraktionsmethoden und —mittel und zum anderen aus der
inter- und intraindividuellen Variabilitit der Lipidzusammensetzung, letzteres in

Abhéngigkeit von der untersuchten Kdrperregion.
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Die fast vollstdndige Abwesenheit von Phospholipiden im SC unterscheidet die Lipidbarriere
der Hornschicht von anderen Biomembranen, die vor allem aus Phospholipiden aufgebaut
sind [Neubert und Wepf 2007].

Cholesterol (CHOL) als ubiquitirer Membranbestandteil beeinflusst die Membranfluiditét in
Abhidngigkeit von seinem jeweiligen Gewichtsanteil und der Eigenschaften anderer
Membranbestandteile. Fir das Stratum corneum wird diskutiert, dass Cholesterol bis zu
einem gewissen Grad die Fluiditdt einer sonst zu starren, eventuell auch briichigen Membran
bedingt [Wertz 1996a].

Lipidklasse Mengenanteile [% m/m]

Lipidzusammensetzung im Stratum corneum [Ponec et al. 2003]

Cholesterol 25,0
Freie Fettsduren 25,0
davon Fettsdurezusammensetzung
Myristinsdure [14:0] 3,8
Palmitinséure [16:0] 10,0
Stearinsdure [18:0] 7,0
Olssure [18:1] 10,0
Linolsdure [18:2] 6,0
Behenséure [22:0] 10,0
Lignocerinséure [24:0] 30,0
Cerotinsdure [26:0] 25,0
Sterole und Wachsester 5,0
Ceramide 40,0
davon CER[EOS] 8,3
CER[NS] 20,5
CER[NP] 18,0
CER[EOH] 5,0
CERJ[AS] 10,1
CER[AP] 8,6
CER[AH] 12,9
CER[NH] 10,32
CER[EOP] 6,4

Dem meist zu den polaren Lipiden gezdhlten Cholesterolsulfat (ChS) wird, trotz seiner
geringen Menge, eine wichtige Funktion bei der Modulation des Desquamationsprozesses
(AbstoBen der obersten, verhornten Schichten der Haut (SC) unter Bildung von Haut-
schuppen) und der Cholesterolsynthese in der Epidermis iiber eine Feedback-mechanismus
zugeschrieben [Williams 1992].

Die Fraktion der freien Fettsduren (FFA) besteht hauptsdchlich aus unverzweigten, geséttigten
Carbonsduren mit einer Kettenldnge von 16-30 Kohlenstoffatomen, wobei die C22:0, C24:0,

C26:0 und C28:0 Fettsduren dominieren. Neben dem Cholesterolsulfat sind die FFA die
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einzigen ionisierbaren Lipide des SC und spielen eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung
der Lipid-Doppelschichten [Wertz 1996a].

Ceramide (CER) bilden mit ca. 40% den grofiten Anteil der Stratum corneum Lipide.
Wihrend sie, in fast allen Geweben des Organismus vorkommend, schon in geringen
Konzentrationen als Signalsubstanz fungieren [Colina et al. 2005], liegt ihre Bedeutung im
Stratum corneum in der Ausbildung der Lipidbarriere. Die im SC vorkommenden Ceramide
stellen eine sehr heterogene Mischung dar, die sich zum einen durch die verschiedenen
Sphingoidbasen und zum anderen durch die Art der mit der Kopfgruppe des

Sphingosinderivates iiber eine Amidbindung verkniipften Fettsdure unterscheiden (Abb.4).
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Abb.4. Ubersicht iiber die zur Zeit identifizierten Ceramid-Subspezies [nach Chopart et al.2002]

Bei den Sphingoidbasen unterscheidet man Phytosphingosine (4-Hydroxysphinganine),
Sphingosine (Sphingenine und Sphinganine) und die 6-Hydroxysphingosine. Fiir die Bindung
am Stickstoffatom kommen Nonhydroxy-, a-Hydroxy- und w-Hydroxyfettsduren in Betracht,

wobel letztere mit einer weiteren Fettsdure verestert sein konnen. Unter den in der Natur
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vorkommenden a-Hydroxyfettsdureceramiden existieren nur die D-Komponenten [Karlson et
al. 1974]. Im Moment sind neun Ceramidklassen bekannt, iiber deren einzelne Funktionen
allerdings keine genauen Aussagen getroffen werden konnen [Wertz et al. 1985, Robson et al.
1994, Ponec et al. 2003]

Die urspriingliche Nomenklatur der Ceramide basierte auf den Zahlen 1-7, einschlieBlich
einiger gebrochener Zahlen, abgeleitet vom chromatographischen Laufverhalten. Dabei
beschrieben hohere Zahlen Ceramide hoherer Polaritdt [Stewart and Downing 1999].
Heutzutage wird allerdings die Nomenklatur von Motta et al. [1993] bevorzugt, die, sich an
der chemischen Struktur der Ceramide orientiertend, ein kombinatorisches Buchstabensystem
verwendet. Der letzte Buchstabe bezeichnet dabei die Sphingoidbase (S=Sphingosin,
P=Phytosphingosin, H=6-Hydroxysphingosin). Die amidierten Fettsduren konnen iiber die
Hydroxylierungen unterschieden werden: Fettsduren ohne Hydroxylgruppe werden mit N
(nonhydroxy) bezeichnet, omega-Hydroxyfettsduren erhalten den Buchstaben O und alpha-
Hydroxyfettsduren den Buchstaben A.

Innerhalb der Ceramidklassen werden den w-Acylceramiden CER[EOS], CER[EOH] und
CER[EOP] aufgrund der einzigartigen Lipidstruktur eine besondere Bedeutung zugewiesen.
Durch die w-Acylgruppe, bei der es sich fast ausschlieBlich um Linolsidure handelt, wird die
Fettsdureseitenkette drastisch verldngert. Auf diesem Effekt berufen sich zahlreiche
Literaturangaben [Bouwstra et al. 1996a, 1998 und 2002] bei der Zuweisung obiger Ceramide
zu essentiellen strukturgebenden Komponenten.

Zusammenfassend kann man an dieser Stelle sagen, dass die Ceramide sowohl die
mengenmafig grofite Fraktion der SC Lipide darstellen als auch eine essentielle Rolle bei
Aufbau und Aufrechterhaltung der Barrierefunktion des SC spielen. Die detaillierte Funktion
der einzelnen Ceramidklassen ist im Moment noch nicht bekannt, aber man geht davon aus,
dass ein genaues Wissen iiber deren physikochemische Eigenschaften absolut notwendig ist,
um den Einfluss der neun Subspezies auf die Barrierefunktion zu bestimmen. Aufgrund dieser
hohen Bedeutung fasst der folgende Abschnitt die aktuellen Erkenntnisse iiber das
thermotrope und das lyotrope Verhalten ausgewéhlter Ceramide, ermittelt anhand von DSC-,

FT-IR-, FT-Raman- und Rontgendiffraktionsdaten, zusammen.
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I1.3. Physikochemische Eigenschaften der Ceramide und deren Einfluss auf die
Struktur des SC - Part I: Physikochemische Eigenschaften der Ceramide

Generell konnte liber das Phasenverhalten der SC Ceramide festgestellt werden, dass sie alle
das Auftreten eines Polymorphismus teilen. Bei physiologischen Temperaturen zeigen alle
Verbindungen kristalline Phasen mit lamellaren Strukturen und hochgeordneten Alkylketten.
Zudem scheint die Kopfgruppenpolaritéit der einzelnen Ceramide eine wichtige Determinante
fiir die Ausbildung der Hautbarrierefunktion zu sein.

Im Folgenden sollen aus dem Ubersichtsartikel von Wartewig und Neubert [2007] nur die
aktuellen Erkenntnisse {iber die Ceramide CER[NS] und CER[AP] wiedergegeben werden, da

diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen.
CER|NS]

Laut verschiedenen Studien gilt das CER[NS] innerhalb der neun Ceramidklassen als die
mengenmdfig am hiufigsten vorkommende Subklasse [Wertz und van den Bergh 1998,
Farwanah et al. 2005], woraus sich die Notwendigkeit zur genauen Charakterisierung ergibt.
So konnte in der Studie von Shah et al. [1995] mittels DSC und Rontgendiffraktion das
komplexe polymorphe Phasenverhalten des hydratisierten CER[NS] belegt werden. Es
wurden ein exothermer Ubergang bei ca. 60°C und ein endothermer bei 90°C gegeniiber
einem einzigen breiten endothermer Ubergang der wasserfreien Substanz bei 95°C
beobachtet.

In DSC- und FT-IR-Studien wurden durch Chen et al. [2000] der Einfluss der Kettenldnge der
Fettsdure (C14, C16, C18, C20) auf das Verhalten des synthetisch erhaltenen Gesamtmolekiil
CER|[NS] untersucht. Fiir alle bei 90°C hydratisierten Derivate konnte gezeigt werden, dass
die Hauptphasen-Ubergangstemperatur im Wesentlichen unabhiingig ist von der Kettenlinge
des Acylrestes. Zusétzlich wurden die Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen mittels
FT-IR-Studien  durch  Einbau  perdeuterierter  Fettsdureketten  untersucht.  Die
Temperaturabhéngigkeit zweier charakteristischer IR-Moden bewiesen einen fest-fest-
Ubergang bei ca. 20°C unterhalb der Hauptumwandlungstemperatur, begleitet von einer
Anderung der orthorhombischen Kettenpackung zu einer hexagonalen. Letzteres trat
gemeinsam mit einem verstirktem Eindringen von Wasser in die Region der Kopfgruppen
auf, geschlussfolgert aus der Temperaturabhingigkeit zweier fiir die Kopfgruppe
charakteristischer IR-Moden.

Des Weiteren wurde unter Anwendung der 'H- und *C-NMR-Spektroskopie von Li et al.
[2002] die konformative Anordnung der hydrophilen Region des CER[NS] und die daraus,
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unter Einbezug der Amino- und Hydroxylgruppen, resultierenden Wasserstoffbriicken-
bindungen untersucht.
CERJ|AP]

Die Untersuchungen dieses Ceramids sind aus zwei Griinden besonders interessant. Zum
einen ist es aufgrund seiner Kopfgruppenstruktur mit vier benachbarten OH-Gruppen und der
relativ kurzen Alkylketten (C16 bzw.C18) das Ceramid mit der hochsten Polaritit. Zum
anderen ist es das einzige der bisher bekannten SC Ceramide, das durch Synthese in Form von
2 Diasteromeren erhalten wird.

Dabei erfolgt die Darstellung durch eine selektive Acylierung am Stickstoff der optisch reinen
Form der C18- (2S, 3S, 4R)-Phytosphingosinbase mit der a-Hydroxystearinsdure. Das
Produkt ist die Mischung zweier Diasteromeren, die sich in der Stellung der OH-Gruppe in a.-

Position der Acylkette unterscheiden (Abb.5).

OH OH
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(28,3S,4R)-2-[(2’S)-2’-hydroxyoctadecanoylamino]-1,3,4- | (25,35,4R)-2-[(2’R)-2’-hydroxyoctadecanoylamino]-1,3,4-

octadecantriol octadecantriol

Abb.5 Chemische Strukturen von L-CER[AP] und dem natiirlich vorkommenden D-CER[AP] nach Raudenkolb
et al. [2005]

Rerek et al. [2001] und Garidel [2002] untersuchten diese Mischung mithilfe der FT-IR-
Spektroskopie. Raudenkolb et al. [2005] trennten erst das Diastereomerenpaar
sdulenchromatographisch auf und charakterisierten die zwei Einzelsubstanzen dann mittels
Rontgendiffraktion, FT-IR-, und FT-Ramanspektroskopie. Es ist hinlédnglich bekannt, dass
sich Diastereomere in ihren physikochemischen Eigenschaften unterscheiden. Folglich
zeigten sowohl D-CER[AP] als auch L-CER[AP] unterschiedliches thermotropes
Phasenverhalten.

Fiir L-CER[AP] konnten drei lamellar kristalline Phasen und eine lamellar fliissigkristalline
Phase detektiert werden. Das natiirlich auftretende D-CER[AP] wies zwei lamellar kristalline
sowie eine lamellar fliissigkristalline Phase auf. Obwohl beide Diastereomere die gleiche
Kettenldnge aufwiesen, waren die lamellaren Wiederholabstinde aller Phasen des D-
CER[AP] groBer als die der L-Form. Gemeinsam war den zwei Substanzen, dass das

Hinzufligen von Wasser eine Absenkung der Temperatur des Hauptphaseniibergangs
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induzierte, aber nicht zu einer Wassereinlagerung zwischen den lamellaren Schichten, also zu
keiner Quellung, flihrte.

Um diese Erkenntnisse veranschaulichen zu konnen, wurde fiir das L-CER[AP] eine V-
formige Struktur postuliert, wihrend das D-CER[AP] eine ful-extended Konformation
einnehmen sollte, in der beide Seitenketten ausgestreckt in entgegengesetzte Richtungen

zeigen (Abb.6) [Raudenkolb et al 2005; Kiselev et al. 2005].

Hairpin

O—

Ful-extended

V

Abb.6 Mogliche molekulare Anordnungen des CER[AP] in der multilamellaren Membran nach Raudenkolb et
al. [2005 ] und Kiselev et al. [2005]

Wie bereits einleitend gesagt ist ein Wissen liber die physikochemischen Eigenschaften der
Ceramide wichtig, um deren Einfluss auf die Mikrostruktur des Stratum corneums bestimmen
zu konnen. Die Eigenschaft eines auftretenden Polymorphismus bei allen bisher bekannten
und untersuchten Ceramiden ist dafiir ein bedeutendes Ergebnis. Es hat sich gezeigt, dass
innerhalb der verschiedenen Phasen eines Ceramids solche mit ful-extended Konformation
eine besondere Rolle bei der Ausbildung der SC Struktur spielen. Entweder ordnen sie sich
innerhalb der Lipid-Doppelschicht so an, dass beide Alkylketten in eine Richtung zeigen
(hairpin-Konformation) oder in entgegengesetzter Richtung (ful-extended), wobei das
Zusammenspiel mit dem Einfluss der polaren Kopfgruppe bei der Ausbildung der
Membranstruktur noch diskutiert werden muss.

Im Moment sind leider noch keine Daten zur physikochemischen Charakterisierung der -
Acylceramide CER[EOS] und CER[EOP] verfiigbar. Dies ist aber in Anbetracht ihrer
bedeutenden Rolle bei der Ausbildung der Integritit der SC Lipidmatrix notwendig. Als
limitierender Faktor sind dabei zum einen die begrenzte Verfiigbarkeit und zum anderen die
schwierige Handhabung aufgrund der oxidativen Anfilligkeit des Linolsdurerestes

anzufiihren.
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Zusammenfassend hat sich aber gezeigt, dass die Studien an synthetisch dargestellten
Ceramiden mit definierter Struktur unter Anwendung geeigneter spektroskopischer Methoden
gute Ergebnisse liefern. So abgeleitete strukturbasierte Eigenschaften sind hilfreich, um in der
Strukturaufklarung des Stratum corneums zu Erkenntnissen zu gelangen. In den vergangenen
Jahrzehnten ging man allerdings in der SC Lipid-Forschung meist von isoliertem nativen
tierischen Material aus, da dieses leicht zugidnglich war. Auf Basis der so gewonnenen
Einblicke in die Struktur des SC wurden verschiedene Modellvorstellungen iiber die
Mikrostruktur des SC entwickelt, deren Validierung heute aber zumeist immer noch aussteht
und die daher auch haufig Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen sind. Im folgenden

Abschnitt soll der aktuelle Kenntnisstand zu diesem Thema reflektiert werden.

(publiziert in: Wartewig, S, Neubert, R.H.H.
Properties of Ceramides and their impact on the stratum corneum structure — A Review — Part 1: Ceramides.
Skin Pharmacoly and Physiology (2007)

I1.4. Physikochemische Eigenschaften der Ceramide und deren Einfluss auf die
Struktur des SC - Part II: Stratum Corneum Lipid Modellsysteme

In den 70iger Jahren konnte durch Gefrierbruchmiskroskopie gezeigt werden, dass die SC
Lipide ein hochgeordnetes multilamellares System bilden, das den Raum zwischen den
Korneozyten vollstindig als interzelluldre Lipidmatrix ausfiillt [Breathnach et al. 1973]. Diese
Erkenntnisse stellten einen Fortschritt dar, da mit der vorher iiblicherweise eingesetzten
Transmissions-Elektronenmikroskopie solche Aufnahmen nicht mdglich waren.

Einen weiteren Meilenstein markierte die Einfiihrung von Rutheniumtetroxid (RuQO,) als
Fixierungsagenz [Madison et al. 1987], um die gesittigten Lipide elektronenmikroskopisch
sichtbar zu machen. Die interzellularen Lipidlamellen treten in der Regel als trilamellare
Wiederholeinheit auf und erscheinen im mikroskopischen Bild in Form von alternierenden
dunklen und hellen Banden unterschiedlicher Dicke (sogenannte broad-narrow-broad-
sequence), hervorgerufen durch elektronendurchléssige und weniger durchlédssige Zonen. Die
trilamellare Einheit wies einen Gesamt-Wiederholabstand von 13 nm auf und es wurde der
Begriff einer Long-Periodicity Phase (LPP) dafiir definiert. So wurden Mischungen aus CER/
CHOL/ FFA vor allem durch Rontgen-Weitwinkel-, (Wide Angle X-ray Scattering - WAXS)
und -Kleinwinkeldiffraktion (Small Angle X-ray Scattering - SAXS) untersucht. Diese ersten
Studien wurden hauptsédchlich an aus Tieren isolierten SC-Proben (vor allem isolierte Miause-
und Schweineepidermen) durchgefiihrt, weil dieses Material leicht verfligbar war [Wertz und
van den Bergh 1998, Bouwstra et al. 1999, Kuempel et al. 1998, Mclntosh et al. 1996,

Mclntosh 2003]. Aufgrund der Abweichungen in der Lipidzusammensetzung im Vergleich zu
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humanen Gewebe waren die so gewonnenen Daten schwer zu korrelieren. So konnten
MclIntosh et al. [1996] an hydratisierten Mischungen aus Schweine-CERs/ CHOL/
Palmitinsédure zeigen, dass die Existenz einer einzelnen Phase mit dem Wiederholabstand von
13 nm an die Anwesenheit des nur in Epidermis auftretenden w-Acylceramides CER[EOS]
gekniipft ist. Eine Substitution durch aus Rinderhirn isolierten Ceramiden fiihrte nicht zur
Ausbildung einer LPP, was darauf hindeutete, dass die lamellare Struktur des SC sowohl von
spezifischen Ceramiden als auch von einem geeignetem Verhéltnis CHOL/ FFA abhéngig ist.
Weiter konnte an vergleichbaren Mischungen in Quellungsexperimenten durch Berechnung
des Elektronenstreuldngedichteprofils [McIntosh 2003] gezeigt werden, dass die 13 nm Phase
aus zwei asymmetrischen Bilayern besteht, zwischen denen Cholesterol unsymmetrisch
verteilt ist.

Ebenfalls einen wichtigen Beitrag auf diesem Gebiet der SC Lipid-Forschung lieferte die
Gruppe um Bouwstra [1996b]. Die Untersuchungen an Mischungen aus Schweine-CERs/
CHOL/ langkettigen FFA brachten die Existenz zweier lamellarer Bereiche mit
Wiederholabstdinden von 6 nm (Short-Periodicity Phase- SPP) bzw. 13nm (LPP) hervor.
Ferner konnte gezeigt werden, dass analoge Ergebnisse zu den Gefrierbruchuntersuchungen
(Auftreten der broad-narrow-broad-Sequenz) nur dann erhalten wurden, wenn der Mischung
CER/ CHOL auch FFA zugesetzt wurden. In einem weiteren Schritt wurde der Effekt
wechselnder Mischungsverhiltnisse auf die Lipidorganisation studiert [Bouwstra et al. 1999],
da auch im natiirlichen Gewebe unterschiedliche Zusammensetzungen in Abhédngigkeit von
der Korperregion und dem Gesundheitszustand der Haut bestehen. So konnte aber gezeigt
werden, dass die Lipidorganisation weitgehend unempfindlich ist gegeniiber einer Anderung
der Zusammensetzung von CERs/ CHOL/ FFA Mischungen. Relativ schnell ging man
allerdings dazu iiber, anstelle von tierischem humanes SC Material einzusetzen, da dieses eine
bessere Korrelation zur in-vivo Situation zulie. Im Vergleich zeigten zwei Mischungen mit
entweder tierischem oder humanen isolierten Ceramiden das Auftreten einer LPP, vor allem
in Abhéngigkeit von CER[EOS]. Unterschiede traten auf bei Zugabe von FFA. So wurden nur
fiir die Mischungen aus humanen CERs/ CHOL bei Zugabe von FFA die Ausbildung einer
SPP beobachtet [Bouwstra et al. 2001].

Prinzipiell konnte durch Einsatz nativen SC Materials die Organisation der interzelluldren
Lipidmatrix gut untersucht werden. Aufgrund der Variabilitdt der isolierten Lipide in Bezug
auf Kopfgruppenarchitektur und Kettenlangenverteilung war es allerdings nicht moglich, den
Einfluss einzelner Lipidklassen, vor allem den der neun Ceramid-Subspezies zu bestimmen.

Daher erfolgte in den letzten Jahren ein Strategiewechsel. Man arbeitet heute verstarkt mit



Theoretischer Teil 25

synthetisch dargestellten Ceramiden definierter Struktur, um so genauer den Effekt des
Molekiilbaus auf die Membranstruktur zu bestimmen.
So konnten de Jager et al. [2004a, 2004b] ein equimolares System aus CHOL/ CER/ FFA
entwickeln, dessen Fraktion synthetischer Ceramide CER[EOS]/ CER[NP]/ CER[AS] im
Verhéltnis 1:7:2 enthielt und das der natiirlichen SC Lipidorganisation am ehesten
entsprechen sollte. In Rontgendiffraktionsstudien konnte durch Variation der Ceramid-
mischung gezeigt werden, dass der Ausschluss verschiedener Subspezies keinen Einfluss auf
die Lipidorganisation hatte. Einen Effekt erzielte allerdings eine Substitution des -
Acylceramids CER[EOS] gegen CER[EOP]. Die Ausbildung einer LPP wurde in Gegenwart
von CER[EOS] immer detektiert, deren Intensitdt relativ unempfindlich gegeniiber der
Konzentration des Ceramids war. Aber bei einem teilweisen Austausch gegen CER[EOP]
wurde die Intensitdt der LPP geringer und verschwand nahezu vollstindig bei kompletter
Substitution. Diese Unterschiede wurden von den Autoren vor allem auf den
Kopfgruppeneftekt des polareren CER[EOP] bei vergleichbarer Kettenlinge zuriickgefiihrt
[de Jager et al. 2005]. Diese Studien zeigten erstens eine relevante Struktur-
Wirkungsbeziehung bei Einsatz synthetisch dargestellter Ceramide, zweitens wurde ein
Zusammenhang zwischen CER[EOS] und der Ausbildung der LPP hergestellt und drittens
konnte erstmalig anhand von SC Lipidmatrices auch der Einfluss der Kopfgruppe der
Ceramide auf den membranbildenden Prozess gezeigt werden.
Auf Grundlage der hier zusammengefassten Studien wurden verschiedene theoretische
Vorstellungen iiber die Lipidorganisation im Stratum corneum entwickelt, die kurz vorgestellt
werden.
a). Das Stacked Monolayer Model [Swartzendruber et al. 1998] beschreibt die lamellare
Anordnung der interzelluliren Lipidmatrix, gekennzeichnet sowohl durch ein Uberlappen
der gestreckten Alkylketten der Ceramide als auch durch eine statistische Verteilung der
Cholesterol-Molekiile zwischen den einzelnen Lipidschichten. Diese Anordnung
entspricht der elektronenmikroskopisch sichtbaren Breit-Schmal-Breit-Abfolge der

Lamellen.
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Abb.7 Das Stacked Monolayer Model nach Swartzendruber et al. [1989], zusammengefasst in Kessner et al.
[2007]

b). Das von Forslind postulierte Domain Mosaic Model [Forslind 1994] geht davon aus,
dass die Lipide fiir Diffusionsprozesse im fliissigkristallinen Zustand vorliegen miissen.
Durch die Dominanz langer Kohlenwasserstoffketten sind allerdings kristalline und
Gelphasen gegeben, die nicht die mechanischen Anforderungen an die Barriere erfiillen.
Es wird deshalb die Ausbildung von Doménen innerhalb der Bilayer postuliert, in denen
ein Grofiteil der Lipide entsprechend ihrer Eigenschaften als kristalline oder Gelphase
vorliegen. Grain borders begrenzen diese Gebiete und beinhalten Lipide im

fliissigkristallinen Zustand.

Liquid crystalline
grain barder

1JI!IIHIIIIIIFIII" ? PR RS thl“HH”“HH"HJ f
e e T S S
HTHEH I S nE Fi IFHII!IIHIIIIIPJ' ; i*HIIIHrI-IHiHHiIIIHHiH

Abb.8 Das Domain Mosaic Model nach Forslind [2001], zusammengefasst in Kessner et al. [2007]

c). Wihrend im Domain Mosaic Model die kristallinen und fliissigen Bereiche
nebeneinander in einer Schicht vorliegen, beinhaltet das Sandwich Model [Bouwstra et
al. 2000] eine Anordnung dieser Domainen in getrennten Bereichen innerhalb einer

trilamellaren Grundstruktur. Nach diesem Modell, das ebenfalls die Breit-Schmal-Breit-
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Abfolge miteinbezieht, befindet sich innerhalb des 13 nm Wiederholabstandes eine fluide

Phase von 3 nm (schmal), bestehend aus den ungesittigten Seitenketten von CER[EOS]

und CHOL. Diese Phase wird umgeben von geordneten Lipidstrukturen (breit), gebildet

aus den gesittigten Molekiilteilen der Lipide. Die Permeation von Substanzen durch das

SC soll nach dieser Vorstellung hauptsdchlich im Bereich der fluiden Phase erfolgen.
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Abb.9 Das Sandwich Model nach Bouwstra et al. [1998], zusammengefasst in Kessner et al. [2007]. Die
Nomenklatur erfolgte noch nach dem alten, auf dem chromatographischen Laufverhalten basierenden
System. Nach Motta et al. [1993] ergibt sich folgende: CER1 = CER[EOS], CER2 = CER[NS], CER3 =

CER[NP], CER4 = CER[AS](C24), CER5 = CER[AS](C16), CER6 = [AP].

d). Das Single Gel Phase Model, entwickelt von Norlén [2001], unterscheidet sich

grundlegend von den vorangegangenen, da es der Vorstellung folgt, dass die Lipidmatrix

aus einer einzigen zusammenhingenden, kohdrenten lamellaren Gel-struktur gebildet

wird.
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Abb.10 Das Single Gel Phase Model nach Norlén [2001], zusammengefasst in Kessner et al. [2007].

Keine Phasenseparation, weder in den fliissigkristallinen und Gelphasen noch in den

kristallinen Phasen mit orthorhombischer bzw. hexagonaler Kettenpackung wird
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beschrieben. Die Lipidstruktur ist gekennzeichnet durch einen geringen Wassergehalt,
einer geringen Beweglichkeit der Lipidketten und einer geringen Wasserpermeabilitit
aufgrund der dichten Packung der konstituierenden Lipide. Wéhrend die obigen Modelle
von einer vorherrschenden hairpin-Konformation der Ceramide (beide Alkylketten zeigen
in eine Richtung) ausgehen, bezieht Norlén in seine Uberlegungen auch die Existenz der

ful-extended Konformation (Alkylketten zeigen in entgegengesetzte Richtung) mit ein.

Anzumerken ist, dass sich gegenwiértig alle Modelle liber die Anordnung der Lipide in der SC
Matrix in der Diskussion befinden. Schliisselfragen sind dabei das Auftreten von
Phasenseparationen und die Existenz von fliissigen Lipidstrukturen [Norlén 2003, Bouwstra
und Ponec 2006].

Zusammenfassend gilt, dass die Validierung der einzelnen Modelle durch experimentelle
Hindernisse erschwert wird, wie das Einstellen optimaler Versuchsbedingungen und die
Entwicklung geeigneter Modelle, wobei letzteres durch den vermehrten Einsatz synthetisch
dargestellter Lipide mittlerweile gut beherrschbar ist [Bouwstra et al. 2002, de Jager et al.
2004b]. Die Schwierigkeiten beziiglich des experimentellen Setups (Vergleich der mit
unterschiedlichen Methoden gewonnener Daten, Nachahmung der in-vivo Situation) bestehen
allerdings weiterhin.

Keines der beschriebenen Modelle konnte bisher aufgrund experimenteller Daten eindeutig
bestitigt werden. Fiir keines der Modelle existieren Studien, die eine Ubertragung der
vorgeschlagenen molekularen Anordnung auf die reale Lipidorganisation zulassen. Generell
gehen zwar einige renommierte Arbeitsgruppen von der Existenz einer LPP innerhalb der
Lipidstruktur aus, aber auch dariiber werden z.T. kontroverse Debatten gefiihrt. Wie bereits
erwdhnt fithrten Swartzendruber et al. [1989], Wertz [1996b] und Bouwstra et al. [2000]
unabhingig voneinander elektronenmikroskopische bzw. Rontgendiffraktionsstudien durch,
die auf Grundlage der detektierten Breit-Schmal-Breit-Abfolge der Lamellen und des 13nm —
Wiederholabstandes zur Entwicklung der entsprechenden Modelle fiihrten. Bei der fiir die
elektronenmikroskopischen Messungen notwendigen Probenpriparation wurde RuOj als
Fixierungsagenz eingesetzt. Analog gingen auch Hill und Wertz [2003] vor, die dann zwar
auch eine trilamellare Organisation der Lamellen feststellten, allerdings hatten die Lamellen
eine einheitliche Dicke und die broad-narrow-broad-Sequenz wurde nicht detektiert. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Thesen von Pfeiffer et al. [2000] und von Al-Amoudi et al.

[2005], dass die Praparation mit RuO4 zu drastischen Stérungen der Struktur der SC Probe



Theoretischer Teil 29

fithrt und die dann detektierte LPP auch ein Artefakt der experimentellen Methode darstellen
konnte.

Generell besteht aber eine weitgehende Einigkeit dariiber, dass ein Auftreten der LPP in
Zusammenhang mit der Anwesenheit des w-Acylceramids CER[EOS] steht. Aber es gibt auch
Studien, die von der Ausbildung einer LPP in Abwesenheit von CER[EOS] berichten [Hatta
et al. 2001].

Abschlielend ist festzustellen, dass in den letzten Jahren viele neue Einblicke in die
Mikrostruktur des SC gewonnen werden konnten, vor allem auch durch das Fokussieren auf
die Gruppe der Ceramide. Aussagekriftige theoretische Modelle iiber die Anordnung der
Lipidmatrix wurden entwickelt, deren Validierung erschwert ist. Es sollte also weiterhin
intensiv auf diesem Gebiet gearbeitet werden, um das Wissen iiber die Lipidorganisation zu
erweitern. Gerade durch Einsatz von synthetischen Lipiden definierter Struktur kdnnen
diesbeziiglich neue Ergebnisse erwartet werden. Letztendlich ist ein besseres Versténdnis iiber
den Aufbau der SC Lipidmatrix eine Grundvoraussetzung, um die Hautbarriere verstehen zu
konnen. Ein groferes Wissen liber die interne Struktur des Stratum corneums hilft, die
Mechanismen der Arzneistoffpenetration durch das SC zu studieren und im Sinne der

Entwicklung geeigneter dermaler oder transdermaler drug delivery systems zu beeinflussen.

(publiziert in:
Kessner, D., Ruettinger, A., Kiselev, M.A., Wartewig, S, Neubert, R.H.H.
Properties of Ceramides and their impact on the stratum corneum structure — A Review — Part 2: Stratum
Corneum Lipid Model Systems
Skin Pharmacoly and Physiology (2008)

I1.5. Neutronenstreuung in der Stratum corneum Forschung
IL.5.1. Grundlagen der Methode

Zur physikochemischen Charakterisierung von Stratum corneum Lipiden, als Einzel-
substanzen oder als binire, terndre oder Multikomponent-Mischungen wurden und werden
vor allem Methoden wie die Differential Scanning Calorimetry (DSC), IR- und
Ramanspektroskopie sowie die Rontgendiffraktion eingesetzt [zusammengefasst in Wartewig
und Neubert 2007]. Auf den so erhaltenen Daten basiert das heutige Wissen iiber Struktur und
Aufbau der SC Lipidmatrix. Allerdings ist als ein groBer Nachteil aufzufiihren, dass die
eingesetzten Proben hauptsédchlich in Pulverform bzw. als hydratisierte Pulver vorliegen und
somit nicht die interzelluldre hochorientierte multilamellare Lipidmatrix nachahmen. Dieses
Problem ist weithin bekannt und es konnte in Arbeiten gezeigt werden, dass sich zur
Untersuchung der strukturellen Eigenschaften von Lipidsystemen orientierte multilamellare

Proben weitaus besser eignen als ,,Pulverproben® [Miinster 2000].
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Die experimentelle Untersuchung multilamellarer Membranen erfordert Methoden, die
sensitiv fiir den entsprechenden Liangenskalen (nm-Bereich) sind. Da es sich um biologisch
relevante Systeme handelt, untersucht man typischerweise unter Normaldruck, hoher
Luftfeuchtigkeit und Temperaturen im physiologischen Bereich. Die Weichheit der Materie
erschwert die Anwendung rasterkraftmikroskopischer Methoden. Bei elektronen-
mikroskopischen Methoden muss Kontrastierungsmaterial eingesetzt werden, dass das zu
untersuchende Membransystem entscheidend verdndert und die biologische Relevanz in Frage
stellt. Die Streuung von Neutronen- oder Rontgenstrahlung ist beriihrungsfrei und in situ
moglich. Strahlenschédden, die das System wahrend der Messung verdndern, wurden fiir die
Neutronenstreuung nicht beobachtet. Die Rontgenbeugung ist die klassische
Untersuchungsmethode zum Studium struktureller Eigenschaften kondensierter Materie, der
auch die SC Lipide zugeordnet werden kénnen [Hou et al. 1991]. In letzter Zeit hat sich auch
die Neutronenstreuung, die bisher klassischerweise in der Phospholipid-Membran-Forschung
[Katsaras et al. 1992, Kucerka et al. 2004, Nagle und Tristram-Nagle 2000] eingesetzt wurde,
auf dem Gebiet der Stratum corneum Untersuchungen als geeignet erwiesen [Kiselev et al.
2005, Zbytovska et al. 2006, Riittinger et al. 2008, Kessner et al. 2008]. Die
Neutronenstreuung ergénzt das Methodenspektrum sinnvoll, da eine Analyse der inneren
Struktur der aus SC Lipiden préparierten multilamellaren Membranen dadurch ermdéglicht
wird. Dieser Vorteil {bertrifft auch die Nachteile dieser Messtechnik wie die geringe
Intensitédt des Neutronenstrahls und die geringe Verfiigbarkeit von Neutronenquellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Neutronendiffraktionsmuster wurden am V/
Diffraktometer fiir Kalte Neutronen des Hahn-Meitner-Instituts, Berlin aufgenommen. Mittels
Neutronen konnen im Atomverbund leichte Atome wie Wasserstoff nachgewiesen, einander
dhnliche Metallatome unterschieden und der Magnetismus einzelner Atome bestimmt werden.
Somit leistet die Neutronenstreuung Beitrdge zur Chemie, zur Biologie, zur Metallkunde und
zur Festkorperphysik, die auf andere Weise nicht gewonnen werden konnen. Durch den
Einbau einer Kalten Quelle, die die Geschwindigkeit der Neutronen stark verringert, ist es
moglich, die Bewegungen der Atome zu studieren, den Aufbau sehr komplexer Atomgebilde
zu bestimmen und Baufehler in der Atomanordnung, die bei hohen Temperaturen oder bei
Bestrahlung in festen Korpern entstehen, zu erkldren. Mit einer Kalten Quelle wird eine etwa
zehn Zentimeter dicke Schicht fliissigen Wasserstoffs an den Rand des Reaktorkerns
gebracht, wodurch durch Streuung an Wasserstoff besonders langsame Neutronen erzeugt
werden. Diese eroffnen spezielle wissenschaftliche Untersuchungsgebiete und kénnen durch

Neutronenleiterrohre zu weiter entfernten Experimentierpldtzen gefiihrt werden. Am HMI-



Theoretischer Teil 31

Forschungsreaktor gibt es eine eigene Versuchshalle, die von mehreren Neutronenleiterrohren

versorgt wird [HMI 2002].

Die physikalische Natur von Rontgen- und Neutronenbeugung ist verschieden.
Rontgenbeugung findet an Elektronen statt. Die Rontgenstreuldngen steigen daher mit der
Zahl der Elektronen im Atom (entspricht der Ordnungszahl Z). Neutronenstrahlen werden von
Atomkernen gebeugt und die Streuldngen konnen stark variieren [Kadar und Rosta, 2003]. So

weichen die Streuldngen von Deuterium und

Wasserstoff stark voneinander ab, die des Atom beon (10™2cm) fx-Ray(IO'ucm)
Wasserstoffs trdgt sogar ein negatives qH -0,374 0.28
Vorzeichen [Dianoux und Lander 2003]. D (H) 0,667 0.28
Dieser Umstand kennzeichnet den grof3en 2c 0,665 1.69
Nutzen der Neutronenstreuung und wird N 0,930 1.97
durch  Kontrastvariation  bzw.  durch ) 0.580 225
Deuterium-Markierungen im - Molekil - in o e e e netrentangen
vielen Experimenten angewendet. g;(ggér ‘Z"Brosg?iedener Elemente [Dianoux und

Rontgenstrahlen sind elektromagnetische Wellen und die Energie £ ist mit der Wellenldange A
iiber folgende Gleichung verkniipft

E=hcl/A Gleichung 1,
wobei ¢ die Lichtgeschwindigkeit und / das Planck’sche Wirkungsquantum sind.
Neutronen hingegen besitzen eine endliche Masse m und ihre kinetische Energie korreliert
folgendermallen mit der Wellenldnge A:

E=n"12mA =mv*/2 Gleichung 2,
wobei o die Neutronengeschwindigkeit ist. Dieser Unterschied zwischen beiden
Strahlungsarten fiihrt dazu, dass Rontgenstrahlung um ein Mehrfaches energiereicher ist als
Neutronenstrahlung [King 2005].

In einem typischen Streuexperiment geht ein parallel gerichteter Strahl der Wellenlédnge 4
durch die Probe hindurch und die Streuintensitdt wird entweder als Funktion des Streuwinkels
0 oder als Funktion des Streuvektors ¢ gemessen [Abb.11]. Der Streuvektor g ergibt sich aus
dem Unterschied zwischen dem Ausbreitungsvektor des gestreuten und des einfallendes

Strahls [Grossmann 2002] und ist folgendermafen mit dem Streuwinkel korreliert:

q=\g| =k, —k|= %’”sine Gleichung 3.
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Fir ein besseres Verstindnis soll an dieser Stelle kurz der Unterschied zwischen den

Begriffen Streuung (engl. scattering) und Brechung/ Beugung (diffraction) erlautert werden.

