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KURZFASSUNG

KURZFASSUNG

Ceramide sind Sphingolipide, die aus einer Sphingobase und einer amidartig verkniipften
Fettsidure aufgebaut sind. Sie machen ca. 50 % der Lipide des Stratum corneums, der dulersten
Schicht der menschlichen Haut, aus und sind daher als entscheidender Teil der Hautbarriere am
Schutz vor duBeren Einfliissen und an der Sicherung des Wasserhaushaltes des Menschen
beteiligt. Bisher sind 18 Ceramidklassen in der menschlichen Haut nachgewiesen worden, von
denen einige fiir die Stabilitit des Stratum corneums als besonders wichtig angesehen werden.
Langkettige Ceramide ([EOP] und [EOS]) verbinden die multilamellaren Lipidschichten
innerhalb des Stratum corneums. Hydroxygruppen-reiche Ceramide ([AP] und [NP])
stabilisieren  dariiber  hinaus die  Lipidmatrix = durch die = Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen und sind wasserbindend.

Die Gehalte der Hautceramide sind bei Hauterkrankungen wie Psoriasis oder Neurodermitis
verringert, ihre Zusammensetzung ist verdndert. Eine Substitution hautidentischer Ceramide in
halbfesten Formulierungen soll das Gleichgewicht wiederherstellen. Dafiir sind Kosmetik- und
Medizinprodukte meist mit halbsynthetischen Ceramiden ([NP], [AP], [NS] und [EOS]) auf
dem Markt. Die halbsynthetische Herstellung durch enzymatische Produktion und
anschlieender Acylierung einer Fettsdure zu Ceramiden ist jedoch kostspielig. Daher wird nach
alternativen Ceramidquellen gesucht. Ceramide kommen in geringen Mengen natiirlich vor.
Glycosylceramide dagegen findet man in groBeren Mengen in Pflanzengeweben. Durch eine
hydrolytische Spaltung der Glycosylceramide kdnnten Ceramide gewonnen werden. Strukturen
von menschlichen und pflanzlichen Ceramiden weisen Unterschiede auf und bediirfen eines
funktionellen Vergleichs.

Fiir ein Screening unterschiedlicher Pflanzenmaterialien wurde eine validierte AMD-HPTLC-
Methode zur Quantifizierung von Glycosylceramiden nach einfacher Probenaufbereitung
entwickelt. Auflerdem sind Methoden zur Extraktion, Isolierung (Fliissig-Fliissig-Extraktion,
Sdulenchromatographie, priaparativer HPLC-MS) und zur vollstindigen Strukturaufkldrung
(TLC, HPLC-MS, MS/MS, HRMS, NMR) etabliert worden.

Es wurden drei Industrieabfallgiiter (Apfeltrester, Weizenkeime, Kaffeesatz) auf
Glycosylceramide untersucht. Apfeltrester (Malus domestica) und Weizenkeime (Triticum
aestivum) stellen mit Glycosylceramid-Gehalten von 28,9 mg und 33,7 mg je 100 g
Ausgangsmaterial industriell interessante Quellen dar, um ,,Phyto“-Ceramide zu produzieren.
Fiir Kaffeesatz (Coffea arabica) wurden erstmals Glycosylceramide nachgewiesen, sogar nach
intensiven Rostprozessen. Mit Gehalten von 4,4 mg je 100 g Ausgangsmaterial war das Material
jedoch nicht zur ,,Phyto“-Ceramid-Gewinnung geeignet. Sechs weitere Pflanzenmaterialien
(Samen von Albizia grandibracteata, Albizia gummifera, Albizia lebbeck, Albizia schimperiana,
Acacia etbaica und Robinia pseudoacacia) wurden auf Glycosylceramide untersucht und

wiesen Glycosylceramid-Gehalte von 9,4 bis 23,1 mg je 100 g Ausgangsmaterial auf.
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KURZFASSUNG

Glycosylceramide sind in A. grandibracteata, A. gummifera, A. schimperiana und A. etbaica
erstmals nachgewiesen worden.

Insgesamt wurden 46 Glycosylceramide (1-46) identifiziert. Sie sind hauptsidchlich aus drei
Sphingobasen (d18:1, d18:2, t18:1) sowie gesittigten und einfach ungesittigten a-
hydroxylierten Fettsduren (C15-28) aufgebaut. Einfach ungesittigte Fettsduren wurden nur in
Weizenkeimen nachgewiesen und waren Z-konfiguriert. Doppelbindungen der Sphingobasen
waren an Position C-4,5 ausschlielich E- und an Position C-8,9 E- oder Z-konfiguriert.
Dihydroxy (d)-Basen waren eher an kurzkettige (C16-20), Trihydroxy (t)-Basen an langkettige
Fettsiduren (C22-26) gebunden. Glycosylceramide mit einer Sphingatrienin (d18:3)-Base (Glc-
d18:3 h20:0, (14)) und einer zweifach ungesittigten Fettsdure (Glc-t18:1 h24:2 (20)) wurden
erstmals in Weizenkeimen nachgewiesen. Alle Ceramidverbindungen hatten S-Glucose als
polare Kopfgruppe.

Es wurden weiterhin fiinf neuartige Glycosylceramid-Klassen im Apfeltrester nachgewiesen.
Drei Derivate des Sphingadienin (d18:2)-Typs wurden mit einer zusitzlichen Hydroxygruppe
(Glc-8-OH-d18:2 h16:0 (1), Glc-9-OH-d18:2 h16:0 (2)) und einer ungewohnlichen Ketogruppe
(Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4)) bestimmt. Ahnliche Verbindungen sind bisher nur in Pilzen
identifiziert worden. Weitere Glycosylceramid-Klassen auf Basis des Sphingadienin (d18:2)-
Typs mit zwei zusitzlichen Hydroxygruppen (Glc-20H-d18:2 h16/22/24:0 (3/13/25)) und des
Phytosphingenin (t18:1)-Typs mit einer weiteren Hydroxygruppe (Glc-OH-t18:1 h22/24:0
(10/18)) sind massenspektrometrisch nachgewiesen worden.

Drei Glycosylceramide, die in allen Pflanzen als Hauptkomponenten vorkamen (Glc-d18:2
h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28), Glc-t18:1 h24:0 (36)), wurden mithilfe einer rekombinanten
humanen Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) zu ,,Phyto“-Ceramiden (47-49)
hydrolysiert. Fiir die ,,Phyto*“-Ceramide (d18:2 h16:0 (47), t18:1 h22:0 (48), 18:1 h24:0 (49))
wurden 'H- und "“C-chemische Verschiebungen angegeben. Dariiber hinaus ist in ersten
Versuchen die Penetration von ,,Phyto“-Ceramiden in menschliche Haut (10,3-16,5 %)
nachgewiesen worden.

Ein weites Screening von Glycosylceramiden in Pflanzenmaterialien und die effiziente
Gewinnung von ,,Phyto“~-Ceramiden aus industriellem Abfallmaterial sollte fiir eine alternative
Ceramid-Gewinnung zukiinftig in Betracht gezogen werden. Auch miissen weitere
Untersuchungen zeigen, ob ,,Phyto*“-Ceramide den Haut-Ceramiden soweit funktionell dhneln,

dass sie in der menschlichen Dermatotherapie eingesetzt werden kénnen.
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SUMMARY

SUMMARY

Ceramides belong to the class of sphingolipids and consist of a sphingoid base and an amide-
linked fatty acid. They play a crucial role in the skin barrier function by providing a major lipid
class (approx. 50 %) of the outermost layer of the skin — the stratum corneum. To this day 18
different ceramide classes have been detected in human skin. Long chain ceramides ([EOP] and
[EOS]) are considered to be a linkage between different lipid layers, whereas ceramide [AP]
und [NP] shall have stabilizing and water-binding properties because of their number of
hydroxy groups.

Levels and composition of skin ceramides are altered in skin diseases such as psoriasis and
atopic dermatitis. Skin-identical ceramides in the form of semisolid formulations are intended to
improve this imbalance. Various pharmaceuticals and cosmetics are on the market that contain
ceramides (e.g. [NP], [AP], [NS] and [EOS]). Semisynthetical ceramides are commercially
available, however, very expensive. Thus there is a need for cheap alternatives.
Glycosylceramides occur in plants and may serve for ceramide production. However, there are
slight structural differences between human and plant ceramides. A comparison of functional
behavior is therefore necessary.

An AMD-HPTLC method for plant screening and glycosylceramide quantification was
validated. Extraction, isolation (liquid-liquid-extraction, column chromatography, preparative
HPLC-MS) and structure elucidation (TLC, HPLC-MS, MS/MS, HRMS, NMR) methods were
established.

Three industrial waste materials (apple pomace, wheat germs, coffee grounds) were investigated
for glycosylceramide contents and species. Apple pomace (Malus domestica) and wheat germs
(Triticum aestivum) contained glycosylceramides with 28.9 mg and 33.7 mg per 100 g dry
weight. Glycosylceramides were detected in coffee grounds (Coffea arabica) for the first time.
However, amounts of 4.4 mg per 100 g dry weight were not sufficient for “phyto”’-ceramide
production. Different Ethiopian and German plant materials (seeds of Albizia grandibracteata,
Albizia gummifera, Albizia lebbeck, Albizia schimperiana, Acacia etbaica and Robinia
pseudoacacia) were also investigated. Glycosylceramides were identified in A. grandibracteata,
A. gummifera, A. schimperiana and A. etbaica for the first time. Contents between 9.4 and 23.1
mg/100 g dry weight were less than in apple pomace or wheat germs.

Altogether, 46 glycosylceramides (1-46) were identified. They consisted of three sphingoid
bases (d18:1, d18:2, t18:1) and saturated as well as monounsaturated a-hydroxy fatty acids
(C15-28). Monounsaturated fatty acids were detected in wheat germs only and were Z
configurated. Double bonds of the sphingoid bases were E configurated at position C-4,5 and
either £ or Z configurated at positon C-8,9. Dihydroxy (d)-sphingoid bases were rather
associated with short chain (C16-20) and trihydroxy (t)-sphingoid bases with long chain fatty
acids (C22-26). Glycosylceramides with a sphingatrienine (d18:3)-sphingoid base (Glc-d18:3
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SUMMARY

h20:0 (14)) and a polyunsaturated fatty acid (Glc-t18:1 h24:2 (20)) where identified in wheat
germs for the first time. All ceramides were linked to a S-glucose as polar head group.

In addition five new glycosylceramide classes were identified in apple pomace. Three
derivatives of sphingadienine (d18:2) were elucidated with additional hydroxy groups (Glc-8-
OH-d18:2 h16:0 (1), Glc-9-OH-d18:2 h16:0 (2)) and one additional oxo group (Glc-8-0xo-
d18:2 h16:0 (4)). Similar compounds were only reported in fungi so far. A sphingadienine
(d18:2) glycosylceramide class with two additional hydroxy groups (Glc-20H-d18:2
h16/22/24:0 (3/13/25)) as well as a phytosphingenine (t18:1) glycosylceramide class with one
additonal hydroxy group (Glc-OH-t18:1 h22/24:0 (10/18)) were identified by means of mass
spectrometry.

Three main glycosylceramides (Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28), Glc-t18:1 h24:0
(36)) were hydrolysed by a recombinant human glucocerebrosidase (imiglucerase, Cerezyme®)
to yield “phyto”-ceramides (47-49). 'H and "C chemical shifts of these “phyto”-ceramides
(d18:2 h16:0 (47), t18:1 h22:0 (48), 18:1 h24:0 (49)) were reported. Their penetration behavior
into human skin was investigated and amounts of 10.3-16.9 % were measured.

As consequence a wide screening of glycosylceramides in plants and the efficient production of
“phyto”-ceramides from industrial waste plant material is necessary and should be taken into
account for alternative production of ceramides. Future studies must show the benefit of

“phyto”-ceramides in human dermal therapy.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Sphingolipide und Glycosylceramide

1.1.1 Strukturvielfalt und Nomenklatur

Der Begriff ,,Sphingosin“ wurde von J. L. W. Thudichum (1829-1901) bereits 1884 in seiner
Schrift ,,A treatise on the chemical constitution of brain“ gepragt. Er extrahierte Stoffe mit den
Eigenschaften einer organischen Base sowie Zucker- und Fettsidureresten aus dem menschlichen
Gehirn. Aufgrund der ritselhaften Erscheinungen benannte er das Hydrolyseprodukt nach dem
mythologischen Fabelwesen Sphinx als ,,Sphingosin® (Thudichum, 1884). Dieses Sphingosin
wurde schlieBlich als (2S,3R,4E)-2-Aminooctadec-4-en-1,3-diol (d18:1**) identifiziert (Carter
et al., 1947) und synthetisiert (Shapiro et al., 1958) und war namensgebend fiir von Sphingosin
(d18:1) abgeleitete Lipide, die Sphingolipide (Carter et al., 1947; Pruett et al., 2008).
Sphingolipide gehdren zu den polaren Membranlipiden mit amphiphilen Molekiileigenschaften.
Sie werden in 1) Sphingobasen und einfache Derivate, 2) Ceramide (Cer) und 3) komplexe
Sphingolipide (inklusive Glycosylceramide, GlyCer) unterteilt (Hirabayashi er al, 2006).
Cer sind aus einer Sphingobase und einer amidartig verkniipften Fettsdure aufgebaut. GlyCer

enthalten zusétzlich als Kopfgruppe einen Zucker (z.B. Glucose) (Abb. 1).

Sphingobase (LCB)

18 8
16'

Fettsiaure (FS)

Abb. 1: Reprisentative Strukturen von Ceramiden und Glycosylceramiden
Dargestellt ist die Sphingobase d18:2***% und die Fettsiure h16:0.

Es gibt unterschiedliche Nomenklatursysteme fiir Sphingolipide. Pflanzliche GlyCer werden
beispielsweise iiber die Kurzbeschreibung der Sphingolipidstruktur nach Karlsson, 1970b, auf
Basis der allgemeinen Abkiirzung fiir Lipide und Glycolipide nach IUPAC (IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature, 1978, 1997) beschrieben (Abb. 2). Cer der
menschlichen Haut werden mit einer alternativen Kurzschreibweise bezeichnet, wenngleich die
Beschreibung nach ITUPAC ebenfalls angewendet werden kann. Cer wurden frither aufgrund
ihrer Polaritit bei der TLC-Trennung nach einem Nummerierungssystem benannt (z.B.
Cer 1-8). Eine hohere Polaritit bzw. niedriger R~-Wert ergab eine hohere Nummer (Wertz und
Downing, 1983). Spiter wurden sie mit ihrer Verdffentlichung durchnummeriert (z.B. Cer 9-12)
(Breiden und Sandhoff, 2014). Aufgrund zunehmender Anzahl neuer Cer wurde ein

Nomenklatursystem entwickelt, dass Abkiirzungen der enthaltenen Strukturelemente vorsah
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(Motta et al., 1993; Robson et al., 1994) (Abb. 2). Neue Verbindungen (z.B. Cer [NT]) wurden

in Anlehnung an dieses Buchstabensystem benannt (t' Kindt et al., 2012; Rabionet et al., 2013).