Streuung resultiert aus der Einwirkung von Strahlung auf Materie. Falls diese keine hohere

Ordnung aufweist (Bsp. in einem homogenen Medium dispergierte Partikel), legen die

gestreuten Strahlen unterschiedliche Wege zuriick und sie unterscheiden sich in der jeweiligen

Phase.

Die Streudaten lassen so Riickschliisse auf Form,
GroBle und Wechselwirkung zwischen einzelnen
Partikeln zu. Entsprechend ist die Diffraktion als
eine Spezialform der Streuung zu betrachten, bei
der der einfallende Strahl auf eine geordnete
Struktur (Bsp. Kristall) trifft und unter einem
definiertem Winkel 20, dem Bragg’schen Gesetz
folgend, gebrochen wird. Daher tritt Diffraktion
in Folge von Interferenzen zwischen gebeugten
Wellen paralleler Netzebenen auf und ein
Diffraktionspeak (Reflex) kann als definierte

Funktion des Streuvektors q detektiert werden.

Detektor
Strahl

Abb.11 Schematische Darstellung eines Streu-
Experimentes. Der Streuvektor q entspricht der
Differenz zwischen Austritts- und einfallenden
Strahls [Grossmann 2002]

Einer der wichtigsten Parameter, der durch Diffraktionsstudien an Lipid-Biomembranen

bestimmt werden kann, ist die Dicke des Bilayers, benannt als lamellarer Wiederholabstand d

oder als Periodizitit.
Transformation das Elektronen- bzw. Neutronen-
streuldngedichteprofil ermittelt werden. Das
Profil ist eine Funktion, die die Dichteverteilung
der Elektronen bzw. Neutronen beschreibt und
damit Informationen iiber die molekulare
Struktur der Lipid-Biomembranen liefern kann.

Multilamellare Filme auf einer nahezu absolut
glatten Quartzoberfliche weisen einen hohen
Ordnungszustand auf und viele Reflexe hoher
Intensitdt konnen gemessen werden. In Abb.12
ist das Modell einer solchen Lipidschicht sowie

die Definition des lamellaren Wiederholabstand

Aus der Intensitit der Diffraktionsreflexe kann durch Fourier

IR
LLLLELALLLLL
e
. SLLBLLLLELLL
SR
LLLLELALLLLL

Lipid
schicht

Abb.12 Modellvorstellung eines multilamellar
orientierten Lipidfilms
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d dargestellt. Der d-Wert entspricht der Summe der Dicke einer Lipid-Doppelschicht und der

einer angrenzenden Wasserschicht.

Fiir die Ermittlung der Struktur aus den erhaltenen Beugungsbildern bildet das Bragg’sche
Gesetz die mathematisch-physikalische Grundlage [Jenkins und Snyder 1996].

nA=2dsin@ Gleichung 4
Dabei ist 4 die Wellenldnge des monochromatischen Rontgen- oder Neutronenstrahls, mit
dem die Probe bestrahlt wird, d der Abstand der Netzebenen, 8 der Winkel, unter dem die
Strahlung auf die Netzebene auftrifft und » eine ganze Zahl.
Nach dem Bragg’schen Gesetz kann der lamellare Wiederholabstand d einfach bestimmt
werden. Aus einer gut orientierten Probe mit einer hohen Zahl an Diffraktionsordnungen kann

man dann unter Durchfiihrung einer Fourier Synthese das Streuldngedichteprofil berechnen:

1 2 27thx .
xX)—p. =—F +—>» «a,F, cos Gleichung 5
p( ) pw D 0 D hZI: h™ h ( D J g

wobei p, die Elektronen- oder Neutronenstreuldnge des umgebenden Mediums, meist
Wasser oder D,O ist. Fiir verschiedene Diffraktionsordnungen /#>0 beschreibt «, den

Phasenfaktor, der fiir den Fall zentrosymmetrischer Bilayer nur die Werte +1 oder -1

annehmen kann. F, ist der Form- bzw. Strukturfaktor. Dieser entspricht der statistischen

Verteilung der Elektronen/ Neutronen innerhalb des Bilayers. Fiir eine homogene zentro-
symmetrische Struktur wird der Formfaktor aus der Quadratwurzel der Intensitit des

Diffraktionspeaks berechnet:
F,=4C,-1, Gleichung 6

(Cy = Lorentz’ Faktor, I = Intensitit, 2 = Diffraktionsordnung). Fiir eine orientierte Probe ist
C, der Diffraktionsordnung /4 nahezu proportional.

Der Formfaktor kann nur als absoluter Wert berechnet werden [Nagle und Tristram-Nagle
2000]. Dieses Problem ist darin begriindet, dass die Intensititsmessungen in
Diffraktionsbildern nur die Amplitude, aber nicht die Phase (Vorzeichen) des Formfaktors
angeben. Daher ist es nicht moglich, aus den berechneten Formfaktoren direkt durch Fourier
Transformation ein Streuldngedichteprofil zu ermitteln. Dieses Phdnomen ist generell bekannt
als Phasenproblem der Rontgen- bzw. Neutronenstreuung [Michette 2002]. Es existieren nun
Methoden, das Phasenproblem direkt oder indirekt zu 16sen. Fiir die Neutronenstreuung gibt
es eine giinstige Methode zur Phasenbestimmung durch Ausnutzen der groflen Differenz

zwischen den Streulingen von Wasserstoff H und Deuterium D. Durch einfaches
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Austauschen bzw. Mischen von H,O und D,O kann der Streukontrast zwischen verschiedenen
Komponenten eingestellt werden. Ein stufenweiser H,O/ D,O Gradient erlaubt die direkte
Beobachtung des Phasenwechsels bestimmter Reflexe [Schoenborn 1976, Zaccai et al. 1975].
Durch diese Isotopen-Austausch-Methode, bei der H,O gegen D,0 ausgetauscht wird, werden
die Strukturfaktoren geradzahliger Ordnung in linearer Abhingigkeit grofer, aber die
Strukturfaktoren ungeradzahliger Ordnung kleiner mit steigender D,O-Konzentration [Frank
und Lieb 1979]. Wenn also die gemessenen Strukturfaktoren dieser Regel folgend in
Abhingigkeit vom D,0O-Gehalt aufgetragen werden, ergeben sich Geraden, deren Anstiege fiir
die geradzahligen Ordnungen steigend, und fiir die ungeradzahligen fallend sind. Die Phasen
(Vorzeichen der Strukturfaktoren) werden entsprechend dieser Regel bestimmt und die
Neutronenstreulidngedichteprofile konnen entsprechend Gleichung 5 berechnet werden.
Abschliefend ist zu sagen, dass die Berechnung des Streuléngedichteprofils einen neuen
Ansatz in der Charakterisierung von Stratum corneum Lipid-Modellmembranen darstellt. In
einer jiingeren Studie bestimmte Mclntosh [2003] das Elektronenstreulédngedichteprofil einer
aus isolierten SC Lipiden bestehenden Membran auf Grundlage von Rontgendiffraktions-
daten. Das Problem der Phasenbestimmung wurde dabei durch Induzieren von Quellungs-
prozessen in Abhédngigkeit vom pH-Wert des umgebenen Milieus geldst.

Die Anwendung der Neutronenstreuung in Kombination mit der Isotopen-Austausch-Methode
auf dem Gebiet der Stratum corneum-Forschung wurde erstmals in der Arbeit von Kiselev et
al. [2005] beschrieben und war die grundlegende Auswertungsmethode fiir die

entsprechenden Neutronendiffraktionsstudien in der vorliegenden Dissertationsschrift.

I1.5.2. Neutronenstreustudien an Stratum corneum Lipid-Modellsystemen

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, stellt die Neutronenstreuung eine effektive
Methode zur Charakterisierung von multilamellaren Membranen dar. Dieser hohe Nutzen
begriindet sich vor allem in der Moglichkeit, die innere Membranstruktur darstellen und
analysieren zu konnen. Die Anwendung der dafiir notwendigen Fourier Synthese ist nur
moglich, da man das bereits erwidhnte Phasenproblem durch den Austausch von H,O gegen
D,0 und der damit verbundenen Vorzeichenbestimmung der Strukturfaktoren 16sen kann.

Neutronenstreuung an isoliertem tierischen oder humanen SC Material wurde bereits in den
Arbeiten von Steriotis et al. [2002] und Bouwstra et al. [2004] angewendet. Letztere konnten
anhand einer CER[EOS] enthaltenen Lipidmischung aus CER/ CHOL/ FFA die Existenz der
SPP eindeutig nachweisen. Die Diffraktionspeaks, die einer LPP zugeordnet werden sollten,

waren allerdings kaum bis sehr schwach ausgepriagt. Wéahrend diese Untersuchungen bei einer
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relativen Feuchte von 60% stattfanden, fiihrten Steriotis et al. [2002] Quellungsexperimente
an isolierten humanen oder porcinen SC Lipidgemischen durch. Das reversible Verschwinden
der ersten Diffraktionsordnung bei Wasseriiberschuss wurde dabei im Zusammenhang mit der
Féhigkeit nativer Haut zur Regenerierung nach mechanisch/ physikalischem Stress (Bsp.
Aufquellen der Haut im Wasser) diskutiert.

In der Arbeit von Kiselev et al. [2005] konnte dann erstmals ein aus definierten, synthetischen
Lipiden bestehendes Stratum corneum Modellsystem, pripariert als multilamellare Membran
auf einer Quartzoberflidche, charakterisiert werden.

Das quaternire System CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% w/w) wurde bei 32°C,
60% relativer Feuchtigkeit und bei drei verschiedenen D,O/ H,O Verhiltnissen vermessen
(D20O/ Hy0O 8/ 92; 20/ 80; 50/ 50 (m/m)).

Aus den fiinf abstandsgleichen Diffraktionsreflexen wurde ein lamellarer Wiederholabstand
von 45,68 A (= 4,568 nm) ermittelt. Die Auflosungsgrenze konnte als 5.5 A berechnet werden
und erlaubte die Anwendung des Modells fiir die interne Membranstruktur mit unterteilten
hydrophilen und hydrophoben Bereichen, in denen sich verschiedene molekulare Gruppen im
Abstand von ~6 A anordnen. Giinstigerweise muss auch die geringe Absorption von
Neutronen durch Lipide und Wasser nicht bei der Auswertung der Streuintensitét
beriicksichtigt werden, wie anhand der Berechnung des linearen Absorptionskoeftizienten fiir
das quaternire System gezeigt wurde.

Aus der integrierten Peakintensitit erfolgte dann die Berechnung des absoluten Wertes der
Strukturfaktoren. Deren Vorzeichen ergab sich aus dem Anstieg der Strukturfaktor-
abhingigkeit vom D,0-Gehalt, wie in Worcester [1976] und Frank und Lieb [1979]
beschrieben. Das berechnete Neutronenstreuldngedichteprofil (Fourier Profil) beschreibt den
Verlauf einer einzelnen lamellaren Wiederholeinheit, bestehend aus einer Lipid- und einer
Wasserschicht (Abb.13). Dabei entsprechen die Maxima an den Seiten den polaren
Kopfgruppen der Lipide, da Heteroatome in der Regel positive Streuldngen haben. Das
Minimum in der Membranmitte ergibt sich aus der negativen Streulinge der
Wasserstoffatome in den Methylgruppen, die sich im hydrophoben, inneren Membranbereich

befinden.
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Kopf- Kopf-
gruppen- gruppen-
bereich bereich

CHs-

gruppen-
bereich

Abb.13 Neutronenstreuldngedichteprofil p,(x) der CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS Membran bei 60% r.H., T=32°C
und bei drei verschiedenen D,O-Konz. [veréffentlicht in Kiselev et al. 2005].

Zur Illustration sind die charakteristischen Membranbereiche hervorgehoben und die Lokalisierung der Molekiile
eingefiigt.

Fiir eine bessere Interpretation erfolgte der Vergleich mit dem
Neutronenstreuldngedichteprofil einer Dipalmitoyl-phosphatidylcholin-(DMPC)-Membran,
gemessen unter den gleichen Bedingungen (Abb.14). Phospholipid-Membranen in
Neutronenstreustudien sind in der Literatur sehr gut beschrieben und stellen ein gutes
Hilfsmittel fiir die Analyse der SC Membran dar [Worcester 1976, Frank und Lieb 1979,
Gordeliy und Kiselev 1995, Nagle und Tristram-Nagle, 2000].

Das Membranprofil von DMPC beginnt in der Mitte einer Wasserschicht, verlduft iiber den

hydrophilen Membranbereich (Kopfgruppen-
Maximum), durch die Membranmitte (Minimum)
und iiber das zweite Maximum der polaren
Kopfgruppenbereiche bis in die angrenzende

Wasserschicht.

CH2 chains

Das Membranprofil der SC Lipidmischung beginnt OHa roups

2

sofort mit dem den Kopfgruppen zugeordneten Abb. 14 Neutronenstreuldngedichteprofil

Maximum, was darauf hindeutet, dass dieses direkt | ¢iner DMPC-Membran (60% r.H., T=32°C,
8% D,0), aus [Kiselev et al. 2005]

benachbart ist zu den Kopfgruppen der angrenzenden

Schicht.
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Aufgrund dieses Unterschiedes konnte als ein wichtiges Ergebnis fiir das quaterndre System
das Fehlen einer Wasserschicht zwischen zwei Lipidlayern bei 60% relativer Feuchte
beschrieben werden. Dieses Ergebnis wurde durch die gleichen Werte flir den lamellaren
Wiederholabstand 4 und fiir den Abstand zwischen den zu den Kopfgruppen gehdrenden
Maxima d,;, untermauert.

Die innere Membranstruktur der quaterndren Mischung wurde dadurch bestimmt, dass das
Fourier-Profil mit vier GauB3-Funktionen gefittet wurde, entsprechend der Weite und Position
der polaren  Kopfgruppen, den  Bereichen der  Cholesterolmolekiile, der

Kohlenwasserstoftketten und der Methylgruppen.

sym

P it (x) = Pcu, (x) + pgi;nz (x) + PcnoL (x) +P5y (x) Gleichung 7

sym

Die Funktion p., (x) wurde angewendet, um Aussagen iiber die Position des wichtigen

Membranbestandteils Cholesterol machen zu konnen. Messungen am quaterndren SC System
unter Variation des Cholesterolgehalts hatten gezeigt, dass ein geringerer CHOL-Anteil zu

einer VergroBerung des Wiederholabstandes fiihrt.

SC Lipid Mischung Lamellarer Wiederholabstand d
CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (%w/w) (A)
44/ 40/ 12/ 4 43,9
55/ 25/ 15/ 5 45,63
66/ 10/ 18/ 6 46,1

Tab.2 Einfluss des Cholesterolgehaltes auf den lamellaren Wiederholabstand d

Ferner hatte ein variierender Cholesterol-Anteil Einfluss auf die Membrandicke (d,), die
Dicke des Kopfgruppenbereiches (dpy) und die Dicke des Alkylkettenbereiches. So konnte
eine VergroBerung der Alkylkettenschicht von 12,55 A (25% CHOL) auf 13,83 A (10%
CHOL) festgestellt werden, die in Zusammenhang mit einer groeren Ausdehnung der
Alkylketten bei herabgesetzter CHOL-Menge diskutiert wurde. Diese Erkenntnis unterstiitzt
die Vermutung, dass Cholesterol die Rigiditit der Alkylketten vor dem Haupt-
Phasentibergang herabsetzt [Chapman und Penkett 1966].

Beziiglich der Lokalisation des Cholesterols in der Membran wurde das Maximum bei 12,8 A
dem Molekiilbereich zwischen den Ringen A und B des Steroidgeriistes zugeordnet, da dort
die geringste Dichte an Wasserstoffatomen mit einer negativen Streulénge herrscht. Diese
geringe Dichte fithrt zur Ausprigung eines Maximums im Membranprofil. Weiterfithrende
Untersuchungen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt und diskutiert.

Als ein weiterer Membranparameter, der aus der inneren Membranstruktur abgeleitet werden

konnte, wurde die Eindringtiefe von Wasser (HH-Boundary) berechnet. Dem Profil (Abb.13)
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ist zu entnehmen, dass die Streuldngendichte an der Membranoberfldche mit steigendem D,0-
Gehalt im umgebenden Milieu zunimmt. Dieser Anstieg wird deutlich in der hydrophilen
Membranregion und korrespondiert zur berechneten Wasserverteilungsfunktion [Kiselev et al.

2004]. Letztere ergibt sich aus der Differenz der Streuldngendichteprofile bei 50% D,0O und

8% D,0 (Abb.15). In dem Zusammenhang ist an-

zumerken, dass eine 8% D,O-Losung die ~XuH E XHH
Streulinge Null hat. Das Wasser ist also : . z :
,sunsichtbar und nur die Membran wird | |
detektiert. Trotz der geringen intermembraniren : :
Hydratation ist die Wasserpenetration in die SC N S

Lipidmembran vergleichbar mit der in eine

Phospholipid-Membran [Armen et al. 1998, | Abb.15 Wasserverteilungsfunktion fiir die

. Membran CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS;
Nagle und Tristram-Nagle 2000]. Die Wassereindringtiefe entspricht X;;,=15,6 A

Nach [Kiselev et al. 2005]

Des Weiteren wurde auch der Einfluss der

Feuchtigkeit auf die Membranstruktur gemessen. Bei 99% Feuchtigkeit war ein Anstieg des
lamellaren Wiederholabstandes von 45,68 A auf 46,13 A zu verzeichnen. Untersuchungen im
Wasseriiberschuss ergaben einen d-Wert= 46,45 A und die Zahl der Diffraktionsordnungen
verringerte sich von 5 auf 3.

Durch Auswertung des Streuldngedichteprofils und der assozierten Parameter ergaben sich im
Vergleich zu den Phospholipid-Membranen folgende Resultate:

i). Fiir das quaternire System konnte nur ein geringer Einfluss der relativen Feuchte auf den
d-Wert festgestellt werden. ii). Die geringe Hydratation des intermembraniren Raums ist ein
wesentlicher Unterschied zu Phosphlipid-Membranen. iii). Ein weiterer Unterschied ist die
geringe Weite des Kopfgruppenbereiches, begriindet in dem geringen Umfang der Kopf-
gruppe von Ceramiden, Cholesterol und FFA im Verhiltnis zu dem von Phospholipiden. iv).
Aus der Wasserverteilungsfunktion lieB sich ableiten, dass Wassermolekiile 3,8 A tief bis in
die Region der Alkylketten hinein penetrieren. Dieses Verhalten entspricht dem der Phospho-
lipide. v). In kinetischen Experimenten konnte die im Vergleich zu Phospholipiden duferst
langsame Diffusion von Wasser durch die Membran beobachtet werden.

Auf molekularer Ebene wurden diese Erkenntnisse mittels der Arbeit von Raudenkolb et al.
[2005] tiber DL-CER[AP] folgendermallen diskutiert. Von den dort beschriebenen (siche 11.3)
drei Konformationen des CER[AP] erfiilllen nur zwei (hairpin- und ful extended
Konformation) die Anforderungen der beobachteten 45,63 A Wiederholabstand des

quaterndren Systems. Es wird postuliert, dass bei 60% relativer Feuchtigkeit ein bestimmter
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Anteil an CER[AP] in ful extended Konformation vorliegt und sich symmetrisch zwischen
zwei Bilayern anordnet. Die polare Kopfgruppe befindet sich im hydrophilen
Membranbereich und die zwei entgegengesetzt gerichteten Alkylketten ragen jeweils in eine
Lipidschicht. Das Ceramid bildet somit eine Briicke zwischen zwei Schichten. Diese
Anordnung ist moglich, da die geringe Wasserschicht keine energetische Barriere bei der
Penetration der Alkylketten in die angrenzenden Layer darstellt. Anzumerken ist auch, dass
die postulierte Anordnung beider Konformationen in der Membran nicht dem berechneten
Membranprofil widersprechen.

Die Kopfgruppenbereiche benachbarter Lipidschichten liegen demnach sehr eng beieinander
und es entsteht ein ,,Kopfgruppen-Adhidsionseffekt”. Dieser bedingt einen extrem dicht
gepackten Lipidverband, der z.Bsp. die Diffusion von Wasser malgeblich behindert.
Zusammenfassend konnte in der Arbeit von Kiselev et al. [2005] gezeigt werden, dass
synthetische SC Lipid-Modellmembranen auf einer Quartzoberfliche, untersucht mit
Neutronenstreuung, eine neue Mdoglichkeit bieten, die innere Membranstruktur und deren
Beeinflussung durch innere (Lipidzusammensetzung) und duflere (Temperatur, Feuchtigkeit
etc.) Faktoren zu untersuchen. Die Berechnung des Neutronenstreuldngedichteprofils und
zahlreicher daraus abgeleiteter Membranparameter erlauben es, sowohl qualitative als auch
quantitative Struktureinfliisse zu charakterisieren. Zukiinftig einen weiteren Vorteil diirfte der
Einsatz speziell deuterierter Lipide darstellen, da aufgrund der unterschiedlichen Streuldngen
von Wasserstoff und Deuterium durch den gezielten Einbau von schwerem Wasserstoff in das

Lipid genauere Aussagen iiber dessen Anordnung in der Probe gewonnen werden kdnnen.

11.5.3. Postulation des armature reinforcement Modells

Die auf Grundlage der Neutronenstreudaten gewonnenen Einblicke in die Struktur der SC
Lipid-Modellmatrix tragen auch zur Diskussion iiber die Organisation der Lipidmatrix selbst
bzw. tiiber dariiber bestehende Modellvorstellungen bei. So hétte der beschriebene
,Kopfgruppen-Adhisionseffekt weitreichenden Einfluss auf die Interpretation des Sandwich-
Modells [Bouwstra et al. 2000] mit dem charakteristischen trilamellaren (50 A -30 A -50 A)
Wiederholabstand (LPP). Demnach zeigen Kiselevs Ergebnisse, dass diese Anordnung auch
in Abwesenheit von Wasser moglich ist, und dass so auch giinstigere Bedingungen fiir die
Penetration des CER[EOS] innerhalb der LPP bestehen wiirden.

Dennoch haben alle bekannten theoretischen Modelle iiber die SC Lipidorganisation den
Nachteil, dass sie nicht die strukturellen Anderungen der Lipidmatrix bei Wasseriiberschuss

erkldren kdnnen. So wurde von Kiselev [2005, 2007] aufgrund dieser Diskrepanz und
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basierend auf den neuen Einblicken in die SC Lipid-Modellmatrix ein unabhéngiges Modell
postuliert, das armature reinforcement Modell.

Es begriindet sich auf der ful extended-Konformation des CER[AP] und erklirt das Phanomen
des Ubergangs in die hairpin-Konformation (chain-flip-transition) bezogen auf folgende
experimentelle Fakten: a). das Verschwinden der ersten Diffraktionsordnung bei
gleichzeitiger Stabilitdt der zweiten Ordnung unter Arbeit in Wasseriiberschuss an isolierten
porcinen SC Lipiden und b). der Wechsel der LPP zu SPP in Wasserliberschuss bei aus
menschlichen Gewebe isolierten SC Lipiden.

Die Hauptmerkmale des armature reinforcment Modells sind in Abb.16 dargestellt.
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Armature  reinforcement Modell der SC Lipid | Ubergang der teilweise dehydratiserten Membran

Modellmatrix. Membran bei 60% rel.Feuchte. zum Zustand bei Wasseruiiberschuss wird
ermdglicht durch den Anteil an CER[AP] in ful-
- CER[AP]- ful extended extended Konf., der in hairpin-Konf. Ubergeht
.= CER[AP]-hairpin (chain-flip-transition)

Abb.16 Armature reinforcement Modell nach Kiselev [2007] iiber die Struktur der SC Lipid-Modellmatrix

Der enge Kontakt zwischen zwei benachbarten Lipidschichten wird hergestellt durch
CER[AP] in ful extended Konformation. Es fungiert als ,,Briicke®, deren Ausbildung aber nur
aufgrund der geringen intermembrandren Hydratation mdglich ist. Im Wasseriiberschuss wird
der intermembrandre Raum groBer, die vorher in ful-extended Konformation vorliegenden
Ceramide gehen in die hairpin-Konformation iiber und der enge Kontakt zwischen den
Layern verschwindet.

Dieses Modell basiert im Moment nur auf einer relativ geringen Datenmenge und muss durch
weitere Untersuchungen an modifizierten SC Lipidsystemen verifiziert und weiterentwickelt

werden.
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I1.6. Weitere Methoden zur Charakterisierung des physikochemischen Ver-
haltens der Ceramide als wichtige Stratum corneum Lipide

Fiir die Struktur der interzelluliren Lipidsubstanz des Stratum corneum, im wesentlichen

aufgebaut aus Ceramiden, Cholesterol und freien Fettsduren, wird das Vorliegen fliissig-

kristalliner Strukturen diskutiert. Im folgenden Kapitel werden daher die Voraussetzungen zur

Bildung fliissigkristalliner Strukturen, deren physikochemisches Verhalten und Methoden zur

Charakterisierung erldutert.

I1.6.1. Lyotrope fliissigkristalline Zustinde

Bildung lyotroper Mesophasen

Beziiglich des festen kristallinen und des fliissigen isotropen Zustands nehmen Fliissig-
kristalle eine Mittelstellung ein, woraus auch die Bezeichnung Mesophase resultiert.
Verglichen mit dem kristallinen Zustand weisen die Einzelmolekiile eine stirkere Be-
weglichkeit auf, die sich in einer bestimmten FlieBfdhigkeit des Systems bemerkbar macht.
Im Vergleich zu einer Fliissigkeit besitzt der fliissigkristalline Zustand eine héhere Ordnung,
die sich auch in der Anisotropie (Richtungsabhingigkeit) physikalischer Eigenschaften
manifestiert. Betrachtet man die Position und Orientierung der einzelnen Molekiile in einem
Fliissigkristall zueinander, so besitzen diese eine Ordnung im Fernbereich, aber keine, wie bei
Kristallen zu findende, definierte Ordnung im Nahbereich. [Small 1986]

Im Gegensatz zu den thermotropen Mesophasen, die sich in Abhéngigkeit von der Temperatur
ausbilden konnen, wird die Bildung lyotroper Mesophasen durch ein Losungsmittel induziert,
wobei lyotrope Mesophasen zusétzlich auch temperaturabhidngige Phaseniibergéinge zeigen
konnen [Brown und Crooker 1983].

Fir die Ausbildung lyotroper Mesophasen ist im Allgemeinen eine anisometrische
Molekiilstruktur mit polaren und unpolaren Molekiilteilen, meist in Form einer hydrophilen
Kopfgruppe und eines lipophilen Alkylrest, notwendig. Demnach sind Lipide zur Bildung
lyotropher Mesophasen befdhigt. Es konnen dabei unterschiedliche fliissigkristalline Zustdnde
resultieren, die entsprechend der Periodizitdt in der Fernordnung in die lamellare, hexagonale
oder kubische Phase unterteilt werden [Bauer, Fromming, Fithrer 2002]

1). Der lamellare Zustand ist durch eine Periodizitidt entlang einer Achse gegeben und
reprisentiert somit ein eindimensionales fliissigkristallines Gitter. Die Lamellarstruktur ist
gekennzeichnet durch einen geschichteten, palisadenartigen Aufbau aus Molekiildoppel-
schichten, wobei innerhalb einer Doppelschicht jeweils die polaren Kopfgruppen und die

hydrophoben Bereiche zueinander ausgerichtet sind. Dadurch entsteht ein Schichtgitter mit



Theoretischer Teil 42

alternierenden polaren und unpolaren Ebenen, die unter Quellung hydrophile bzw.
hydrophobe Stoffe einlagern kénnen.

i1). Der hexagonale Zustand besitzt eine zweidimensionale Periodizitit. Die hexagonale
Phase ist durch das Auftreten von langgestreckten, rohrenformigen Assoziaten, die in einer
sechseckigen Anordnung gepackt sind, gekennzeichnet. Im wissrigen Milieu sind die
hydrophilen Gruppen des Mesogens nach auflen, im unpolaren Milieu hingegen nach innen
gerichtet (inverse Hexagonalphase Hy). Lipophile und hydrophile Stoffe kdnnen nur in
begrenztem Maf3e inkorporiert werden.

iii). Die kubische Phase ist durch eine dreidimensionale Periodizitit gekennzeichnet und
besteht aus dicht gepackten, runden bis ellipsoiden Mizellen bzw. inversen Mizellen (invers
kubische Phase). Die kubisch fliissigkristallinen Zustinde sind optisch isotrop. Aufgrund des
dreidimensionalen regelméfigen Aufbaus zeigen derartige Mischungen mechanisch-
akustische Resonanzerscheinungen, die zur Bezeichnung ,ringing gels® bzw. Brummgele
fiihrten.

Langkettige Lipide zeigen meist schon im nicht hydratisierten, kristallinen Zustand eine
lamellare ~ Uberstruktur, die sich durch Charakterisiecrung des Zustandes der
Kohlenwasserstoffketten weiter spezifizieren lassen. Alkylketten kdnnen im Allgemeinen in
einer trans- oder gauche-Konformation vorliegen, wobei die letztere energetisch ungiinstiger

ist.

CH, CH; CH,
H H CH,
H H - H H H

cauche trans cauche

synklinal antiperiplanar synklinal

Abb. 17 Trans- und gauche-Konformation der Alkylketten

Wiéhrend in der lamellaren fliissigkristallinen Phase (L,) die Kohlenstoffketten nicht
durchgingig in der trans-Konformation vorliegen, sind sie in der lamellaren Gel-Phase (Lg)
all-trans stindig, wodurch eine dichtere Packung und eine hohere Ordnung ermoglicht wird.
Wenn die Ketten nicht senkrecht zur Lamellarebene, sondern geneigt angeordnet sind, so wird

diese Phase als Ly bezeichnet. Dieser Zustand resultiert aus einem erhohten Flichenbedarf
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der polaren Kopfgruppe gegeniiber meist gesittigten Kohlenwasserstoffketten und fiihrt
ebenfalls zu einer hoheren Packungsdichte. Zusammengefasst sind die Alkylketten in der L,-
Phase sehr viel beweglicher als in der Lg —und der L g--Phase, so dass im Gegensatz zu den

Gel-Phasen nur eine Fernordnung vorliegt.

Abb.17a Lamellarphasen

I1.6.2. Grundlagen der zur Charakterisierung eingesetzter Methoden
11.6.2.1. Rontgenbeugung

Grundlage dieser Messmethode ist die Beugung von Rontgenstrahlen beim Durchdringen

eines Systems mit geordneten Strukturen
(Abb.18). Dabei kommt es zu einer

Intensitdtsverstarkung zwischen zwei Strahlen

mit gleichem Einfallswinkel 8, wenn diese, nach

d
g @ o V.

Reflexion an zwei parallelen Ebenen mit dem

o—0—0¢

Abstand d, in Phase schwingen und ihr

Abb.18 Beugung von Rontgenstrahlen an einem

Gangunterschied ein ganzzahliges Vielfaches der Gitter

Wellenldnge A betragt.
Durch die Bragg’sche Reflexionsgleichung

n-A=2d-sinf@ Gleichung 4
(n = Ordnung der Reflexion)

lasst sich die Intensititsverstarkung beschreiben.
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Durch die auftretenden charakteristischen Interferenzfolgen sind zum einen die Zuordnung zu
bestimmten Mesophasen und zum anderen die Berechnung der Abstinde zwischen den
Molekiilen bzw. Molekiilebenen moglich. Die Roéntgenmessungen konnen entweder im
Kleinwinkelbereich (Beugungswinkel 6<2°) oder im Weitwinkelbereich (Beugungswinkel
0=2-50°) durchgefiihrt werden. Die Zuordnung zu den entsprechenden fliissigkristallinen
Systemen erfolgt durch die auftretenden Interferenzfolgen im Kleinwinkelbereich, die
verschiedene periodische Abstinde aufweisen konnen. Bei lamellaren Phasen verhalten sich

die Beugungsmaxima verschiedener Ordnungen wie 1:1/2:1/3:1/4:1/5, bei

Hexagonalphasen 1:1/ V314147 1412 [Luzatti et al. 1960]. Fiir die kubische Phase
existieren mehrere Moglichkeiten fiir die Interferenzfolgen aufgrund der unterschiedlichen
Strukturvorstellungen. Aus dem ersten Maximum ldsst sich nach Bragg zusétzlich der

Netzebenenabstand d der jeweiligen fliissigkristallinen Phase im Bereich der Fernordnung
und bei Hexagonalphasen zusitzlich der Rohrendurchmesser a :(2/ 3 )-d der

entsprechenden Mesophase ermitteln.

Durch Messungen im Weitwinkelbereich (Beugungswinkel 6>2°) werden d-Werte im
Bereich der Nahordnung erfasst. Dariiber hinaus kann ein Verlust der Nahordnung anhand des
Fehlens von Interferenzen bzw. eine Verinderung des Interferenzmusters gegeniiber dem

kristallinen Zustand tiberpriift werden.

11.6.2.2. IR- und Raman-Spektroskopie

Die Infrarot (IR)-Spektroskopie und die Raman-Spektroskopie sind Methoden zur Aufnahme
von Schwingungsspektren. Die Spektren beider Methoden ergéinzen sich gegenseitig zu einem
angemessenen Bild liber die molekulare Struktur einer Substanz [Wartewig und Neubert
2002].

Durch Absorption elektromagnetischer Strahlung des infraroten Spektralbereichs
(Wellenldngenbereich A= 0,8 -50 um) werden in Molekiilen mechanische Schwingungen der
Atome angeregt, die symmetrisch oder antisymmetrisch sein konnen. Diese Molekiil-
schwingungen konnen entweder in Richtung der Bindungsachse zweier Atome oder
Molekiilteile  (Valenz- oder  Streckschwingungen) oder unter Deformation des
Bindungswinkels (Deformations- oder Biegeschwingungen) erfolgen. Dabei ist eine
Schwingung nur dann IR-aktiv, wenn mit dem Schwingungsvorgang eine Anderung des
Dipolmoments verbunden ist. Da die Molekiilschwingungen bestimmter Atomgruppen, vor
allem funktioneller Gruppen, besonders charakteristisch sind, eignet sich die Methode daher

zur Identifizierung von Substanzen.
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In der Raman-Spektroskopie werden ebenfalls Molekiilschwingungen angeregt und
charakteristische Raman-Banden, vor allem von unpolaren oder wenig polaren Gruppen,
registriert. Es lassen sich die von C-C —Schwingungen herriihrenden Geriistschwingungen von
Molekiilteilen besser zuordnen und der Vorteil der Raman-Spektroskopie liegt darin, dass
oftmals IR-inaktive Gruppen Raman-aktiv und umgekehrt sind. Das schwingende Molekiil
kann allerdings nur dann Raman-Strahlung emittieren, wenn es einen oszillierenden Dipol
darstellt und Strahlung der eigenen Schwingungsfrequenz abgibt. Nur wenn sich die
Polarisierbarkeit des Molekiils (Deformierbarkeit der Elektronenhiille des Molekiils) wéhrend
der Molekiilschwingung dndert, kann der Raman-Effekt beobachtet werden.

Unter Raman-Effekt versteht man dabei die nach dem indischen Physiker C. V. Raman
benannte physikalische Erscheinung von Streuung des Lichtes unter Anderung der

Wellenzahl,

A A Virtuelle angeregte
Energie-Niveaus
E E A A
hVo hVo
hve= hvas=
hVO --E hVo +-E
V=2 v V=2 V=2
I V=1 v V=1 \ 4 V=1
V=0 Rayleigh- V=0 V=0
Strahliin
IR-Absorption Raman Raman
(Stokes) (anti-Stokes)

Abb. 19 Wechselwirkungen von monochromatischer Strahlung mit Molekiilen

wenn monochromatisches Licht in eine Losung strahlt. Analysiert man die Raman-
Streustrahlung mittels eines Prismas, so stellt man fest, dass sie sich in Linien bestimmter
Wellenlidngen zerlegen ldsst (Stokessche Linien) (Abb.19). Im Vergleich zur Wellenldnge des
Anregungslichtes, haben diese Raman-Linien fast ausschlieBlich kleinere Wellenzahlen. Es
werden also analog zur IR-Spektroskopie Molekiilschwingungen angeregt, wobei der Verlauf
der Anregung ein anderer ist. FEinige Lichtquanten der monochromatischen
Anregungsstrahlung geben einen Teil ihrer Energie an die Probenmolekiile zur Anregung von
Molekiilschwingungen ab. Diese nun energiedrmeren Lichtquanten werden als Raman-
Streustrahlung emittiert und ihre Wellenzahl gemessen. Die Wellenzahldifferenz zwischen

den emittierten Raman-Linien und der eingestrahlten Anregungsstrahlung entspricht der zur
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Schwingungsanregung notwendigen Energie, die im Raman-Spektrum registriert und den
angeregten Molekiilschwingungen zugeordnet wird.

Die Raman-Spektroskopie ist eine niitzliche Methode, um apolare Atomgruppen in der
Strukturaufkldrung zu identifizieren. Im Gegensatz zur IR-Spektroskopie, bei der Wasser
durch seine starke Absorption storend wirkt, lassen sich aufgrund der niedrigen
Ramanstreuung des Wassers auch Proben mit hohem Wassergehalt gut charakterisieren.
Zudem konnen die Proben in GlasgefdBBen vermessen werden, da Glas fiir Anregungs- und
Streustrahlung durchldssig ist, so dass sich auch eine einfache Probenvorbereitung ergibt.
Vorteilhaft in der IR-Spektroskopie ist der Informationsgewinn iiber die Kopfgruppen von
Lipiden, die z.Bsp. die intensititsstarken Streck-und Deformationsschwingungsbanden der
Carbonylgruppen und die Streckschwingungen der Hydroxylgruppen liefern. Anhand dieser
Banden konnen Wasserbriickenbindungen und konformative Anderungen an polaren
Atombindungen spektroskopisch verfolgt werden.

Das Schwingungsverhalten von Molekiilen untersteht dem Einfluss verschiedener Faktoren.
Vereinfacht kann eine Molekiilschwingung von zwei Atomen als klassischer harmonischer
Oszillator betrachtet werden, der aus zwei Massen m; und m, besteht, die durch eine
mechanische Feder mit der Kraftkonstante k verbunden ist. Die Schwingungsfrequenz v

dieses Oszillators ist

1 |k m, *m,
= — e m =
2r \m m, +m,

Gleichung 9

Da, wie aus der Gleichung ersichtlich, die Schwingungsfrequenz v von den Massen der
Atome abhingt, kann sie durch den Austausch von Atomen gegen Isotope gezielt beeinflusst
werden. So fiihrt der Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium zu starken Anderungen im
Schwingungsverhalten und der deuterierte Strukturteil kann separat von dem nichtdeuterierten
im Spektrum verfolgt werden.

Weiterhin wird das Schwingungsverhalten aber auch durch intermolekulare Wechsel-
wirkungen beeinflusst, wie es sich zum Beispiel bei den intermolekularen Wasserstoff-
briickenbindungen zeigt. Dabei kommt es zu einer langwelligen Verschiebung der OH-und
der CO-Valenzschwingungen und einer Verbreiterung der Deformationsschwingungen.