A) Pflanzliche Glycosylceramide (Karlsson 1870b, IUPAC-IUB 1978 und 1997):

Fettsdaure

Glc4d18:224E85/21h16:0

A

z.B. Gle- fiir Glucose  d - Dihydroxybase Doppelbindungen~_h - a-Hydroxylierung
t - Trihydroxybase

Zucker lSphingobase

Kohlenstoffkettenldange: Doppelbindungen

B) Hautceramide (Motta et al. 1993, Robson et al. 1994, t‘Kindt et al. 2012):

Fettsdure | Sphingobase
gef. zusitzliche Fettsdure

Cer [NP]
/ \
N — nicht hydroxyliert P — Phytosphingosin (t18:0)
A — a-hydroxyliert S - Sphingosin (d18:144F)
DS - Dihydrosphingosin (d18:0)
O - w-hydroxyliert H - 6-Hydroxysphingosin (t18:144F)
E — veresterte Linolsdure T - Dihydroxy-Dihydrosphingosine (tetral8:0)

Abb. 2: Nomenklatur pflanzlicher Glycosylceramide (A) und Hautceramide
(B)

Die Sphingobase (Long chain base, LCB) bildet das Riickgrat aller Cer und komplexen
Sphingolipide, kann aber auch als freie Sphingobase oder Sphingoid-1-Phosphat vorliegen
(Ng et al., 2001; Pata et al., 2010). Tab. 1 zeigt eine Auswahl der in Sdugetieren (Sdu.) und
Pflanzen (Pfl.) vorkommenden Sphingobasen. Die Sphingobasen Sphinganin (d18:0),
Sphingosin (4-Sphingenin, d18:1***) und Phytosphingosin/4-Hydroxysphinganin (t18:0)
kommen in Tieren und Pflanzen vor, stellen jedoch nur einen geringen Anteil der Sphingolipide
in Pflanzen dar (Sperling et al., 2004). In Pflanzen dominieren dagegen 8-Sphingenin
(d18:12%5%), 4,8-Sphingadienin (d18:2*538%y ynd Phytosphingenin (t18:1°%%) (Warnecke und
Heinz, 2003). Das Sphinga-4,8,10-trienin (d18:3A4E'8E‘10E) wurde bisher u.a. in Spuren in
Tabakbléttern (Sperling et al., 2005), Reis und Mais (Sugawara er al., 2010) detektiert.
Typischerweise haben die Sphingobasen C18-Kettenldngen (Imai et al., 1997; Lynch und Dunn,
2004), obwohl auch andere Kettenlingen bestimmt worden sind. So wurden zum Beispiel
Kettenldngen von C12-C22 in Haut-Cer (Farwanah et al., 2007) oder C17-Sphingobasen in
Sagina japonica (Jia et al., 2010) nachgewiesen. Ahnlich der menschlichen Sphingobasen
weisen die Hauptvertreter pflanzlicher Sphingolipide entweder eine Doppelbindung (E) oder
Hydroxylierung an Position C-4 auf und tragen zusitzlich eine Doppelbindung (E/Z) an Position
C-8. Aufgrund der nicht stereoselektiven A8-Desaturase kommen sie als Konfigurationsisomere

(8E und 87) in variablen Verhiltnissen vor (Sperling et al., 2004).
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Tab. 1: Reprisentative Sphingobasen in Pflanzen (Pfl.) und Sdugetieren (Séu.)
Modifiziert nach Sperling und Heinz, 2003, und Pata et al., 2010.

Trivialname Kurzform Struktur und systematischer Name
(Vorkommen) (in ﬁbereinstimmung mit IUPAC-IUB 1978, 1997)
Sphinganin, d18:0 (28,3R)-2-Aminooctadecan-1,3-diol
Dihydrosphingosin (Séu., Pfl.) OH  OH
EN .
18/\/\/\/\/\/\/\/\‘2)
NH,
Sphingosin, d18:1%4* (28,3R,4E)-2-Aminooctadec-4-en-1,3-diol
Sphing-4-enin (Séu., Pfl.) on i
5 -3 1
18/\/\/\/\/\/\/\4/\‘2)
NH,
Sphing-8-enin d18:14%8% (28,3R,8E/Z)-2-Aminooctadec-8-en-1,3-diol
(PfL) OH OH
9 c3 1
](\/V\/\/\{\W
NI,
Sphinga-4,8-dienin d18:204E8EZ (28,3R,4E,8E/Z)-2-Aminooctadeca-4,8-dien-1,3-diol
(Pfl.) OH OH
9 5 :3 1
18/\/\/\/\/\8/\/\4/\‘2)
NH,
Sphinga-4,8,10-trienin d18:3MESEIOE (28,3R,4E,8E, 10E)-D-Aminooctadeca-4,8,10-trien-1,3-diol
(PfL) OH OH
11 9 5 i3 1
NH,
Phytosphingosin, t18:0 (28,3S,4R)-D-Aminooctadecan-1,3,4-triol
4-Hydroxysphinganin (Séu., Pfl.) OH  OH
3 ]
]MW
OH NH,
Phytosphing-8-enin, t18:1485% (28,38,4R,8E/Z)-2-Aminooctadec-8-en-1,3 4-triol
4-Hydroxysphing-8-enin  (Pfl.) (E)H OH
9 =3 1
18/\/\/\/\/\8/\/\‘4/\‘2)
OH NH,

Ceramide bestehen aus einer Sphingobase und einer amidartig verkniipften Fettsdure (Abb. 1).
Die Sphingobasenriickgrate entsprechen den oben beschriebenen Partialstrukturen (Tab. 1). Die
Fettsiduren menschlicher Ceramide liegen sowohl a-hydroxyliert als auch nicht hydroxyliert vor
und haben Kettenlingen von C16-C26. AuBerdem gibt es zusitzlich an der w-Position
veresterte Fettsduren mit weitaus lingeren Kettenldngen (Robson et al., 1994; Fahy et al., 2005;
t'’Kindt er al., 2012). Die Fettsdurekettenldngen pflanzlicher GlyCer kdnnen C14-C26 umfassen
(Sperling et al., 2004), wobei ca. 90-95 % a-hydroxyliert vorliegen (Spassieva und Hille, 2003;
Sperling et al., 2004). Die gesittigten Kettenldngen C16, C20, C22 und C24 stellen hierbei die
hiufigsten Vertreter dar (Sperling und Heinz, 2003). Langkettige Fettsduren konnen au3erdem
eine w-9-Doppelbindung (Z) aufweisen (Sperling und Heinz, 2003).

Cer konnen zusitzliche Molekiile als Kopfgruppe an Position C-1 tragen und komplexe

Sphingolipide bilden (Abb. 1). Anhand der Kopfgruppen konnen neutrale und saure
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Sphingolipide unterschieden werden. Saure Sphingolipide besitzen ionisierte funktionelle
Gruppen (z.B. eine Phosphocholingruppe in Sphingomyelinen), neutrale Sphingolipide
ungeladene Zuckerreste (z.B. GlyCer) (Hirabayashi er al., 2006). Die Kopfgruppen der
hiufigsten Sphingolipide unterscheiden sich bei Tieren und Pflanzen. Wéhrend bei
menschlichen Sphingolipiden hauptsidchlich Galactose, Fructose, Phosphatidylcholin,
N-Acetylgalactosamin oder N-Acetylneuraminsidure auftreten, zeigen pflanzliche Sphingolipide
tiberwiegend Glucose, Mannose oder Inositol (Hirabayashi et al., 2006). Die hédufigste Zucker-
Kopfgruppe in pflanzlichen GlyCer ist f-Glucose (Sperling et al., 2004), wobei auch
p-Mannose in Spuren nachgewiesen wurde (Fujino und Ohnishi, 1982). Allein durch
verschiedene kombinierte Zuckerreste sind in Tieren mehr als 500 Glycosphingolipide bekannt
(Futerman und Hannun, 2004). In Pflanzen finden sich dagegen nur f-Mannose-elongierte
Zuckerserien von GlyCer, die endstidndig eine S-Glucosylgruppe tragen (Sperling et al., 2004).

Aufgrund der variablen Strukturen von Cer ergibt sich eine sehr groe Kombinationsvielfalt,
allein schon durch die verschiedenen Kettenlingen, Doppelbindungen oder Hydroxylierungen
der Sphingobasen. Hinzu kommen verdnderte Fettsduren (Kettenldnge, Hydroxylierung und
Doppelbindungen) oder Kopfgruppen (Glyco- oder Phospho-Kopfgruppen). Damit ergeben sich
zehntausende Verbindungsmoglichkeiten, die mit funktionellen Unterschieden einhergehen

(Merrill et al., 2009).

1.1.2 Funktion und Bedeutung von Sphingolipiden

Die biochemischen Funktionen der Sphingolipide sind aufgrund ihrer groen Strukturvielfalt bis
zum heutigen Tag nicht vollstindig gekldart. Dennoch wurde ihre zum Teil auBerordentliche
Bedeutung in vielen Organismen nachgewiesen.

Sphingolipide im Menschen sind intra- und interzellulare Messenger und
Regulierungsmolekiile (Gangoiti et al., 2010). Cer {ibernehmen Funktionen der
Signaltransduktion und der Zell-Zell-Erkennung (Hannun und Obeid, 2002). Sie vermitteln
Apoptose (Huang et al., 2011; Mullen und Obeid, 2012) oder Autophagie (Pattingre et al.,
2009). Intrazellulare Cer-Konzentrationen erhthen sich durch Signale wie z.B. Hitzeschock
oder TNF-o. und induzieren Apoptose entweder als Second messenger oder als Signallipid
(Lahiri und Futerman, 2007). Cer induzieren anti-proliferative Antworten und gelten als Tumor-
Suppressoren (Dany und Ogretmen, 2015). Dagegen soll Sphingosin (d18:1)-1-Phosphat durch
Zellproliferation das Tumorwachstum fordern (Spiegel und Milstien, 2003, Pyne et al., 2014).
Dass der Sphingolipidmetabolismus jedoch weitaus komplexer als bisher angenommen ist,
préisentierte eine aktuelle Studie von Carpinteiro et al., 2015. Nach der gingigen Meinung
fithren erhohte Cer-Konzentrationen zu Apoptose und Wachstumshemmung (Ponnusamy et al.,
2010; Hannun und Newcomb, 2015). Carpinteiro et al., 2015, zeigten jedoch, dass die

Freisetzung der sauren Sphingomyelinase (katalysiert die Hydroylse von Sphingomyelin zu
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Cer) die Cer-Konzentration erhoht und damit Tumormetastasen induziert. Die Inhibition der
sauren Sphingomyelinase konnte dagegen Tumormetastasen vorbeugen (Carpinteiro et al.,
2015).

Ceramide wurden als Mediatoren von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer (Haughey et al., 2010; Filippov et al., 2012) oder Morbus Parkinson (Abbott et al.,
2014) nachgewiesen. Mukoviszidose (Grassme et al., 2014), Sepsis (Claus et al., 2005),
Diabetes mellitus (Summers, 2006; Holland und Summers, 2008) oder auch das Auftreten von
Lungenemphysemen (Petrache et al., 2005; Petrache et al., 2006) sind mit Veridnderungen des
Sphingolipidmetabolismus verbunden und gehen z.B. mit erhohten Sphingomyelinase-
Aktivitdten einher. Auch bei Herzkreislauferkrankungen sollen Cer als ROS (reactive oxygen
species, reaktive Sauerstoffspezies)-Trigger den oxidativen Stress in Zellen erhohen (Li et al.,
2010). Als ein Hauptbestandteil des Stratum corneums, der dulersten Schicht der menschlichen
Haut, sind Cer an der Membranstabilitit und dem Schutz vor &duBleren Schidden und
Austrocknung beteiligt (Elias et al., 1977a; Breiden und Sandhoff, 2014). Weiterfiihrende
Informationen sind in Kapitel 1.2 beschrieben.

Sphingolipide in Pflanzen sind im Gegensatz zu Sphingolipiden im Menschen weitaus seltener
untersucht worden und ihre Funktionen nur zum Teil bekannt. Sie stellen jedoch eine
Hauptkomponente von Plasmamembranen und Tonoplasten dar (Markham et al., 2013).

Cer in Pflanzen (hier Arabidopsis thaliana) sind wie in menschlichen Geweben in der Lage
Apoptose auszulosen (Liang et al., 2003; Michaelson et al., 2016). Dagegen kann Cer-1-
Phosphat eine Cer-vermittelte Apoptose abmildern (Liang et al., 2003). Townley et al., 2005,
zeigten ebenfalls, dass kurzkettige (C2)-Cer Apoptose in Arabidopsis thaliana-Zellkulturen
induzieren, wogegen lingerkettige (C6)-Cer nicht dazu in der Lage waren. Erhohte
Konzentrationen freier Sphingobasen in Pflanzen fiihrten zum Zelltod (Lynch und Dunn, 2004).
In Arabidopsis thaliana aktivierte der Knockout des ACDI11-Gens (ACDI11 kodiert ein
putatives Sphingosin-Transferprotein) den programmierten Zelltod (Brodersen et al., 2002;
Simanshu et al., 2014). Die Fiitterung von Arabidopsis thaliana-Kulturzellen mit Sphingosin
(d18:1)-, Sphinganin (d18:0)- und Phytosphingosin (t18:0)-Konzentrationen fiihrte zur
Produktion von ROS und nachfolgendem Zelltod (Shi ef al., 2007). Das phosphorylierte
Sphinganin (d18:0-1-P) schwichte konzentrationsabhingig eine d18:0-induzierte ROS-
Produktion ab (Shi et al., 2007).

Sphingosin-1-Phosphat (d18:1-1-P) ist konzentrationsabhingig an der Regulation von
Spaltéffnungen in Commelina communis beteiligt (Ng et al., 2001; Coursol et al., 2003).
Dagegen kann d18:0-1-P keine Verdnderung hervorrufen, was fiir die Bedeutung der
4E-Doppelbindung spricht (Ng et al, 2001). Sphingolipide dienen der morphologischen
Entwicklung einer Pflanze. In Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dass Sphingolipide mit

Dihydroxybasen (z.B. d18:2) das Pflanzenwachstum nicht unterstiitzen, jene mit
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Trihydroxybasen (z.B. t18:1) dagegen eine zentrale Rolle im Pflanzenwachstum spielen (Chen
et al., 2008).