Wie bereits beschrieben stellt die Raman-Spektroskopie eine geeignete Methode dar, um
lange Alkylketten enthaltende Verbindungen zu charakterisieren (Tab.3).

Es lassen sich dabei u.a. bei Wellenzahlen < 400 cm™ lokalisierte Kristallgitterschwingungen
bestimmen. Bei diesen longitudinalen akustischen Moden (LAM) schwingt das gesamte

Molekiil iiber die gestreckte, all-trans-konformierte Alkylkette.
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Generell zeichnen sich die langen Kohlenwasserstoffketten im festen Zustand durch eine
transplanare Struktur (all-trans) aus, wobei neben dieser hoch geordneten zick-zack-
Anordnung auch geringe Anteile mit konformativen Stoérungen (gauche Konformere)
existieren. Da die Atomgruppen der gauche-Sequenzen enthaltenden Kohlenwasserstoftketten
ein anderes Schwingungsverhalten als Alkylketten in all-trans-Konformation aufweisen, zieht
man zur Auswertung der Raman-Spektren verschiedene konformationsempfindliche Banden

heran, um den Anteil an gauche-Konformeren (G) neben den trans-Konformeren (T) zu

bestimmen.
Bandenposition in cm-1 Zuordnung Sensitivitit
<300 Longitudinal akustische | Auftreten zeigt die all-trans Konformation der
Mode (LAM) Alkylketten an
890-895 CH; Rocking Mode Scharfe Bande indiziert Kettenende in all-
trans Konformation (ttt)
1060-1065 v,sCC (antisymmetrische | Scharfe Bande indiziert Ketten mit drei oder
C-C-Gertistschwingung) | mehr trans Konformeren hintereinander
1090-1130 v;CC (symmetrische Scharfe Bande indiziert Ketten mit drei oder
C-C-Geriistschwingung) | mehr trans Konformeren hintereinander
1420-1460 CH,-Scherschwingung Aufsplittung in drei Banden indiziert
(CH, scissoring) orthorhombisches Kettenpacken; Aufsplittung
in zwei Banden indiziert hexagonales
Kettenpacken
1628, 1654 v (C=0) Amid I
2842-2854 viCH, (symmetrische | Position gibt qualitativ Aussagen iiber
CH,-Valenzschwingung) | Ordnungsgrad der Alkylketten
2880-2885 v,sCH, Position gibt qualitativ Aussagen iiber
(antisymmetrische CH,- | Ordnungsgrad der Alkylketten.
Valenzschwingung) Scharfe Bande indiziert Ketten mit drei oder
mehr trans Konformeren in Reihe

Tab.3 Zuordnung der wichtigsten Raman-Banden und deren Position bei Raumtemperatur gemif Literatur-
angaben [Snyder et al. 1978; Kirchhoff und Levin 1987; Mendelsohn und Moore 1998]

Im Bereich von 2800 bis 3000 cm™ treten die symmetrischen und die antisymmetrischen CHa-
Valenzschwingungen auf, deren Bandenposition und Intensitdtsverhdltnisse zur Auswertung
des G/T-Verhiltnisses genutzt werden. Phasenumwandlungen, die mit Anderungen im G/T-
Verhiltnis  verbunden  sind, k&énnen  durch  sprunghafte ~ Anderungen  der
konformationsempfindlichen Parameter erkannt werden.

Zwischen 850 und 900 cm™ tritt die CHs- rocking Schwingung auf, die von Kettenend-
Bewegungen der Alkylkette herriihrt. Weisen die zwei terminalen C-C-Bindungen trans-

Konformation auf, bedingt die CHs-rocking Schwingung unter Beteiligung der C-C-
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Streckschwingung der terminalen C-C-Bindung eine scharfe Bande bei 890 cm™. Gauche-
Konformere am Kettenende rufen hingegen im Spektrum eine breite Bande bei 870 cm’™
hervor.

Der Bereich der Deformationsschwingungen ist zwischen 1400 und 1500 cm™ lokalisiert, in
dem die CH,-Scherschwingungen auftreten. Uber diesen Bereich des Spektrums konnen
Aussagen liber die Kettenpackungen der Lipide erhalten werden. Befinden sich zwei Ketten in
der Einheitszelle (orthorhombische Kettenpackung), beobachtet man im Raman-Spektrum
eine Aufspaltung des CH,-Scherschwingungsbereiches in drei Banden. Befindet sich statt-
dessen nur eine Kette in der Einheitszelle (trikline und hexagonale Kettenpackung), weist der

Bereich der Scherschwingungen nur zwei Banden auf.
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II1. Experimenteller Teil

III.1. Verwendete Substanzen und Chemikalien

DL-CER[AP]

(Ceramid VI, LOT C899/04/6/4) wurde mit einem Gehalt >94% (berechnet als N-o-
Hydroxystearylphytosphingosin [AP], MG: 600,0 g/mol) durch Evonik Goldschmidt GmbH,
Essen, Deutschland zur Verfiigung gestellt und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Fiir die Untersuchungen zum Einfluss der Diastereomere D- bzw. L-CER[AP] auf die SC
Lipid Modellmembran wurde die Substanz durch eine préparative Diinnschicht-
chromatographie unter Verwendung des Laufmittelgemisches Chloroform/ Methanol/
Essigsdure 9/ 1/ 0,1 aufgereinigt. 50 mg des DL-CER[AP] wurden in 3 ml Chloroform gelost
und mittels einer Pipette diinn {iber die gesamte Startfront aufgetragen. An den Seiten der DC-
Platte wurden die zwei Diastereomere nach Entwickeln des Chromatogramms iiber eine
Farbreaktion mit Bromthymolblau identifiziert. Die Auftrennung war mdoglich, da D- bzw. L-
CERJ[AP] als Diastereomere unterschiedliche physikochemische Eigenschaften aufweisen.
Dabei weist L-CER[AP] einen hoheren RF-Wert auf, der mit dessen geringerer Polaritét
aufgrund der internen Neutralisation der polaren Kopfgruppen korreliert [Pascher 1976;
Raudenkolb et al. 2004]. Aus den von der Platte abgetrennten Kieselgel-Substanzgemischen
wurde durch Waschen mit Ether das jeweils reine Diastereomer isoliert, dessen Identitdt
massenspektroskopisch bestimmt wurde. Beide Substanzen lagen nach der Trennung in einer
Ausbeute von 20 mg mit einem Reinheitsgrad > 99% vor.

CER[EOS]

(Ceramid I, C30, LOT WBR06079.01) wurde mit einer Reinheit von 80-88% (berechnet als
30-Linoyloxy—triacontanoic acid—[(2S, 3R)-1,3—dihydroxyocta—dec—4—enyl]—amide, MG:
1012 g/mol) durch Evonik Goldschmidt GmbH, Essen, Deutschland zur Verfligung gestellt.
Um die Reinheit auf >96% zu erh6hen, wurde die Substanz mittels einer MPLC an einer mit
Kieselgel gepackten Séule {iber einen Chloroform/ Methanol Ldsungsmittelgradient
diskontinuierlicher Polaritdtserhohung aufgereinigt. Nach Trocknung iiber Phosphorpentoxid
wurde die Identitét der Substanz massenspektroskopisch iiberpriift, um eventuelle strukturelle
Verianderung der oxidationsempfindlichen Substanz im Zuge des Aufreinigungsprozesses
ausschlieBen zu kénnen.

CER[EOP]

(Ceramid IX, Ceramid 9, C30, LOT WBR06031.01) wurde mit einem Gehalt von 85-94%
(berechnet als 30-Linoyloxy—triacontanoic acid—[(2S, 3R)-1,3,4-trihydroxyocta—decyl]-
amide MG: 1028 g/mol) durch Evonik Goldschmidt GmbH, Essen, Deutschland zur
Verfiigung gestellt. Um die Reinheit auf >96% zu erhéhen, wurde die Substanz mittels einer
MPLC an einer mit Kieselgel gepackten Sdule {iiber einen Chloroform/ Methanol
Losungsmittelgradient diskontinuierlicher Polaritdtserhohung aufgereinigt. Um eventuelle
strukturelle  Verdnderung der oxidationsempfindlichen Substanz im Zuge des
Aufreinigungsprozesses ausschlieBen zu konnen, wurde nach Trocknung {iber
Phosphorpentoxid die Identitdt der Substanz massenspektroskopisch tiberpriift.

Behensdure

(LOT 1181781) wurde mit einer Reinheit von >99,0% von der Firma SigmaUltra, Tauf-
kirchen, Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.
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Behensdure-7,7,8,8,-D4

(Docosan-d 7,7,8,8-sdure) (LOT R660P1) wurde mit einer Reinheit von 99,2% von der Firma
Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung
verwendet.

Behensdure-22,22,22-D3

(Docosan-d 22,22,22-sdure) (LOT R259AP10) wurde mit einer Reinheit von 98,2% von der
Firma Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Deutschland bezogen und ohne weitere
Aufreinigung verwendet.

Palmitinsaure

(LOT 110KO03015) wurde mit einer Reinheit von 99% von der Firma SigmaUltra,
Taufkirchen, Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Cholesterol

(LOT 54H8479) wurde mit einer Reinheit von 99% von der Firma SigmaUltra, Taufkirchen,
Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Cholesterol-2,2,3,4,4,6 -Dg

(LOT I1-7016) wurde mit einer Reinheit von 98% von der Firma Chemotrade GmbH,
Leipzig, Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Cholesterol-25,26,26,26,27,27,27-D;

(LOT 11-7407) wurde mit einer Reinheit von 98% von der Firma Chemotrade GmbH, Leipzig
Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Cholesterolsulat

(LOT 103K5206) wurde mit einer Reinheit von 99% von der Firma SigmaUltra, Taufkirchen,
Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)

(LOT 055K 1464) wurde mit einer Reinheit von 99% von der Firma SigmaUltra, Taufkirchen,
Deutschland bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.
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Die zur Synthese und chromatographischen Reinigung der Ceramide verwendeten Losungs-
mittel wurden vor Gebrauch destilliert und getrocknet.

Vorbehandlung der eingesetzten Losungsmittel

Im Rahmen der durchgefiihrten Synthesen wurden iiberwiegend absolute Losungsmittel
eingesetzt, die nach den in der Literatur angegebenen Methoden erhalten wurden [Organikum
1999].

Chloroform (CHCl3) Trocknen iiber P,0Os
Destillation

Heptan Trocknen iiber KOH
Destillation

Tetrahydrofuran (THF) Trocknen iiber Na*
Destillation

* Hinzugabe von Benzophenon als Indikator
Erhitzen unter Riickfluss bis zur Blaufarbung des Losungs-
mittels ({iber eine radikalische Reaktion des Benzophenons)

Fir die Aufreinigung der kommerziell erworbenen Ceramide bzw. zur Reinigung der
Zwischen- und Endprodukte der Synthesearbeiten kamen folgende chromatographische
Methoden zum Einsatz.

Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie wurde zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes und zur
Uberpriifung der Reinheit isolierter Zwischenverbindungen herangezogen. Die dabei zum
Finsatz gekommenen Chromatographieplatten (mit Kieselgel 60, Fyss, beschichtete
Aluminiumplatten 5x10 cm) stammten von der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland.

Die Substanzen wurden in geeigneten Losungsmitteln geldst, diinn aufgetragen und in
Chromatographiekammern unter Kammersattigung entwickelt.

Folgende Losungsmittelsgemische wurden als mobile Phase verwendet:

Chloroform/ Diethylether; Chloroform/ Methanol; Chloroform/ Heptan

Zur Detektion wurden Bromthymolblau bzw. Brom verwendet.

Durch Einsatz des Triphenylmethanfarbstoffes Bromthymolblau lieBen sich unter Bildung
von Charge-Transfer-Komplexen lipophile Verbindungen nachweisen. Diese wurden als
ockerfarbene Flecke auf hellgelben Grund sichtbar. Zur Erhohung der Empfindlichkeit konnte
das Chromatogramm mit Ammoniak bedampft werden. Es zeigten sich dann blaue Flecke auf
hellgelben Grund. Als weille Flecke waren durch diese Methode anorganische Verbindungen
erkennbar.

Zur Detektion von Substanzen mit ungeséttigten Alkylketten diente eine Losung von Brom in
Methanol (ca.1%), welche durch eine Additionsreaktion an die Doppelbindung entférbt
wurde.
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Die Detektionsreagenzien wurden wie folgt hergestellt:
- Bromthymolblauldsung
Zur Herstellung wurden 200mg Bromthymolblau (3°,3’’-Dibromthymolsulfophtalein) in
wenig Ethanol geldst und zusammen mit 400mg KOH in 1 Liter Aqua dest. aufgenommen.
- Bromlésung
0,5g Bromldsung wurden mit Methanol ad 100ml verdiinnt.

Siulenchromatographie

Die Saulenchromatographie diente zur Reinigung der Zwischen- und Endprodukte. Als
Trennmittel kam Kieselgel 60 der Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland, mit der Korngréf3e
0,063-0,200mm fiir drucklose Chromatographie zum Einsatz.

Das Packen der Saule folgte einem Kieselgel-Substanz-Verhiltnis von 10:1.

Als Elutionsmittel dienten Heptan/ Diethylether, Heptan/ Chloroform, Chloroform/ Methanol/
THF und Chloroform/ Methanol, wobei die Polaritit diskontinuierlich erh6ht wurde.

Middle Pressure Liquid Chromatographie (MPLC)

Die MPLC diente vorwiegend zur Trennung und Reinigung der Endprodukte. Als Trennmittel
kam Kieselgel 60 der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland, mit einer Korngréf3e von 0.040
—0.063 mm zum Einsatz. Die Sdulen wurden mittels eines Cartriger C-670 der Firma Biichi,
Flawil 1, Schweiz, befiillt. Die Probensammlung erfolgte iiber einen Fraction Collector C-660
(Biichi); als Pumpe diente das Pump Module C-601 und der Pump Manager C-615 (Biichi).
Als  Elutionsmittel =~ kamen  Chloroform/Methanol-Mischungen  unterschiedlicher
Zusammensetzung zum Einsatz, wobei die Polaritit diskontinuierlich erhéht wurde. Die
Bedingungen hinsichtlich der Flussrate und der Zusammensetzung der Elutionsmittel wurden
dem jeweiligen Trennproblem angepasst. Das Injektionsvolumen betrug je nach Loslichkeit
des Produktes 5 — 15 ml. Die Detektion der Endprodukte erfolgte durch chromatographische
Untersuchung (DC) der einzelnen Fraktionen.

Priparative Diinnschichtchromatographie

Die priparative Diinnschichtchromatographie diente zur Auftrennung des DL-CER[AP] in die
reinen Diastereomere. Die dabei zum Einsatz gekommenen Chromatographieplatten (mit
Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumplatten 20x20 cm, Dicke 2 mm) stammten von der
Firma Merck, Darmstadt, Deutschland.

Als Elutionsmittel diente ein Chloroform/ Methanol/ Essigsidure-Gemisch [9/ 1/ 0,1]
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I11.1.1. Synthese und Analytik
der Ceramide CER[NS], CER[NS]-D2, CER[NS]-D3 und CER[NS]-D47

Kommerziell erworbene Substanzen

MG Firma
Tetracosanséure 368 g/mol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Tetracosansdure-D47 415 g/mol Chemotrade, Leipzig, Deutschland
Chlorameisenséureethylesters 108,5 g/mol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sphingosin 299 g/mol Evonik Goldschmidt GmbH, Essen, D.
EEDQ 247,29 g/mol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Tridecandisdure 24433 g/mol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

1.Synthese von CER[NS]

Die Darstellung von CER[NS] erfolgte iiber ein gemischtes Anhydrid nach der Vorschrift von
Ramsany et al. [1982].

In einen mit Argon sekurierten Einhalskolben werden 2 g Tetracosansdure (MG: 368 g/mol;
n= 5,43 mmol) in 20 ml absoluten THF (n=5,43 mmol) eingewogen. Es bildet sich eine
Suspension, zu der 0,755 ml abs. Triethylamin (TEA) (MG: 101 g/mol; n= 5,43 mmol;
Dichte: 0,726 g/ml) hinzugegeben werden. Der Ansatz wird mittels Trockeneis in Ethanol auf
0°C abgekiihlt. Es erfolgt dann die Zugabe des Chlorameisen-sidureethylesters (MG:
108,5 g/mol; n= 5,43 mmol; Dichte= 1,139 g/ml; V= 0,517 ml). Der Ansatz wird fiir 30 min
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das gemischte Anhydrid iiber eine Fritte
abgesaugt, wobei das Triethylammoniumchlorid zuriickbleibt.

Zu dem isolierten Anhydrid im mit Argon sekurierten Zweihalskolben gibt man dann die
gleiche Menge Sphingosin (MG= 299 g/mol; n= 5,43 mmol; m= 1,62 g) dazu und lésst fiir
24 h unter DC-Kontrolle bei RT riihren.

Im Anschluss erfolgt die sdulenchromatographische Aufreinigung unter Verwendung eines
Chloroform/ Methanol-Gemisches diskontinuierlicher Polarititserhéhung. Die DC-Kontrolle
der Fraktionen wird unter Verwendung des Laufmittels Chloroform/ Methanol 9/1
durchgefiihrt, die Detektion mittels Bromthymolblau und Ammoniak-Bedampfung.

Aussehen: weille kristalline
Substanz _o
Ausbeute: 2,25 g = 64% g

HN
Summenformel: C4Hg3sNOs /\/\/\/\/\/\/\I\oH
OH

Molekulargewicht: 650,12 g/mol

Massenspektrum: siche Anhang
Elementaranalyse:  theoretisch: C=77,59% H=12,87%
gefunden: C=77,58% H=12,62%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)
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5 [ppm]: 0,864 (t, 6H, 2x[CH;-CH,-CH,-])
1,231 (m, 64H, 30x[-CH,-CH,-CH,_]; 2x[CH3-CH,-CHa-])
2,016 (m, 2H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
2,16 (t, 2H, [-CH-HNOC-CH,-CH,-])
3,706 (m, 2H, [HO-CH,-CH-NH-])
3,944 (m, 1H, [HO-CH,-CH-NH-])
4,308 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,536 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,752 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])

2.Synthese von CER[NS]-D2
Darstellung der Tetracosan-2,2-D2-séiure iiber den Tetracosansiuremethylester
a). Darstellung des Tetracosansduremethylester

0,75 g Tetracosansdure (MG: 368 g/mol; n= 2,04 mmol) werden in 12 ml CH;OD unter
Zusatz von 0,5 ml konz.H,SO4 bei 80°C unter Riickfluss (Molsieb) iiber 4 Stunden gekocht.
Nach dem Abkiihlen unter Vakuum wird der Ansatz zusammen mit 30 ml Diethylether und
15 ml D,O in den Scheidetrichter {iberfithrt. Nach Abtrennung wird die Etherphase {iiber
Natriumsulfat (Na,SO4) getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Der so erhaltene
Feststoff wird unter Verwendung eines Heptan/Chloroform-Eluenten chromatographisch
aufgereinigt, wobei der Ester bereits bei reinem Heptan eluiert. Ausbeute: 0,8g

b). Darstellung der Tetracosan-2,2-D2-sdure

Nach der Vorschrift von Aasen et al. [1970] wird Tetracosansduremethylester (MG:
382 g/mol; n= 2,1 mmol; m= 0,8 g;) zu einer Losung von Na (MG: 23 g/mol; n= 0,51 mmol ;
m= 11,7 mg;) in CH30D (0,8 ml) gegeben. Die Mischung wird 1 Stunde unter Riickfluss bei
85°C erhitzt. Das Methanol wird unter vermindertem Druck entfernt und die Behandlung
insgesamt viermal mit je 0,8 ml der Na-CH3;OD-Mischung wiederholt. Die Mischung wird
mit 0,4 ml 5N DCI acidifiziert und dann mit CHCI; extrahiert. Das Chloroform wird im
Vakuum entfernt. Ausbeute: 0,15 g (20%).

Uber eine hochauflésende Massenspektrometrie (TOF MS-ES) konnte ein D-H Austausch an
den beiden a-Kohlenstoffatomen von ca. 70% -CD,-CO- festgestellt werden.

Darstellung des CER[NS]-D2

Das in a-Position zweifach deuterierte CER[NS]-D2 wurde iiber eine modifizierte Methode
nach Miiller et al. [2000] aus der Tetracosan-2,2-D2-sédure und dem Sphingosin unter
Verwendung des Kupplungsreagenz EEDQ ( N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydro-
chinolin) erhalten.

0,1757 mmol Tetracosan-2,2-D2-sdure (MG: 371,66 g/mol m= 65 mg;), 0,2636 mmol
Sphingosin (MG: 299,49 g/mol m= 79 mg;) und 0,2636 mmol EEDQ (MG: 247,29 g/mol, m=
65 mg) werden in 8 ml absolutem Ethanol unter Argonbegasung bei 50°C {iber 48 Stunden
bei diinnschichtchromatographischer Reaktionskontrolle geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von Wasser abgebrochen, das Rohprodukt anschlieBend zweimal mit Wasser
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gewaschen und an Kieselgel unter Verwendung eines Chloroform/ Methanol/ THF
Gradienten diskontinuierlicher Polarititserhdhung chromatographiert.

Aussehen: weille  kristalline

Substanz
Ausbeute: 75,6mg = 66% \/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/E/O
Summenformel: C42Hg1DoNO;s iNI\OH
Molekulargewicht: 652,13 g/mol PG N NG NN G-
Massenspektrum: siche Anhang

Elementaranalyse:  theoretisch: C=77,36% H=12,52%
gefunden: C=7721% H=12,63%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)

8 [ppm]: 0,847-0,881  (t, 6H, 2x[CH;3-CH,-CH,-])
1,239-1,513  (m, 62H, 29x[-CH,-CH,-CHb.]; 2x[CH;3-CH,-CH,-])
1,612 (m, 2H, [-CH,-CH,-CD;-])

2,016-2,152  (m, 2H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
3,702-3,710 (m, 2H, [HO-CH,-CH-NH-])
3,925-3,963 (m, 1H, [HO-CH,-CH-NH-])

4,308 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,528-5,544 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,752 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])

3.Synthese von CER[NS]-D47

Die Synthese erfolgte analog der Darstellung des CER[NS]-D2, indem Tetracosan-D47-séure
und Sphingosin unter Einwirkung des Kupplungsreagenz EEDQ in abs. Ethanol umgesetzt
wurden.

0,2409 mmol Tetracosan-D47-sdure (MG: 415 g/mol; m= 100 mg), 0,3614 mmol Sphingosin
(MG: 299,49 g/mol, m= 108 mg) und 0,3614 mmol EEDQ (MG: 247,29 g/mol; m=89 mg)
werden in 8 ml absolutem Ethanol unter Argonbegasung bei 50°C iiber 48 Stunden bei
diinnschichtchromatographischer Reaktionskontrolle geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von Wasser abgebrochen, das Rohprodukt anschlieBend zweimal mit Wasser
gewaschen und an Kieselgel unter Verwendung eines Chloroform/ Methanol/ THF
Gradienten diskontinuierlicher Polaritdtserhohung chromatographiert.
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Aussehen: weille kristalline
Substanz
Ausbeute: 106,2mg = 63%
Summenformel: CuH36D47NO3
Molekulargewicht: 697,41 g/mol

Elementaranalyse:  theoretisch: C=72,33% H=18,77%
gefunden: C=7221% H=18,52%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)
8 [ppm: 0,847-0,880 (t, 3H, [-CH,-CHs])
1,243 (m, 22H, 10x[-CH,-CH,-CH,-]; [-CH,-CH,-CHj3])

2,033-2,050 (m, 2H, [-CH=CH-CH,-CH,-])
3,702-3,710 (m, 2H, [HO-CH,-CH-NH-])
3,924-3,962 (m, 1H, [HO-CH,-CH-NH-])
4,305 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,505-5,543  (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,749-5,790 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])

4.Synthese von CER[NS]-D3
Darstellung der in ®-Position deuterierten Tetracosansiure
a). Darstellung des Tridecandisdiuredimethylesters

Entsprechend der Vorschrift zur azeotropen Veresterung [Organikum 1999] werden 0,5 mol
der Dicarbonsédure Tridecandisdure (MG: 244,33 g/mol; m= 122 g) mit 1,75 mol Methanol,
5 g konz.H,SO4 und 200 ml Methylenchlorid versetzt und am Wasserabscheider unter
Riickfluss erhitzt bis sich kein Wasser mehr abscheidet.

Der anorganische Bodensatz wird abdekantiert und die Losung mit NaCl-gesittigtem Wasser
gewaschen. Nach Testen des pH-Wertes erfolgt das Neutralwaschen mit Na,CO3-Losung. Im
Anschluss wird die organische Losung eingeengt, iiber P,Os getrocknet und weiter umgesetzt.
Ausbeute: 54 g (40%)

b). Darstellung des Tridecandisduremonomethylesters

54 g Tridecandisduredimethylesters (MG: 272,4 g/mol; n= 0,2 mol) werden in 120 ml
Methanol geldst und 174 ml einer 1,14 N methanolischen Ba(OH),-Losung hinzugefiigt. Die
Mischung wird kurz umgeriihrt und iiber Nacht stehen gelassen. Die gelartige Substanz wird
anschliefend jeweils zweimal mit 100 ml Diethylether i{iberschichtet, {iber einer Glasfritte
scharf abgesaugt und abschlieBend getrocknet. Danach wird der Feststoff mit dquivalenten
Mengen HCI (0,2 mol) und Ether versetzt. Es wird geriihrt, bis beide Phasen klar sind. Im
Anschluss wird die organische Phase mit Wasser gewaschen und mit Bicarbonatldsung
neutral gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Die aus Petrolether umkristallisierte
Substanz wird dann weiter umgesetzt. Ausbeute: 19,24 g (40%)
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c). Darstellung von 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-tridecansduremethylester via
13-Hydroxy-tridecansduremethylesters

Entsprechend der Vorschrift von Ramsay et al.[1982] werden 0,08 mol Monoester (MG:
242 g/mol; m= 19,2 g) in trockenem THF vorgelegt und gleiche Mengen TEA (m=7,6 g)
zugegeben. Nach Herunterkiihlen auf 0°C wird iiber eine Kaniile Chlorameisensdureethylester
(8,1 g, gelost in 75 ml THF) zugetropft und der Ansatz unter DC-Kontrolle 6 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wird der Feststoff {iber eine Fritte abgesaugt und 5,55 g Natriumborhydrid
(NaBH,) in 37,5 ml H,O zugegeben. Nach 5 Stunden Riihren wird die Losung eingeengt und
das Rohprodukt ausgewogen.

15 g des Monoester (MG: 244 g/mol; n= 0,06 mol) werden in 150 ml abs. Dichlormethan
gelost. Es erfolgt die Zugabe von 3,4—Dihydro-2H-pyran im Uberschuss (1:1,8) und von
einer Spatelspitze Pyridiniumtosylat. Nachdem mehrere Tage bei Raumtemperatur geriihrt
wurde, wird das Tosylat mit Wasser aus dem Ansatz gelost und dieser iiber Calciumchlorid
(CaCly) getrocknet, im Vakuum eingeengt und sdulenchromatographisch unter Verwendung
eines Heptan/ Diethylether—Eluenten diskontinuierlicher Polaritdtserhohung aufgereinigt.
Wegen der vorhandenen Schutzgruppe werden 10 Tropfen Triethylamin (TEA) je 100 ml
Eluent zur Phlegmatisierung des Kieselgels zugesetzt.

Aussehen: farblose klare

Fliissigkeit o
Ausbeute: 13 g=66% Q N\W P
Summenformel: C19H3604 0~ "o 0

Molekulargewicht:  328,5 g/mol

Massenspektrum: siche Anhang
Elementaranalyse:  theoretisch: C=69,47% H=11,05%
gefunden: C=69,57% H=10,98%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)
O [ppm]: 1,245 (m, 18H, [-CH,-CH,-CH,-])
1,555-1,599  (m, 8H, 3x[-CHy-CH,-O-]; [CHy-CH,-CH-O-];ing)
2,264-2,301 (m, 2H, [-CH,-CH,-COO-CH;))
3,352-3,855  (t, 4H, 2x[-CH,-CH,-O-])
3,647 (s, 3H, [-COO-CH;))
4,547-4,564 (s, 1H, [-O-CH-O-])

d). Reduktion zum [3-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-tridecanol

Entsprechend der Vorschrift von Dobner und Nuhn [1991] werden in einen ausgeheizten, mit
Argon sekurierten 250 ml-Dreihalskolben 3,33 g LiAIDs (MG: 41,7 g/mol; n= 0,08 mol)
eingewogen und in 75 ml absolutem Diethylether aufgenommen. Um die Reaktivitit des
LiAlD4 zu erhéhen, wird es im Verhéltnis 2:1 mit dem Ester umgesetzt, und nicht 1:1 wie in
der Vorschrift angegeben. In einem Becherglas erfolgt die Einwaage des Esters (MG:
328,5 g/mol; n=0,04 mol; m= 12,8 g), der in 30 ml Ether gelost wird und iiber einen
Tropftrichter langsam dem LiAlD4 zugegeben wird. Der Ansatz wird unter DC-Kontrolle fiir
eine Stunde bei RT geriihrt, dann weitere 7 Stunden unter Riickfluss bei 45°C Badtemperatur.
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Der Ansatz wird im Eisbad auf 0°C gekiihlt und 27,9 ml Ethaylacetat und 9,3 ml H,O werden
hinzugeben und es wird geriihrt bis der Feststoff weil} ist (LiOH). Der Ansatz wird iiber einer
Fritte scharf abgesaugt und der weille Bodensatz wird mehrmals mit Diethylether gewaschen,
eingeengt und getrocknet. Ausbeute: 11,4 g (95%).

e).Darstellung von 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)- 1,1,1-D3-Tridecan
via 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)- 1,1-D2-Tridecanol

11,4 g Alkohol werden in 25 ml Chloroform gelost und im Eisbad geriihrt. Es erfolgt die
Zugabe von 7,7 g Pyridin (7,8 ml). AnschlieBend werden 5,44 g Methansulfonylchlorid
tropfweise zugefiihrt und der Ansatz riihrt fiir 5 Stunden bei 0°C, weitere 12 Stunden bei RT
und wird eingeengt.

0,0347 mol LiAlD4 (m= 1,46 g) werden in einem ausgeheizten Dreihalskolben in 75 ml abs.
Diethylether aufgenommen. 0,0289 mol mesylierter Alkohol (m=11,01 g) werden in 20 ml
Ether gelost und langsam dem LiAlD4 zugetropft und der Ansatz fiir 7 Stunden bei 45°C unter
Riickfluss geriihrt. Die Reaktion wird dann abgebrochen durch tropfenweises Zugeben von
insgesamt 3 ml D,O, wobei ein Niederschlag ausfillt. Der Ansatz wird fiir weitere 12 Stunden
bei RT geriihrt und der Niederschlag anschlieend abfiltriert. Die Etherphase wird iiber
Na,S0, getrocknet, filtriert, eingeengt und sdulenchromatographisch unter Verwendung eines
Heptan/ Diethylether—Eluenten diskontinuierlicher Polarititserh6hung + TEA aufgereinigt.

Aussehen: weille kristalline

Substanz b
Ausbeute: 4,90 g =59% El WD
Summenformel: C13H33D302 Y Y D

Molekulargewicht:  287,5 g/mol

Elementaranalyse:  theoretisch: C=75,20% H=13,67%
gefunden: C=75,02% H=13,87%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)

8 [ppm]: 1,240 (m, 20H, 9x[-CH,-CH,-CH,-]; [-CH,-CH,-CD3))
1,555-1,599  (m, 8H, 3x[-CHy-CH,-O-]; [CHy-CH,-CH3-O-]sing
3,352-3,855  (t, 4H, 2x[-CH,-CH,-O-])
4,547-4,564 (s, 1H, [-O-CH-O-])

f). Darstellung von /-Brom-13,13,13-D3-tridecan

0,038 mol Triphenylphosphin (m= 9,96 g) werden in 120 ml absolutem Dichlormethan gelost.
Unter Argonsekurierung erfolgt das Zutropfen von in wenig Dichlormethan geldstem
0,038 mol Brom (m= 6,08 g) bei 0°C. Nach 30 min werden 0,017 mol der zu bromierenden
Alkylverbindung (m= 4,90 g), gelost in 10 ml CH,Cl,, mit einem Mal zugegeben. Es wird
iiber 16 h bei Raumtemperatur unter DC-Kontrolle geriihrt. Nach der quantitativen
Umsetzung wird mit jeweils 100 ml Wasser zweimalig gewaschen und die organische Phase
iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch unter Verwendung von reinem Heptan gereinigt.
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Aussehen: weille kristalline

Substanz D
Ausbeute: 4,08 g =90% NMD
Summenformel: C13H4D3Br Br D
Molekulargewicht: 266 g/mol

Massenspektrum: siche Anhang

Elementaranalyse:  theoretisch: C=58,64% H=11,35%
gefunden: C=5875% H=11,51%

'H-NMR: (in CDCl3, 400 MHz)

O [ppm]: 1,245-1,263  (m, 20H, 9x[-CH,-CH,-CH;-]; [-CH,-CH,-CD3])
1,818-1,855 (m, 2H, [Br-CH,-CH-])
3,370-3,404 (t, 2H, [Br-CH,-CH>-])

g). Darstellung von 24,24, 24-D3-Tetracosanol

In einem Einhalskolben werden 0,012 mol (MG: 335 g/mol; m= 4,0g) 11-(Tetrahydropyranyl-
oxy)-undecanyl-bromid in 40 ml THF gelost und mit Magnesiumspianen versetzt. Unter
Riickflusskithlung wird 2 h lang bei ca. 60°C geriihrt und nach Reaktionsende wird das
restliche Magnesium abdekantiert und zuriickgewogen. Die abgegossene organische Phase
wird erneut in einen Einhalskolben gefiillt und bei -10°C mit 0,8 ml Li,CuCly versetzt. Nach
leichter Erwdrmung auf bis zu -5°C erfolgt die Zugabe von 0,015 mol (m= 4,0 g) 1-Brom-
13,13,13-D3-tridecan, gelost in 10 ml THF, und der Reaktionsansatz wird iiber 3 h geriihrt,
wobei das Losungsmittel sich schwarz verfarbt und ein weiller Niederschlag ausfillt.

Die organische Phase wird mit 150 ml ammoniakal. Wasser ausgeschiittelt, die wéssrige
bliauliche Phase abgetrennt und die darin enthaltenen organischen Bestandteile mit 25 ml
Diethylether riickextrahiert. Die gleiche Prozedur zur Abtrennung anorganischer Bestandteile
wird erneut mit jeweils 100 ml H,O und 15 ml Ether wiederholt und alle Etherphasen werden
zum Schluss vereinigt. Die organische Phase wird iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert, eingeengt
und an einer Normal-Kieselgelsdule unter Verwendung eines Heptan/Diethylether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritdtserhohung und Zusatz von TEA zur Phlegmatisierung des
Kieselgels aufgereinigt. Das erhaltene Reaktionsprodukt stellt den THP-geschiitzten
trisdeuterierten Cy4-Alkohol dar, der jedoch nicht charakterisiert wird.

Zur weiteren Umsetzung wird der Alkohol in einem Einhalskolben mit iiberschiissigem
Methanol und einer Spatelspitze Pyridiniumtosylat als Katalysator versetzt. Nach
dreistiindigem Erhitzen unter Riickfluss bildet sich ein bei Raumtemperatur in Methanol
unldslicher Niederschlag, der sich mit 50 ml Ether 16sen ldsst. Es wird mit 50 ml H,O
ausgeschiittelt und die Etherphase mit etwas Chloroform versetzt, um die Produktldslichkeit
darin zu erhohen. Die organische Phase wird mit Wasser gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet
und eingeengt.

Aussehen: weille lockere Substanz
Ausbeute: 0,8¢g )
Summenformel: C24H47D30 HO/WD

Molekulargewicht:  357,7 g/mol
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Massenspektrum: siche Anhang
Elementaranalyse:  theoretisch: C=80,59% H=14,93%
gefunden: C=280,88% H=14,97%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)
8 [ppm]: 1,239 (m, 44H, 21x[-CH,-CH,-CH,-]; [-CH,-CH,-CD3])
3,605-3,638 (t, 2H, [HO-CH,-CH,-])

8). Darstellung von 24,24,24-D3-Tetracosansdure

2,23 mmol 24,24,24-D3-Tetracosanol (m= 800 mg) werden in einem Ldsungsmittelgemisch
aus je 30 ml Chloroform und Dimethylformamid geldst. Man fiigt 17,8 mmol Pyridinium-
dichromat (m= 6,73 g) hinzu und riihrt den Ansatz bei Raumtemperatur fiir 72 Stunden unter
DC-Kontrolle. Nach Ende der Reaktion wird mit jeweils 20 ml dest. Wasser gewaschen und
die organische Phase anschliefend iliber Na,SO4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
erhaltene Rohprodukt wird in wenig Chloroform aufgenommen und sédulenchromatographisch
unter Einsatz eines Heptan/Chloroform-Gemisch aufsteigender Polaritdt gereinigt.

Aussehen: weille kristalline

Substanz o
Ausbeute: 0,24 g=29% HO)WE
Summenformel: Cy4Hy5D30, g P
Molekulargewicht:  371,7 g/mol

Massenspektrum: siche Anhang

Elementaranalyse:  theoretisch: C=77,56% H=13,83%
gefunden: C=7733% H=13,61%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)

o [ppm]: 1,238 (m, 42H, 20x[-CH,-CH,-CH,-]; [-CH,-CH,-CDs])
2,312-2,349 (t, 2H, [HOOC-CH,-CH,-])

Kopplung zum Ceramid[NS]-D3

Die Synthese erfolgte analog der Darstellung des CER[NS]-D2, indem 24,24,24-D3-
Tetracosansdure und Sphingosin unter Einwirkung des Kupplungsreagenz EEDQ in abs.
Ethanol umgesetzt wurden.

0,645 mmol 24,24,24-D3-Tetracosansdure (m= 240 mg), 0,968 mmol Sphingosin (MG:
299,49 g/mol; m= 290 mg;) und 0,968 mmol EEDQ (MG: 247,29 g/mol; m= 239 mg) werden
in 10ml absolutem FEthanol unter Argonbegasung bei 50°C {iber 48 Stunden bei
diinnschichtchromatographischer Reaktionskontrolle geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von Wasser abgebrochen, das Rohprodukt anschlieBend zweimal mit Wasser
gewaschen und die Substanz mittels einer MPLC an einer mit Kieselgel gepackten Sdule {iber
einen Chloroform/ Methanol Losungsmittelgradient diskontinuierlicher Polaritdtserhohung
aufgereinigt.

Aussehen: weille kristalline
Substanz D/i\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\m(/o
Ausbeute: 120 mg = 29% W
C42HgoD3NOs on

Summenformel:
Molekulargewicht: 653,14 g/mol
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Massenspektrum: siche Anhang
Elementaranalyse:  theoretisch: C=77,24% H=12,35%
gefunden: C=7734% H=12,41%

'H-NMR: (in CDCls, 400 MHz)

8 [ppm]: 0,847-0,881 (t, 3H, [CH3-CH,-CH,-])
1,239-1,513  (m, 64H, 30x[-CH,-CH,-CH,-]; [CH3-CH,-CH,-], [CD3-

CH,-CH,-])

2,016 (m, 2H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
2,16 (t, 2H, [-CH-HNOC-CH,-CH,-])
3,702-3,710 (m, 2H, [HO-CH,-CH-NH-])
3,925-3,963 (m, 1H, [HO-CH,-CH-NH-])
4,308 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,528-5,544 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
5,752 (m, 1H, [-CH,-CH=CH-CH-OH])
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II1.2. Methoden

I11.2.1. Neutronendiffraktion

Die Neutronendiffraktionsmuster der beschriebenen multilamellaren Stratum corneum-Lipid-

Modellmembranen wurden am VI Diffraktometer fiir Kalte Neutronen und mit einem

Fldchendetektor  des  Hahn-Meitner-Instituts,  Berlin,
aufgenommen. Das Membrandiffraktometer V1 mit variabel
einfallender Wellenldnge ist an den kurvenférmigen
Neutronenleiter NL1A angeschlossen und ausgestattet mit
einem hoch-auflosenden Fldchendetektor. Der Aufbau des
Instruments ist abgestimmt auf die Anforderungen fiir

Untersuchungen an biologischen Proben bzw. anderen

Proben mit einer Einheitszelle der GroBenordung von 5-

Abb.20 V1 Diffraktometer (Foto)

10 nm. [Qelle: www.hmi.de]

Die Beugungsmuster wurden bei einer Wellenldnge von A=
4,517 A und einem Probe-zu-Detektor-Abstand von 101,8 cm entweder als rocking curve bei
verschiedenen fixierten Streuwinkel 26 oder als theta-2theta-scan (6 -20) von 0-30°
aufgenommen. Der zum Einsatz kommende Detektor ist ein zwei-dimensionaler
positionssensitiver *He-Detektor mit den Parametern 20 cm x 20 cm (Fliche) und 1,5 mm x

1,5 mm (rdumliche Aufldosung).

Abb.21 HMI- VI Membrandiffraktometer in schematischer Darstellung (Be-Filter= Beryllium-Filter zur
Erhohung der Neutronenintensitét; Collimator= Erzeugung eines parallelen Strahlenverlaufs; Monochromator=
Isolierung einer bestimmten Wellenldnge aus einer einfallenden Menge elektromagnetischer Strahlung)

Die Membranproben wurden fiir 12 Stunden in einer transportablen, verschlieBbaren Kammer
bei eingestellter Temperatur, D,O-Konzentration und Feuchtigkeit equilibriert. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde bei folgenden definierten relativen Feuchtigkeitsgehalten

(r.H.) gearbeitet:



Experimenteller Teil 63

e 60% r.H., eingestellt durch gesittigte Natriumbromid (NaBr)-Losung,

o 98% r.H., eingestellt durch gesittigte Kaliumsulfat (K,SO4)-Lésung.
Folgende D,O-Kontraste wurden in den Messungen eingesetzt: H,O/ D,O 92/ 8, 80/ 20, 50/
50 und 0/ 100, (w/w). Die Kontrastvariation ist notwendig fiir die Bestimmung der
Strukturfaktoren und die Anwendung hoher D,O-Konzentration erlaubt zudem die Detektion
von Reflexen hoherer Ordnung mit geringer Intensitét.
Nach Einbringen der Kammer in den Neutronenstrahl wurden die Messungen fiir ca. 12
Stunden durchgefiihrt, kontrolliert und unterstiitzt durch das HMI-eigene Software-Programm
CARESS.
In den Neutronendiffraktionsbildern wird die Streuintensitét / (in frei wahlbarer MaReinheit-
engl. arbitrary units, a.u.) als Funktion des Streuvektors O (in A™") gemessen. Dieser ist als

Q = (4rsin6)/ A Gleichung 10

definiert, wobei 6 den Streuwinkel und 4 die Wellenldnge bezeichnen. Mithilfe der Software
Peak Fit® 4.0 wurden die Positionen einer Serie abstandsgleicher Reflexe (Q,) ermittelt, aus
denen dann der lamellare Wiederholabstand d (Periodizitit) der Membran nach der Gleichung

d = 2nz Gleichung 11

0,
(n = Ordnungsnummer des jeweiligen Diffraktionspeaks) berechnet wurde. Wenn das
Neutronendiffraktionsbild mindestens drei, besser aber vier bzw. fiinf Diffraktionsordnungen
zeigt, kann das Neutronenstreuldngedichteprofil ps(x) liber den Bilayer durch eine Fourier-
Synthese ermittelt werden. Wiederum unter Verwendung der Software Peak Fit® 4.0 (Systat

Software Inc., San Jose, USA) erfolgte die Berechnung des absoluten Wertes des

Strukturfaktors |FH| aus dem Integral der Peakintensitit / und dem Lorentzfaktor Ater

Ordnung nach

|FH| = \/ﬁ Gleichung 12.
Fiir den Fall eines zentrosymmetrischen Bilayers konnen die Vorzeichen der Strukturfaktoren
nur die Werte +/ oder -/ annehmen. Durch Kontrastvariation, d.h. Vermessen derselben
Probe bei verschiedenen D,O-Konzentrationen, kann das Vorzeichen entsprechend der von
Worcester [1976] und Franks und Lieb [1979] beschriebenen Vorgehensweise ermittelt
werden. Danach hat die Gerade, die die Abhdngigkeit der Strukturfaktoren geradzahliger
Ordnungen von steigendem D,O-Gehalt beschreibt, einen positiven Anstieg, die der

ungeradzahligen Ordnungen einen negativen. Durch Anordnung der einzelnen
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Strukturfaktoren entsprechend dieser Regel konnten die jeweiligen Vorzeichen bestimmt

werden (Abb.22; Tab.4).

0,15

A L2
010 I SF | 8% |20% | 50 %
f e L4 [aw] | PO | DO | DO
0,05 4 — L1 -0,15251 | -0,16093 | -0,18412
3' -
S 000 L2 0,08345 | 0,08699 | 0,105356
S
< E - a N N N
é 005 L] e— e a L5 L3 0,0585 0,06663 0,0847
2 ' .\.
x
= \. L3 L4 0,05865 | 0,06633 | 0,08197
& -0,10
L5 -0,02549 | -0,0304 | -0,04242
-0,15 4
.\'  Tab.4 Strukturfaktoren [SF] fir die SC Lipid
u L1 Modellmembran CER[NS]/ CHOL/ BA/
0,20 N A B I — p—— ChS (55/ 25/ 15/ 5%), bei T=32°C; 60%
0 10 20 30 40 50 60 r.H.

D,0 [% (m/m)]

Abb.22 Abhéngigkeit des Strukturfaktors vom D,0-Gehalt fiir die SC Lipid Modellmembran CER[NS]/ CHOL/
BA/ ChS (55/25/ 15/ 5%), bei T=32°C; 60% r.H.

Im Anschluss konnte dann mittels des Software-Programms Grapher® 2.0 (Golden Software

Inc., Golden, USA) das Neutronenstreuldngedichteprofil ps(x) durch eine Fourier-Synthese

erhalten werden

p,(x) = % . ’;z] F, .cos(—z ' ”éh : x] Gleichung 5
Dabei ist F), der Strukturfaktor des Diffraktionsreflexes der jeweiligen Ordnung 4 und d der
lamellare Wiederholabstand.
Die innere Membranstruktur wurde aus dem Fourier-Profil durch Hineinlegen von vier Gaul3-
Funktionen entsprechend der Weite und Position der polaren Kopfgruppen, den Bereichen der
Cholesterolmolekiile, der Kohlenwasserstoffketten und der Methylgruppen bestimmt.
Die im Kapitel 7V.3.2.2. beschriebene Fehlerrechnung zum Neutronenstreuexperiment an der
CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL Modellmembran wurde mit Hilfe der Software IGOR PRO 6°
(Wavemetrics, Lake Oswego, Oregon, USA) durchgefiihrt.

I11.2.1.1. Probenpriparation fiir Neutronenstreuexperimente

Die Priparationsmethode der multilamellaren SC Lipid-Modellmembranen orientierte sich an
der von Seul und Sammon [1990] beschriecbenen Vorgehensweise, wobei sich eine

Modifikation einzelner Praparationsschritte als vorteilhaft erwies.
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Zunichst wurde die Lipidmischung eingewogen, die dann in Chloroform/ Methanol (1/1 V/V)
gelost wurde, wobei ein gelindes Erwdrmen und das gleichmifBige Verteilen auf einem
Vortexter (Reax 2000 der Firma Heidolph, Schwalbach, Deutschland) giinstig sind. Eine
Herstellung von Stammldsungen bestimmter Konzentration einzelner Lipide mit
anschlieender Verdiinnung auf die gewiinschte Konzentration ist moglich und erleichtert die
Herstellung genauer Mischungsverhéltnisse. Eine Aufbewahrung der Stammlésung wird
allerdings aus Stabilitétsgriinden nicht empfohlen.

Die Préparation der Membran erfolgte auf einer im Trockenschrank (Typ E28, Firma Binder,
Tuttlingen, Deutschland) auf 65°C temperierten Quartzplatte (Spectrosil 2000 der Firma
Saint-Gobain, Wiesbaden, Deutschland), welche zur Vermeidung von Defektstellen in der
Membran absolut planar auf einer erschiitterungsfreien Flidche aufliegen sollte. Dafiir hat sich
eine Petrischale, die zur Justierung auf einer mit Quartzsand befiillten Kristallisationsschale
aufliegt, bewihrt.

Mittels einer Hamillton-Pipette geeigneter Kalibrierung wurden 1200 pul Lipidlosung
aufgetragen. Nach Verdunsten des organischen LOsungsmittels wurden die Proben im
Vakuumschrank fiir 12 Stunden zur vollstdndigen Entfernung des Solvents aufbewahrt.
Anschlieflend erfolgte das Annealen der Membran im Trockenschrank bei 65°C. Dazu wurde
eine kleine Petrischale (Durchmesser: 1 cm) mit ca. 1 ml Aqua dest. befiillt, neben die
Quartzplatte gestellt und beides mit einer weiteren Petrischale abgedeckt. Nach 30 Minuten
wurde die Membran bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten abgekiihlt, bevor der gesamte
Vorgang noch zweimal wiederholt wurde.

Nach Abschluss der Membranpriparation wurden verschiedene Qualitdtsbewertungen durch-
gefiihrt. Wies die Probe optisch eine transparente Beschaffenheit auf, deutete dies bereits auf
eine gute lamellare Orientierung hin. Weiterhin konnten am STOE Powderdiffraktometer
(STOE & CIE, Darmstadt, Deutschland) des Instituts fiir Chemie; MLU Halle-Wittenberg,
Transmissionsspektren aufgenommen werden. Eine lamellar orientierte Membran brachte
dabei ein Spektrum abstandsgleicher Reflexe hervor.

Generell sollte die Probenvorbereitung stets so zeitnah wie moglich (maximaler Abstand 1
Woche) vor der Messzeit am V1 Diffraktometer durchgefiihrt werden. Die Probenlagerung

erfolgte unter Luftabschluss bei Raumtemperatur.

I11.2.2. Rontgenpulverdiffraktion

Die Rontgenaufnahmen wurden am Messplatz A2 des Hamburger Synchrotron-

strahlungslabors (HASYLAB) am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) durchgefiihrt.
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Bei dem Messplatz A2 handelte es sich um eine doppeltfokussierende Rontgenkamera. Die
Monochromatisierung des weilen Synchrotronstahls erfolgte mit einem Germanium-
Einkristallmonochromator, dessen (111)-Netzebene bei einem Streuwinkel von 20 = 26,5°
eine Wellenldange von 0,150 nm reflektiert. Der Monochromator fokussierte den Strahl durch
eine leichte Kriimmung in horizontaler Richtung, die Fokussierung in vertikaler Richtung
erfolgte iliber die Kriimmung eines vor dem Monochromator horizontal angeordnetem
Nickelspiegel. Hierdurch lie sich die GroB3e des Rontgenstrahls am Ort des Fokus auf etwa
0,5 mm vertikal und 2 mm horizontal einstellen. Die Wellenldnge des auf die Probe
treffenden Strahls betrdgt fest eingestellte 0,150 mm. Der Abstand zwischen Probe und
Detektor konnte zwischen 5 cm und 300 cm variiert werden.

Zur simultanen Detektion der Reflexe im Klein- und Weitwinkelbereich wurden zwei separate
Primérstrahldetektoren mit unterschiedlichem Abstand zur Probe genutzt. Diese
Versuchsanordnung gestattete die Aufnahme von Reflexen im Kleinwinkelbereich (Small
Angle X-Ray Scattering — SAXS) von 0<s<0,5 nm™ und im Weitwinkelbereich (Wide Angle
X-Ray Scattering — WAXS) von 1,8 <'s < 3 nm™". Die Detektorauflésung betrug im SAXS-
Bereich 0,0014 und im WAXS-Bereich 0,005 nm™.

Detector

Slit mmm 8lit Slit Sample
|

Sl syt
Mi- Mirror

Abb.23 Versuchsanordnung am Messplatz A2 (HASYLAB, DESY)

Die Kalibrierung des Primirstrahldetektor im SAXS-Bereich erfolgte mit einer Rattail-Probe
(d= 65 nm), die des Primirstrahldetektor im WAXS-Bereich iiber die Weitwinkelreflexe des
Tripalmitins. Die Versuchsanordnung gestattete auch temperaturabhingige Messungen. Die
Proben wurden in Markrohrchen mit einem Innendurchmesser von 1,0 mm und einer
Wandstérke von 0,01 mm eingeschmolzen.

Die Auswertung und Bearbeitung der Beugungskurven erfolgte mithilfe der Software

Microcal Origin® (OriginLab Corporation, Northampton, USA).
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I11.2.2.1. Probenpriparation fiir Rontgendiffraktionsexperimente

Zur Untersuchung ihres physikochemischen Verhaltens wurden die ®-Acylceramide
CER[EOS] und CER[EOS] im trockenen sowie im hydratisierten Zustand vermessen. Fiir
ersteres wurde die gereinigte, pulverisierte Substanz {iber ein Fallrohr in die Rontgen-
Glaskapillare (Durchmesser: 1,0 mm) (Firma Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland) eingefiillt
und das Kapillarenende iiber einer Flamme zugeschmolzen. Um den Einfluss von Wasser auf
das Phasenverhalten beschreiben zu konnen, wurde eine Ceramid/ Wasser-Mischung im
Verhiltnis 80/ 20 (m/m) in Eppendorf-Tubes hergestellt. Da die Ceramide nicht wasserldslich
sind, erfolgte lediglich eine Hydratisierung. Um diese zu verbessern, wurde die Mischung im
auf 60°C temperierten Wasserbad erwdrmt und auf einem Vortexter homogenisiert.
Anschliefend wurde die Probe in eine Rontgen-Glaskapillare (Durchmesser: 1,0 mm)
iiberfiihrt, die an der Offnung ebenfalls zugeschmolzen wurde. Die so luftdicht verschlossene

Probe wurde bei Raumtemperatur {iber 48 Stunden equilibriert und dann vermessen.

I11.3. FT-Raman-Spektroskopie

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit dem RFS-100 (Bruker, Ettlingen, Deutschland). Das
Gerit arbeitet mit einem Nd:YAG Laser als Lichtquelle zur Anregung der Molekiile mit einer
Wellenlédnge von 1064 nm.

Mit einer Laserleistung von 500 mW wurden die Spektren erfasst, wobei die Auflosung 4 cm’
"betrug. Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses wurde die Probe mit 200 Scans
abgetastet. Fiir einen Scan von 1,5 s ergibt sich daraus eine Messzeit von etwa 5 min pro
Spektrum.

Die Messtemperatur wurde in einem Dewargefdl3 iiber einen Bereich von 25°C bis 115°C =
0,1°C geregelt. Die Probe wurde dabei mit einem gleichmédBigen Luftstrom umspiilt. Die
Einstellung der Temperatur des Gasstroms erfolgte iiber eine Temperaturmesseinheit
(Eurotherm, Limburg an der Lahn, Deutschland). Vor jeder Messung wurde die Probe zur
Stabilisierung der Messtemperatur fiir 5 Minuten temperiert.

Die Auswertung der aufgenommenen Ramanspektren erfolgte iiber das Softwareprogramm
OPUS® 4.0 (Bruker, Ettlingen, Deutschland). Dieses Programm ermoglicht es, genaue
Peakpositionen der Ramanbanden, die Flache unter der Bande als MaB fiir die Intensitét der

Schwingungen sowie eine Kurvenanpassung zur Zerlegung iiberlagerter Banden zu ermitteln.

I11.4. FT-IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren von CER[AP] und CER[NS] wurden an einem FT-IR Spektrometer IFS 28

der Firma Bruker, Ettlingen, Deutschland, aufgenommen.
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II1.5. Weitere Methoden

Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden mit einem CHNS-932 der Fa. LECO-Corporation, ST.Joseph,
Michigan, USA, durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der Einwaage iiber P,Os unter Vakuum

getrocknet.

NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden an einem Bruker AC 500 der Firma Bruker, Ettlingen,
Deutschland, mit Tetramethylsilan als innerem Standard bei einer Frequenz von 400 MHz

aufgenommen.

Massenspektrometrie

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte an einem Finnigan MAT 710C (ThermoQuest,
Egelsbach, Deutschland). Zur Injektion der Substanzen diente eine Spritzenpumpe Havard
Apparatus 22 (Instech Laboratories, Inc., Winsum, Niederlande). Die Ionisation wurde im
Elektronenspray bei 4,5 KV positiv und negativ durchgefiihrt.

Das Gerit verfiigt tiber eine auf 200°C beheizbare Kapillare und weist eine Flow-rate von
20ul / min auf. Zum Ldsen der Proben wurde ein Lésungsmittelgemisch von Methanol,

Wasser und Chloroform unterschiedlicher Zusammensetzung verwendet.
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IV. Ergebnisse und Diskussion

IV.1. Physikochemische Charakterisierung der ®-Acylceramide
CER[EOS] und CER[EOP]

Innerhalb der Ceramidfraktion der SC Lipide ist das physikochemische Verhalten einiger
Subspezies wahrend der letzten Jahren intensiv mit DSC, Rontgendiffraktion und
schwingungsspektroskopischen Methoden wie IR- und Ramanspektroskopie untersucht
wurden [zusammengefasst in Wartewig und Neubert 2007]. CER[AS], CER[NP],
CER[NS] und CER[AP] ist dabei ein Polymorphismus gemein, der fiir die Ausbildung der
lamellaren SC Lipidstruktur von hoher Bedeutung zu sein scheint. Bei physiologischen
Temperaturen zeigen alle Verbindungen kristalline Phasen mit lamellaren Strukturen und
hochgeordneten Alkylketten. Zudem scheint die Kopfgruppenpolaritit der einzelnen
Ceramide einen wichtigen Einfluss auf die Ausbildung der Hautbarrierefunktion zu
haben. Aufgrund der geringen Verfligbarkeit der w-Acylceramide CER[EOS] und
CER[EOP] konnten analoge Untersuchungen zu deren Eigenschaften bisher nicht
durchgefiihrt werden.

Die fiir die vorliegende Arbeit von Evonik Goldschmidt GmbH, Essen, zur Verfiigung
gestellten CER[EOS] und CER[EOP] wurden zunéchst iiber eine MPLC aufgereinigt und
massenspektroskopisch aufgeklért.

Beide Ceramide weisen eine 30-Hydroxy-triacontanseitenkette (C30) auf, deren terminale
OH-Gruppe mit einer Linolsdure verestert ist. Im Unterschied zur Sphingosinbase des
CER[EOS] weist das CER[EOP] als Phytospingosin eine zusétzliche OH-Gruppe auf.

An beiden Substanzen wurden Rontgendiffraktionsstudien (DESY, HASYLAB,

Hamburg) bzw. Raman-spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt.

IV.1.1. Rontgendiffraktionsstudien an CER[EOS]
Rontgenbeugungsautnahmen am CER[EOS] im trockenen Zustand zeigten bei 20°C im

1" Heating SAXS WAXS
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Abb.24 Rontgendiffraktionsmuster von trockenem CER[EOS] bei verschiedenen Temperaturen (s=1/d)
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Kleinwinkelbereich (SAXS) zwei Reflexe, deren s-Werte sich wie 1:2 verhalten und auf
eine lamellare Gelphase hindeuten (Abb.24). Mit steigender Temperatur wurden diese
Reflexe zunichst schirfer, d.h. die Korrelation zwischen den Schichten wurde besser, ehe
sie am Schmelzpunkt T=86°C verschwanden. Im WAXS-Bereich konnte unterhalb der
Schmelze ein Reflex identifiziert werden, der eine hexagonale Packung der geordneten
Kohlenwasserstoffketten anzeigte. Die Kettenquerschnittsfliche, die sich aus diesem
Reflex berechnen lie, betrug 20,4 A? bei 20°C und erhdhte sich bis kurz unterhalb des
Schmelzpunktes auf 21,0 A%. Mit dem Schmelzen ging dieser in einen breiten Halo iiber,
der charakteristisch fiir geschmolzene Ketten ist und eine im Mittel hexagonale
Anordnung fluider Ketten mit geringer Korrelation anzeigte. Beim Abkiihlen der
Substanz wurde die lamellare Gelphase wieder ausgebildet. Zudem zeigte die WAXS-
Region durch zwei auftretende scharfe Reflexe ein orthorhombisches Packen der Ketten.

Durch einen zweiten Auftheizvorgang lieen sich folgende Ergebnisse bestétigen:

i). Das thermotrope Phasenverhalten von CER[EOS] im trockenen Zustand ist reversibel.
Die fiir das Schmelzen notwendigen Temperaturen fiihrten nicht zu einer massiven
Strukturverdnderung, wie es die aufgrund der ungesittigten Linolsdure-Seitenkette
bedingte Empfindlichkeit vermuten lassen wiirde.

ii). Im geschmolzenen Zustand wurde keine Uberstruktur gefunden. Die Probe befindet
sich nicht in einem fliissig-kristallinen Zustand, sondern bildet eine echte Schmelze, die
durch grofere Aggregate oder Mizellen charakterisiert ist. Durch Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie kdnnten diese Aussagen vertieft werden.

iii). Das gewdhlte Temperaturprogramm beeinflusst die Kettenpackung. Wurde bei Raum-
temperatur zunichst ein hexagonales Gitter indiziert, erhielt man nach der ersten Re-
kristallisation eine orthorhombische Kettenpackung. Eine der beiden Phasen sollte
gegeniiber der anderen metastabil sein. Entweder ist die metastabile Modifikation durch
die Auskristallisation aus dem Losungsmittel entstanden (hexagonale Packung) oder
durch den Abkiihlprozess aus der Schmelze (orthorhombische Packung). Eine Kldrung
dieser Frage konnte nur durch zeitaufwendige Lagerung der Probe in der Nihe der
Schmelztemperatur oder durch Variation der Losungsmittel erreicht werden.

iv). Der lamellare Wiederholabstand von =~ 8 nm weicht deutlich von den im
Zusammenhang mit CER[EOS] diskutierten 12 nm (Long-periodicity phase LPP)
[Bouwstra et al. 2002] ab. Diese kiirzere Periodizitit konnte das Resultat einer partiellen
Verzahnung zweier sich gegeniiberstehender CER[EOS] Molekiile sein.

Analoge Untersuchungen wurden am hydratisierten CER[EOS] durchgefiihrt (Abb.25).
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Abb.25 Rontgendiffraktionsmuster von hydratisiertem CER[EOS] bei verschiedenen Temperaturen (s=1/d)

Bei 20°C wurden in der SAXS-Region vier Bragg-Reflexe detektiert, deren s-Werte im
Verhétnis 1:2:3:4 stehen und somit eine hochgeordnete lamellare Gelphase
charakterisieren. Der berechnete d-Wert von 12 nm zeigte die Ausbildung einer LPP. Mit
steigenden Temperaturen wurde die Intensitit der Reflexe geringer, ehe sie am
Schmelzpunkt (T=74°C) verschwanden. In der WAXS-Region waren zwei Bragg-Reflexe
zu erkennen, die eine orthorhombische Kettenpackung charakterisieren. Oberhalb des
Schmelzpunktes gingen sie in einen breiten Halo tiber und zeigten so das Schmelzen der
Ketten an. Beim Abkiihlen bildete sich wieder die lamellare Gelphase aus, wobei die
Ketten wieder eine orthorhombische Packung aufwiesen, abgeleitet aus den zwei WAXS-

Reflexen. Wurde der Reflex mit dem kleineren s-Wert mit (02) und der mit dem groBeren

s-Wert als degenerierter Reflex (11)+( li) indiziert, so ergab sich eine
Kettenquerschnittsfliche von 19,3 A” bei 25°C und von 20,1 A® bei 70°C. Auch in diesem
Fall stieg die Querschnittsfliche aufgrund erhohter thermischer Beweglichkeit
kontinuierlich an.

Auch hierbei konnte gezeigt werden, dass in der Schmelze keine geordnete Uberstruktur
vorlag. Analoge Erkenntnisse existieren bereits auch iiber andere Ceramid-Subspezies
[Raudenkolb, Dissertation 2002]. Die groBere Periodizitdt geht auf den Einfluss der

Hydratation zuriick, ebenso die Absenkung des Schmelzpunktes um ~ 10°C.

IV.1.2. Rontgendiffraktionsstudien an CER[EOP]
In Diskussionen iiber die Bedeutsamkeit der m-Acylceramide fiir die Barrierefunktion des
SC wird hiufig die einzigartige Kettenldnge angefiihrt [Bouwstra et al. 2002]. Durch den
Vergleich des physikochemischen Verhaltens von EOS und dem eine zusitzlich OH-
Gruppe tragenden EOP sollte vor allem der Einfluss der Kopfgruppenpolaritdt beleuchtet
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werden. Zumal Rontgendiffraktionsstudien an EOS und/oder EOP enthaltenen
synthetischen SC Lipidmischungen deutliche Unterschiede in der Ausbildung der
lamellaren Lipidorganisation hervorbrachten [de Jager et al. 2004].

CER[EOP] wies in Rontgenkleinwinkeluntersuchungen im trockenen Zustand bei

Raumtemperatur bereits eine signifikant hohere Orientierung auf als CER[EOS] (Abb.26).
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Abb.26 Rontgendiffraktionsmuster von trockenem CER[EOP] bei verschiedenen Temperaturen

Der lamellare Wiederholabstand von 12,5 nm (LPP) entsprach der Grofe einer Schicht
zweier gegeniiberstehender CER[EOP]-Molekiile. Es wird vermuten, dass das CER[EOP]
aufgrund der hoheren Polaritit ein groferes Wasserstoffbriickenbindungssystem als
Riickgrat des lamellaren Systems aufbaut und sich ein partielles Verzahnen der
Kettenenden resultierend in einem verkiirzten d-Wert, wie fiir CER[EOS] diskutiert, nicht
ergibt.

Mit zunehmender Temperatur nahm die Intensitit der Reflexe zu, wobei aufgrund des
limitierten Temperaturprogramms an der Beamlime A2 ein Schmelzen nicht beobachtet
werden konnte. Im Unterschied zu CER[EOS], das bei T=86°C schmilzt, befand sich der
Schmelzpunkt des CER[EOP] oberhalb von 100°C, was bereits aus DSC- und
Ramanuntersuchungen bekannt war. Dieser Unterschied basiert auf der groBeren
Kopfgruppenpolaritit des CER[EOP], denn eine hohere Anzahl von OH-Gruppen bedingt
ein groBBeres Ausmall an H-Briicken, die eine hohere Energie im Schmelzprozess
erfordern.

Interessanterweise tritt ab 98°C eine zweite lamellare Phase mit einem kiirzeren d-Wert (=
8 nm) auf, der der fiir trockenes CER[EOS] beobachteten Phase entspricht. Es wird
vermutet, dass bei 100°C bereits ein grofer Anteil des Wasserstoff-Bindungssystems

aufgehoben war und sich eine Phase ausbildete, die aus zwei sich gegeniiberstehenden
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CER[EOP]-Molekiilen mit partiellem Verzahnen der Ketten in der Membranmitte
gebildet wurde.

In der WAXS-Region wurde im Unterschied zu CER[EOS] aus dem Auftreten zweier
Reflexe auf eine orthorhombische Kettenpackung geschlossen. Der zweite Reflex néherte
sich mit steigender Temperatur langsam dem ersten Reflex an, so dass die Verzerrung des
Gitters allmihlich aufgehoben wurde und der Ubergang zu hexagonaler Kettenpackung
angedeutet war.

Das Abkiihlen der Probe zeigte bei 91°C das Verschwinden der zweiten Phase und
deutete damit an, dass ein Grofteil der H-Bindungen wieder ausgepriagt wurde.

Zusitzlich wurde CER[EOP] auch in Mischung mit Wasser vermessen, um den Einfluss
der Hydratation auf die strukturelle Anordnung zu untersuchen (Abb.27).

Die SAXS-Bilder bei 25°C zeigen mehrere Bragg-Peaks, deren s-Werte im Verhéltnis
1:2:3:4 die Existenz einer hochgeordneten lamellaren Gelphase mit dem
Wiederholabstand d= 12,5 nm bewiesen. Da diese Phase der im trockenen Zustand
beobachteten entspricht, wurde geschlussfolgert, dass keine merkliche Hydratation der
Kopfgruppen auftritt. Wasser hat keinen Einfluss auf die Ausbildung der LPP. Diese
Erkenntnis markiert einen wesentlichen Unterschied zum CER[EOS], das erst nach

Zusatz von Wasser eine Phase im Grof3enordnungsbereich einer LPP ausbildete.
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Abb.27 Rontgendiffraktionsmuster von hydratisiertem CER[EOP] bei verschiedenen Temperaturen

Mit steigender Temperatur nahm die Intensitdt der Reflexe ab und dhnlich zum trockenen
Zustand konnte der Schmelzpunkt nicht unterhalb von 100°C beobachtet werden.
Auflerdem wurde die Existenz einer zweiten lamellaren Phase fiir das hydratisierte
CER[EOP] nicht beobachtet.

Anhand der WAXS-Bilder konnte aus den zwei detektierten Reflexen erneut auf ein

orthorhombisches Kettengitter geschlussfolgert werden.
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Beim Abkiihlen bildeten sich die scharfen Reflexe wieder aus. Ein zweiter
Temperaturscan bestitigte die Erkenntnisse, die noch einmal zusammengefasst werden:

i). Die Kopfgruppenstruktur der Acylceramide beeinflusst maB3geblich das thermotrope
Phasenverhalten. Im Unterschied zu CER[EOS] vermag das polarere CER[EOP] schon im
trockenen Zustand eine LPP auszubilden.

ii). Im trockenen Zustand bildet das CER[EOP] ab 98°C eine zweite lamellare Phase aus,
die mit der des CER[EOS] vergleichbar ist.

iii). Aufgrund des ausgedehnten intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungssystems
besitzt CER[EOP] einen Schmelzpunkt oberhalb von 100°C.

iv). Sowohl im trockenen Zustand als auch nach Zusatz von Wasser weisen die Ketten

eine hochgeordnete orthorhombische Packung auf.

Um das Wissen iiber die Eigenschaften des CER[EOP] zu vertiefen, wurde anhand der
WAXS-Bilder die laterale Kettenpackung studiert.

Ein starker Reflex bei 0,41 nm zeigt eine hexagonale Packung mit einer
Kettenquerschnittsfliche von 19,4 A% an, wohingegen zwei Reflexe bei 0,41 und 0,37 nm
(entsprechen g= 15,40 und 17,22 nm™) auf eine orthorhombische Kettenpackung mit einer
extrem kleinen Kettenquerschnittsfliche von 18,0 A? hinweisen [Bouwstra 2006]. Diese
sehr dichte Anordnung der Alkylketten bedingt eine geringe Permeabilitit fiir
verschiedene Substanzen [Bouwstra 2006]. Wie bereits beschrieben, zeigen die WAXS-
Bilder von CER[EOP] im trockenen Zustand ein orthorhombisches Kettengitter (Reflexe
bei 0,45 und 0,38 nm). Zwischen 20 und 98°C verschiebt sich der 0,38 Reflex
systematisch zu groBeren d-Werten, wobei der Reflex bei 0,45 nm nur geringfiigig zu
kleineren d-Werten triftet. Da beide Reflexe sich allméhlich anndhern, kann von einem
angedeuteten Ubergang zur hexagonalen Packung ausgegangen werden. In dieser
Packung sind die Ketten rotationssymmetrisch, woraus eine weniger dichte Packung
resultiert, die eine hohere Durchléssigkeit fiir viele Substanzen zur Folge hat. In Abb.28
ist die Temperaturabhédngigkeit der 0,45 und 0,38 nm Reflexe jeweils dargestellt.

Um detaillierte Aussagen tiber die laterale Kettenpackung machen zu koénnen, wurde die
Fliche pro Alkylkette aus den korrespondierenden g-Werten berechnet. Bei 20°C
entsprechen die zwei Reflexe bei 0,45 und 0,375 nm g-Werten von 13,94 und 16,757 nm
' Die Fliche pro Alkylkette wurde daraus zu 18,6 A? berechnet und beschreibt sinnvoll

die hohe Packungsdichte einer orthorhombischen Phase.
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Abb.28 Temperaturabhéngigkeit der d-Werte des 0,45 (durchgezogene Linie) und des 0,38 nm (gestrichelte
Linie) Reflexes.

Mit steigender Temperatur nimmt die Packungsdichte ab. Der Kettenquerschnitt steigt auf
19,0 A® bei 98°C an. Die Einheitszelle ist rechtwinklig, so dass die Entfernung zwischen
benachbarten Molekiilen in unterschiedlichen Richtungen unterschiedlich ist. Die dichte
Packung kann nur durch eine drastische Einschrankung der Rotation um die Léngsachse
erreicht werden, was in eine Art von herringbone Packung miindet.

Ein weiterer Parameter zur Beschreibung von lateralen Kettenpackungen ist die
Verzerrung des Gitters der Alkylketten, welche aus den Halbachsen der Ellipse, die die
sechs nidchsten Nachbarn in einem Kettengitter verbindet, berechnet werden kann
[Bringezu et al. 2002].

Fiir 20 und 98°C betrégt die Gitterverzerrung 0,2286262 bzw. 0,183044. Die Reduzierung
der Verzerrung mit steigender Temperatur zeigt den langsamen Ubergang vom
orthorhombischen zum hexagonalen Kettengitter an, da die hexagonale Phase per se
unverzerrt ist.

Zusammenfassend zeigten die WAXS-Bilder von wasserfreiem CER[EOP] eine
orthorhombische Kettenpackung bei T<100°C. Bei 100°C deutet sich der Ubergang zum
hexagonalen Gitter an. Durch die Berechnung spezieller Parameter wie der Flache pro
Alkylkette und der Verzerrung des Kettengitters konnten diese Aussagen bestétigt und
vertieft werden. Das Schmelzen der Ketten, angezeigt durch einen breiten Halo konnte
aufgrund des begrenzten Temperaturprogramms nicht beobachtet werden.

Das Kettengitter &@ndert sich durch Wasserzugabe stirker als der d-Wert im
Kleinwinkelbereich. Die Kopfgruppen scheinen leicht zu hydratisieren, aber es bildet sich
keine merkliche Wasserschicht zwischen den CER[EOP]-Schichten aus. Das Kettengitter

bleibt zwar orthorhombisch aber die Ketten bendtigen etwas mehr Platz. Die berechnete
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Kettenquerschnittsfliche betrug nach Wasserzugabe 19,2 A” bei 25°C und erhéhte sich
auf 19,8 A” bei 90°C.

Abschliefend kann iiber die rontgenspektroskopischen Untersuchungen an den beiden o-
Acylceramiden CER[EOS] und CER[EOP] festgestellt werden, dass beide Ceramide die
Ausbildung einer lamellaren Phase mit einem Wiederholabstand von ~12 nm (LPP)
induzieren. Fiir CER[EOS] wurde diese Phase erst nach Hydratation beobachtet,
wohingegen CER[EOP] bereits im trockenen Zustand die entsprechenden Reflexe zeigte.
Es bleibt festzuhalten, dass die Eigenschaft zur Ausbildung einer LPP, die in der Literatur
hiufig o-Acylceramiden enthaltenen SC Lipidmischungen zugewiesen wird [Bouwstra et
al. 1998; de Jager et al. 2005], nach unserem Kenntnisstand nur auf die reinen Ceramide
bezogen werden kann. In einer homogenen Mischung essentieller SC Lipide kann nicht
davon ausgegangen werden, dass allein die Anwesenheit eines ®-Acylceramids die

Ausbildung einer LPP induzieren kann.

IV.1.3. Raman-spektroskopische Untersuchungen an CER[EOS] und
CER[EOP]

Die Untersuchungen am CER[EOS] wurden mittels FT-Raman-Spektroskopie in einer
den Rontgenbeugungsexperimenten analogen Weise durchgefiihrt.

Die Ramanspektren von trockenem CER[EOS] sind in Abb. 29 fiir einige ausgewaihlte
Temperaturen dargestellt. Interessanterweise lassen sich sowohl keine LAM-Moden
(<300cm™) als auch keine CH; Rocking Mode (890cm™) detektieren. Das Kettenende des
o-Acylceramids weist folglich keine all-trans Konformation (ttt) am Kettenende auf.
Dieser Effekt basiert moglicherweise auf den zwei konjugierten Doppelbindungen im
Linolsdurerest, der eine erhohte Kettenbeweglichkeit und folglich keine hochgeordnete
Kettenanordnung bedingt. Vergleichsmessungen an reiner Linolsdure zeigten ebenfalls
nicht obige Banden. Die Aufsplittung der CH»-scissoring Bande in ein Duplett deutet auf
ein hexagonales laterales Kettenpacken hin. Dieses FErgebnis stimmt mit den
Erkenntnissen aus den Rontgenstreuuntersuchungen tliberein.

Aus dem Auftreten verschiedener Raman-Banden kann man auf den Ordnungszustand der

Kohlenwasserstoffketten schlief3en.
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Abb.29 Raman-Spektren von CER[EOS] trocken bei ausgewihlten Temperaturen in den Spektralbereich
100-1650 cm™ (links) und 2800-3000 cm™ (rechts)

Die Bandenposition der symmetrischen Valenzschwingung der CH,-Gruppen ist ein Mal}
fir den Ordnungszustand von Alkylketten. Der ist umso grofler, je niedriger die
Bandenposition ist [Mendelsohn und Moore 1998; Raudenkolb et al. 2003]. Anhand der
Positionsinderung dieser Bande in Abhingigkeit von der Temperatur kann die Anderung

der Kettenordnung verfolgt werden (Abb.30).