GlyCer sind zusammen mit Sterolen am Aufbau von sogenannten [lipid rafts (Membran-
Mikrodoménen) beteiligt (Simons und Ikonen, 1997; Mongrand et al., 2004). Lipid rafts sind
sehr dynamische Gebilde von 10-200 nm Grofe, was ihren Nachweis in vivo schwierig macht
(Pike, 2006). Dennoch wurden Hinweise zur Existenz der Mikrodominen in Hoheren Pflanzen
(Peskan et al., 2000), z.B. Arabidopsis thaliana (Borner et al., 2005) und Tabak-Blittern
(Mongrand et al., 2004), erbracht. Es handelt sich um Sterol- und Sphingolipid-angereicherte
Membranregionen, in denen bevorzugt GPI-verankerte Proteine vorliegen (Mayor und Riezman,
2004). Damit sind Sphingolipide wahrscheinlich an der Membranfluiditit (Lingwood und
Simons, 2010), Signaltransduktion (Simons und Toomre, 2000; Foster ef al., 2003) und der
Proteinselektion (Brown und London, 2000) entscheidend beteiligt. GlyCer erhéhen die
Membranstabilitdt und verringern die Membranpermeabilitdt aufgrund ihrer sehr langkettigen
Fettsiduren und der Wasserstoffbriickenbindungen der Amid- und Hydroxygruppen (Lynch und
Dunn, 2004). Die Zunahme der Hydroxygruppenanzahl fiihrt zu erhohter Membranstabilitdt und
erniedrigter -Permeabilitit (Lynch er al., 1992; Lynch und Dunn, 2004).

GlyCer sind fiir die Zelldifferenzierung und Organogenese der Pflanze, wahrscheinlich als ein
Hauptbestandteil der Pflanzenmembranen, essentiell (Msanne et al, 2015). Die
Lipidzusammensetzung und vor allem die GlyCer-Konzentration in der Pflanzenmembran
verdndert sich infolge von Trocken-, Kilte- oder Toxischem (Metallionen-) Stress (Sperling et
al., 2004; Michaelson et al., 2016). Norberg und Liljenberg, 1991, wiesen eine Gehaltsabnahme
der GlyCer in Plasmamembranen von Hafer-Wurzelzellen durch Trockenstress nach. Ramonda
serbica, die an trockene Standorte adaptiert ist, enthielt hohere GlyCer-Konzentrationen bei
trockenem als bei wasserreichem Wachstum (Quartacci er al., 2001). Eine Aluminium-
empfindlichkeit der Pflanzen wirkt sich auch auf deren GlyCer-Gehalt aus. Wiahrend in
Aluminium-toleranten Weizenkulturen der GlyCer-Gehalt nach Aluminium-Exposition leicht
anstieg, nahm der Gehalt in Aluminium-sensitiven Kulturen ab (Zhang ef al., 1997). Auf der
anderen Seite wurde eine erhohte Aluminium-Toleranz durch die Uberexpression einer
Z-priferierenden A8-Desaturase (aus Stylosanthes hamata) in Arabidopsis thaliana
nachgewiesen (Ryan et al, 2007). GlyCer sind an der Kryostabilitdit von pflanzlichen
Membranen beteiligt (Pata ef al., 2010). Der Gehalt und die Zusammensetzung der GlyCer-
Klassen haben eine entscheidende Bedeutung bei Kiltestress. Der GlyCer-Gehalt der
Plasmamembran in kéltetoleranten Pflanzen ist geringer als der in kiltesensitiven Pflanzen
(Warnecke und Heinz, 2003). Zusétzlich erniedrigten sich bei der Anpassung der Pflanzen an
kaltes Klima die GlyCer-Konzentrationen (Lynch und Steponkus, 1987; Uemura und
Steponkus, 1994; Minami ef al., 2010). Durch Dehydration infolge von Gefrierschiden kommt

es in Pflanzen zur Destabilisierung der Plasmamembran (Yoshida und Uemura, 1990). Niedrige
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Gehalte an GlyCer konnten fiir eine Kryostabilitit der Membran wihrend Kiltestress von
Vorteil sein (Warnecke und Heinz, 2003), da sie als Induktoren der Phasenseparation in
Membranen bei niedrigen Temperaturen angesehen werden (Spassieva und Hille, 2003). Hohe
GlyCer-Konzentrationen werden mit einer verringerten Membranfluiditit in Verbindung
gebracht, sie erhohen die molekulare Ordnung innerhalb der Membran (Varela et al., 2013).
Auch die einzelnen Cer-Bestandteile (Sphingobase und Fettsdure) scheinen sich auf die
Kiltesensitivitit und -resistenz auszuwirken. In kilteresistenten Pflanzen (z.B. Weizen) wurden
hohe Konzentrationen von langkettigen, einfach ungesittigten a-OH-Fettsiuren (z.B. h24:1”7)
gefunden (Lynch und Steponkus, 1987; Cahoon und Lynch, 1991; Uemura und Steponkus,
1994; Imai et al, 1995). Dagegen wiesen kiltesensitive Pflanzen (z.B. Reis, Mais) eher
gesittigte Fettsduren auf (Imai er al., 1995). In kilteresistenten Pflanzen wurden dariiber hinaus
tiberwiegend das Z-Isomer der Phytosphingenin (t18:1)-Sphingobase gegeniiber dem E-Isomer
bestimmt (Imai et al., 1997; Kawaguchi et al., 2000), obwohl die A8-Desaturase unspezifisch ist
(Sperling et al., 2004). Arabidopsis thaliana mit Sphingobasen ohne A8-Doppelbindung war

sensitiver gegeniiber niedrigen Temperaturen (Chen ef al., 2012).

1.1.3 Vorkommen von Glycosylceramiden in Pflanzen

In Pflanzen sind GlyCer in Plasmamembranen, Tonoplastenmembranen, im Golgi-Apparat und
auch dem Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Warnecke und Heinz, 2003; Lynch und
Dunn, 2004). Sie befinden sich an der dufleren (apoplastischen) Schicht der Plasmamembran
und damit auf der extrazelluldren Seite (Lynch und Phinney, 1995). GlyCer wurden bereits in
vielen Pflanzen und unterschiedlichsten Pflanzenteilen detektiert (Tab. 2). Die GlyCer-
Zusammensetzung der einzelnen Teile einer Pflanze kann sich stark unterscheiden. Die Blitter
von Triticum aestivum besitzen andere GlyCer als die Frucht. In Blittern machten vornehmlich
Trihydroxy-Basen (t18:1, 80 %) die Sphingobasen aus (Imai et al., 1997). Dagegen sind in
Weizenkeimen oder Weizenmehl hauptsidchlich Dihydroxybasen (d18:2 und d18:1, 89 %)
identifiziert worden (Ohnishi et al., 1985; Sullards et al., 2000). Imai et al., 1995, berichteten
weiterhin, dass sich die GlyCer-Zusammensetzung in Blittern und Karyopsen nach der
taxonomischen Zugehorigkeit stark unterscheidet. So kommen ungesittigte FS ausschlieBlich in