Bei Raumtemperatur  betrdgt die
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schwingung 2846,2 cm™. Dieser Wert

zeigt ebenfalls keine hochgeordnete - -
Struktur an, da in diesem Falle die
Bandenposition ~ Werte ~ >2845 cm™ ] =
annimmt [McPhail et al. 1984;

Raudenkolb, Dissertation 2002]. Beim 2646w

Wellenzahl [cm™]

Autheizen verschiebt sich die Bande
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kontinuierlich zu hoheren

Wellenzahlen. Zwischen 80 und 90°C | APP-30  Temperaturabhingige — Anderung — der
Bandenposition der symmetrischen Valenzschwingung

um 2,2 cm” zu hoheren Wellenzahlen. Daraus wird ersichtlich, dass die Kettenordnung
wihrend des Phaseniibergangs deutlich abnimmt und der erreichte Endwert von
2851,9 cm™ zeigt den geschmolzenen Zustand an, der mit dem Verlust jeglicher Ordnung
der Alkylkette einhergeht [Snyder et al. 1982]. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Rontgenuntersuchungen am trockenen CER[EOS] iiberein, dessen Schmelzpunkt bei

86°C detektiert wurde. Die geringfiigigen Unterschiede zwischen den
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Umwandlungstemperaturen ergeben sich aus den unterschiedlichen Temperaturregimen
beider Methoden.

Des Weiteren ist das Verhiltnis der Bandenpositionen zwischen symmetrischer und
antisymmetrischer CH,-Valenzschwingung von den Konformationen der Alkylketten
abhingig [Wang et al. 2000]. Zur Berechnung dient der Quotient aus den beiden nach

Kurvenanpassung erhaltenen Fldchen der Banden (Gleichung), normiert auf 1:

I= —J Ve (CH, ) Gleichung 12
] L, (CH 2)

Dieser Wert erlaubt Aussagen iiber das
Verhiltnis von frans- und gauche- 104 =
Konformeren, da eine Abnahme von _ o8- ) .
trans-Konformeren mit einer Fliachen- éo,e_ Co.
abnahme der antisymmetrischen CH,- §0A_ .
Valenzbande verbunden ist. Abb.31 zeigt %:012_ "-_
das  temperaturabhidngige  Verhiltnis - oo .."'.
zwischen symmetrischer und e e A
antisymmetrischer CH,-Valenz- Temperaturcl
schwingung. Abb.31 Temperaturablféngige Abpahme der trans-

Konformere durch Flachenvergleich der v,(CH;)-
Wihrend des Aufheizens ist eine stdndige [ und v{(CH,)-Banden bei CER[EOS]

Zunahme an gauche-Konformeren zu beobachten, indiziert durch eine Abnahme des
Quotienten. Im Bereich des Phaseniibergangs erfolgt eine sprunghafte Abnahme der
Anzahl von jeweils drei oder mehr zusammenhingenden trans-konfigurierten
Methylengruppen und am Schmelzpunkt tendiert dieser gegen 0%.

Zusammenfassend zeigten die Raman-spektroskopischen Untersuchungen an CER[EOS]
im trockenen Zustand lediglich einen Phaseniibergang vom kristallinen in den fliissigen
Zustand. Aufgrund der extrem langen w-Acylseitenkette, deren Kettenende eine hohe
Beweglichkeit aufweist, weisen die Alkylketten keine hohe Ordnung auf, wie sie von
anderen Ceramiden bekannt ist [Raudenkolb, Dissertation 2002].

Analog zu den Untersuchungen am CER[EOS] wurde auch das wasserfreie CER[EOP]
charakterisiert. In Abb.32 sind die Ramanspektren bei ausgewidhlten Temperaturen dar-
gestellt. In Ubereinstimmung zum CER[EOS] weisen auch diese Spektren weder eine
LAM noch eine CH; Rocking Mode auf. Auch CER[EOP] verfiigt iiber keine endstindige
all-trans Konfiguration. Auch hierfiir wird die Kettenbeweglichkeit auf den terminalen

ungesittigten Linolsdurerest zuriickgefiihrt.
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Abb.32 Raman-Spektren von CER[EOP] trocken bei ausgewihlten Temperaturen in den Spektralbereich
100-1650 cm™ (links) und 2800-3000 cm™ (rechts)

Aus der Bandenposition der symmetrischen CH,-Valenzschwingung sollte auf den

Ordnungszustand der Alkylketten geschlossen werden. Wie aus Abb.33 ersichtlich lag

diese Bande bei Raumtemperatur bei 2846,9 cm™.

Dieser Wert ist vergleichbar mit dem des CER[EOS] und zeigt an, dass die vorliegende

Ordnung weniger hoch ist, als sie von anderen, kiirzerkettigen Ceramiden bekannt ist

[Raudenkolb, Dissertation 2002].

Im Unterschied zu CER[EOS] zeigt die Temperaturabhéngigkeit der Bandenposition
(Abb.33) deutlich zwei Spriinge bei 98°C und 105°C. Dieses partielle Schmelzen der

Ketten ist mit dem beobachteten Ubergang
von der orthorhombischen zur hexagonalen
Kettenpackung verkniipft, der in den
Rontgenstreuuntersuchungen an trockenem
CER[EOP] bei T=98°C beobachtet wurde.
Der zweite Ubergang zeigt dann das
vollstdndige Kettenschmelzen an, da auch die
finale Bandenposition von 2853 cm” den
geschmolzenen Zustand mit dem Verlust
jeglicher Ordnung der Alkylketten indiziert.

Um vergleichende Aussagen auch iiber das
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Abb.33 Temperaturabhiingige Anderung der
Bandenposition der symmetrischen Valenz-
schwingung  der  Methylengruppen  von
CER[EOP] trocken
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Verhéltnis von trans- zu gauche-Konformeren machen zu konnen, wurde wiederum der
Quotient aus den beiden nach Kurvenanpassung erhaltenen Flichen der Banden der
symmetrischen und der antisymmetrischen CH»-Valenzschwingungen ermittelt.

In dieser Darstellung (Abb.34) ist

die stetige Zunahme an gauche-
1,0 A n
Konformeren zu  beobachten, ] " .
[ |
resultierend in einer Aufhebung 2 0% e
S 1 LR
des Ordnungszustandes der Alkyl- = “y
= 7] [

ketten. In den  Temperatur- % .
bereichen der zwei Phasen- (I; . -

dl folgt ei 5 -
umwandlung erfolgt eine sprung- 02 .
hafte Abnahme des Quotienten und 1 -
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Zusammenfassend zeigten die physikochemischen Untersuchungen an CER[EOS] und
[EOP] keinen Polymorphismus, wie er von Kkiirzerkettigen Ceramiden bekannt ist
(Raudenkolb, Dissertation 2002). Der extrem lange Acylseitenrest hat einen groflen
Einfluss auf das Verhalten der beiden Ceramide und iibertrifft offensichtlich den der
Kopfgruppe, denn ein auftretender Polymorphismus wird hdufig in Zusammenhang mit
dem polaren Molekiilteil diskutiert [Wartewig und Neubert 2007].

Dennoch hat die zusétzlichen OH-Gruppe des CER[EOP] verglichen mit dem CER[EOS]
einen Einfluss auf den d-Wert der lamellaren Phase und auf die Kettenpackung. Das
unpolarere CER[EOS] untersteht offensichtlich dem Einfluss der langen Seitenkette und
erst im hydratisierten Zustand bildet sich ein auf H-Briicken gestiitztes Riickgratsystem
aus Kopfgruppen aus, resultierend in der Ausbildung einer LPP. Im polareren CER[EOP]
wird dieses Riickgrat bereits im wasserfreien Zustand ausgebildet, resultierend in einer
LPP und einer hochgeordneten Packung der Alkylketten.

Vertiefende und weiterfilhrende Untersuchungen an beiden Ceramiden sollen diese

Ergebnisse fortfiihren.
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IV.2. Darstellung des CER[NS] und der deuterierten Derivate CER[NS]-D2;

CER|NS]-D3 und CER[NS]-D47

Die im Folgenden beschriebenen Synthesen des CER[NS] und der partiell deuterierten
Derivate CER[NS]-D2, CER[NS]-D3 und CER[NS]-D47 erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Erstellung der Diplomarbeit von Adam Wille [Wille, Diplomarbeit 2008].

Die Auswahl der Zielsubstanzen ergab sich aus folgenden Griinden:

1.

CER[NS] tritt innerhalb der Ceramidfraktion des SC am hiufigsten auf [Wertz
und van den Bergh 1991; Farwanah et al. 2005] und seine Charakterisierung u.a.
in Neutronenstreuuntersuchungen an multilamellaren Modellmembranen ist
gerechtfertigt.

Durch etablierte Synthesewege und analytisches Aufkldren der Substanz erhélt
man eine genau definierte Struktur fiir eine gute Korrelation zu den physikalischen
Messergebnissen.

Zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Beobachtungen zum
CERJ[AP], dessen sehr polare Kopfgruppenstruktur groflen strukturbestimmenden
Einfluss auf multilamellare SC Lipid-Modellmembranen hat, stellt das CER[NS]
mit einer wesentlich geringeren Kopfgruppenpolaritit einen geeigneten Vergleich

dar.

Zunichst wurde das undeuterierte CER[NS] nach der von Ramsany et al. [1982]

beschriebenen Methode iiber ein gemischtes Anhydrid dargestellt (Syntheseweg siche
Abb.35).

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\]/O . )(J)\

Tetracosansiure OH Cl O— C,H5s

+ TEA
in abs.THF

f—) -CO,

[¢] [e]

H,;N
S s
OH

Sphingosin

Abb.35 Darstellung des CER[NS] iiber ein gemischtes Anhydrid
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Dazu wurde zunéchst die Tetracosansdure in abs. THF gelost. Die Hinzugabe von
Triethylamin (TEA) bedingte die Einstellung eines basischen pH-Wertes, wodurch das
Proton der Sdure leichter abgespalten wurde. Das erhaltene Carboxylat wies am
Sauerstoff eine ausgepridgte Nukleophilie auf und reagierte mit dem zugegebenen
Chlorameisensdureethylester. Wie aus der Literatur [Ehlers 1999] bekannt, weisen
Saurehalogenide bzw. deren Derivate aufgrund der starken elektronenziehenden Wirkung
des Chlorids einen Elektronenmangel am Carbonyl-Kohlenstoff auf. Dort erfolgte der
Angriff des nukleophilen Carboxylats mit Bildung des gemischten Anhydrids unter
Abspaltung von HCL

Das gemischte Anhydrid wies als Carbonsdurederivat ebenfalls eine hohe Reaktivitit auf
[Ehlers 1999]. Aufgrund elektronenziehender Effekte wurde der elektrophile Carbonyl-
Kohlenstoff der Fettsédure von der primdren Amingruppe des Sphingosins als Nukleophil
angegriffen. Dabei kam es zur Abspaltung eines Halbesters der Kohlensdure, der nach der
Erlenmeyer-Regel [Ehlers 1999] instabil ist und zu Ethanol und CO, zerfiel.

Diese Umsetzung verlief glatt und konnte bei milden Bedingungen (Riihren bei RT)
durchgefiihrt werden. Das erhaltene CER[NS] wurde sdulenchromatographisch
aufgereinigt und in einer Ausbeute von 64% erhalten. Es wies eine definierte Struktur mit
einer C24-Acylseitenkette und einer C15-Sphingosinkette auf. Es wurde vornehmlich zur
Préaparation multilamellarer Modellmembranen fiir Neutronenstreuexperimente eingesetzt.
Um Aussagen iiber die genaue Lokalisation des Ceramids in der Modellmembran machen
zu konnen, sollten spezifische Deuterierungen am CER[NS] durchgefiihrt werden, die
eine Erhohung des lokalen Kontrasts in Neutronenstreuexperimenten bedingen.

Fiir die Auswahl der Zielstrukturen bestand dabei die Frage, an welcher Stelle und in
welchem Umfang Deuterierungen einen sinnvollen Beitrag zur Strukturaufkldrung liefern
konnen.

So wurde festgelegt, den Einbau von Deuteriumatomen in der Acylseitenkette
durchzufiihren, zum einen in alpha-Position zur polaren Kopfgruppe ([CER[NS]-D2),
weiter in omega-Position (CER[NS]-D3), als auch alle Wasserstoffatome gegen
Deuteriumatome auszutauschen (CER[NS]-D47).

Die Synthese letzterer Verbindung gestaltete sich am einfachsten, da die Tetracosansiure-
D47 kauflich erworben werden konnte und fiir die Verkniipfung mit dem Sphingosin die

oben beschriebene Methode nach Ramsany et al. [1982sich als geeignet erwiesen hatte.



Ergebnisse und Diskussion 83

Bei der Durchfithrung eines Probeansatzes wurde allerdings ein Produktgemisch aus
freier, nicht umgesetzter perdeuterierter Fettsdure, Anhydrid und gekoppelten CER[NS]-
D47 erhalten, das sich nicht aufreinigen lieB. Aufgrund des hohen Preises des
Ausgangsstoffs Tetracosansidure-D47 wurde nach einem alternativen Syntheseweg unter
Verwendung des in der Peptidchemie haufig eingesetzten Kupplungsreagenz EEDQ (N-
Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin) gesucht. EEDQ kann mit Carbonsduren in
situ aktivierte Zwischenprodukte bilden, die an der Carbonylposition eine hohe
Folgereaktivitdt aufweisen. Fiir die vorgesehene Reaktion empfahl sich der Einsatz dieser
Substanz aufgrund bekannt guter Ausbeuten, der einfachen synthetischen Handhabung
und der spdter leicht durchzufiihrenden Abtrennung des Nebenproduktes Chinolin
(Syntheseschema Abb.36).

In einer Eintopfreaktion bedingte zundchst die Deprotonierung der Séure eine
Protonierung des Ethoxysubstituenten am EEDQ unter Abspaltung von Ethanol. Das sich
so kurzzeitig bildende Kation induzierte unter Anlagerung des Carboxylats eine
Umacetalisierung mit Ausbildung des Aromaten Chinolin und des gemischten Anhydrids.
Die Entstehung eines instabilen Intermediats mit einer hohen Triebkraft zur Riickbildung

des aromatischen Systems war zugleich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.
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Abb.36 Darstellung des CER[NS]-D47 unter Verwendung des Kopplungsreagenz EEDQ. Wegen der
besseren Ubersichtlichkeit wurden die 47 Deuteriumatome der Acylseitenkette nicht eingezeichnet.

Das Anhydrid wies als Carbonsdurederivat aufgrund der elektronenziehenden Effekte des
Sauerstoffs eine hohe Elektrophilie am Carbonyl-Kohlenstoff auf, der sich gut mit der
primiren Amingruppe des Sphingosins unter Ausbildung des CER[NS]-D47 umsetzte.
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Auch hierbei wies der intermedidr gebildete Kohlensdure-Halbester eine Instabilitdt auf

und zerfiel zu CO, und Ethanol.

Bei der Darstellung des CER[NS]-D2 bestand das Problem darin, dass die Tetracosan-
2,2-D2-sdure kommerziell nicht verfiigbar war und dieser Ausgangsstoff zunéchst
synthetisiert werden musste (Abb.37).

Da die beiden auszutauschenden Protonen keiner funktionellen Gruppe angehorten,
konnten sie nicht {iber eine Modifikation dieser ins Molekiil eingefiihrt werden. Da sich
die relevanten Wasserstoffatome in alpha-Position zur Carboxylfunktion befinden,
bedingt deren —I-Effekt eine Aziditéit der Protonen, die eine Substitution erleichtert.

Um diesen Effekt zu verstirken, wurde zunichst die Tetracosansdure in den Methylester
iiberfiihrt, da die Estergruppe stirkere elektronenziehende Eigenschaften besitzt.

Im zweiten Schritt wurden dann zunichst in einer aus Natrium und deuteriertem Methanol
CH;0D erzeugten basischen Na-methanolat-16sung die zwei Wasserstoffatome gegen
Deuterium-Atome ausgetauscht. Im Anschluss erfolgte die Esterspaltung in D,O/ DCI

unter Bildung der freien Saure.

1. Veresterung .
leresterung
\/\/\/\/\/\/\/\M —_— CO0CH,

Tetracosansdure Tetracosansduremethylester

2. Substitution von

Deuterium / Verseifung o
I NaOCH;

\AANAANANNANANNNNG -y mop, T ()i~ (D~ COONa

Tetracosanséuremethylester
D,O/DCl

CH;— (CHp)o1 — CD, — COOD

Tetracosan-2,2-D2-séure

3. Umsetzung zum CER[NS]-D2 iiber WWV\/E/
gemischtes Anhydrid W“

Abb. 37 Schema zur Darstellung des CER[NS]-D2

Die Reaktion fand unter milden Reaktionsbedingungen (Riihren bei RT in Ethanol) statt
und hatte den Vorteil, dass aufgrund der geringeren Nukleophilie des Alkoholes
verglichen mit der eines Amines der Alkohol und die Carbonsdure nicht zum Ester
reagierten.

Im Anschluss erfolgte die Umsetzung der Tetracosansdure-D2 mit Sphingosin unter

Verwendung des Kupplungsreagenz EEDQ zum CER[NS]-D2, das nach sdulen-
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chromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute von 66% erhalten wurde.

Die aufwendigsten Synthesearbeiten waren zur Darstellung des CER[NS]-D3 bzw. der
Vorstufe 24,24,24-D3-Tetracosansdure notwendig (Abb.38). Im Unterschied zu
CER[NS]-D2 befand sich hierbei allerdings in unmittelbarer Nachbarschaft zur omega-
Position keine elektronenziechende Gruppe, so dass die Fettsdurekette partiell aus
geeigneten Molekiilsequenzen aufgebaut werden musste.

Ausgangssubstanz war die Tridecandisdure, die zundchst zum Dimethylester umgesetzt
wurde [Organikum 1999]. Im nichsten Schritt erfolgte die selektive Monoverseifung zum
Tridecandisduremonomethylester durch Hinzugabe von Ba(OH),. Das schnell gebildete
Bariumsalz, das im Anschluss mit HCI gespalten wurde, war schwerloslich, fiel aus und

befand sich nicht mehr im Reaktionsgleichgewicht.

Darstellung der in w—Position deuterierten Tetracosansaure

azeotrope Veresterung

HOOC-(CHy),-COOH H3CO0C-(CH,),-COOCH; Tridecandisiuredimethylester

Ba(OH),

HOOC-(CH,),;-COOCH3; Tridecandisduremonomethylester
I

1. CI-C-OCH;
—————> HO - (CH,),-COOCHj3; 13-Hydroxy-tridecanséure-

2. NaBH, methylesters
_— >

Pyridiniumtosylat
Yo Yy o O~ (CHy);»-COOCH; 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-

oxy)-tridecansduremethylester

LiAID,
> 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-

O O — (CH,),-CD,0OH oxy)-tridecanol
— IMesCL__ Q 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-
2.LiAID, 1,1,1-D3-tridecan

O O —— (CH;),-CD3

PH:P /Br | Br—(CH,);»-CD; 1-Brom-13,13,13-D3-tridecan
1. Kupplung D;C - (CHy)y - COOH 24,24,24-D3-Tetracosansiure

2. Methanolyse+
Pyridiniumtosylat

3.0Oxidation (Pyridinium-
dichromat

Kopplung zum CER [NS]-D3 a
Uiber geeignete Methode EE— w

Abb.38 Zusammenfassung der Synthese zum CER[NS]-D3

Im Folgenden wurde entsprechend der Vorschriften von Ramsany et al. [1982] aus der

Sdurefunktion und dem hinzugegebenen Chlorameisensidurethylester das gemischte
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Anhydrid gebildet, der durch das selektive Reduktionsmittel NaBHs zum Alkohol
reduziert wurde. Die Esterfunktion blieb dieser Reaktion verschlossen.

Im nidchsten Schritt sollte die terminale OH-Gruppe geschiitzt werden. Dazu wurde unter
Pyridiniumtosylat-Katalyse 3,4-Dihydro-2H-pyran zugegeben. Dessen Enoletherstruktur
wird an die OH-Gruppe unter Aufspaltung der Doppelbindung addiert. Die so erhaltene
Tetrahydropyranyl-(THP)-schutzgruppe ist stabil im Basischen und hydrolysiert bei
saurem pH.

Danach sollten sowohl die endstindige Estergruppe durch LiAID4 zum Alkohol reduziert
als auch zwei Deuteriumatome eingefiihrt werden. Bei der Umsetzung mit komplexen
Hydriden wie LiAlH4, LiAlD4 und NaBH4 kommt es zur irreversiblen Ubertragung von
Hydrid- bzw. Deuteridionen auf Carbonyle, wobei diese iiber die Stufe des Aldehyds bis
zum Alkohol reduziert werden [Ehlers 1999]. Hierbei war bei Verwendung von LiAlDy
im Reaktionsverlauf auf strikte Abwesenheit von Wasser zu achten, da dieses als
Protonenquelle ebenfalls LiAlDs umsetzt und somit das Reduktionsmittel verbrauchen
wiirde.

Das erste Deuterid-lon (D7) lagerte sich als starkes Nukleophil an den Carbonyl-
Kohlenstoff unter Bildung eines Halbacetals an, das unter Abspaltung von Methanolat
rasch zerfiel. An den Carbonyl-Kohlenstoff des so intermediir gebildeten Aldehyds
lagerte sich ein zweites Deuterid-Ion an. Das entstandene Alkoholat wurde bei der
anschlieenden wéssrigen Aufarbeitung protoniert. Da die erhaltene Alkoholfunktion im
weiteren Reaktionsverlauf nicht erhalten blieb, musste die Hydrolyse nicht unter
Verwendung von schwerem Wasser D,0O erfolgen.

Fiir die geplante Reduktion des Alkohols und die damit verbundene Einfiihrung des
dritten Deuterium-Atoms musste die Hydroxylfunktion zunidchst in eine geeignete
Abgangsgruppe iiberfiihrt werden, denn ein OH™ als nukleofug Gruppe hitte eine so hohe
Nukleophilie, dass sofort die Riickreaktion einsetzten wiirde. Durch Umsetzen des
Alkohols mit Methansulfonsidurechlorid entstand durch das resonanzstabiliserte Mesylat-
Ion eine fiir Substitutionsreaktionen geeignete Abgangsgruppe [Ehlers 1999].

Im Anschluss wurde das Mesylat mit 20% Uberschus von LiAlID4 (m/m) umgesetzt. Bei
der Reduktion des Methylsulfonsdureesters substituierte ein D™ den vorher alkoholisch
gebundenen Sauerstoff und dieser trat als Mesylat-Abgangsgruppe aus dem Molekiil aus.
Nachdem die Bildung der omega-stindigen CDs-Gruppe der Tridecansdure abgeschlossen

war, erfolgte die Kupplung zur Tetracosanséure.
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Dazu wurde zunidchst das 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-1,1,1-D3-tridecan mit
Schwarz’ Reagenz (Brom-triphenylphosphoniumbromid PPh;Br;) umgesetzt, das den
THP-Rest unter Substitution durch ein Bromatom ersetzen kann. Schwarz’ Reagenz wird
erhalten aus Triphenylphosphin und elementaren Brom [Schwarz et al. 1975]. Das
bromierte Phosphoniumsalz eliminerte bei elektrophilem Angriff auf den ringexternen
Acetal-Sauerstoff die kovalent gebundene THP-Sequenz und bildete ein Phosphoniumsalz
des entsprechenden Alkoholats. Bei der anschlieBenden Abspaltung von
Triphenylphosphinoxid entstand die bromierte Alkylverbindung 1-Brom-13,13,13-D3-
tridecan.

Im néichsten Schritt erfolgte nun die Verldngerung des C;3-Korpers zur gewiinschten Cop4-
Einheit iiber eine Kupfer-katalysierte Grignard-Kupplung mit einer C;;-Sequenz [Ehlers
1999]. Diese wurde entsprechend der Angaben von Miyashita et al. [1977] und Heiser
[Dissertation 1998] durchgefiihrt, wobei 11-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-
undecan durch Zugabe von Magnesiumspénen zu einem Grignard-Reagenz umgesetzt
wurde. Bei regelgerechtem Verlauf der Synthese wird je Alkylhalogenid-Molekiil ein
Magnesiumatom eingefiihrt. Dabei bildete sich die gewliinschte organometallische
Verbindung, welche aufgrund einer &@uflerst polarisierten Kohlenstoff-Magnesium-
Bindung eine starke Nucleophilie aufwies.

Fiir einen reibungslosen Ablauf einer Grignard-Reaktion ist ein geeignetes Losungsmittel
maBgebend. Es wird in der Regel abs. Ether eingesetzt, da die Insertion von metallischen
Atomen in halogenierte Alkane zur Stabilisierung koordinative Bindungen mit
elektronenreichen Bestandteilen des Solvens benétigt [Ehlers 1999]. Alkylhalogenide mit
enthaltenen Tetrahydropyranyl-oxy-Gruppen lassen sich aber nur schwerlich in
Diethylether zum entsprechenden Grignard-Reagenz umsetzen. Hierfiir greift man auf die
Verwendung von THF als Losungsmittel zuriick, welches ebenfalls eine Etherstruktur
aufweist.

Die sich anschlieBende Kupplung erfolgte unter Verwendung eines kupferhaltigen
Katalysators, da dieser sich fiir die Kupplung zweier ungleich langer Alkyl-
halogenidketten empfiehlt [Tamura und Kochi 1971]. Es bildete sich der THP-geschiitzte
Tetracosanalkohol ~mit omega-stindiger CDs-Gruppe, welcher im  weiteren
Reaktionsverlauf iiber eine Umacetalisierung mit Methanol zum freien Alkohol umgesetzt
werden sollte.

Dazu wurde 24-(Tetrahydropyranyl-oxy)-1,1,1-D3-tetracosan in Methanol unter Zugabe

katalytischer Mengen Pyridiniumtosylat geldst. Da das Losungsmittel im Uberschuss
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zugegeben wurde, erfolgte eine Methanolyse, wobei methoxysubstituiertes
Tetrahydropyran als Nebenprodukt anfiel und das 24,24,24-D3-Tetracosanol als Produkt
entstand.

Der primdre Alkohol wurde dann durch Pyridiniumdichromat zur Carbonsdure oxidiert,
wobei die sechswertige Chromverbindung als Oxidationsmittel im Laufe der Reaktion in
ein dreiwertiges Chromsalz iiberfiihrt wurde. Da es sich um ein nicht-wéssriges Solvens
und keine hochprozentige Sédure handelte, bestand hierbei nicht die Gefahr einer
Esterbildung zwischen Edukt und Produkt.

Nach Darstellung der 24,24,24-D3-Tetracosansdure wurde diese entsprechend der
beschriebenen Vorgehensweise unter Einsatz von EEDQ mit Sphingosin zum CER[NS]-
D3 umgesetzt. Da massenspektroskopische Untersuchungen noch die Existenz von
Nebenprodukten zeigten, schloss sich eine MPLC an und das Produkt wurde mit hohem

Reinheitsgrad erhalten.

IV.2.1. Neutronenspektroskopische Untersuchungen an DPPC/ CER[NS]-
Modellmembranen
Zunichst wurde CER[NS] mit dem Phospholipid Dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) zur Préparation einer orientierten multilamellaren Modellmembran eingesetzt,
deren innere Membranstruktur in Neutronenstreuexperimenten bestimmt werden sollte.
Im Gegensatz zu Ceramiden sind Phospholipid-basierte Modellmembranen mit
Neutronenstreuung hinreichend untersucht [Katsaras et al. 1992; Kucerka et al. 2004].
Eine Ceramid/ Phospolipid-Membran stellt daher ein relativ einfaches Modellsystem dar,
welches gut fiir die Untersuchungen des Ceramideinflusses in Neutronenstreu-
experimenten eingesetzt werden kann.
Um Aussagen iiber die Beeinflussung der DPPC-Membran durch das Ceramid als auch
iiber dessen Lokalisation in der Membran treffen zu konnen, bestand die Hauptaufgabe in
der Synthese von drei unterschiedlich deuterierten Ceramid[NS]-Derivaten. Damit war
die Fragestellung verbunden, welche Position und welcher Deuterierungsgrad im Molekiil
flir eine aussagekriftige Anwendung von Neutronenstreuexperimenten an den
verwendeten Modellmembranen geeignet sind.
Die Préparation folgender Proben (Tab.5), die Vermessung am VI Diffraktometer des
HMI, Berlins als auch die Datenevaluierung erfolgten analog der fiir die SC Lipid-

Modellmembranen beschriebenen Vorgehensweise.
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Anhand der erhaltenen Diffraktionsmuster, die jeweils mindestens vier Ordnungen
aufwiesen, konnten die lamellaren Wiederholabstinde der einzelnen Membranen
berechnet werden (Tab.5). Um den Einfluss des Ceramids auf die DPPC-Membran zu

studieren, wurde die reine Phospholipid-Membran als Referenz vermessen.

System DPPC DPPC/ DPPC/ DPPC/ DPPC/
CER|NS] CER|NS]-D2 | CER|NS]-D3 | CER|NS]-D47
Xeerpngy 0,32 | Xegrnsy =0,32 | Xegrvsgy =0,32 | Xegrpnsy =0,32
d-Wert 60.0 A 60.0 A 60.8 A 60.7 A 60.8 A
+0.03 A +0.01 A +0.01 A +0.1A +0.02 A

Tab.5 Werte fiir den lamellaren Wiederholabstand d, ermittelt fiir alle Systeme bei T=20°C, 60%
Feuchtigkeit und einem Kontrast von D,O/ H,O 8/ 92.

Der Zusatz von CER[NS] hatte demnach keinen Einfluss auf den Wiederholabstand der
DPPC-Membran. Damit wurde ein Unterschied zu den Untersuchungen von Kiselev et al.
[Kiselev et al. 2005b] festgestellt, in der die Zugabe des wesentlich polareren
Phytosphingosins CER[AP] den lamellaren Wiederholabstand verringert.

In der Auswertung der berechneten Neutronenstreuldngedichteprofile ps(x) bot sich
zundchst aufgrund der dhnlichen d-Werte eine vergleichende Darstellung der DPPC-
Membran und der DPPC/ CER[NS]-Membran an (Abb.39). Dabei wurde ein merklicher
Einfluss des CER[NS] auf die innere Membranstruktur ersichtlich, da sich die
Streuldngendichten sowohl im Bereich der polaren Kopfgruppen als auch in der

Membranmitte unterscheiden.

Die aus der Literatur [Kiselev et

al. 2005]bekannte Fiahigkeit von

[
L
p(x), a.u.

Ceramiden, in unterschiedlichen

Konformationen auftreten zu

kénnen, wurde fur die
Interpretation dieser zwei
1 90 B 3
Beobachtungen herangezogen. In x, A
der fully extended-Konformation 2-
. . X Abb.39 Das Neutronenstreuldngedichteprofil  py(x) der multilamellaren
(FE) zeigen die beiden | DPPC Membran (fett) gegen das Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der

DPPC/ CER[NS]-Membran, gemessen bei 60% Feuchtigkeit, 20°C und einem
Seitenketten in entgegengesetzte | Kontrastvon DO/ H,O /92

Richtungen und in der hairpin-Konformation in die gleiche Richtung. Ein mdgliches
Strukturmodell der DPPC/ CER[NS]-Membran ist in Abb.40 abgebildet.
Danach wird das Ceramid in FE- Konformation in die Membran hineingeschoben, so dass

sich die Kopfgruppe in Nihe der Membranmitte befindet und die beiden Kettenenden bis
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in den Bereich der Kopfgruppen des DPPC ragen. Dieses paradox erscheinende Verhalten
lisst sich u.a. darauf zuriickfithren, dass eine Wasserschicht von ~ 9 A zwischen zwei
Bilayern einer Phospholipidmembran [Kiselev et al. 2005b] eine grofe energetische
Barriere beziiglich der Penetration einer Kohlenwasserstoffkette (KW) in den
Nachbarlayer darstellt. Daher erscheint es energetisch glinstiger, wenn sich das
aufgespannte Ceramid in die Membran hineinschiebt. Des Weiteren weist die Ceramid-
Kopfgruppe eine wesentlich geringere Polaritit als die des DPPC auf, was die postulierte
Anordnung unterstiitzt. Die eigentiimliche Anordnung wird durch die berechneten
Streuldngendichteprofile hervorgebracht.

Die KW-Ketten des CER[NS] in FE-Konformation ragen in den Bereich der polaren
Kopfgruppen hinein und bedingen aufgrund der negativen Streulinge von CH,-Gruppen
(ps=-0,030-10"cm™?) und von CH;-Gruppen (p,=-0,087-10"'cm?) die herabgesetzte
Streuintensitdt im Vergleich zur reinen DPPC-Membran.

In der vorgeschlagenen Anordnung des CER[NS] in FE-Konformation befindet sich die

polare Kopfgruppe mit einer positiven Streuldnge im Bereich der Membranmitte.
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Abb.40 Vorschlag eines Strukturmodells der DPPC/ CER[NS]-Membran fiir ein Molverhéltnis von Xcgg/ns
=0,32.

Die Summe der Streuldngen von Kopfgruppe und Methylgruppen ist weniger negativ
resultierend in einem geringerem Minimum als in der reinen DPPC-Membran, in der
dieser Bereich nur durch Methylgruppen ( p,=-0,087-10"'cm™) gebildet wird.

Aus den Messungen an einer DPPC/ CER[NS]-Membran kann auf die Existenz des
CER|[NS] in der ausgestreckten FE-Konformation geschlossen werden. Nach Kislev et al.
[2005] tritt bei 60% Feuchtigkeit nur ein bestimmter Teil der Ceramidkomponente in
dieser Konformation auf. Diese Aussage sollte im Folgenden durch die Auswertung der
Fourier Profile von partiell deuterierten Ceramiden enthaltenen Membranen iiberpriift

werden.
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Abb.41 Das Neutronenstreuldngedichteprofil  py(x) der DPPC/
Das Intensititsmaximum in der CER[NS]-D3 Modellmembran bei 60 % Feuchtigkeit, 20°C und
einem Kontrast von D,0O/ H,O 8/ 92.

Membranmitte ergibt sich aus der
positiven Streuldnge der Deuteriumatome. Die CDs;-Gruppe befindet sich nur dann an
dieser Position, wenn das CER[NS] in hairpin-Konformation vorliegt.

Gleichzeitig existiert ein bestimmter Anteil Ceramid in FE-Konformation, denn die
gesteigerte Streuintensitét im Bereich der Kopfgruppe, die sich in der GroBenordnung der
reinen DPPC-Matrix befindet, ist zuriickzufithren auf die positive Streuldnge der CDs-
Gruppe des Ceramids in FE-Konformation bei oben beschriebener Anordnung in der

Membran.

Zusammenfassend ergaben sich zwei Hauptergebnisse aus den durchgefiihrten
Untersuchungen.

1). CER[NS] existiert bei 60% Feuchtigkeit in zwei nebeneinander vorliegenden
Konformationen. Dieses Wissen ist hilfreich in zukiinftigen Untersuchungen an SC Lipid-
modellmembranen, die CER[NS] enthalten werden. Die innerhalb der DPPC-Membran
vorgeschlagene Anordnung des CER[NS] erscheint paradox, basiert aber auf
reproduzierbaren experimentellen Befunden.

2). Aus préparativer Sicht ist die spezielle Markierung mit Deuterium-Atomen ein
wichtiges Instrument in der Anwendung von Neutronenstreuexperimenten. Dabei ist aber
zu beachten, dass diese Markierung nur an solchen Stellen und in solchem Grad sinnvoll
ist, wenn sie nicht mit anderen charakteristisch streuenden Molekiilteilen interagieren
bzw. durch diese liberdeckt werden. Im vorliegenden Experiment erfiillt die Deuterierung
in omega-Position der Fettsdurekette des Ceramids (CER[NS]-D3) diese Bedingungen.
Eine vollstindig deuterierte Fettsdurekette (im CER[NS]-D47) beeinflusste die

Streuintensitit in allen Membranbereichen, so dass eine differenzierte Betrachtung nicht
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moglich war. Die Deuterierung in unmittelbarer Ndhe zur stark streuenden Kopfgruppe
(CER[NS]-D2) brachte ebenfalls keine aussagekriftigen Ergebnisse hervor, da der
Abstand zwischen CD,- und Kopfgruppe unterhalb der Auflosungsgrenze des

Experimentes lag.
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IV.3. Untersuchungen an SC Lipid-Modellsystemen mittels Neutronen-
streuung

IV.3.1.Weiterfithrende Studien am Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/
PA/ ChS

Wie bereits beschrieben wurde in der Arbeit von Kiselev et al. [2005] erstmals die
Neutronenstreuung erfolgreich zur Charakterisierung der internen Membranstruktur einer
quaterndren Stratum corneum Lipid-Modellmatrix eingesetzt. In der Auswertung der
experimentellen Daten wurde vielfach der Vergleich zu Phospholipidmembranen
gezogen, da auf diesem Gebiet die Neutronenstreuung eine etablierte Methode ist. Eine
sehr geringe intermembrandre Hydratation und ein daraus resultierender starker
Zusammenhalt der Lipide innerhalb der Matrix wurden als wichtigstes Ergebnis
festgehalten, auf dessen Grundlage das armature reinforcement-Modell zur Beschreibung
der Lipidorganisation in der Modellmatrix entwickelt wurde. Das CER[AP] spielt dabei
als molekularer Nagel zwischen den einzelnen Lipidschichten eine zentrale Rolle. Des
Weiteren konnte aus dem Neutronenstreuldngedichteprofil eine mogliche Position des
Cholesterols innerhalb der Membran abgeleitet werden. In direkter Fortfiihrung dieser
Studie ergab sich zundchst die Fragestellung, ob durch Einsatz partiell deuterierter
Cholesterol-Derivate die Lokalisation dieses wichtigen Membranbestandteils prézisiert
werden konne. Ferner wurde in dieser Studie das CER[AP] als Mischung seiner beiden
Diastereomeren D- bzw. L-CER[AP] eingesetzt. Basierend auf der Tatsache, dass sich
Diastereomere in ihrem physikochemischen Verhalten unterscheiden, ergab sich die
Frage, ob ein Einfluss der D- bzw. L-Form des CER[AP] auf die Membranstruktur
besteht.

IV.3.1.1. Lokalisation von partiell deuterierten Cholesterols im quaterniren
SC Lipid-Modellsystem
Cholesterol ist innerhalb der SC Lipidmatrix die mengenmafBig groffite Komponente und
entsprechend verschiedener in vitro Studien wird ihm eine Schliisselrolle bei der
Ausbildung der Barrierefunktion zugesprochen [de Kruyff et al. 1974; Takahashi et al.
1996; Sparr et al. 1999]. Es konnte gezeigt werden, dass fiir die optimale Barrierefunktion
der Gehalt an CHOL so groB8 wie moglich, aber nicht tiber der Loslichkeit des CHOL
innerhalb der Lipidmatrix liegen sollte. Die sich sonst ausbildenden Doménen kristallinen
Cholesterols wiirden eine Diskontinuitdt der Lipidmatrix bedingen [Subramaniam et al.
1987; Engblom et al. 1998; Norlén 2000]. Dennoch treten in kiinstlichen SC Membranen

immer einzelne CHOL-Kristalle auf, die allerdings die multilamellare Organisation nicht
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beeinflussen [de Jager et al. 2004a]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass bei einem
hohen CHOL/ CERs-Verhiltnis die lamellare Organisation unempfindlich ist gegentiber
einer Anderung der Zusammensetzung der Ceramide [Bouwstra et al. 1999].
Zusammenfassend liegen viele Untersuchungen iiber die Spezifitit der Interaktionen
zwischen Cholesterol und anderen Membranbestandteilen vor, allerdings ist wenig
bekannt {iber die genaue Anordnung des CHOL innerhalb der Membran. Bouwstra et al.
[2002] postulieren im sandwich model, dass die innere Phase der trilamellaren LPP
gekennzeichnet ist von einer hohen Fluiditdt bedingt durch die dortige Anwesenheit des
CHOL und der ungesittigten Seitenketten der w-Acylceramide. Diese Ergebnisse basieren
auf Rontgendiffraktionsstudien, die aber keine Aussage liber die innere Membranstruktur
zulassen. Mclntosh [2003] zeigte in Rontgenuntersuchungen an porcinen SC Lipiden die
Bildung einer LPP, die in zwei asymmetrische Bilayer mit ungleichmifBiger CHOL-
Verteilung geteilt ist.

Die Neutronenstreuexperimente von Kiselev et al. [2005] am quaterndren SC Modell
unter Variation des CHOL-Anteils zeigten, dass mit zunehmendem CHOL-Anteil die
Intensitit des Maximums bei 12,8 A im Neutronenstreulingedichteprofil zunahm. Daraus
wurde geschlossen, dass dieses Maximum dem CHOL zugeordnet werden kann, genauer
der Grenze zwischen den Ringen A/B des Steroidgeriistes mit einer geringen Dichte an
negativ streuenden Wasserstoffatomen. Durch Verwendung zweier unterschiedlich

deuterierter CHOL-

Derivate sollte die

Lokalisation 5

genauer untersucht ‘ o»

werden. H</

Dabei wurde der

Cholesterol Cholesterol-D7 Cholesterol-D6
Vorteil spezifischer

Deuteriummarkieru

ngen in der Neutronenstreuung, der zu einer Verstirkung des lokalen Kontrasts fiihrt,
ausgenutzt.

Im Rahmen dieser Studie wurden folgende SC Lipid-Modellsysteme am V1
Diffraktometer untersucht (Tab.6).
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SC Lipid-Modellsysteme

Experimentelle Bedingungen

Art der Messung

CER[AP}/ CHOL-D7/ PA/ ChsS,

55/ 25/ 15/'5 % (wiw)

T=32°C, 60% rel.Feuchtigkeit,

H,0/ D,0=92/ 8, 80/ 20, 50/ 50
(W/w)

Rocking curve bei verschiedenen

def. Streuwinkeln

CER[AP]/ CHOL-D6/ PA/ ChS,

T=32°C, 60% rel.Feuchtigkeit,

theta- 2*theta scan von 0-30°

H,0/ D,0=92/ 8, 80/ 20, 50/ 50
(W/w)

55/ 25/ 15/'5 % (wiw)

Tab.6 Untersuchte SC Modellsysteme sowie Angaben iiber experimentelle Bedingungen und Art der
Messungen

Die nicht deuterierte Modellmembran [Kiselev et al. 2005] diente als Referenzmembran,
und wird im Folgenden auch so bezeichnet. Fiir eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse war
es notwendig, die gleichen experimentellen Bedingungen zu wihlen.

Als erstes wurde das System unter Verwendung des CHOL-D7, in dessen Alkylkette
sieben Wasserstoffatome gegen Deuteriumatome ausgetauscht waren, untersucht. Das

Neutronenstreumuster ist in Abb.42 dargestellt.

Intensity, a.u.

0 T T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8

QA"

Abb. 42 Neutronendiffraktionsbild des Systems CER[AP]/ CHOL-D7/ PA/ ChS vs. Referenzsystem
CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (kleines Bild) [Kiselev et al. 2005] (T=32°C, 60 % hum, H,O/ D,0O
92/ 8).
Die Unterschiede in den rel.Peakhdhen zeigen die Empfindlichkeit der Methode auf Deuterium-
markierungen.

Fiinf Diffraktionsordnungen konnten gemessen werden. Aus der Position der einzelnen
Reflexe wurde durch lineare Regression ein lamellarer Wiederholabstand von 45,05 A
ermittelt, der die Vergleichbarkeit zum Referenzsystem (d= 45,6 A) zulisst.

Aus der integrierten Peakintensitit wurden die absoluten Werte fiir die Strukturfaktoren
berechnet, deren Vorzeichen entsprechend der von Worcester [1976] und Franks und Lieb
[1979] beschriebenen Methode durch Kontrastvariation bestimmt wurden. Mittels einer
Fourier-Synthese erfolgte dann die Berechnung des Neutronenstreuldngedichteprofils

ps(x) im relativen MalBstab.
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In Abb.43 ist das Membranprofil fiir einen Kontrast von H,O/ D,O 92/ 8 abgebildet. Da
unter diesen Bedingungen Wasser die Streuldnge Null hat, wird somit nur die Membran
detektiert. Die zwei begrenzenden Maxima entsprechen den polaren Kopfgruppen
aufgrund der positiven Neutronenstreuldnge von Heteroatomen. Auch dieses Profil weist
keinen intermembrandre Raum auf. Der Abstand zwischen den den Kopfgruppen
zugeordneten Maxima d,;, entspricht dem lamellaren Wiederholabstand d, was auf einen
intermembrandren Raum kleiner als die Auflosungsgrenze hinweist. Dieses Ergebnis ist in

Ubereinstimmung mit dem Referensystem und erlaubt die vergleichende Betrachtung.

45 = 35

pJ(x), a.u.
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CH2 chains
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Abb.43 (links) Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[AP]/ CHOL-D7/ PA/ ChS Membran bei
T=32°C, 60%r.H. und H,O/D,0 92/8; (rechts) zum Vergleich Neutronenstreulingedichteprofil
ps(x) der Referenzmembran [aus Kiselev et al. 2005]

Der Unterschied zwischen beiden System besteht darin, dass das Fourier Profile der
Deuteriummarkierten Probe ein deutliches Maximum in der Membranmitte aufweist,
welches offensichtlich dem Isotopenaustausch zuzuordnen ist. Die kohérenten
Streuldngen von Wasserstoff (-3,741 fm) und Deuterium (6,671 fm) unterscheiden sich
deutlich. Das nicht markierte Referenzsystem weist in der Membranmitte (CHs-
Gruppenregion) ein deutliches relatives Minimum auf, das mit der dortigen hohen Dichte
an H-Atome korreliert. Das Maximum der CHOL-D7 enthaltenen Probe liefert nun den
Beweis, dass in der Membranmitte eine hohe Dichte an positiv streuenden
Deuteriumatomen herrscht und folglich die deuterierten CD;-Gruppen in diesem Bereich
lokalisiert sind.

In einem weiteren Versuch wurde das analoge Experiment an dem System
CER[AP]/ CHOL-D6/ PA/ ChS durchgefiihrt, wobei das CHOL-D6 eine selektive
Deuterierung an den Ringen A und B des Steroidgeriists aufwies.

Die Auswertung der Diffraktionsbilder und die Berechnung des Neutronen-
streuldngedichteprofils ps(x) erfolgte nach der beschriebenen Vorgehens-weise. Da die

direkte Analyse des Fourier-Profils keine weiteren Riickschliisse zulie, wurde die
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Differenz zwischen der Neutronenstreulingendichte der deuterierten Probe sowie der

nicht deuterierten Probe berechnet (Abb.44).

Daraus konnte der Einfluss des H-D-Austausches auf die Membranstruktur abgeleitet

werden. Das Maximum bei urspriinglich 12,8 A ist verschoben zu 17,5 A. Die Differenz

von 4,5 A entspricht dem Abstand
zwischen der Molekiilregion mit der
niedrigsten H-Atom-Dichte
(Maximum im Profil der nicht-
deuterierten Probe) und der Region
mit der hochsten Dichte an D-
Atomen (Maximum der deuterierten
Probe). Die Berechnung basiert auf
dem Abstand von 1,5 A zwischen
zwei sp>-hybridisierten Kohlen-

stoffatomen, woraus sich ein
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Abb.44 Differenzplot zwischen den Neutronenstreuldnge-
dichteprofilen CER[AP]/CHOL-D6/PA/ChS und

CER[AP}/CHOL/PA/ChS

Abstand von ~ 4,5 A zwischen drei C-Atomen ergibt [Fox 1994]. Allerdings ist

anzumerken, dass es nicht moglich ist, die exakte Position einzelner Atome im Molekiil

durch die gewéhlte Methode zu bestimmen. Aber gerade der Differenzplot (Abb.44)

erlaubt eine Abschitzung der Lokalisation der markierten molekularen Gruppen.

Zusammenfassend lieferte die Studie iiber die Lokalisation des CHOL in der SC Lipid-

Modellmatrix drei Ergebnisse:

i). Die Untersuchung am CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS Referenzsystem zeigte eine
grobe Zuordnung der Position des CHOL zu dem Maximum bei 12,8 A im
Membranprofil, welches der hypothetischen Achse durch das Molekiill mit der
geringsten Dichte an Wasserstoff-Atomen entspricht [Kiselev et al. 2005].

ii). Das Membranprofil des CER[AP]/ CHOL-D7/ PA/ ChS Systems brachte im
Zentrum eine hohe Dichte an Deuterium hervor, woraus die zentrale Anordnung der
Deuterium-markierten Alkylseitengruppen des CHOL-D7 gefolgert wurde (Abb.43
links).

iii). Die Berechnung des Differenzplots zwischen den Neutronenstreulingendichten
der deuterierten Probe CER[AP]/ CHOL-D6/ PA/ ChS und dem Referenzsystem
brachte die Verschiebung des Maximums von 12,8 auf 17,5 A. Dieser Unterschied

entspricht dem Abstand zwischen der niedrigsten Dichte an negativ streuenden H-
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Atome in der nicht-deuterierten Probe und der hochsten Dichte an positiv streuende

D-Atomen in der deuterierten Membran (Abb. 44).
Auf Grundlage dieser experimentellen Befunde lagen drei Fixpunkte zur Beschreibung
der Position des Cholesterols innerhalb der Membran vor. Zur Veranschaulichung dieses
Ergebnis wurde eine schematische Darstellung entwickelt [Abb.45]. Demnach ist das
Cholesterol in die Kohlenwasserstoffregion des Bilayers eingebettet. Diese Anordnung
vergroBert die hydrophoben Wechselwirkungen zu den Alkylketten der Ceramide und der
Fettsduren. Unser Modell iiber die Anordnung des CHOL ist nachvollziehbar und
entspricht anderen Studien zur Position des CHOL. Es bleibt anzumerken, dass es sich bei
der vorgeschlagenen Anordnung natiirlich nicht um eine starre Fixierung handelt.
Vielmehr sollte in diese Diskussion auch der Einfluss des Phasenverhaltens der einzelnen
Lipide einflieBen, da die Vermutung nahe liegt, dass die Position des Cholesterols
dadurch beeinflusst werden konnte. Es fehlen allerdings genauere Ergebnisse aus DSC-,
ramanspektroskopischen, sowie WAXS-Untersuchungen an diesen Systemen, um diese

Fragestellung zu erortern.

CER[AP]-
hairpin Konf.
Membrandicke 45.1A CHOL

cr s Do
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FEA ful extended Konf. schicht 1A

Abb.45 Schematische Darstellung des SC Lipid Modellsystems CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS

Abschliefend zu dieser Studie bleibt festzuhalten, dass es sich um eine Fortfithrung der
ersten Messungen am Referenzsystem handelte und dass die dabei postulierte Position des
CHOL durch Einsatz spezifisch deuterierter CHOL-Derivate bestitigt und prézisiert
werden konnte. Es wurde ein weiterer Beweis fiir die nutzvolle Anwendung der

Neutronenstreuung an SC Lipid-Modellsystemen geliefert, erweitert um den Aspekt, dass
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neben  Struktur-Wirkungs-Beziehungen auch die Positionsbestimmung einzelner

Membranbestandteile durch Isotopenaustausch moglich ist.

(publiziert in: Kessner, D., Kiselev, M.A., HauR}, T., Dante, S., Wartewig, S, Neubert, R.H.H.
Localisation of partially deuterated cholesterol in quaternary SC lipid model membranes.

A neutron diffraction study

European Biophysical Journal with Biophysics Letter (2008), Online verdffentlicht

IV.3.1.2. Einfluss der Diastereomere D-CER[AP] und L-CER[AP] auf die
Membranstruktur

Wie einleitend zu diesem Kapitel gesagt, stand im Folgenden die Frage, ob die Diastereo-
meren des CER[AP] eine andere innere Membranstruktur als das System DL-CER[AP]/
CHOL/ PA/ ChS bewirken. Dabei richtete sich das Interesse vornehmlich auf das
natiirlich vorkommende D-CER[AP].
Nach Auftrennung des Gemisches mittels einer pridparativen DC wurden folgende
Modellmembranen hergestellt:

e D-CERJAP]/ CHOL/ PA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m)

e L-CERJAP]/ CHOL/PA/ ChS (55/25/ 15/ 5% m/m)
Um neben dem Einfluss auf die Membranstruktur auch das Phasenverhalten der
Lipidmembranen charakterisieren zu kdnnen, wurden unterschiedliche Temperaturen und

rel. Feuchtigkeitsgehalte gewdhlt. In Tab.7 sind die experimentellen Befunde

gegeniibergestellt.
Experimentelle Bedingungen L-CER[AP]/CHOL/PA/ChS D-CER|AP]/CHOL/PA/ChS
Trocken (Raumfeuchte) ; -eine Phase -eine Phase
T=20°C d=434 A d=42 A
60% r.H, -keine Phasenseparation -Phasenseparation
T=32°C d=445A Phase 1 : d=46,63 A
Phase 2 : d=42,17 A
¢ reversible ¢ reversibel
98% r.H, -Phasenseparation -keine Phasenseparation
T=32°C Phase 1 : d=50,0 A d=46,6 A

Phase 2 : d=46,6 A

Tab.7 Experimentelle Befunde der Systeme L-CER[AP]/CHOL/PA/ChS und D-CER[AP]/CHOL/PA/ChS

Auffillig ist sofort, dass im trockenen Zustand die Membranen jeweils eine einheitliche
Phase bilden, die allerdings einen kleineren d-Wert aufweisen als das Referenzsystem (d=
45,6 A). Nach Equilibrierung des Systems bei T=32°C und 60% r.H. wurde eine
Vergroflerung des lamellaren Wiederholabstandes d fiir das L-CER[AP]-System
festgestellt. Im D-CER[AP]-System kam es hingegen zu einer Phasenseparation, wobei

die zwei Phasen d-Werte von d;= 46,63 A bzw. d,=42,17 A aufwiesen. Die
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Durchfiihrung der Messungen bei 98% r.H. brachte eine Phasenseparation fiir das L-
CER[AP]-System hervor (d;= 50,0 A bzw. do= 46,6 A), im D-CER[AP]-System trat unter
diesen Bedingungen nur ein Phase mit einer Periodizitit d von 46,6 A auf

Zur Interpretation dieser kontrovers erscheinenden experimentellen Befunde werden noch

einmal die Strukturformeln der

oH oH
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beiden Diastereomeren gezeigt e - 0 .
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(Abb.  46). Literaturangaben LcERe O D-ceRe ™

zufolge bedingt die stereo- | Abb.46 Strukturformel von L-CER[AP] (links) und D-
CERJAP] (rechts)

chemische Anordnung der OH-
Gruppen im L-CER[AP] die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, die zu einer
internen Neutralisation der Polaritdt der Kopfgruppe fithren. Somit weist die L-Form nach
aulen hin eine geringere Hydrophilie auf als die D-Form [Pascher 1976].

Die Auswertung der Daten basierte hauptsdchlich auf der von Raudenkolb et al. [2005]
durchgefiihrten  Studie iber den Polymorphismus des CER[AP] mittels
schwingungsspektroskopischen und Rontgendiffraktionsstudien seiner Diastereomere.
Sowohl fiir die L-, als auch die D-Form wurden mehrere lamellar kristalline Phasen
detektiert, die sich allerdings in den Periodizititen deutlich unterschieden. Trotz gleicher
Kettenldingen waren die lamellaren Phasen des D-Cer[AP] groBer als die des L-CER[AP].
Der groBBere d-Wert fiir das D-CER[AP] wurde auf die gestreckten Anordnung (fu!/
extended) der Ketten zuriickgefiihrt. Die Verkiirzung der Periodizitdt des L-CER[AP]
wurde durch das Modell der V-formigen Anordnung der Fettsdurekette nach Dahlén und
Pascher [1979] erkldrt. In den vorliegenden Neutronenstreuuntersuchungen an den
CERJ[AP] enthaltenen SC Lipid-Modellmembranen wurde bei Raumfeuchtigkeit eine
analoge Verkiirzung des d-Wertes fiir das L-CER[AP]-System nicht detektiert (Tab.8).

Die jeweils die reinen Diastereomere enthaltenen Modellsysteme wiesen vergleichbare

Periodizititen auf, die mit
rel.Feuchtigkeit System mit System mit

steigendem Feuchtigkeitsgehalt L-CER[AP] | D-CER[AP]
Raumfeuchtigkeit 434 A 42 A
zunahmen und dann der
o 60% r.H. 44,5 A 46,6 A
Periodizitit des DL-CER[AP]
98% r.H. 46,6 A 46,6 A

enthaltenem Systems

Tab.8 Tendenz der d-Werte in Abhingigkeit von der rel. Feuchte

entsprachen.
Der bei Raumfeuchte gemessene kleinere d-Wert von ~ 43 A ldsst vermuten, dass die

reinen Diastereomere innerhalb der Lipidmatrix dichter gepackt sind, also eine idealere
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Packung ergeben als die Mischung aus DL-CER[AP] in der Referenzmembran. Damit
korreliert auch eine kleinere Fliche/ Kopfgruppe und auch ein kleinerer d-Wert.

Die Beobachtung groBer werdender Periodizitdten in Abhéngigkeit von der rel. Feuchte
weicht von den Ergebnissen von Raudenkolb et al. [2005] ab. Fiir die dort postulierte
gestreckte bzw. gewinkelte Kettenanordnung des CER[AP] ergibt sich keine Moglichkeit
zur Wechselwirkung mit Wasser. In diesen Anordnungen schirmen die in entgegen-
gesetzte Richtungen zeigenden Fettsdure- und Phytosphingosin-Seitenketten die Kopf-
gruppe des Ceramids vor dem Wasser ab. Im vorliegenden Fall kann also angenommen
werden, dass die reinen Diastereomeren jeweils im Verbund mit den anderen SC Lipiden
in der ful extended-Konformation und in der hairpin-Konformation (beide Seitenketten
zeigen in dieselbe Richtung) vorliegen und durch letztere eine Interaktion mit Wasser
moglich ist. Inwieweit dieser Effekt mit der dichten Packung der reinen Diastereomere
zusammenspielt bzw. wie gro der Anteil an Ceramid ist, der in ful-extended
Konformation vorliegt (fiir den engen Kontakt zwischen benachbarten Bilayern), kann
aufgrund der noch geringen Datenmenge an dieser Stelle nicht diskutiert werden. Zur
Klérung dieser Fragestellung bietet sich eine synthetische Darstellung spezifisch
deuterierter =~ CER[AP]-Derivate an. Untersuchungen  an  entsprechenden
Modellmembranen lassen moglicherweise dem CER[NS] analoge Aussagen zu [Kapitel

IV.2.1].

Die Auswertung des Einflusses des System mit System mit
. ) L-CER[AP] D-CER[AP]
zweiten duBleren Parameters, der tH 60%; 20°C 1 Phase 1 Phase
Temperatur, auf das Phasen- rH 60%; 32°C 1 Phase 2 Phasen
verhalten der zwei  Modell- | 1H98%;32°C 2 Phasen 1 Phase
: . Tab.9 Einfluss von Temperatur und rel. Feuchtigkeit auf die
membranen ergab allerdings keine SC Lipid-Modellsysteme

direkte Abhéngigkeit (Tab.9). So
weist das L-CER[AP]-System bei 60% r.H. bei beiden Temperaturen eine Phase auf, bei
Erhohung der Feuchtigkeit wurde ein Zwei-Phasen-System beobachtet. Im Falle des D-
CER[AP]-Systems detektierte man bei 60% r.H. bei niedriger Temperatur ein einphasiges
und bei hoherer Temperatur ein Zweiphasen-System. Interessanterweise bewirkte hier die
Erhohung der Feuchtigkeit bei T=32°C die Riickbildung zum Einphasen-System.

Durch Wiederholungsmessungen wurde iiberpriift, dass dieses Verhalten reversibel ist.
Beide Membranen stellen damit Gleichgewichtssysteme dar und es handelt sich bei den

Ergebnissen nicht um Artefakte einer zu langsamen Kinetik.
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Es wird vermutet, dass bei hoherer Temperatur die Wasserpenetration in die Membran
ansteigt, die in Abhéngigkeit von der jeweils betrachteten Membran zu unterschiedlichen
Ergebnissen fiihrt.

Im Falle des D-CER[AP]-Systems liegt wie beschrieben das natiirlich vorkommende,
polarere Diastereomer vor. Bei 60% r.H. und T=20°C bildet das System eine einphasige
multilamellare Membran aus. Die durch eine hohere Temperatur (T=32°C) bedingte
groBere Wasserpenetration filihrt zu einer kurzzeitigen Wasseriiberséttigung der Membran,
die in der Ausbildung eines Zweiphasen-Systems resultiert. In einem zeitgesteuerten
Prozess stellt sich dann ein Gleichgewicht im System ein, realisiert durch eine
hinreichende Hydratation der Kopfgruppen der Ceramide in Haarnadel-Konformation. Im
Zuge dieser Gleichgewichtseinstellung liegt das System in einer einheitlichen Phase vor.
Die Erhohung der Feuchtigkeit auf 98% fiihrt nicht zu einem erneuten Aufbrechen der
Membran. Dieser Effekt basiert auf der hohen Kopfgruppenpolaritit des D-CER[AP],
welches in hohem Umfang hydratisiert werden kann. Es liegt die Vermutung nahe, dass
eine weitere Temperaturerhohung mit gesteigerter Wasserpenetration allerdings zum
Auseinanderbrechen des Systems fiihren wiirde. Aufgrund der Absittigung der
Kopfgruppen konnte kein Wasser mehr vom System aufgenommen werden. Dieses
Verhalten lieBe sich auch mit Beobachtungen an nativen Stratum corneum korrelieren.
Fir die Ausbildung optimaler Barriereeigenschaften ist eine hinreichend grof3e
Hydratation erforderlich. Sowie das Wasserangebot aber einen kritischen Wert
iiberschreitet, bricht das System unter Verlust der Barrierefunktion auf [Neubert und
Wepf 2007].

Zum D-CER[AP]-System analoge Betrachtungen konnen auch fiir das L-CER[AP]-
System angestellt werden. Sowohl bei 20°C als auch bei 32°C tritt hierfiir bei 60% r.H.
ein einphasiges System auf. Es wird allerdings vermutet, dass der zur Zweiphasigkeit des
D-CER[AP]-Systems bei T=32°C analoge Zustand unter den gewihlten experimentellen
Bedingungen nicht erfasst wurde. Moglicherweise wird eine Temperaturen <32°C zu
einer gesteigerten Wasserpenetration in den Bilayer flihren, was zunichst eine
Ubersittigung des Systems mit daraus resultierender Zweiphasigkeit bedingen wiirde.
Ebenfalls in einem zeitgesteuerten Prozess erfolgt die vollstindige Hydratation der
Kopfgruppen und Einstellung eines Gleichgewichtszustandes unter Ausbildung eines
Einphasen-Systems. Bei 98% r.H. besteht dann fiir dieses System schon eine

Wasseriibersittigung, die zum Auseinanderbrechen der Membran der Membran fiihrt.
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Dieses Phinomen lieBe sich auf die geringere Polaritit des L-CER[AP] zuriickfiihren,
welches weniger hydratisiert werden kann als die D-Form.

Die vorliegenden ersten Untersuchungen zum Phasenverhalten der SC Lipide in
hochorientierten Modellmembranen deuten ein Potential an, dass auf molekularer Ebene
der Einfluss von &uBeren Parametern wie Temperatur und Feuchtigkeit mithilfe der
Neutronenstreuung gut studiert werden kann. Die Interpretation dieser zum
gegenwirtigen Zeitpunkt noch geringen Datenmenge kann aber noch nicht hinreichend
abgesichert werden. Zunéchst sollten den Monosubstanzen D-CER[AP] und L-CER[AP]
analoge schwingungsspektroskopische und Rontgendiffraktionsstudien an den
Lipidmischungen durchgefiihrt werden. Des Weiteren wiirden Festkorper-NMR-
untersuchungen zur Aufklidrung der lokalen Kopfgruppenstruktur beitragen. Unter
Anwendung der Neutronenstreuung sollte zum einen ein detaillierter Temperaturscan fiir
zwel verschiedene rel. Feuchtigkeitsgehalte bzw. eine Messung in Wasseriiberschuss die
Einblicke in das Verhalten der diastereomerenreinen Membranen vertiefen. Zudem war
die Zuordnung der Phasen wegen der auftretenden Mehrphasigkeit schwierig. Hierbei
wiirde eine Wiederholung der Messungen unter Verwendung speziell deuterierter Lipide
(z.Bsp. deuterierte Ceramide oder Fettsduren) hilfreich sein, um feststellen zu konnen,
welche Komponenten welche Phasen bilden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren
diese Untersuchungen sowohl aus messtechnischen als auch aus zeitlichen Griinden nicht

durchfihrbar.

Urspriinglich sollten die Vermessungen der diastereomerenreinen Membranen und der
Vergleich zum Referenzsystem iiber die berechneten Neutronenstreuldngedichtprofile
Aussagen zulassen, inwieweit die Diastereomeren die innere Membranstruktur
beeinflussen. Dieser Vergleich ist uneingeschrinkt nicht moglich gewesen, da der
Berechnung des Membranprofils des Referenzsystems flinf Diffraktionsordnungen
zugrunde lagen, dem der diastereomerenreinen Membranen jeweils nur drei. Des
Weiteren gilt das Neutronenstreuldngedichteprofil des Referenzsystems fiir T=32°C und
60% r.H. Das bei analogen Bedingungen aufgenommene Spektrum des D-CER[AP]-
Systems war aufgrund der beobachteten zwei Phasen nicht zur Berechnung geeignet.
Somit ergab sich eine gegeniiberstehende Betrachtung des Referenzsystem bei 60% r.H.
und des D-CER[AP]-Systems bei 98% r.H. Der sich daraus ergebene Vergleich kann
daher lediglich als Ndherung gesehen werden. (Auf eine entsprechende Diskussion zum

Neutronenstreuldngedichteprofil des L-CER[AP]-Systems wird an dieser Stelle
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verzichtet, da es sich bei L-CER[AP] nicht um die natiirlich vorkommende Form des
CERJAP] handelt.)

In der Auswertung beider Membranprofile (Abb.47) fillt auf, dass sie die
charakteristischen Membranbereiche (Bereiche der polaren Kopfgruppen an den zwei
Seiten des Profils; Bereich der Methylgruppen in der Profilmitte) teilen. Daraus lésst sich
schlieen, dass in beiden Membranen eine vergleichbare Organisation der Lipide in der
Matrix vorliegt. Diese Feststellung erlaubt wiederum den Vergleich beider Profile durch
Darstellung im gleichen relativen Maf3stab (Abb.47), wobei die Normierung auf die in
beiden Féllen gleich ausgeprigten Bereiche der Methylgruppen erfolgte. Die zwei Profile
unterscheiden sich im Feuchtigkeitsgehalt, bei dem die Probe vermessen wurde. Dieser

Unterschied hat Auswirkungen auf die Membranstruktur.

Reference system
DL-CER(AP)/CHOL/PA/ChS
50%D20, 60%r.H.

py(x), a.u.

D-CER(AP)/CHOL/PA/ChS
50%D,0, 98%r.H.

-25 -22.5 -17.5 -15 -12.5 -75 -5 . 125 15 175 20 225 25

20 10 10
; X, A

Abb.47 Vergleichende Betrachtung der Neutronenstreuldngedichteprofile py(x) der Referenzmembran (rot)
zum D-CER[AP]-System (schwarz). Der Unterschied zwischen beiden besteht in der Breite des
Ubergangsbereichs zwischen dem hydrophilen und dem hydrophoben Membranbereich. Dieser ist
gekennzeichnet durch einen steilen Abfall fiir die Referenzmembran (links-rotes Rechteck) bzw.
durch einen breiten Ubergang fiir das D-CER[AP]-System (rechts-graues Rechteck)

Das Profil des Referenzsystems weist einen scharfen Ubergang zwischen dem Bereich der
polaren Kopfgruppe und dem hydrophoben Membranbereich auf. Bei 60% r.H. erfolgt
nur eine geringe Hydratation der Kopfgruppe, da nur wenig Wasser vorliegt. Zudem liegt
nach den Vorstellung des armature reinforcement Modells [Kiselev 2007; Kessner et al.
2007a] ein bestimmter Anteil an CER[AP] in ful extended-Konformation vor, der
aufgrund der Abschirmung der Kopfgruppen durch die Seitenketten nicht mit Wasser in
Wechselwirkung treten kann. AuBerdem erfolgt eine starke Absittigung der polaren
Kopfgruppen durch intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen. Diese drei Effekte
bedingen in Analogie zu anderen Studien [Nagle und Tristram-Nagle 2000] die geringe
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Hydratation der polaren Kopfgruppen, eine geringe Flache/ Kopfgruppe und eine geringe
Eindringtiefe des Wassers in den Bilayer. Dieses Verhalten wird durch die scharfe Grenze
zwischen hydrophilem und hydrophobem Membranbereich deutlich.

Fiir den Fall des D-CER[AP]-Systems ist der Ubergang zwischen hydrophilem und
hydrophobem Membranbereich wesentlich breiter. Dieses konnte auf folgende Effekte
zuriickzufiihren sein: die Kopfgruppe des D-CER[AP] weist eine hohe Polaritit auf und
zusammen mit der Vermutung, dass in diesem System der Einfluss des Ceramidanteils in
Haarnadel-Konformation groB ist, ergibt sich eine bessere Hydratation des hydrophilen
Bereichs. Demzufolge ist die Fliche/ Kopfgruppe groBer, woraus eine hohere
Beweglichkeit und ein groBerer Platzbedarf der Alkylketten resultiert [Nagle und
Tristram-Nagle 2000]. Somit kann das Wasser tiefer in den Bilayer penetrieren und der
Ubergang zum hydrophoben Bereich ist diffuser und weniger scharf als beim
Referenzsystems. Dieses Verhalten wird ebenfalls noch durch das Vorliegen eines hohen
atmosphérischen Wassergehaltes von 98% r.H. in der Messzelle begiinstigt.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass aufgrund der experimentellen
Bedingungen ndherungsweise ein Vergleich zwischen dem Membranprofil des
Referenzsystems (Mischung DL-CER[AP]) und dem D-CER[AP]-System moglich war.
Im Rahmen des experimentellen Fehlers vergleichbare d-Werte erlaubten die Darstellung
beider Membranprofile im gleichen relativen Maf3stab und es ergab sich fiir beide die
gleiche Lipidorganisation innerhalb der Membran. Allerdings bedingen sowohl ein
hoherer rel. Feuchtigkeitsgehalt (98%) als auch die Verwendung des reinen Diastereomers
D-CER[AP] eine Aufweitung des Ubergangs zwischen hydrophilen und hydrophobem
Membranbereich. Zusammen mit den vorangestellten Beobachtungen iiber den Einfluss
der zwei Diastereomere auf das Phasenverhalten der Membran ldsst sich folgendes
schlussfolgern: der Aufbau der Membran ist relativ unabhidngig von dem verwendeten
Diastereomer. Die Eigenschaften der Membran hingegen werden deutlich beeinflusst, je
nachdem ob die Mischung aus DL-CER[AP] oder das jeweilige Diastereomer vorliegt.

Im Rahmen dieser ersten Neutronendiffraktionsstudie iiber das Phasenverhalten von SC
Lipid-Modellmembranen konnte ebenfalls die Bedeutung der gewéhlten Methode
verdeutlicht werden. Nicht nur die Lipidorganisation bzw. eine Lokalisation einzelner
Lipide durch Deuteriummarkierungen lassen sich im Membranprofil verfolgen, sondern
auch die Einfliisse duflerer Parameter wie rel. Feuchte und Temperatur werden im

Neutronenstreuldngedichteprofil erkennbar.
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IV.3.2. Entwicklung von SC Lipid-Modellsystemen unter Verwendung des
w-Acylceramids CER[EOS]
Innerhalb der SC Lipidmatrix stellen die Ceramide die mengenméBig grofte Fraktion dar,
deren Bedeutung fiir die Ausblidung und Aufrechterhaltung der Barrierefunktion
unumstritten ist. Der genaue Mechanismus der Barrierefunktion bzw. die Rolle der neun
Ceramid-Subspezies sind allerdings noch weitgehend unbekannt. Aus der Literatur ist
bekannt, dass das m-Acylceramids CER[EOS] eine Schliisselrolle bei dem Aufbau der
Hautbarriere einnimmt [Bouwstra et al. 1998; Mclntosh 2003]. Bedingt durch seine
einzigartige Struktur aus einer ®-Hydroxy-Triacontansdure verestert mit der doppelt
ungesittigten Linolsdure soll es die Ausbildung einer Long-Periodicity-Phase (LPP) von
130 A bedingen. Allerdings ist sowohl die Existenz der LPP als auch der Aufbau
innerhalb dieser Phase immer wieder Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen
[Pfeiffer et al. 2000; Al-Amoudi et al. 2005].
Ziel der vorgestellten Studie war zundchst die Entwicklung einer einfachen
Lipidmembran, die kommerziell erworbenes CER[EOS] enthielt. Das aus den
Neutronenstreudaten berechnete Membranprofil sollte den Einfluss des CER[EOS] auf
den Membranbildungsprozess zeigen, vor allem unter Beachtung der besonderen
Ceramidstruktur.
In Fortfiihrung dieser Studie sollte dann zum einen der Einfluss der
Kopfgruppenarchitektur auf die Membranstruktur untersucht werden. Dazu wurde
CER[EOS] durch CER[EOP], das als Phytosphingosin eine hdhere Polaritit der
Kopfgruppe aufweist, ausgetauscht.
Des Weiteren wurde das primir entwickelte CER[EOS]-basierte System in seiner
Zusammensetzung so variiert, dass die Lipidmischung auf Modellebene der SC
Lipidmatrix entsprach. Dieses ,,SC Lipid Model substitute” wurde dann mithilfe der

Neutronenstreuung umfangreich charakterisiert.

1V.3.2.1. Entwicklung eines terniiren SC Lipid Modellsystem

CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL
Die im Rahmen dieser Studie untersuchten Systeme wurden entsprechend der
beschriebenen Methode pripariert und am V1 Diffraktometer des HMI Berlin vermessen

(Tab.10).
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SC Modellsystem Experimentellen Bedingungen Scan
CER[AP]/ CHOL T=32°C; 60% r.H. theta-2*theta scan
50/50 % (m/m) H,0/ D,0 92/ 8 ( m/m)

CER[EOS]/ CHOL/ PA T=32°C; 60% r.H. theta-2*theta scan
55/25/ 20 % (m/m) H,0/ D,0 92/ 8 ( m/m)

CER[EOS]/ CER[AP}/ CHOL

T=32°C; 60% r.H.

33/ 22/ 45 % (m/m) H,0/ D,0 50/ 50; 0/100 ( m/m)

theta-2*theta scan

CER[EOS]/ CER[AP)/ CHOL/ PA
33/22/25/ 20 % (m/m)

T=32°C; 60% r.H.

H,0/ D,0 92/ 8 ( m/m)

theta-2*theta scan

Tab.10 Ubersicht iiber die untersuchten Systeme sowie iiber die experimentellen Bedingungen

In der Auswertung der Daten wurde zunéchst tiberpriift, inwiefern die einzelnen Systeme

multilamellar orientierte Membranen ausbilden.

Fiir die Mischung CER[AP]/ CHOL konnte keine lamellare Orientierung nachgewiesen

werden. Diese Beobachtung deckt sich mit denen von de Jager et al. [2003], die eine

geeignete Kettenldngenverteilung von Ceramiden bzw. FFA als Notwendigkeit fiir den

Erhalt einer geeigneten Lipidmischung beschreiben.

Das System CER[EOS]/ CHOL/ PA bildete ebenfalls keine multilamellare Membran.

Dieses Ergebnis unterstreicht, dass nicht nur die Anwesenheit von CER[EOS], sondern

auch eine geeignete Anzahl anderer Ceramide fiir die Ausbildung der Lipidorganisation

bedeutsam ist [de Jager et al. 2003].

Aus den Neutronendiffraktionsmuster
des Systems CER[EOS]/ CER[AP]/
CHOL konnte die Ausbildung einer
multilamellaren ~ Ordnung  abgeleitet
werden (Abb.48).

Der lamellare Wiederholabstand d wurde
mit 45,2 A berechnet. Das Auftreten
einer Long-periodicty Phase (LPP) von
130 A wurde hingegen nicht beobachtet.
Zusitzlich  wurde  phasensepariertes
Cholesterol anhand der Reflexe bei Q=
0,18 A" und Q,=0,37 A" festgestellt.
Zur Absicherung der Zugehorigkeit

s |
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Abb.48 Neutronendiffraktionsbild CER[EOS]/

CER[AP]/CHOL bei T=32°C; 60%r.H., H,O/ D,0 50: 50
LILIII: Diffraktionsordnungen der Modellmembran

1,2: Reflexe CHOL-KTristalle

dieser Reflexe zu CHOL-KTristallen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Balagurov
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(Frank Laboratory of Neutron Physics, JIND, Dubna, Russland) Berechnungen zur
Bestimmung der Gitterkonstanten des Cholesterol-Kristalls miteinbezogen. Die
Auswertung dieses Systems war mdglich, da in vielen Arbeiten [Huang et al. 1999;
Brzustowicz et al. 2002; Jager et al. 2005; Ali et al. 2006], beschrieben ist, dass das
Auftreten von kristallinen Cholesterol nicht die Ausbildung der multilamellaren
Lipidorganisation beeintrachtigt.

Fir die Mischung CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL/ PA konnte zwar ein lamellarer
Wiederholabstand von d= 42.2 A ermittelt werden, allerdings traten hier neben CHOL-
Kristallen zusdtzlich Reflexe von phasenseparierter Palmitinsdure auf, die eine
Berechnung des Neutronenstreuldngedichtprofils nicht moglich machten.
Zusammenfassend erwies sich lediglich das terndre System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL
als geeignet, als CER[EOS]-basiertes multilamellares Modellsystem weiter betrachtet zu
werden. Es hat sich bestitigt, dass eine geeignete Kettenlédngenverteilung (CER[EOS]:
2.C48 und C16; CER[AP]: 2C18 und C16) notwendig ist, um Cholesterol hinreichend in
der Lipidmatrix zu solubilisieren und die Ausbildung einer Membran zu ermoglichen. Die
LPP wurde trotz der Anwesenheit von CER[EOS] nicht detektiert.

In der Literatur ist beschrieben, dass die Vervollstindigung der Lipidmischung durch eine
Fettsidure (FFA) fiir die Ausbildung der langen Periodizitit erforderlich ist [de Jager et al.
2003]. Unsere Untersuchungen am System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL/ PA haben
ebenfalls nicht die Existenz einer LPP hervorgebracht. Die Phasenseparierung der PA
wurde auf die Unterschiede in den Kettenlingen von CER[EOS] und PA zuriickgefiihrt,

welches die Ausbildung einer homogenen Mischung verhinderte.