Compositae, Brassicaceae und Graminae vor.
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Tab. 2: Auswahl von Pflanzen, in denen Glycosylceramide nachgewiesen
wurden
- Angaben in mol/g, berechnet fiir Glc-d18:2 h16:0 (7) mit 714,0 g/mol;
n.a. — nicht angegeben
Pflanze Pflanzenteil  Gehaltgycer Literatur
[mg/100 g]
Spinat (Spinacia oleracea) n.a. Poincelot, 1973
4,8 Vesper et al., 1999
13,9 Sugawara und Miyazawa, 1999
Wein (Vitis vinifera) Blitter n.a. Kawaguchi et al., 2000
Roggen (Secale cereale) n.a. Cahoon und Lynch, 1991
Acker-Schmalwand (Arabidopsis 11,11 Markham und Jaworski, 2007
thaliana) 12,0' Tellier et al., 2014
Seidenbaum (Albizia julibrissin) Bliiten n.a. Kang et al., 2007
Raps (Brassica napus) Pollen n.a. Pei et al., 2010
Feuerbohne (Phaseolus coccineus) 16 Kojima et al., 1991b
Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) 17 Kojima et al., 1991b
Adzukibohne (Vigna angularis) 2.4 Ohnishi und Fujino, 1981
30,3 Sugawara und Miyazawa, 1999
Stinkbaum (Sterculia lychnophora) n.a. Wang et al., 2013
Erbsen (Pisum sativum) n.a. Miyazawa et al., 1974
Mandeln (Prunus dulcis) 6,8 Fang et al., 2005
Cashewkerne (Anacardium Samen 3,9 Fang et al., 2005
occidentale)
Haselniisse (Corylus avellana) 2,1 Fang et al., 2005
Erdniisse (Arachis hypogaea) 2,6 Fang et al., 2005
Pinienkerne (Pinus pinea) 4,2 Fang et al., 2005
Kiirbiskerne (Cucurbita pepo) 3,1 Fang et al., 2005
Walniisse (Juglans regia) 2,5 Fang et al., 2005
Sonnenblume (Helianthus annuus) 16 Salas et al., 2011
Birkenfeige (Ficus mucuso) Rinde n.a. Bankeu et al., 2010
Feuerkolben (Arisaema amurense) Rhizom n.a. Rozema et al., 2012
Dreizéhlige Pinellie (Pinellia ternata) n.a. Rozema et al., 2012
Elefantenrohr (Alocasia macrorrhiza) Wurzel n.a. Tien et al., 2004
Typhonium giganteum n.a. Chen et al., 2002
Ziziphus jujuba var. spinosa Frucht n.a. Guo et al., 2014
Kartoffel (Solanum tuberosum) Sprossknolle 1 Takakuwa et al., 2005

Lebensmittel sind bereits auf ihre GlyCer-Mengen untersucht worden (Sugawara und

Miyazawa, 1999; Vesper et al., 1999). Tab. 3 gibt eine ausgewihlte Ubersicht iiber das

Vorkommen von GlyCer in Lebensmitteln wieder. Zusammenfassend wurden bereits GlyCer-

Mengen zwischen 1 und 100 mg je 100 g Pflanzenmaterial berichtet (Tab. 3). Die Auswahl der

Pflanze und des Pflanzenteils ist von entscheidender Bedeutung fiir die Menge und Art der zu

extrahierbaren GlyCer. Die Anteile der Sphingolipidklassen am Gesamtsphingolipidgehalt

wurden bisher selten untersucht (Sperling et al., 2004; Markham und Jaworski, 2007; Hannun

und Obeid, 2008). Zauner et al., 2010, postulierten den Anteil komplexer Sphingolipide (z.B.

GlyCer) als zehnmal hoher und dagegen einfache Sphingobasen (z.B. LCB) zehnmal geringer

gegeniiber Cer.
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Tab. 3: Glycosylceramid-Gehalte in Lebensmitteln

' — Angaben in mol/g, berechnet fiir Glc-d18:2 h16:0 (7) mit 714,0 g/mol;
? _ Frischmasse; ° — Trockenmasse; * — Summe aus Sphingomyelin und

Glycosphingolipiden
Pflanze Pflanzenteil Gehaltgycer Literatur
oder Produkt [mg/100 g]
Friichte
Apfel (Malus domestica) Frucht 7,1° Sugawara und Miyazawa, 1999
Frucht 4,92"4 Vesper et al., 1999
Fruchtfleisch 94,03 Takakuwa et al., 2005
Schale 49,03 Takakuwa et al., 2005
Trester 17,0-100,0° Ogawa et al., 2014
Banane (Musa sp.) Frucht 8.9 Sugawara und Miyazawa, 1999
Gemiise
Broccoli (Brassica oleracea) Bliitenstand 27,9 Sugawara und Miyazawa, 1999
Kartoffeln (Solanum tuberosum) Sprossknolle 0,02 Bartke et al., 2006
Sprossknolle 1 Sugawara und Miyazawa, 1999
Sprossknolle 3,1 Takakuwa et al., 2005
Schale 22 Takakuwa et al., 2005
SiiBkartoffel (Ipomoea batatas) Wurzel 0,06 Bartke et al., 2006
Wurzel 14,1 Sugawara und Miyazawa, 1999
Perilla (Perilla frutescens) Blitter 40,9 Sugawara und Miyazawa, 1999
Hiilsenfriichte
Sojabohne (Glycine max) Samen 5,3 Fang et al., 2005
Samen 6,53 Ohnishi und Fujino, 1982
Samen 8,0° Sugawara und Miyazawa, 1999
Samen 6,0-28,4" Wang et al., 2006b
Samen 10,1-35,1" Gutierrez et al., 2004
Kotyledonen 20,0° Takakuwa ef al., 2005
Wurzel 39,0° Takakuwa e al., 2005
Adzukibohne (Vigna angularis) Samen 30,3 Sugawara und Miyazawa, 1999
Getreide
Weizen (Triticum aestivum) Frucht 19,3' Fujino und Ohnishi, 1983
Kleie 259° Zhu et al., 2013
Endosperm 21,0° Sugawara und Miyazawa, 1999
Endosperm 41,1° Vesper et al., 1999
Endosperm 8,5 Ohnishi et al., 1985
Wurzel 21,0° Takakuwa et al., 2005
Gerste (Hordeum vulgare) Frucht 14,4 Sugawara und Miyazawa, 1999
Reis (Oryza sativa) Frucht 12,7 Fujino und Ohnishi, 1976
Frucht 2,5 Sugawara und Miyazawa, 1999

1.1.3.1 Apfeltrester

Der Apfelbaum ist eine bekannte Kulturpflanze, die der Familie Rosaceae angehort. Beim
Pressen liefern Apfel ca. 75 % Saft, der Pressriickstand wird als Trester bezeichnet (Shalini und
Gupta, 2010). Apfeltrester enthilt Schalen, Fruchtfleischreste, Kerne und Stiele (Vendruscolo et
al., 2008). Er besteht hauptsichlich aus Kohlenhydraten (Cellulose, Hemicellulose und Lignin),
Proteinen, Mineralien und Antioxidantien (Flavanoide: Flavanole, Procyanidine) (Bhushan et
al., 2008). Der Lipidgehalt des Apfeltresters betréigt ca. 4 % (Vendruscolo ef al., 2008). Er dient
der Gewinnung von Pektin, ein Polysaccharid, das z.B. in der Lebensmittelindustrie als Gelier-
und Verdickungsmittel oder in der Pharmaindustrie als Stabilisierungsmittel Anwendung findet

(Leroux et al., 2003; Kumar und Chauhan, 2010). Weiterhin wird er fiir die Gewinnung von
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Enzymen und Proteinen (Bhushan et al., 2008; Vendruscolo et al., 2008) und als Tierfutter
(Ajila et al., 2015) verwendet.

Die weltweite Apfelproduktion betrug im Jahr 2015 ungefédhr 76,5 Mio Tonnen, wovon fast
85 % frisch konsumiert und ca. 15 % (10,9 Mio Tonnen) weiter verarbeitet wurden (Foreign
Agricultural Service, 2016b). Dadurch ergibt sich eine mogliche Apfeltrestermenge (ca. 25 %
des Apfels, Shalini und Gupta, 2010) von ca. 2,7 Mio Tonnen.