Aus dem Neutronendiffraktionsbild des Systems CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL konnte
das Neutronenstreuldngedichteprofil ps(x) berechnet werden (Abb.49). Bei der
Bestimmung der Vorzeichen der Strukturfaktoren musste hierbei beachtet werden, dass
die Probe nur bei zwei H,O/ D,O Kontrasten vermessen werden konnte. Ublicherweise
benotigt man drei Kontraste, um die Abhingigkeit der Strukturfaktoren vom D,0-Gehalt
entsprechend der Regel von Worcester [1976] und Franks und Lieb [1979] zuzuordnen.
Da allerdings die Diffraktionsordnungen bei einem Kontrast von H,O/ D,O 92/8 (w/w)
eine zu geringe Intensitit zeigten, konnte diese Messung nicht mit in die Auswertung
eingehen. Die Vorzeichen der Strukturfaktoren wurde daher aus den sechs sich ergebenen
Moglichkeiten als -, +, - flir die Diffraktionsordnungen 1, 2 und 3 bestimmt. Diese
Zuordnung ist in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen an SC Lipid-

Modellsystemen.
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AnschlieBend wurde durch eine Fourier-Synthese das Neutronenstreuldngedichteprofil
iiber die Membran im relativen MaBstab erhalten. Ublicherweise erlaubt erst die
Anwesenheit von vier Diffraktionsordnungen die Durchfiihrung einer Fourier-Synthese.
Aufgrund des angestrebten Vergleichs zum Referenzsystem wurde die Berechnung des

ps(x) mit drei Ordnungen durchgefiihrt [Kiselev 2006].

s
| <
6 ~
X
reference system d
CER (AP)/ CHOL/ PA/ CHS 5
polar head
group region
4
3 -
2 _

CER(EOS)/ CER(AP)/ CHOL

75 15 125 , 75 5 o® > 5 75 , 125 15 175 225
-10 0> 10 20
-1 CH, groups X,A
region

CHj, groups
region

Abb.49 Neutronenstreuldngedichteprofil ps(x) der CER[EOS]/CER[AP])/ CHOL Membran (33/22/ 45 %
(w/w)) bei 60% r.H.; HyO/D,0O 50:50, T=32°C gegen die @ CER[AP]/ CHOL/PA/ChS
(55/ 25/ 15/'5 % w/w) Membran gemessen unter den gleichen Bedingungen.

In der Auswertung der Daten fiel auf, dass der lamellare Wiederholabstand d= 45,2 A
vergleichbar ist mit dem des Referenzsystems CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (d= 45,6 A).
Daher konnten beide Profile in einer graphischen Darstellung gezeigt werden (Abb.49).
Da beide Profile jeweils in einem relativen Mal3stab (engl. arbitrary units, a.u.) berechnet
wurden, mussten sie fiir den angestrebten Vergleich normiert werden.

Fiir diesen Vorgang wurden die kohdrenten Streulingen fiir Methyl- (- 0,087-10"" cm™)
bzw. Methylengruppen (- 0,030-10"" cm™) herangezogen.

Im Fall der Referenzmembran wird die Membranmitte ausschlieBlich von Methylgruppen
gebildet [Kiselev et al.2005]. Deren Streuldnge von - 0,087-10"" cm™ wird der Einfachheit
halber auf -1 a.u. gesetzt. Da im Verhiltnis zur Referenzmembran der
Methylgruppenbereich der CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL Membran Unterschiede
aufweist, konnte dieser nicht fiir die Normierung genutzt werden. Daher wurde auf den
Bereich der Methylengruppen normalisiert, der von keiner anderen molekularen Gruppe
verfalscht wurde und als konstant angesehen werden konnte. Daher wurde dieser Bereich
auf -0,3 a.u. normiert, entsprechend der kohidrenten Neutronenstreulinge von -

0,030-10"" cm™ fiir die CH,-Gruppe.



Ergebnisse und Diskussion 110

Aus der so gewdhlten Darstellung beider Membranprofile konnten folgende Ergebnisse
abgeleitet werden.

i). Analog zum Referenzsystem wies auch das Membranprofil des terndren Systems
keinen messbaren Intermembranraum auf. Der lamellare Wiederholabstand d und die
Membrandicke d,, entsprechen sich, was auch rechnerisch nachgewiesen wurde.

ii). Beide Profile teilen den Bereich der polaren Kopfgruppen, allerdings unterscheiden sie
sich in den Intensitdten der Maxima. Das terndre System weist in diesem Bereich eine
geringere Intensitét auf.

iii). Das Minimum von p,(x) in der Membranmitte fiir das Referenzsystem korreliert mit
der Position der Methylgruppen. Laut Abb.49 ist die Intensitit dieses Bereichs fiir das
terndre System geringer ausgeprigt. Dieser Fakt deutet darauf hin, dass dieser

charakteristische Membranbereich nicht nur von Methylgruppen gebildet wird.

Das Fehlen der LPP im ternidren System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL, die nahezu
identischen Periodizititen fiir das ternidre und das Referenzsystem sowie die aus dem
Membranprofil abgeleiteten Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass das langkettige
CER[EOS] in die Phase kurzer Periodizitit von 45,2 A integriert wurde. Die lange o-
Acylseitenkette ragt in den Nachbarlayer hinein und fungiert damit als molekularer
Anker. Zur Visualisierung dieser Erkenntnisse wurde eine schematische Darstellung der

terndren Membran entwickelt (Abb.50).
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Abb.50 Schematische Darstellung der CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL Modellmembran
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Die geringere Intensitdt im Bereich der polaren Kopfgruppen geht auf die im Vergleich
zum Referenzsystem zusétzlich vorhandenen Methylengruppen der durchspannenden w-
Acylseitenkette zuriick. Der negative Wert der kohédrenten Streuldnge von CH,-Gruppen

fithrt zur Absenkung der Streulédngenintensitét in diesem Bereich.

Das Minimum in der die CH3-Gruppen darstellenden Membranmitte ist fiir das terndre
System weniger stark ausgepridgt. Die weniger negativ streuenden CH,-Gruppen der
durchspannenden Ketten ersetzen eine bestimmte Anzahl von stdrker negativ streuenden
CH;-Gruppen im Vergleich zur Referenzmembran. Die herabgesetzte Zahl an CHjs-
Gruppen bedingt das geringer ausgepragte Minimum an dieser Stelle im Membranprofil
des terndren Systems.

Zur Veranschaulichung dieser Ergebnisse wurden CER[EOS] und CER[AP] auf das
Neutronenstreuldngedichteprofil projektiert (Abb.51)
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Membran CER[EOS]/CER[AP]/CHOL entsprechend

akzeptoren fungieren konnen. Wenn | der Aussagen des p(x)

diese Bindungen in lateraler Richtung ausgeprigt werden, fithren sie zusdtzlich zur
Erh6éhung der Stabilitdt der Membran [Pascher 1976].

Im vorliegenden Fall muss auch die geringe intermembrandre Wasserschicht in Betracht
gezogen werden, denn sie schlieft intermembrandres Wasser nahezu als Partner fiir die
Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriickenbindungen aus. Daher ist anzunehmen,
dass sich Wasserstoffbriickenbindungen zu den Kopfgruppen benachbarter
Membranschichten ausbilden. Dieses bedingt eine interne Neutralisation und fiihrt zu
einem Absinken der Polaritdt der hydrophilen Membranregion. Dieses wiederum erlaubt
die postulierte Anordnung des CER[EOS], dessen hydrophobe Alkylkette den in seiner
Hydrophilie abgeschwéchten Bereich der polaren Kopfgruppen durchdringt.
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Zusitzlich befindet sich auch die Esterfunktion in omega-Position der Triacontan-
Fettsdurekette in Bereich der polaren Kopfgruppen. Die von ihr ausgehenden
Wasserstoffbriickenbindungen forcieren ebenfalls die Verankerung des CER[EOS] in der
Lipidmatrix mit einem kurzen Wiederholabstand.

Zusammenfassend konnte als Hauptergebnis das Fehlen der LPP unter den gewéhlten
experimentellen Bedingungen festgestellt werden. Damit tragen unsere Untersuchungen
zu den weitreichenden Diskussionen iiber die Existenz dieser Phase bei. Wir vermuten,
dass andere Bedingungen als nur die Anwesenheit von CER[EOS] fiir die Ausbildung
ndtig sein miissen. Fehler beziiglich der gewihlten Préparationsmethode der Membranen
bzw. beziiglich der Evaluierung der Neutronenstreudaten sollten die Verifizierung der
vorliegenden Daten nicht beriihren, da es sich jeweils um etablierte und wissenschaftlich
akzeptierte Abldufe handelte.

Als ein weiteres wichtiges Resultat dieser Studie kann die offensichtlich besondere Rolle
des kurzkettigen CER[AP] auf den Membranbildungsprozess angesehen werden.

Der lamellare Wiederholabstand d von 45,2 A entspricht der Breite einer Schicht, die von
zwei sich gegeniiberstehenden CER[AP] Molekiilen gebildet wird.

Die Kopfgruppenstruktur des Ceramids mit vier benachbarten OH-Gruppen ist fiir die
Ausbildung starker Wasserstoftbriickenbindungen in lateraler Richtung bekannt [Rerek et
al. 2001]. Diese Eigenschaft scheint eine superstabile Membran-Nanostruktur mit einer
kurzen Periodizitdt zu erzeugen, die das ldngerkettige, aber weniger polare CER[EOS] zur
Anordnung in diese Phase zwingt. Detaillierte Studien zur Rolle des CER[AP] in SC
Lipid-Modellmembranen werden in einem spéteren Abschnitt dieser Arbeit beschrieben.
Abschlieend zu dieser Studie ist zu sagen, dass es sich hierbei um den ersten Versuch
zur Charakterisierung einer multilamellaren, CER[EOS]-basierten Modellmembran in
Neutronenstreuexperimenten handelte. Es wurde das Fehlen der oft mit der Anwesenheit
von CER[EOS] assoziierten LPP und eine superstabile Membranstruktur auf der Basis
von CER[AP] festgehalten. Es bleibt anzumerken, dass diese einfache SC Lipidmischung
nicht die Eigenschaften der komplexen SC Lipidmatrix widerspiegeln kann. Aber es
konnte gezeigt werden, dass die Neutronenstreuung durch Ermittlung des internen
Membranprofils gut geeignet ist, den Einfluss einzelner Lipide, insbesondere einzelner

Ceramide, auf den Membranbildungsprozess zu untersuchen.

(eingereicht als: Kessner, D., Kiselev, M.A., Haul}, T., Dante, S.,Lersch, P., Wartewig, S, Neubert,RHH
Arrangement of ceramide [EOS] in a stratum corneum lipid model matrix — new aspects revealed by
neutron diffraction studies

bei European Biophysical Journal (2008),Online verdffentlicht)
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1vV.3.2.2. Einfluss der Kopfgruppenstruktur des ®-Acylceramids auf die
Membranstruktur — Austausch des CER[EOS] durch CER[EOP]
Nachdem fiir das ternidre System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL auf Grundlage des
Neutronenstreuldngedichteprofils py(x) eine mdgliche Lipidorganisation postuliert werden
konnte, sollte in einem weiteren Versuch der Einfluss der Kopfgruppenstruktur des -
Acylceramids auf die Membranstruktur durch Austausch des CER[EOS] gegen
CER[EOP] bestimmt werden.
Der Unterschied zwischen beiden Ceramiden besteht darin, dass CER[EOP] in der
Kopfgruppe eine zusdtzliche OH-Gruppe aufweist. Demnach ist CER[EOS] den
Sphingosinen zuzuordnen, CER[EOP] den Phytosphingosinen. Im nativen Stratum
corneum entspricht der CER[EOS]-Anteil an der Gesamtmenge aller Ceramide 8,3%, der
CER[EOP]-Anteil liegt bei 6,4% [Ponec et al. 2003].
In der Studie von de Jager et al. [2004c] wurden an synthetischen SC Lipidmischungen
SAXS Untersuchungen durchgefiihrt. Diese Mischungen enthielten als w-Acylceramid
entweder nur CER[EOS], nur CER[EOP] oder definierte Mischungen beider Subspezies.
Als Hauptergebnis wurde festgehalten, dass CER[EOS] innerhalb der Mischung die
Ausbildung einer LPP induziert. Ein teilweiser Austausch von CER[EOS] gegen
CER[EOP] beeinflusste diese konventionelle Lipidorganisation kaum, wobei der
komplette Austausch unter Phasenseparation von CER[EOP] nicht zu einer Bildung der
LPP fiihrte. Diese Beobachtungen wurden auf die hohere Polaritit des CER[EOP]
zuriickgefiihrt.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Rontgen-Kleinwinkel-, bzw.
Weitwinkelmessungen an CER[EOS] und CER[EOP] =zeigten ebenfalls einen
nachweislichen Einfluss der Kopfgruppenpolaritdt auf das Phasenverhalten (siche Kapitel
IV.1.).
Im folgend vorgestellten Experiment stellte sich die Frage, welcher Effekt des CER[EOP]
in Neutronenstreuexperimenten an orientierten SC Lipid-Modellmembranen festzustellen
ist. Fiir die CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL (33/ 22/ 45% (m/m)) Modellmembran wurde
gezeigt, dass das kurzkettige, sehr polare Phytosphingosin CER[AP] eine sehr stabile,
aber kurze Periodizitit ausbildet, in die sich das ldngerkettige, aber weniger polare
Spingosin CER[EOS] einpassen muss. Wie verhalten sich nun die zwei Phytosphingosine

CER[EOP] und CER[AP] zueinander?
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Die multilamellare CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL (33/ 22/ 45% (m/m)) Membran wies im
Diffraktionsbild lediglich drei Ordnungen vergleichsweise geringer Intensitit auf, was die
Ortsauflésung des Membranprofils beschrinkt.

Der aus der Peakposition berechnete lamellare Wiederholabstand d ergab 44,4 A. Im
Verhiltnis zum terniren System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL (d= 45,2 A) weicht dieser
Wert zwar mehr von dem des Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS (55/ 25/ 15/
5% (m/m)) ab (d= 45,6 A), aber ein niherungsweiser Vergleich war dennoch méglich.
Eine LPP von 130 A wurde fiir dieses System nicht detektiert.

Erste Aussagen beziiglich der Lipidorganisation in der CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL-
Modellmembran konnen nach Auswertung des Diffraktionsmusters bereits getroffen
werden. Aufgrund des Fehlens der LPP und der stattdessen beobachteten Phase von ~ 45
A kann eine zum CER[EOS] analoge Anordnung des CER[EOP] postuliert werden.
Néhere Aussagen iiber die Art der Anordnung sollen dem

Neutronenstreuldngedichteprofil entnommen werden.

Wie Dbereits be- 57
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Aussagen ent- | Abb.52 Neutronenstreulingedichteprofile des Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/PA/ChS (rot), des

CER[EOS]/ CER[AP]/CHOL System (schwarz) und des CER[EOP])/CER[AP]/CHOL

nommen Werden Systems (blau) fiir T=32°C; 60% r.H. und H,0/ D,0 50/50

konnen. Aufgrund der Vergleichbarkeit der d-Werte der drei Systeme CER[EOP]/
CER[AP]/ CHOL, CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL und CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS
erfolgte die gemeinsame graphische Darstellung im relativen Mallstab (Abb.52). Zur
Absicherung der daraus abgeleiteten Ergebnisse wurde unter Verwendung des Software-
Programms IGOR PRO 6 eine Fehlerrechnung in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Thomas
HaulB} (Instrumentenverantwortlicher V1 Diffraktometer, HMI, Berlin) durchgefiihrt.

Wie in der Arbeit von Dante et al. [2002] beschrieben, dient die Bestimmung der

Fehlergrenzen der Absicherung der aus dem Neutronenstreuldngedichteprofil py(x)
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abgeleiteten Membraneigenschaften. Der Fehler im entsprechend der

Ps(x)

Konfidenzschitzung ist gegeben durch

Ap(x) = tfvar(p(x))}2

wobei ¢ der Studentische’ t-Faktor und var(p(x)) die Varianz von p(x) darstellen. Da die

Gleichung 13

Strukturfaktoren unabhingig voneinander sind, ergibt sich folgende Form der obigen

Gleichung

Gleichung 14

o) S (ar(r) (ﬁ;’?ﬂ

h—0
Die Fehlerrechnung wurde mithilfe des Software-Programms IGOR PRO 6 auf Basis der
in Tabelle angegeben Werte durchgefiihrt. Die Fehlergrenzen wurden dabei mit einem t-
Faktor von 1,96 als 95% Konfidenzschéitzung berechnet [Bronstein und Semendjajew
1986], d.h. dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% der ndchste gemessene

Datenpunkt (Streulédngedichte) innerhalb der Fehlergrenze liegt.

Strukturfaktore CER[EOS]/CER[AP]/CHOL | CER[EOP]/CER[AP/CHOL
Fehler
Gitterkonstante 4523 A 44,43 A
Fo -0,02 -0,02
0 0
F, 0,077 0,085
1% 0,0007 0,0008
F, 0,0325 0,03
5% 0,001 0,001
F; 0,015 0,0285
10% 0,0015 0,003

Tab.11 Die der durchgefiihrten Fehlerrechnung zugrunde liegenden Daten

In Abb.53 ist das Neutronenstreuldngedichteprofil ps(x) von CER[EOS]/ CER[AP]/
CHOL (rote durchgezogene Linie) einschlieBlich der Fehlergrenzen (rot gestrichelt) und
das ps(x) von CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL (blau) einschlielich der Fehlergrenzen (blau
gestrichelt) dargestellt.

Aus der Darstellung kann sofort abgeleitet werden, dass die signifikantesten Unterschiede
im Bereich der polaren Kopfgruppen auftreten, da hier die untere Fehlergrenze des py(x)
von CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL noch bei einer hoheren Streuldngendichte als die obere
Fehlergrenze des ps(x) von CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL liegt.
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Abb.53 Die Neutronenstreulingedichteprofile py(x) von CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL (rot) und
CER[EOP]/ CER[AP]/ CHOL (blau) einschlieBlich der jeweiligen Fehlergrenzen (gestrichelt);
Berechnet fiir T=32°C, 60% rel. Feuchtigkeit und H,O/ D,O Kontrast von 50/ %0 (m/m)

Die Berechnung der Fehlergrenzen erfolgte mittels des Computerprogramms IGOR PRO 6,
(Skalierung (offset): Fy=-0,02).

Der Bereich der Membranmitte wird durch Methylen- bzw. Methylgruppen gebildet.
Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass sich die Fehlergrenzen fiir beide Systeme
iiberlappen und somit angenommen werden kann, dass in beiden Membranen in diesem
Bereich eine dhnliche Dichteverteilung trotz eines grolen Fehlerbalkens besteht.
Zusammenfassend kann daher folgendes iliber die Anordnung des CER[EOP] in der
Lipidmatrix festgehalten werden:
I). Analog zum terndren System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL fiihrten die drei
Beobachtungen:
1.vergleichbarer d-Wert zum Referenzsystem und zum terndren System
2.Fehlen der LPP
3.keine intermembranire Hydratation
zu der Annahme, dass das CER[EOP] sich innerhalb der kurzen Periodizitit von =~
45 A anordnet und die lange w-Acylseitenkette in den Nachbarlayer hineinragt.
Durch den Vergleich der Membranprofile der drei relevanten Systeme kann die
Anordnung des CER[EOP] in der Lpidmatrix préizisiert werden. Die durchgefiihrte
Fehlerrechnung dient der Absicherung der folgenden Aussagen.
II). Im Bereich der polaren Kopfgruppen weist das CER[EOP]-basierte System eine
Streuldngendichteintensitit grofer als die des CER[EOS]-basierte Systems, aber
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kleiner als die des Referenzsystem auf. Letzteres geht auf die im Vergleich zum
Referenzsystem zusitzlich vorhandenen Methylengruppen der durchspannenden w-
Acylseitenkette zuriick. Der negative Wert der kohidrenten Streulinge von CHs-
Gruppen fiihrt so zur Absenkung der Streuldngenintensitét.
Im Vergleich zum CER[EOS]-basierten System ist diese Absenkung der Intensitét
aber geringer ausgeprégt. Dieser Effekt geht auf die polarere Kopfgruppenstruktur des
CER[EOP] mit einer zusétzlichen OH-Gruppe zuriick. Heteroatome besitzen eine
positive Streulinge und in der Summe ergibt sich fiir diesen Bereich fiir das
CER[EOP]-basierte System eine hohere Streuldngendichte als fiir das CER[EOS].
III).In der Membranmitte bilden sich fiir beide ®-Acylceramid-basierte Systeme ein
geringeres Minimum innerhalb der Fehlergrenzen aus als fiir das Referenzsystem. Die
an dieser Stelle zu den Methylgruppen zusitzlich vorhandenen Methylengruppen
bedingen, dass in der Summe ein weniger negativer Wert fiir die Streuldngendichte in
diesem Bereich resultiert.
Als Ergebnis dieser Studie bleibt festzuhalten, dass die Substitution des CER[EOS] durch
das CER[EOP] keine gravierenden Anderungen der Membranstruktur bedingte. Fiir beide
o-Acylceramid-basierten Systeme konnte keine LPP detektiert werden. Anhand der
berechneten Neutronenstreuldngedichteprofile kann fiir beide m-Acylceramide die gleiche
Anordnung in der Lipidmatrix postuliert werden. Durch die zwei Bilayer durchspannende
Anordnung fungiert das CER[EOP], analog dem CER[EOS], als molekularer Anker. Die
unterschiedlichen Kopfgruppenpolarititen von CER[EOS] und CER[EOP] konnten im
Vergleich der Membranprofile identifiziert werden.
In der Diskussion der Ergebnisse muss festgehalten werden, dass auch fiir das CER[EOP]/
CER[AP]/ CHOL System eine dominante Rolle des kurzkettigen, sehr polaren CER[AP]
innerhalb des Membranbildungsprozess festgestellt wurde. Auch in der Mischung zweier
Phytosphingosine tibertrifft die hohere Polaritidt des CER[AP] (vier OH-Gruppen vs. drei
OH-Gruppen im CER[EOP]) den Effekt der langen hydrophoben Seitenkette.
AbschlieBend ist zu beachten, dass die im vorliegenden Kapitel présentierte Studie
lediglich einen Anfang in der Charakterisierung des CER[EOP] in den SC Lipid-
Modellmembranen darstellt. Weitere Untersuchungen miissen sich anschlieBen, um den
Einfluss weitreichender bestimmen zu kénnen und um einen umfassenden Vergleich zu

analogen CER[EOS]-basierten Systemen zuzulassen.
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1V.3.2.3. Entwicklung des quaterniren SC Lipid-Modellsystems CER[EOS]/
CERJAP]/ CHOL/ Behenséure (BA)
In den zwei vorhergehenden Abschnitten wurde der Einfluss des m-Acylceramids auf eine
einfach zusammengesetzte SC Lipid-Modellmatrix diskutiert. Weder fiir CER[EOS] noch
fiir CER[EOP] wurde dabei eine ihrer molekularen Struktur entsprechende Phase langer
Periodizitit (LPP — 130 A) detektiert.
Im Folgenden bestand die Aufgabe, dass ternidre System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL
um eine Fettsdure zu erginzen. Die freien Fettsduren (FFA) des SC sind in der Regel
gesittigte, unverzweigte und aus mindestens 18 Kohlenstoffatome zéhlenden Alkylketten
aufgebaut. Innerhalb der FFA-Fraktion sind die C;-C,4 langen Sduren am meisten
vertreten [Wertz und van den Bergh 1997]. Zum einen stellen die Fettsduren neben den
Ceramiden und Cholesterol die dritte groBe Lipidfraktion innerhalb der SC Matrix dar
und ein SC Lipid-Modellsystem besitzt eine hohere Aussagekraft, wenn es in seiner
Zusammensetzung den nativen Bedingungen entspricht. Zum anderen wurde in der
Literatur beschrieben, dass die Anwesenheit von FFA im SC Modellsystem sowohl fiir
die Ausbildung der LPP [de Jager et al. 2003] als auch fiir die der epidermalen
Barrierefunktion [Mao-Qiang et al. 1993] notwendig ist.
In einem ersten Schritt galt es nun, eine geeignete, physiologisch relevante FFA fiir die
Mischung CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL zu finden. Im Rahmen unserer Untersuchungen
zur Anordnung des CER[EOS] in der Modellmatrix wurde auch das System
CER[EOS]/CER[AP]/CHOL/ Palmitinsdure (PA) untersucht. Im Diffraktionsbild
(Abb.54a) wurden neben Cholesterol-Kristallen auch phasenseparierte Palmitinsdure
detektiert, so dass eine Berechnung des Membranprofils nicht moglich war. Die
inhomogene Mischung wurde zuriickgefiihrt auf die stark voneinander abweichenden
Kettenldngen der Komponenten.
In weiteren Versuchen wurden lingerkettige Fettsduren wie Stearinsdure (C18),
Behensdure (C22), Lignocerinsdure (C24) und Cerotinsdure (C26) eingebaut. Fiir die
Mischung CER[EOS]/CER[AP]/CHOL/ Behensdure (BA) wurden reproduzierbar
Diffraktionsbilder hochorientierter Modellmembranen erhalten (Abb.54b).
Die Mischung aus einem lankettigen (CER[EOS]) und einem kurzkettigen Ceramid
(CER[AP]) zusammen mit einer ldngerkettigen FFA Behensdure fiihrt zu einer guten

Mischbarkeit der Lipide und einer guten Solubilisierung des CHOL in der Matrix.
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Palmitinsédure.

Da das so erhaltene Modellsystem in seiner Zusammensetzung der nativen Lipidmatrix
des SC hinreichend entsprach und sich gut zu einer Membran priparieren liel3, wurde es

in verschiedenen Experimenten charakterisiert.

a). Berechnung des Membranprofils

Die einzelnen Reflexe im Diffraktionsbild wurden jeweils liber eine GauB-Funktion
gefittet, deren Maximum der Bestimmung der Peakposition diente. Fiir das System
errechnete sich ein lamellarer Wiederholabstand d von 47.5 A. Uber die integrierte
Peakintensitit wurden die absoluten Werte der Strukturfaktoren erhalten, deren
Vorzeichen mittels der Isotopenaustauschmethode ermittelt wurden. Im Anschluss
erfolgte durch das Software-Programm Grapher 2.0 die Berechnung des
Neutronenstreuldngedichteprofils ps(x) liber eine Fourier-Synthese (Abb.55).

Trotz der Anwesenheit des CER[EOS] und der langkettigen Behensdure wurde erneut
keine LPP detektiert. ~47 A
ordnungsbereich zweier einen Bilayer bildenden CER[AP] Molekiile (d= 45 A).

Aufgrund der Vergleichbarkeit der d-Werte von CER[EOS]/ CER[AP]/ BA/ CHOL und
dem Referenzsystem die

Membranprofile im relativen Maf3stab (Abb.55).

Vielmehr lag die Periodizitit von im GroBen-

erfolgte gemeinsame graphische Darstellung beider
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Abb.55 Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[EOS]/CER[AP]/ CHOL/ BA Membran bei 60%
r.H.; H,O/ D,O 50: 50, T=32°C gegen die CER[AP]/ CHOL/PA/ChS (55/25/15/5 % w/w) Membran
gemessen unter den gleichen Bedingungen.

Die herabgesetzte Streuldngendichte im Bereich der polaren Kopfgruppen sowie das
geringer ausgeprdgte Minimum im Zentrum des Profils der CER[EOS]/
CER[AP]/ BA/ CHOL Membran fiihren zu der Annahme einer dem ternidren System
analogen Anordnung des CER[EOS] innerhalb der Lipidmatrix. Fiir die Behenséure stellt

sich die Frage, wie sich die lange Kette in der kurzen Phase anordnet.

b). Untersuchungen zur Anordnung der Behensdure in der Lipidmatrix

In der von Ruettinger et al. [2008] verdffentlichten Arbeit am System
CER[AP]/CHOL/variierte Fettsdure/ ChS wird ebenfalls auf eine besondere Rolle des
CER[AP] im Membranbildungsprozess geschlossen. Fiir die langerkettigen Fettsduren
(C18-C26) wird postuliert, dass sie sich in der kurzen Phase so anordnen, dass die
Kettenenden in der Membranmitte {iberlappen.

Zur Uberpriifung dieser Theorie wurde im System CER[EOS]/CER[AP]/CHOL/BA die
Behensdure gegen zwei unterschiedlich Deuterium-markierte ausgetauscht (Abb.56),
wobei auf den Ergebnissen zur Lokalisation des CHOL in der Lipidmatrix durch selektive

deuterierte CHOL-Derivate aufgebaut wurde [Kessner et al. 2008b].
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Behensaure-7,7,8,8-D4 [BA-D4]

Behensaure-22,22,22-D3 [BA-D3]

o
D
HQ/K/\/\>§<\/\/\/\/\/\/\ 0 D

D

Abb. 56 Strukturformeln der eingesetzten Deuterium-markierten Behensdure-Derivate

Die priparierten Modellmembranen wurden am VI

Diffraktometer vermessen

(Zusammenfassung der experimentellen Daten siehe Tab.12).

CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D4/CHOL

CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D3/CHOL

Exp. Bedingungen

T=32°C, 60% r.H., 3 Kontraste
H,0/D,0 92/8, 80/20,50/50

T=32°C, 60% r.H.,
H,0/D,0 92/8, 0/100

3 Kontraste

Scan Rocking curve theta-2theta
Anzahl der Diffraktionspeaks 5 6
lamellarer Wiederholabstand 49,16 A 48,52 A

d

Tab.12 Exp. Daten zur Untersuchung der CER[EOS]/ CER[AP]/BA-deuteriert/CHOL Modellmembranen

Die Auswertung der erhaltenen Diffraktionsmuster erfolgte nach bereits beschriebenen

Abldufen und ergab die Berechnung der Membranprofile (Abb.57)

Die Neutronenstreuldngedichteprofile der Deuterium-markierten Proben weisen deutliche

Unterschiede zur nicht-markierten Membran auf (Abb.55).

Das Membranprofil des

CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D4/CHOL zeigt neben den der

Position der polaren Kopfgruppen zugeordneten Maxima noch zwei weitere, die den

markierten CD,-Gruppen mit der hohen Dichte positiv streuender Deuteriumatmone

entsprechen.
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Abb.57 Die Neutronenstreuldngedichteprofile fiir die Systeme CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D4/CHOL (links)
und CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D3/CHOL (rechts) jeweils bei T=32°C, 60% r.H. und verschiedenen
H,0/D,0 Kontrasten. Zur Verdeutlichung der Anordnung der Behensdure-Molekiile sind diese in die
Darstellungen mit eingezeichnet.
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Durch Anfitten der Maxima mit GaulBfunktionen konnen die Positionen als Xc7ps-cspr=
15,46 A bzw. -15,46 A bestimmt werden.

Zur Veranschaulichung dieses Ergebnisses dient folgendes Modell. Ein Bilayer, der aus
zweil gegeniiberstehenden Behensduremolekiilen gebildet wird, hat einen theoretischen d-
Wert von 55 A, unter der Annahme, dass eine Methylgruppe gleich 1,5 und eine
Methylengruppe gleich 1,25 A [Fox 1994] sind. Im Vergleich zur SC Modellmembran
mit einem d-Wert von 49 A ergibt sich eine Differenz von 6 A. Es wird vermutet, dass
dieser geringere Raum durch die Behensdure so kompensiert wird, dass sich endstéindige
Butyl-(5,5 A)- bzw. Pentylreste (6,5 A) in der Membranmitte iiberlappen.

Im hypothetischen Behensdure-Bilayer kann die Position von C; und Cs im Mittel fiir
Xemm.csm~ 18 A bzw.-18 A angenommen werden. Bezogen auf die Position von Xc7p-
csp2= 15,46 A bzw.-15,46 A in der SC Modellmatrix ergibt sich eine Differenz von ~
2,5 A. Dieses wiirde bedeuten, dass sich lediglich die endstindigen drei C-Atome in der
Membranmitte {iberlagern wiirden.

In diese Diskussion muss allerdings einbezogen werden, dass es sich hierbei um keine
molekular-dynamischen  Berechnungen handelt. Im Rahmen der gewéhlten
experimentellen Bedingungen und der Aufldsungsgrenze von 59 A kann die
Interpretation der Ergebnisse nur unter Beachtung bestimmter Bereichsgrenzen erfolgen.
Nach der von Kiselev et al. [2005] vorgestellten Arbeit wurden verschiedene Parameter

des CH,.Gruppenbereiches aus dem Neutronenstreuldngedichteprofil berechnet (Tab.13).

SC System Molekulare Area (a.u.) X, (A) o (A) FWHH (A)*
Gruppe

CER[AP]/CHOL/ CH, -6.437 12,55 5,02 11,82

PA/ChS [Kiselev et

al. 2005]

CER[EOS]/CER[AP]/ CH, 8,1353 15,46 3,7105 8,738

BA-d4/CHOL

Tab.13 Parameter des CH, Gruppenbereiches aus dem Neutronenstreulingedichteprofil (‘FWHH=

20+421In2)

Aus dem Wert FWHH (Peakbreite bei halber Hohe) ist abzuleiten, dass der
Methylengruppenbereich innerhalb der Membran der grofBte ist [Kiselev et al. 2005].
Unter der Annahme, dass das Maximum im p,(x) den Bereich der C;H,-CsH, mit dem

Zentrum Xc7pa-cspe= 15,46 A bzw.-15,46 A entspricht, erfasst FWHH ( 8,737 A bzw.-
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19,83 bis -11,09 A bzw. 11,09 bis 19,83 A) den mittleren Bereich, in dem eine hohe
Dichte an Deuterium herrscht. Somit wiirde eine Verschiebung der Position von C;D;-
CsD; von 18 A zu 12,5 A, fiir den Fall, dass sich endstindige Butylgruppen in der
Membranmitte {iberlagern, innerhalb dieser Bereichsgrenzen liegen.

In der Membranmitte ist nicht die Abschwichung des Minimums zu erkennen. Vielmehr
ist dieser Bereich durch starke Oszillationen gekennzeichnet, die durch den
Fouriersynthese-Abbruchfehler bedingt sind. Daher eignet sich dieser Bereich des Profils
nicht zur Auswertung.

Das Membranprofil des Systems CER[EOS]/CER[AP]/ BA-D3/CHOL erlaubt hingegen
die Auswertung des CHj3;-Gruppenbereichs. Das Profil weist deutliche Maxima bedingt
durch die hohe Dichte an Deuteriumatomen aufweist. Dieses Maximum mit dem
festgelegten Zentrum x=0 ist sehr breit und FWHH ergab 6 A bzw.-3 bis 3 A. Dieser
Wert bzw. Bereich erfasst genau die Membranregion (siche Abb.57), in der die
Uberlappung der endstindigen Alkylgruppen erfolgt und somit eine hohe Dichte an
Deuteriumatomen herrscht.

Die Maxima an den Seiten des Profils werden den Bereichen der polaren Kopfgruppen
zugeordnet und die hohe Streuléingendichte bei -15 bzw. 15 A dem Cholesterol.
Zusammenfassend konnten diese Messungen am Modellsystem
CER[EOS]/CER[AP]/BA/ CHOL die Anordnung der Behensdure innerhalb der
Lipidmatrix zeigen. Die Verwendung unterschiedlich deuterierter Behensdure-Derivate
fiihrte dabei zu unterschiedlichen lokalen Kontrasten und die markierten Molekiilbereiche
konnten im Membranprofil lokalisiert werden. Somit konnte fiir alle Lipidbestandteile

eine Anordnung in der Modellmatrix postuliert werden.

c). Einfluss der Feuchtigkeit auf die Membranstruktur

In einem vorerst letzten Experiment an dieser Modellmatrix sollte der Einfluss der
relativen Feuchtigkeit auf den Membranbildungsprozess untersucht werden. Es wird in
der Literatur diskutiert, dass die SC Lipide sich nur in geringem Malle hydratisieren
lassen [Raudenkolb, Dissertation 2002].

Mithilfe der Neutronenstreuung konnte an dem einfachen Modellsystem DL-
CER[AP]/CHOL/PA/ChS eine Beeinflussung der Membranstruktur in Abhingigkeit vom
jeweils reinen Diastereomere und der Wahl von Temperatur und Feuchtigkeit gezeigt
werden. Es stellte sich nun die Frage, welchen Effekt die umgebende Feuchtigkeit auf das

komplexe System CER[EOS]/CER[AP]/BA/CHOL hat.
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Die Modellmembran CER[EOS]/CER[AP]/BA/CHOL (23/10/33/33% m/m) wurde
nacheinander bei 60% r.H. und 98% r.H. am V1 Diffraktometer (HMI, Berlin) vermessen
(T=32°C, 3 H,O/D;,0 Kontraste, Messungen als Rocking curves). In den Abb.58 sind die

Neutronendiffraktionsbilder beider Messungen angeben.

1,14

lamellar repeat distance d= 47.5A 1,0
lamellar repeat distance d= 47.7A

084 / CH crystals 08+ ~ CHoysuis

0,6

0,74

Intensity, a.u.
Intensity, a.u.
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0,2

0,2

T T T T
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Abb.58 Diffraktionsbild der CER[EOS]/ CER[AP]/ CH/ BA Membran (23/ 10/ 33/ 33% m/m) bei 60%
Feuchtigkeit (links) bzw. bei 98% Feuchtigkeit (rechts). Weitere experimentelle Bedingungen: D,0O/ H,O
Kontrast 8/ 92, T=32°C

Aus den jeweiligen Peakpositionen wurde fiir die Membran bei 60% r.H. ein lamellarer
Wiederholabstand von 47,5 A und bei 98% r.H. von 47,7 A ermittelt. Aufgrund dieser
konnte zundchst auf keine

nahezu identischen d-Werte

Beeinflussung  der
Membranstruktur bzw. des Hydratationsverhalten der Lipide durch den umgebenden
Feuchtigkeitsgehalt geschlossen werden.

Aus den berechneten Neutronenstreuldngedichteprofilen wurden nach der von Kiselev et

al. [2005] beschriebenen Fit-Prozedur mehrere Parameter berechnet (Tab.14).

SC System Molekulare X, (A)P° o (A) FWHH (A)*
Gruppe

CER[EOS]/CER[AP]/ Polare 23,20 2,578 6,070

BA/CHOL Kopfgruppe

60% r.H.

CER[EOS]/CER[AP]/ Polare 23,456 2,733 6,4357

BA/CHOL Kopfaruppe

98% r.H.