Bereits Whitaker, 1997, hat GlyCer im Apfel analysiert. Er identifizierte ein GlyCer vom
Sphingadienin (d18:2)-Typ und kurzkettiger a-hydroxylierter Fettsidure (Glc-d18:2 h16:0) sowie
weitere GlyCer vom Phytosphingenin (t18:1)-Typ mit a-hydroxylierten Fettsduren ldngerer
Acylketten (Glc-t18:1 h22/23/24:0) (Whitaker, 1997). Dieselben Sphingobasen (zusitzlich
Phytosphingosin t18:0 und Sphingenin d18:1) und Fettsduren (C16 bis C26) wurden von
Takakuwa et al., 2005, und Ogawa et al., 2014, nach Hydrolyse der GlyCer aus Apfeltrester
nachgewiesen. Takakuwa et al., 2005, berichteten einen hohen GlyCer-Gehalt im
Apfelfruchtfleisch mit 94 mg/ 100 g Trockenmasse im Gegensatz zur Apfelschale mit 49 mg/
100 g Trockenmasse. Ogawa et al., 2014, haben die Trester von 10 Apfelsorten auf ihre GlyCer-
Gehalte untersucht und wiesen grofle Unterschiede der GlyCer-Mengen einzelner Apfelsorten
(17 bis 100 mg/100 g Trockenmasse) nach. Es bestehen Patente, die die Cer-Gewinnung aus
Apfeltrester und Apfelriickstinden beschreiben (Ishikawa und Yoshikawa, 2005; Sakai et al.,
2015). Diese werden mit einer Ethanolextraktion ohne genauere Beschreibung iiber die

Isolierung der Cer aus dem Extrakt gewonnen.

1.1.3.2 Weizenkeime

Die Gattung Triticum gehort zur Familie Poacaeae. Der Saatweizen (Triticum aestivum) wird
weltweit kultiviert. Das Weizenkorn ist aus der Samen- und Fruchtschale (Kleie), dem
Mehlkorper (Endosperm) und dem Keimling (Keim) aufgebaut (Abb. 3) (Blaschek, 2010). Im
Verarbeitungsprozess der Mehlherstellung werden bei der Ernte die Weizenkorner vereinzelt,
entspelzt und vorgereinigt. Es folgen Mahl- und Siebvorgéinge zur Ablosung und Abtrennung
des Keims. Das Endosperm macht ungefidhr 84 %, die Frucht- und Samenschale ca. 14 % und
der Keimling ca. 2 % des Weizenkorns aus (Hinsel, 2010). Die beim Mahlprozess aus dem
Weizenkorn gelosten Weizenkeime werden hauptsichlich fiir die Produktion von Weizenkeimol
und als Tierfutter verwendet (Knowles et al., 2014).

Im Jahr 2015 wurden ungefiahr 735,4 Mio Tonnen Weizen weltweit produziert (Foreign
Agricultural Service, 2016¢). Bei einem Anteil des Keims von ca. 2 % am Weizenkorn (Hinsel,
2010) ergibt sich eine mogliche Gesamtproduktion von 14,7 Mio Tonnen Weizenkeimen pro

Jahr. Ungefihr 10 % des Weizenkeims sind Lipide (Barnes, 1982; de Vasconcelos et al., 2013).

10
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Endosperm

Kleie

Keim

Abb. 3: Aufbau eines Weizenkorns (mod. nach Hoffman, 1925)

Die Sphingolipide von Triticum aestivum sind gut untersucht. Haufig wurden die Sphingobasen
und Fettsduren nach hydrolytischer Spaltung separat identifiziert (Tab. 4). Intakte GlyCer-
Verbindungen wurden seltener aufgeklart. Dihydroxybasen (d18:1 und d18:2) sind
hauptsdchlich mit C16- und C20-Fettsduren, Trihydroxybasen (t18:1) iiberwiegend mit
Fettsduren hoherer Kettenlingen (>C22) verbunden (Fujino et al., 1985) (Tab. 5). In Weizen-

GlyCer sind einfach ungesittigte, a-hydroxylierte Fettsduren nachgewiesen worden (Tab. 4).

Tab. 4: Sphingobasen und Fettsduren des Weizens nach hydrolytischer
Spaltung

' _ Fujino und Ohnishi, 1983; ? — Ohnishi ez al., 1985; * — Macmurray und
Morrison, 1970; *_ Carter et al., 1961a; 5 _ Imai et al., 1995

Sphingobase Weizenmaterial Fettsiure Weizenmaterial
d18:0 Korner', Mehl>>* h14:0 Kérnerl, Mehl*?

di18:1 Korner!, Mehl>>* h16:0 Kérnerl, Meh12‘3, Blitter’
d18:2 Korner!, Mehl? h18:0  Meh!***, Blitter’

t18:0 Mehl>*# h19:0  Meh!®

t18:1 Mehl>**, Blitter® h20:0  Korner!, Mehl*?, Blitter®

h21:0  Meh!*?

h22:0  Korner', Mehl*?, Blitter’
h22:1 Blitter’

h23:0  Korner', Mehl?, Blitter’
h24:0 Kérnerl, Mehlz, Blitter’
h24:1 Kérnerl, Blitter’

h25:0 Kérnerl, Mehlz, Blitter’
h25:1  Blitter’

h26:0 Kérnerl, Mehlz, Blitter’
h26:1  Blitter’

Auch zweifach ungesittigte, nicht hydroxylierte Fettsduren (18:2) wurden in Weizenkdrnern
identifiziert (Bizot-Foulon et al., 1995). GlyCer mit ungesittigten Fettsduren treten iiberwiegend
in kilteresistenten Pflanzen wie Weizen auf (Imai er al, 1995). Als Erkldrung wird das
Herabsetzen der Phaseniibergangstemperatur durch ungesittigte Verbindungen in einem

Micellsystem angesehen (Yoshida et al., 1988; Sperling et al., 2004).

11
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Tab. 5: Identifizierte intakte Glycosylceramide des Weizens

n.a. — nicht angegeben, ' _ Zhu er al., 2013; ? — Sullards er al., 2000;
3 — Imai et al., 1995

GlyCer Weizenmaterial Gehaltgycer

[mg/100 g]
Glc-d18:1 h16:0 Kleie', Keime® 2,6'
Glc-d18:1 h18:0 Kleie' 1,0'
Glc-d18:1 h20:0  Kleie' 3,2!
Glc-d18:1 h24:0 Kleie' n.a.
Glc-d18:2 h16:0 Kleie!, Keime? n.a.
Glc-d18:2 h18:0 Kleie' 1,3!
Glc-d18:2 h20:0  Kleie!, Keime? 6,4!
Glc-d18:2 h24:0  Kleie' 1,6"
Glc-d18:2 h24:1 Kleie' n.a.
Gle-t18:1 h24:0  Kleie' 1,6"
Gle-t18:1 h26:0  Kleie' n.a.
Gle-t18:1 h22:1  Blitter’ n.a.
Gle-t18:1 h24:1  Kleie', Blitter’ 1,6'
Gle-t18:1 h25:1  Blitter’ n.a.
Gle-t18:1 h26:1  Blitter’ n.a.