Tab.14 Parameter des Neutronenstreuldngedichteprofil CFWHH= 20+/21n2 ; *x=d/2 ist festgelegt)

Der die Position der polaren Kopfgruppen beschreibende Wert xo nimmt mit groBerer
Feuchtigkeit zu, was auf eine geringe Zunahme der Hydratation der Kopfgruppe
hindeuten konnte. Diese Hypothese wird gestiitzt durch den ebenfalls zunehmenden Wert

fiir die Peakbreite bei halber Hohe (FWHH-full width at half height), welcher auf einen
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etwas groBBeren Raumbedarf der Kopfgruppe bei 98% r.H. hindeutet.
Aufgrund der Aufldsungsgrenze von 5,5 A, berechnet nach

0,6* d/h,, Gleichung 15
(hm = Anzahl der Ordnungen), ist es nicht moglich, die Dicke der Wasserschicht d,, nach
der Gleichung d,,=d-d,, (d=lamellarer Wiederholabstand, d,,=Dicke der Lipidschicht) zu
berechnen. Aus dem Fourierprofil (Abb.55) ist aber ersichtlich, dass in Analogie zum
Referenzsystem eine Schichtdicke <1A wahrscheinlich ist. In der Arbeit von Kiselev et al.
[2005] war dieser Wert als Differenz der d-Werte bei 60% r.H. und bei Wasseriiberschuss
berechnet worden.
In der vorliegenden Arbeit ergab sich fiir die Modellmembran eine Differenz von 0,2 A
zwischen den d-Werten, gemessen bei 60% und 98% r.H. Der geringe Unterschied konnte
zum einen innerhalb des experimentellen Fehlers liegen und somit eine Beeinflussung der
Membranstruktur durch die Feuchtigkeit ausschlieBen. Aufgrund der berechneten
Membranparameter kann allerdings auch eine, wenn auch geringe, zunehmende
Hydratation der Kopfgruppe postuliert werden, die in einer VergroBBerung des d-Wertes
bei 98% r.H. resultiert.

Abschlieend zu dem vorliegendem Kapitel kann gesagt werden, dass unter der
Aufgabenstellung *Untersuchung des Einflusses des w-Acylceramids CER[EOS] auf die
innere Struktur von SC Lipidbilayern’ mit der CER[EOS]/CER[AP]/BA/CHOL
Modellmembran eine gute Représentative der SC Lipidmatrix gefunden wurde.

Sie enthdlt die drei wichtigen Lipidfraktionen, darunter das fiir die Hautfunktion so
wichtige CER[EOS], ein weiteres Phytosphingosin, dessen besondere Rolle noch
diskutiert wird, ferner die am haufigsten vorkommende FFA Behensdure und Cholesterol.
Das quaternire System lieferte reproduzierbare Diffraktionsbilder, wobei die lamellaren
Wiederholabstéinde verschiedener Membranen gleicher Zusammensetzung im Rahmen
des experimentellen Fehlers schwankten (d= 48,0 + 1,0A). Fiir alle Membranbestandteile
konnten durch Auswertung der Neutronenstreuldngedichteprofile eine Anordnung
innerhalb der Matrix postuliert werden.

Nach der hinreichenden Charakterisierung soll diese Modellmembran in einem nichsten
Schritt in der AG Prof. Neubert als Diffusionsbarriere in Arzneistoff-
Diffusionsexperimenten in einer FTIR-ATR-Messzelle zum Einsatz kommen. Aus
solchen Untersuchungen konnten Aussagen iiber die Barriereeigenschaften eines solchen

SC Lipid Substituten gewonnen werden.
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1V.3.3. Aufbau eines quaterniren SC Lipid-Modellsystems CER[NS]/ CHOL/
BA/ChS

In der im Folgenden vorgestellten Studie sollte in Analogie zum Referenzsystem eine

Modellmembran entwickelt werden, die auf CER[NS] (Abb.59) basierte. CER[NS]

kommt mengenmalig am héufigsten

innerhalb der SC Ceramidfraktion vor | """ NN

[Wertz und van den Bergh 1998; /\/W\/\/\/\I;OH

Farwanah et al. 2005]. Im Unterschied zu

Abb.59 schematische Darstellung CER[NS]

den anderen untersuchten Ceramiden
wurde es nicht von Evonik Goldschmidt GmbH, Essen, bezogen, sondern im Rahmen
dieser Arbeit synthetisiert.
Folgende Modellmembranen wurden pripariert und am V1 Diffraktometer, HMI, Berlin
vermessen:

CER[NS]/ CHOL/ PA/ ChS (55/25/ 15/ 5% m/m)

CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/25/ 15/ 5% m/m)
Im ersten Fall wurde ein sehr uneinheitliches Diffraktionsbild erhalten, dass zusétzliche
Reflexe phasenseparierter Palmitinsdure und CHOL Kristalle aufwies (Abb.60).
Der SC Lipid-Modellmembran wurde ein lamellarer Wiederholabstand d von 60 A

zugeordnet.

Intensity, a.u.
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Abb.60 Neutronendiffraktionsbild von CER[NS]/ CHOL/ PA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m) fiir T=32°C,
60%r.H. und H,O/D,0 92/8; Romische Ziffern:1.und 2. Ordnung der multilamellaren Membran; Arabische
Zahlen:1.0rdnung der phasenseparierten PA; (Indizierung nach Ruettinger et al. [2008]

Buchstaben: [010] Reflex von kristallisiertem CHOL

Dieser Wert entspricht der Lipidschicht eines hypothetischen Bilayers aus zwei
gegeniiberstehenden CER[NS] Molekiilen. Dieser Berechnung lagen die Werte von 1,5 A
fiir eine CHs- und 1,25 A fiir eine CH,-Gruppe zugrunde. Diese Ubereinstimmung deutet

darauf hin, dass hauptsidchlich das Ceramid die Membranstruktur bestimmt. Die
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beobachtete Phasentrennung wurde auf die voneinander abweichenden Kettenldngen
zwischen CER[NS] (C24) und PA (C16) zuriickgefiihrt. Dadurch ergibt sich eine
schlechte Mischbarkeit der Lipide und eine unzureichende Solubilisierung des CHOL.

Das System CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS bildete eine einheitliche Phase mit fiinf
Diffraktionsordnungen (Abb.61).

Intensity, a.u.

2
01 02 03 04 05 06 07 08

QA"

Abb.61 Neutronendiffraktionsbild von CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m) fiir T=32°C,
60%r.H. und H,O/D,0 92/8

Romische Ziffern:1.bis 6. Ordnung der multilamellaren Membran

Buchstaben: [010] Reflex von kristallisiertem CHOL

Der durch Auswertung der einzelnen Peakpositionen erhaltene d-Wert entsprach 53,4 A.
Die iibereinstimmenden Kettenlingen von CER[NS] (C24) und der Behensédure (C22)
wurden als Grund fiir die gute Mischbarkeit der Lipide angesehen. In Ubereinstimmung
mit den Beobachtung zum Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/ PA/ChS mit CER[AP]
(C18) und PA (C16) kann postuliert werden, dass einander entsprechende Kettenldngen
der CER- und der FFA-Komponente eine Voraussetzung fiir eine homogene
Lipidmischung sind, die in einer guten lamellaren Orientierung resultiert.

In Analogie zum Referenzsystem (d= 45,6 A) und zum System CER[NS]/ CHOL/ PA/
ChS (d= 60 A) wurde allerdings ein d-Wert erwartet, der der GroBenordnung eines
Bilayers zweier gegen-iiberstehender CER[NS] Molekiile (d= 60 A) entsprach. Der
tatséichlich berechnete von d= 53,4 A wich von dem hypothetischen Wert um ~-7 A ab,
wobei diese Abweichung auflerhalb des experimentellen Fehlers lag.

Anhand des berechneten Neutronenstreuldngedichteprofils ps(x) liber die Membran konnte
eine Erkldrung fiir die Verkiirzung des d-Wertes gewonnen werden. In Abb.62 sind die

ps(x) fiir die drei Kontraste H,O/D,0 92/8, 80/20 und 50/50 dargestellt.
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Abb.62 Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS (55/ 25/ 15/ 5% m/m) fiir
T=32°C, 60%r.H. und H,O/D,0 92/8, 80/20, 50/50

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind zwei Molekiile CER[NS] in der postulierten Anordnung
eingetragen

Wie im py(x) des Referenzsystems weist das Profil keine intermembranédre Wasserschicht
auf. Die das Profil an beiden Seiten begrenzenden Maxima werden den Bereichen der
polaren Kopfgruppen zugeordnet. Die Maxima bei ~ x= -13,5 bzw. 13,5 A entsprechen
der Position des CHOL.

Im Unterschied zum Referenzsystem ist allerdings das die CH3;-Gruppen reprisentierende
Minimum in der Membranmitte ersetzt durch ein 12 A umfassendes (= -6 bzw. 6 A)
Plateau, welches begrenzt wird durch jeweils zwei Minima bei = x=-7,5 bzw. 7,5 A.

Diese Beobachtungen konnen mithilfe des folgenden Modells interpretiert werden. Das
CER[NS] besteht aus einer Tetracosanyl-Seitenkette (C24) und einer Sphingosin-
Seitenkette (C15). Damit besteht eine Differenz von 9 C-Atomen zwischen beiden Ketten.
Der berechnete hypothetische Bilayer mit =60 A basiert darauf, dass sich jeweils Ketten
gleicher Lédnge gegeniiber stehen. Eine solche Anordnung wire aber energetisch

ungiinstig.

Aufgrund des Molekiilbaus von CER[NS] ist eine Verzahnung der Ketten denkbar, d.h.
die Tetracosanyl-Seitenkette des einen CER steht der Sphingosin-Seitenkette des anderen
gegeniiber. Eine solche Verzahnung der Ketten entspriche einer energetisch glinstigen
Anordnung und sie ist in Ubereinstimmung mit der Aussage des py(x). Zur
Veranschaulichung sind zwei verzahnte CER[NS]-Molekiile in die Abb.62 eingefiigt.

Demnach ragen beim Verzahnen die endstindigen 5 C-Atome (Linge=6,5 A) der Tetra-
cosanyl-Kette eines CER[NS] Molekiils in die korrespondierende Liicke des Partner-
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CER[NS]. Dessen C24-Seitenkette verhélt sich analog und schiebt sich in die Liicke der
Sphingosin-Seitenkette. Somit ergibt sich in der Membranmitte ein Bereich iliber = 2 x
6,5 A, gekennzeichnet durch eine hohe Dichte an Methylengruppen mit der kdhirenten
Neutronenstreuldnge von -0,030-10'"" cm™. Der Bereich, der dabei ausschlieBlich von den
Methylengruppen gebildet wird, wird durch das Plateau im py(x) beschrieben. Die
begrenzenden Minima bei ~ x=-7,5 bzw. 7,5 A repriisentieren den Membranabschnitt, in
dem sich die Kettenenden gegeniiberstehen. Dort addieren sich die kohédrenten
Streuldngen von CH,- und CHs-Gruppen (-0,087-10"" cm™) zu einem Wert, der geringer
ist als der des Plateaubereichs. Die geringere Auspriagung dieser Minima im Vergleich
zum Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/PA/ChS beruht auf der Tatsache, dass im
Referenzsystem die Membranmitte ausschlieBlich aus CH3-Gruppen mit der dem Betrag
nach groBBeren kohédrenten Streuldnge gebildet werden.

Anhand dieser Aussagen des py(x) ldsst sich das beschriebene Modell der Anordnung des
CER[NS] in der Lipidmatrix begriinden. Obwohl diese Berechnungen nicht gleichgesetzt
werden konnen mit molekular-dynamischen Betrachtungen, lassen sich die Ergebnisse
aus dem py(x) gut mit den entsprechenden Strukturmerkmalen des Ceramids korrelieren,
zumal dieses durch Eigensynthese erhalten wurde und somit eine analytisch abgesicherte
Struktur aufweist.

Beziiglich der Anordnung der Behensdure in der Membran wird, entsprechend der
bisherigen Ergebnisse, vermutet, dass die Alkylketten sich in der Membranmitte
iiberlappen. In einem weiteren Schritt sollte in dem System CER[NS]/ CHOL/ BA/ChS
die Behensdure gegen spezifisch deuterierte Derivate ersetzt werden, um aus den so
erhaltenen Daten die Anordnung der Behenséure in der Lipidmatrix zu prézisieren.
AbschlieBend ist zu sagen, dass die Entwicklung des Modellsystems CER[NS]/ CHOL/
BA/ChS einen wesentlichen Vorteil gegeniiber dem Referenzsystem aufweist. Es enthilt
mit dem CER[NS] das am hiufigsten vorkommende Ceramid und mit der Behensdure die
am héufigsten auftretende FFA. Das Zusammenspiel beider Lipide ist demnach sehr

relevant fiir die SC Lipid-Forschung.
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IV.3.4. Einfluss von CER[AP] auf die Mikrostruktur des SC Lipid-
Modellsystems: Ein Paradigmenwechsel
In zu den Neutronenstreuuntersuchungen an orientierten SC Modellmembranen
abschlieBenden Kapitel soll der Focus nicht auf bestimmten Lipidzusammensetzungen
liegen. Vielmehr erfolgt eine vergleichende Betrachtung der bisher untersuchten Systeme.
Innerhalb der Lipidmatrix der &dulleren Hautschicht, dem Stratum corneum, stellen die
Ceramide die grofite Fraktion dar, die wesentlich zu Aufbau und Aufrechterhaltung der
SC Barrierefunktion beitragen. Von den bisher identifizierten neun Ceramid-Subklassen
ist der Effekt jeder einzelnen auf diese biophysikalische Funktion nicht bekannt.
Es sind viele Studien bekannt, die das chemisch-physikalische Verhalten der Ceramide,
entweder als Bulksubstanz oder in Mischungen mit anderen SC Lipiden, bestimmt haben.
Allerdings entspricht die Geometrie der Probe in der Regel nicht den nativen
Verhéltnissen der hochorientierten multilamellaren SC Lipidmatrix.
Neutronenstreuuntersuchungen an multilamellar orientierten SC Lipidmodellen auf
Quartzplatten erlauben durch Bestimmung des Neutronenstreuldngedichteprofils
Aussagen iiber die molekulare Architektur der Lipide.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Systeme am V1 Diffraktometer des
HMI, Berlin, untersucht (Tab.15). Die Auswertung der erhaltenen Diffraktionsbilder
filhrte zur Bestimmung der jeweiligen lamellaren Wiederholabstinde d, die ebenfalls in
Tab.15 zusammengefasst sind. Offensichtlich bedingt die Anwesenheit von CER[AP] in
der Lipidmischung das Auftreten einer Periodizitit von 45 A, die der Breite eines Bilayers
zweier sich gegeniiberstehender Molekiile CER[AP] entspricht. Es erscheint, dass die
molekulare Struktur der gebildeten Membran stark abhidngig ist von CER[AP] und dass
langerkettige Ceramide wie CER[EOS] bzw. mittelkettige wie CER[NS] sich in diese
kurze Periodizitit einpassen miissen.
Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass bei Abwesenheit von CER[AP] die gebildeten
Bilayer d-Werte im Bereich der jeweils vorhandenen Ceramide aufweisen.
Die auf Grundlage der erhaltenen Diffraktionsbilder berechneten py(x) von CER[AP]/
CHOL/ PA/ChS, CER[NS]/ CHOL/ BA/ChS, CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL und
CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL/ BA wurden bereits in vorherigen Kapiteln ausgewertet.
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EINFLUSS VON CER|AP] auf die Mikrostruktur des SC Lipid-Modellsystems

OH
CER[AP]/ | CER[NS]/ | CER[NS]/ | CER[EOP]/ | CER[EOS]/ | CER[EOS]/ | CER[EOS]/ | CER[EOS)/
CHOL/ CHOL/ CHOL/ | CER[AP]/ | CER[AP]/ | CER[NS]/ | CER[AP]/ | CER[AP]/
PA/ PA/ BA/ CHOL CHOL | CER[AP]/ | CHOL/ CHOL/
ChS ChS ChS CHOL PA BA
d= d= d= d= d= d= d= d=
45,6 A 58,5 A 53,0A 44,6 A 452 A 44,0 A 47,5 A 47,7 A

Tab.15 Einfluss von CER[AP] auf die Mikrostruktur des SC Lipid-Modellsystems




Ergebnisse und Diskussion 132

An dieser Stelle sei nur noch einmal zusammengefasst, dass die Hypothese zur
Anordnung des langkettigen CER[EOS] in einer kurzen Phase von =~ 45 A auf dem
berechneten py(x) und dem Fehlen einer LPP von 130 A beruhte. Die Hauptergebnisse aus
den ps(x) CER[EOS] enthaltener Membranen waren
e Vorherrschender Einfluss des kurzkettigen CER[AP] auf die Membranstruktur
zwingt langkettige Ceramide zur Anordnung innerhalb einer kurzen Periodizitét
e Die berechneten p,(x) untermauern die vorgeschlagene Anordnung der Ceramide
e Die verwendete FFA hat keinen malBgeblichen Einfluss auf den lamellaren
Wiederholabstand der Membran, aber bei libereinstimmender Kettenldnge mit der
Ceramid-Komponente verbessert sie die Homogenitdt, die Mischbarkeit der

Lipidmischung resultierend in einer guten lamellaren Orientierung (Tab.15)

Der Vergleich aller bisherigen Untersuchungen an SC Lipid-Modellsystemen brachte

dabei folgende Resultate hervor:

1. Das Phytosphingosin CER[AP] bestimmt entscheidend die Membranstruktur, indem
es das Riickgrat, das armature reinforcement, der multilamellaren Bilayer aus zwei
gegeniiberstehenden CER[AP] Molekiilen in hairpin-Konformation bildet.

Dieser Effekt basiert auf den vier benachbarten OH-Gruppen der CER[AP]-
Kopfgruppe, die in der Lage sind, Wasserstoffbriickenbindungen in lateraler Richtung
auszubilden. Wie in der Literatur zu lesen, sind solche Interaktionen die treibende
Kraft fiir die Aggregation von Phytosphingosin-Ceramiden [Rerek et al. 2001].
Zusitzlich existiert bei einer relativen Feuchte von 60% ein bestimmter Anteil an
CER[AP] in ful extended-Konformation, der als molekularer Anker zwischen
benachbarten Membranschichten fungiert.

Zur  Absicherung der Aussagen liber den starken  Einfluss  der
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Kopfgruppen der CER[AP]-Molekiile,
die das Riickgrat der Membran bilden, wurde das IR-Spektrum von CER[AP] mit dem
des CER[NS] verglichen (Spektren Anhang). Letzteres weist mit nur zwei OH-
Gruppen eine geringere Kopfgruppenpolaritit auf. Die Eigenschaften der polaren
Molekiilstrukturen lassen sich gut im IR-Spektrum (Anhang) verfolgen.

Es ist bekannt, dass eine Beeinflussung der H-Briickenbindungen sich u.a. in einer
langwelligen Verschiebung der OH-Valenzschwingungen widerspiegeln [Riicker et al.

1992].
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Die Bereiche der OH-Valenzschwingungen beider Ceramide wurden durch eine
GauBfunktion angefittet und lieferten die folgenden Wellenzahlen: 3305 cm™ fiir
CER[NS] und 3245 cm™ fir CER[AP]. Da die Wellenzahlen den reziproken
Wellenldngen entsprechen, weist die OH-Schwingung von CER[NS] zu CER[AP]
eine ldngerwellige Verschiebung auf, was auf ein groleres Ausmall des

Wasserstoffbriickenbindungssystem im CER[AP] schlieen lésst.

. Die Sphingosin-Ceramide NS und EOS besitzen eine geringere Kopfgruppenpolaritét

und zeigen keinen Einfluss auf die lamellare Periodizitit bei gleichzeitiger
Anwesenheit von CER[AP]. Nach Aussage der p,(x) ordnen sie sich in die von
CERJ[AP] bestimmte kurze Phase ein. CER[EOS] durchspannt zwei Lipidschichten
und agiert als molekularer Nagel. Nach den Untersuchungen an CER[NS]/ DPPC-
Modellmembranen [Kapitel IV.2.1.] ist bekannt, dass CER[NS] gleichzeitig in
hairpin- und ful extended Konformation vorliegt. Im ersten Fall {iberlappen sich die
Alkyl-Seitenketten dabei in der Membranmitte. Im letzteren schiebt eine Seitenkette
als molekularer Linker in den Nachbarlayer. In beiden Féllen kann so der fiir das
mittelkettige Ceramid zu kleine Raum der 45 A Phase kompensiert werden.

Diese postulierte Anordnung der Sphingosin-Ceramide erscheint kontrovers, da diese
impliziert, dass hydrophobe Alkylketten eine hydrophile Wasserschicht durchdringen.
Die OH- und NH-Gruppen von Ceramiden konnen als Wasserstoff-Briickendonoren
und -akzeptoren fungieren. Wenn diese in lateraler Richtung ausgebildet werden,
tragen sie zur Bilayerstablitdt und zur geringen Wasserpenetration durch die Membran
bei [Pascher 1976]. Fiir alle betrachteten SC Modelle wurde zudem eine
intermembranire Wasserschicht < 1 A detektiert, die Wasser als Partner fiir die
Ausbildung von Wasserstoftbriicken ausschlieft. Diese werden folglich nur zwischen
den polaren Kopfgruppen ausgebildet. Dieses Verhalten fiihrt zu einer Neutralisation
der Kopfgruppen und verringert die Polaritdt der hydrophilen Membranregion. Dieser
Umstand ermoglicht die beschriebene Anordnung der Ceramide, da sie die Penetration
der hydrophoben Alkylketten durch den intermembraniren Raum erlaubt.

Zudem bedingt die im Bereich der polaren Kopfgruppen befindliche Estergruppe der
w-Acylseitenkette des CER[EOS] durch Ausbildung von Wasserstoff-Briicken

ebenfalls eine Verankerung des Molekiils in der Lipidmatrix.

. Beziiglich der FFA wurde festgestellt, dass iibereinstimmende Kettenldngen zwischen

FFA und Ceramid-Komponente die Mischbarkeit der Lipide verbessert und die
Ausbildung einer gut orientierten Membran bedingt. Der Wiederholabstand bleibt
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unbeeinflusst. Die FFA haben demnach eine den Ceramiden untergeordnete Wirkung
auf die Membranstruktur.

4. In der Arbeit von Kiselev et al. [2005] wurde erstmals das armature reinforcement,
der Zusammenhang zwischen dem starken zwischenmembrandren Zusammenhalt der
CER[AP]-basierten Bilayer und der geringen Wasserschicht beschrieben. In
Fortfilhrung dessen zeigten alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten
Systeme ebenfalls eine schmale Wasserschicht als Voraussetzung fiir die Penetration
der langen Alkylketten unpolarer Ceramide. Diese agieren somit als molekulare
Anker, vergroflern den Zusammenhalt zwischen den Bilayern und verstirken die

Stabilitdat der Membran.

Welche neuen Einblicke in die Stabilitit von SC Lipid Modellsystemen konnte so durch
die vorliegenden Ergebnisse gewonnen werden?

Als Hauptergebnis gilt die Beobachtung einer stabilen multilamellaren Membran der
Periodizitit von 45 A, deren Bildung von der Anwesenheit des polaren, kurzkettigen
Phytosphingosins CER[AP] abhéngig ist.

Die zwischen Kopfgruppen des CER[AP] ausgepriagten Wasserstoffbriickenbindungen
sind die Voraussetzung fiir die geringe intermembrandre Hydratation, die somit einen
engen Kontakt zwischen benachbarten Schichten ermdglicht.

Als Phytosphingosin bildet CER[AP] in hairpin-Konformation starke Wasserstoff-
Briicken aus, die die Bilayer-Stabilitét in lateraler Richtung bedingen.

Diese Stabilitdt wird erhoht durch den Anteil CER[AP] in ful extended-Konformation.
Eine Kette ragt dabei in den Nachbarlayer und verursacht einen engen Kontakt. Somit
bildet CER[AP] das Riickgrat der SC Modellmembran.

Diese zwei Eigenschaften der geringen intermembranédren Hydratation und das armature
reinforcement durch CER[AP] zwingen die weniger polaren, lingerkettigen Ceramide,
sich in die stabile kurze Phase einzuordnen. Mit dem Durchspannen derer Alkylketten
tragen sie zudem zur Membranstabilitét bei.

In allen CER[EOS] basierten Systemen wurde unter den gewéhlten experimentellen
Bedingungen das Fehlen einer LPP beobachtet. Wir schlussfolgern daher, dass in einer
Lipidmischung nicht nur die Anwesenheit von CER[EOS] die Bildung dieser
charakteristischen SC Phase bedingt.

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Neutronenstreustudien haben

gezeigt, dass die Ceramide die wichtigste strukturbestimmende Komponente innerhalb der
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SC Lipid-Modellmatrix darstellen. Zwar konnen die gewéhlten Modellsysteme nicht die
native SC Lipidmatrix nachahmen, aber es hat sich gezeigt, dass der Einfluss einzelner
Lipide auf  die innere Membranstruktur durch Auswertung der
Neutronenstreuldngedichteprofile gut untersucht werden kann. Dabei war es moglich,
zwischen den einzelnen eingesetzten Ceramidsubklassen zu differenzieren. Offensichtlich
hat die Kopfgruppenpolaritét einen groBerern Einfluss auf den Membranbildungsprozess
als die Ceramid-Kettenldnge. Dieses Ergebnis stellt somit einen Paradigmenwechsel in
der Denkweise iiber die Rolle der Ceramide dar. Bis jetzt lag der Fokus meist auf dem
Effekt der Kettenldnge, wobei vor allem die Diskussionen um das die Bildung der LPP
induzierende CER[EOS] mit einer extrem langen Seitenkette im Vordergrund stand. Die
vorliegenden Ergebnisse hingegen bringen die besondere Rolle der ausgeprigten
Kopfgruppenpolaritit des kurzkettigen CER[AP] hervor.

In der Interpretation der Ergebnisse wurde auch auf das bereits beschriebene armature
reinforcement model nach Kiselev [2007] zuriickgegriffen, wobei die neuen Erkenntnisse
auch der Weiterentwicklung dieses Modells iiber die Lipidorganisation in der Matrix
diente.

Unter der Voraussetzung der geringen intermembrandren Hydratation bei 60% r.H.
bedingen die Wasserstoffbriicken zwischen den CER[AP]-Molekiilen in hairpin-
Konformation das Riickgrat des Bilayersystems, welches gestirkt wird durch den als
molekularer Linker zwischen benachbarten Schichten wirkenden Anteil in ful-extended-
Konformation. Dieser Zusammenhalt wird vergroBert durch CER[EOS], welches mehrere
Lipidschichten durchragt.AbschlieBend zu den beschriebenen Untersuchungen wird
festgehalten, dass CER[AP] das Riickgrat der multilamellaren Membranstruktur kurzer

Periodizitit bildet, welches hochstabil ist gegeniiber langkettigen FFA und Ceramiden.

eingereicht als: Kessner, D., Kiselev, M.A., HauR3, T., Dante, S., Wartewig, S, Dobner, B., Neubert, R.
Influence of CER[AP] on the nanostructure of a SC lipid model system: a shift of paradigm
Journal of Investigative Dermatology (2008)
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V. Zusammenfassung

Die duBlerste Hautschicht, das Stratum corneum, stellt die Hauptpenetrationsbarriere des
menschlichen Organismus dar. Eine wesentliche FEigenschaft dieser multilamellar
organisierten Schicht ist die besondere Lipidzusammensetzung, in der den Ceramiden als
Hauptbestandteil die groflite Bedeutung beigemessen wird. Die physikochemische
Charakterisierung der neun Ceramidsubspezies ist notwendig, um tber ihre physikalischen
Eigenschaften und Interaktionen Riickschliisse auf die Ausbildung der Barriereeigenschaften
zu erlauben.

Um die experimentellen Befunde verldsslich auf die Struktur beziehen zu koénnen, ist die
Verwendung synthetischer Lipide dem Einsatz nativen Materials vorzuziehen.

Ein erklirtes Ziel der SC Forschung ist die Entwicklung eines Modellsystems, das der nativen
SC Lipidorganisation entspricht und das als Barriere in Arzneistoff-Penetrationsstudien

eingesetzt werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsschrift wurden die fiir die Ausbildung der
Barrierefunktion als essentiell angesehenen ®-Acylceramide CER[EOS] und CER[EOP]
erstmals physikochemisch charakterisiert.

Durch Rontgendiffraktionsstudien konnte gezeigt werden, dass CER[EOS] erst im hydra-
tisiertem Zustand die flir das Stratum corneum typische Long-Periodicity Phase (LPP) von
130 A ausbildet, wohingegen das polarere CER[EOP] diese Phase schon im wasserfreien
Zustand zeigt. Im Vergleich zu bekannten Untersuchungen an kiirzerkettigen Ceramiden
wurde kein Polymorphismus beobachtet. Das Verhalten dieser extrem langkettigen Ceramide
vom omega-Acylrest gepridgt ist. Dennoch bedingt die polarere Kopfgruppenstruktur des
CER[EOP] eine hohere Orientierung und eine dichtere Packung der Alkylketten. Diese

Erkenntnisse wurden auch durch analog durchgefiihrte Ramanstudien bestétigt.

Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf der Entwicklung von SC Lipid-
Modellmembranen, die mithilfe der Neutronendiffraktion charakterisiert werden sollten.
Diese experimentelle Methode wird erst seit wenigen Jahren auf dem Gebiet der Stratum
corneum Lipid-Forschung eingesetzt und hat sich durch ihre Vorteile gegeniiber der Rontgen-
diffraktion  behauptet. Durch Kontrastvariation kann das Phasenproblem der
Vorzeichenbestimmung von  Strukturfaktoren gelost werden und das berechnete
Streuldngendichteprofil py(x) erlaubt Aussagen iiber die innere Membranstruktur.

Die durch eine etablierte Préaparationsmethode erhaltenen multilamellaren Modell-membranen

entsprechen in ihrer Geometrie der multilamellar organisierten SC Lipidmatrix. Die auf dem



Zusammenfassung 137

Gebiet der Phospholipid-Membranen mittels Neutronendiffraktion gewonnenen Erfahrungen
bildeten die Grundlage in der Auswertung der erhaltenen Diffraktionsbilder.

Durch die Entwicklung definiert zusammengesetzter Membranen konnte aus dem
Neutronenstreuldngedichteprofil py(x) der Einfluss bestimmter Lipide, speziell der von
Ceramiden, auf die Mikrostruktur bestimmt werden.

Da die signifikant verschiedenen Streulingen von Wasserstoff und Deuterium die
Identifizierung deuteriummarkierter Molekiilregionen im Membranprofil ermdglichen, konnte
durch Einsatz entsprechend modifizierter Lipide die Aussagekraft des p,(x) gesteigert werden.
Neben Struktur-Wirkungsbeziehungen, der Lokalisierung bestimmter Molekiilsequenzen und
der Berechnung charakteristischer Membranparameter konnte auch der Einfluss &dufBlerer
Parameter wie Temperatur und rel. Feuchtigkeit auf das ps(x) und somit auf die Mikrostruktur
der Membran verfolgt werden.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Neutronenstreuung das Methodenspektrum zur

Charakterisierung des Stratum corneum auf Modellebene sinnvoll ergénzt.

In Fortfiihrung der Untersuchungen am Referenzsystem CER[AP]/ CHOL/ PA/ ChS konnte
zunichst durch Einsatz speziell deuterierter CHOL-Derivate die postulierte Anordnung dieses
wichtigen Membranbestandteil bestétigt und aufgrund der Kontrastverstirkung durch den
Deuterium-Einbau prizisiert werden.

Des Weiteren wurde das urspriinglich eingesetzte Gemisch aus DL-CER[AP] aufgetrennt und
die Verwendung der reinen Diastereomere zeigte, dass die Membranstruktur nur geringfiigig
beeinflusst wird. Das Phasenverhalten der jeweiligen Membranen hingegen unterschied sich
deutlich in Abhingigkeit von den gewihlten dufleren Bedingungen wie Temperatur und

Feuchtigkeitsgehalt.

Der Einfluss des CER[EOS] als essentielles SC Lipid auf einfache Modellmembranen wurde
untersucht. Das Neutronenstreuldngedichteprofil des terndren Systems CER[EOS]/ CER[AP]/
CHOL zeigte, dass die Anwesenheit von CER[EOS] keine LPP induzierte, sondern dass das
lange Ceramid sich in die durch CER[AP] gebildete kurze Phase von 45 A einpasst, indem es
mehrere (1,5) Layer durchspannte und somit als molekularer Anker zur Membranstabilitét
beitrug.

Der Austausch des CER[EOS] durch das eine OH-Gruppe mehr aufweisenden CER[EOP]
zeigte keine Effekte auf den lamellaren Wiederholabstand und auf die Membranstruktur, die
hohere Polaritdt des CER[EOP] war aber im p,(x) erkennbar.

Fiir eine bessere Korrelation zur nativen SC Lipidmatrix wurde das System um die FFA

Behensidure erginzt. Es konnte gezeigt werden, dass eine niherungsweise Ubereinstimmung
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der Kettenlingen von Ceramiden und FFA in einer sehr guten lamellaren Orientierung
resultiert. Durch Einsatz speziell deuterierter Behensdure-Derivate konnte deren Anordnung
in der kurzen Phase von 45 A ebenfalls gezeigt werden. Vergleichende Untersuchungen bei
60 und 98% r.H. zeigten keine wesentlichen Effekte auf den lamellaren Wiederholabstand.
Berechnungen von charakteristischen Parametern aus dem py(x) brachten allerdings eine
Beeinflussung der Mikrostruktur der Membran durch den gewihlten Feuchtigkeitsgehalt

hervor.

CER[NS] als mengenméiBig am hdufigsten auftretend innerhalb der Ceramid-Fraktion wurde
ebenfalls in Neutronenstreuuntersuchungen charakterisiert. Es wurde zusammen mit den drei
deuterierten Derivaten CER[NS]-D2, CER[NS]-D3 und CER[NS]-D47 durch synthetische
Arbeiten dargestellt, um zum einen eine genau definierte Struktur zu erhalten und zum
anderen um bestimmte Molekiilbereiche durch Verstirkung des lokalen Kontrasts im pg(x)
identifizieren zu konnen. Beziiglich der Auswahl geeigneter deuterierter Zielstrukturen
erwiesen sich solche mit wenigen Deuteriumatome an repridsentativen Stellen ohne
unmittelbare Ndhe zu anderen stark streuende Sequenzen (CER[NS]-D3 mit CD;-Gruppe in

omega-Position) als am besten geeignet.

Die quaterndre SC Lipid-Modellmembran CER[NS]/ CHOL/ BA/ ChS zeigte eine hoch
geordnete lamellare Struktur und aus dem berechneten py(x) konnte der strukturgebende
Einfluss der Ceramidkomponente auf die Membran-Mikrostruktur abgeleitet werden.
Aufgrund der unsymmetrischen Kettenldngen des CER[NS] verzahnen sich

gegeniiberstehende Molekiile und bedingen somit eine ausgeprégte Stabilitdt der Membran.

Durch eine vergleichende Betrachtung aller untersuchten Systeme ergab sich ein vor-
herrschender Einfluss der Ceramidkomponente auf die Mikrostruktur der Modellmembran.
Die FFA bedingt bei geeigneter Kettenlinge eine gute Mischbarkeit der Lipide und
Solubilisierung des Cholesterols in der Lipidmatrix, beeinflusst aber nicht den lamellaren
Wiederholabstand.

Innerhalb der Ceramidfraktion zeigte sich ein dominanter Einfluss des kurzkettigen CER[AP]
auf die Membranstruktur, welches langkettige Ceramide zur Anordnung innerhalb einer
kurzen Periodizitdt zwingt.

Diese Ergebnisse trugen zur Weiterentwicklung des armature reinforcement Modells tiber die
Lipidorganisation bei. Dabei induziert CER[AP] in hairpin-Konformation ein stabiles, auf

Wasserstoffbriickenbindungen basierendes Riickgrat. Der in der fu/ extended Konformation
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vorliegende Teil verbindet zwei angrenzende Membranschichten und erhdht somit die
Stabilitdt der Matrix.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die im Zusammenhang mit der Barriereeigenschaft des
Stratum corneum diskutierte dominante Rolle des CER[EOS] auf Grundlage der erhaltenen
experimentellen Fakten differenziert gesehen werden muss.

Eine LPP wurde nur in Rontgendiffraktionsstudien an hydratisiertem CER[EOS] in der
Bulkphase beobachtet. Im Verband mit anderen repriasentativen SC Lipiden zeigte eine
multilamellare Membran diese Periodizitét nicht. Vielmehr wurde durch Analyse der inneren
Membranstruktur eine hervorragende Rolle der short-periodicity Phase (SPP) von = 45 A
beobachtet. Deren Bildung wird durch das kurzkettige, polare CER[AP] induziert, womit ein
in fritheren Arbeiten postulierter groBBer Einfluss der Kopfgruppenpolaritit auf die
Mikrostruktur bestitigt wird.
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VI. Ausblick

Die der vorliegenden Dissertationschrift zugrunde liegenden experimentellen Untersuchungen

an multilamellaren SC Lipid-Modellmembranen mittels Neutronendiffraktion haben die
wichtigen Vorteile und das Potential der Methode fiir die Stratum corneum Lipid-Forschung
gezeigt. Vor allem die Analyse der inneren Membranstruktur der in ihrer Geometrie mit der
nativen Lipidorganisation vergleichbaren Modellmembran ist dabei herauszustellen.

In zukiinftigen Arbeiten konnen durch gezieltes Design von Modellmatrices, die sich
entweder an bereits beschriebenen Systemen orientieren oder de novo- Zusammensetzung
darstellen, interessante weitere Einblicke erwartet werden.

Beziiglich der vorgestellten Systeme verspricht der Einsatz synthetisch dargestellter,
modifizierter CER[EOS]-Derivate wichtige Erkenntnisse.

Zum einen wird gegenwartig in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dobner an einer
Modellsubstanz gearbeitet, deren konjugierte Doppelbindung durch eine Methylverzweigung
substituiert ist. Somit wiirde die durch die endstindige Linolsdure induzierte Kettenfluiditat
erhalten bleiben bei gleichzeitig geringerer Oxidationsempfindlichkeit. Diese Modellsubstanz
verspricht eine leichtere Handhabung in z.Bsp. temperaturabhingigen Langzeitmessungen
CER[EOS]-basierter Modellmembranen.

Des Weiteren wird im Rahmen der Diplomarbeit von Herrn Bjorn Arbter eine
Synthesevorschrift fiir ein deuteriertes CER[EOS]-Derivates erstellt. Die markierte CsoD,-
Cy9Dy-CysD;-Sequenz verspricht interessante Ergebnisse fiir die Diskussion der postulierten
CER[EOS]-Anordnung.

AuBerdem sei auch darauf verwiesen, dass die vollstindige Synthese dieser komplexen
Substanz eine groBe Herausforderung darstellt, die bisher in der Literatur noch nicht
beschrieben ist.

Ferner konnte mit dem System CER[EOS]/ CER[AP]/ CHOL/ BA eine Modellmatrix erzeugt
werden, die in ihrer Komposition gut der nativen Lipidzusammensetzung entspricht. Diese
soll nun als Diffusionsbarriere in Arzneistoff-Diffusionsexperimenten in einer FTIR-ATR-
Messzelle zum Einsatz kommen. Aus solchen Untersuchungen kdnnten Aussagen iiber die

Barriereeigenschaften eines solchen SC Lipid Substituten gewonnen werden.
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Massespektrum 13-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-tridecanséduremethylester
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Massespektrum 1-Brom-13,13,13-D3-tridecan
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Anhang

Massespektrum 24,24,24-D3-Tetracosansiure
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IR-Spektrum CER[NS]
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