Monohexoside machen den grofiten Anteil der GlyCer aus (Tab. 6). Glucose ist die hiufigste
Zuckerkopfgruppe (97,4 %; Mannose 2,6 %) (Fujino und Ohnishi, 1983). Mehrfach
glycosylierte Cer wurden erstmals von Laine und Renkonen, 1974, identifiziert. Sie bestimmten
die Monohexoside (55 %), Dihexoside (5 %) und Trihexoside (7 %), wobei die Di- und
Trihexoside nur 0,2 und 0,3 % der Totallipide ausmachten (Laine und Renkonen, 1974). Fujino

und Ohnishi, 1983, isolierten auBerdem Tetrahexosid-GlyCer aus Weizenkornern.

Tab. 6: Ceramid- und Glycosylceramid-Gehalte von Weizenkornern

Ausgangsmaterial: 3 kg (Fujino und Ohnishi, 1983)

Sphingolipid Menge [mg] Anteil [%]
Ceramide 100 0,0033
Monoglycosylceramide 580 0,0193
Diglycosylceramide 17 0,0006
Triglycosylceramide 38 0,0013
Tetraglycosylceramide 4 0,0001

1.1.3.3 Kaffeesatz

Coffea ist eine Pflanzengattung der Familie Rubiaceae. C. arabica und C. canephora sind die
bekanntesten und verbreitetsten Arten und werden derzeit fast ausschlieBlich fiir die
Kaffeeproduktion (75 % und 25 %) verwendet (Hinsel und Pertz, 2010). Coffea arabica ist in
Athiopien einheimisch und war frither endemisch (Puff, 2003). Coffea canephora wird in
Athiopien mittlerweile ebenfalls angepflanzt (Hinsel und Pertz, 2010).

Im Jahr 2015 wurden weltweit 9,2 Mio Tonnen Kaffee produziert und 8,9 Mio Tonnen Kaffee
konsumiert (Foreign Agricultural Service, 2016a). Athiopien steht in der weltweiten
Kaffeeproduktion an fiinfter Stelle (Foreign Agricultural Service, 2016a). Der Kaffeekonsum
steigt jahrlich um ca. 2,5 % (International Coffee Organization, 2016). Der wichtigste

12



EINLEITUNG

Inhaltsstoff ist das Purinalkaloid Koffein (C. arabica 1,0-1,7 %, C. canephora 2,0-4,3 %),
weshalb Kaffee als stimulierendes Getrink Anwendung findet (Hénsel und Pertz, 2010).

AuBerdem sind fettreiche Verbindungen in den Kaffeebohnen vorhanden. Das sogenannte
Kaffeeol ist im Endosperm und Kaffeewachs in den #dufleren Schichten der Kaffeebohne
lokalisiert (Folstar, 1985). Der Lipidgehalt gerosteter Kaffeebohnen liegt ungeféahr bei 11 % fiir
C. canephora und bei 17 % fir C. arabica (Belitz et al., 2009). Wihrend des Rostungsprozesses
mit Temperaturen von 200-230 °C kommt es zu chemischen Reaktionen innerhalb der Bohne
(Belitz et al., 2009). Jedoch wird die Lipidfraktion durch den Rostprozess kaum verdndert
(Hénsel und Pertz, 2010). Sie besteht hauptsichlich aus Triacylglycerolen und Diterpenestern
(zusammen ca. 94 %) (Belitz et al., 2009). Der Lipidgehalt in gebriihtem Kaffee dndert sich mit
der Zubereitungsart. Bei dem Filtrationsverfahren (Perkolation) finden sich die wenigsten
Lipide im Kaffee, der grofite Teil bleibt im Filter zuriick (Ratnayake et al., 1993). Bisher sind

noch keine Studien zum GlyCer-Gehalt in Kaffee veroffentlicht worden.

1.1.3.4 Fabaceae-Arten

Die Familie der Fabaceae umfasst 917 Gattungen und ca. 24500 Pflanzenarten (The Plant List,
2013). Der Lipidanteil von Fabaceae-Samen kann zwischen 0,8 und 20,9 % liegen (Wolff und
Kwolek, 1971). Bei der Untersuchung von fiinf Fabaceae-Samen (Feuerbohne (Phaseolus
coccineus), Gartenbohne (Phaseolus vulgaris), Adzukibohne (Vigna angularis), Erbsen (Pisum
sativum), Ackerbohne (Vicia faba)) wurden Totallipidgehalte zwischen 1,6 und 2,7 %
festgestellt, fiir die Sojabohne (Glycine max) wurde mit 16,4 % ein hoher Totallipidgehalt
nachgewiesen (Kojima et al, 1991a). Die GlyCer-Gehalte dieser Fabaceae-Samen (P.
coccineus, P. vulgaris, V. angularis, P. sativum, V. faba, G. max) lagen zwischen 0,1 und 2,5 %
der Totallipide (Kojima et al., 1991a). GlyCer-Gehalte von 6 bis 35 mg/100 g Sojabohnen sind
gemessen worden (Tab. 3). GlyCer-Gehalte zwischen 2,1 und 6,8 mg/100 g Pflanzenmaterial
wurden ebenso in anderen lipidreichen Samen nachgewiesen (Fang et al., 2005).

Die GlyCer diverser Fabaceae-Samen sind hauptséchlich aus den Fettsdurekomponenten h16:0,
h22:0 und h24:0 sowie den Sphingobasen Sphingenin (d18:1%%), Sphingadienin (d18:2***%%)
und Phytosphingenin (t18:1%%%) aufgebaut (Kojima et al., 1991a). Zum Tribus Fabeae (Familie:
Fabaceae, Unterfamilie: Faboideae) wurden bereits ausfiihrliche Studien zur Sphingobasen-
Komposition durchgefiihrt (Minamioka und Imai, 2009). Sie identifizierten den
Phytosphingenin-Typ (t18:1% und t18:1°) als hiufigste Sphingobase. Sie wiesen auch auf einen
phylogenetischen Zusammenhang innerhalb der Fabeae in der Sphingobasen-Zusammensetzung
hin (Minamioka und Imai, 2009).

Die Gattung Albizia gehort zur Familie Fabaceae (Unterfamilie: Mimosoideae) und umfasst 137

Arten (The Plant List, 2013). In Athiopien sind 11 Arten (A. amara, A. anthelmintica, A.

chinensis, A. coriaria, A. grandibracteata, A. gummifera, A. isenbergiana, A. lebbeck,

13
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A. lophantha, A. malacophylla, A. schimperiana) heimisch (Thulin, 1989). Sie sind
Nahrungsmittel (Nektar, Pollen) und Schattenspender fiir Kaffeepflanzen (Abb. 4, Thulin,
1989).

Albizia sp.
als Schattenspender

Abb. 4: Coffea arabica-Plantage in Westéthiopien

Albizia-Arten als Schattenspender (A), unreife Kaffeefriichte (B) und
Kaffeepflanzen (C). Fotos: Mathias Reisberg, Athiopien, April 2013

Der Olgehalt von Albizia julibrissin-Samen betrigt 10,5 % (Nehdi, 2011). Sphingolipide
wurden bereits in Albizia-Arten detektiert. So fanden Kang et al., 2007, das Cer t24:1 h16:0 und
das zugehorige glycosylierte Cer Glc-t24:1 h16:0 in Bliiten von Albizia julibrissin in geringen
Mengen (0,9 mg und 0,3 mg/100 g Pflanzenmaterial). Auch in den Bliiten von Albizia lebbeck
ist dieses GlyCer detektiert worden (El-Gamal et al., 2015). Jung et al., 2004, isolierten das
GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (0,7 mg/100 g Pflanzenmaterial) aus der Rinde von Albizia julibrissin.
In den Blittern derselben Pflanze machten Minamioka und Imai, 2009, den Phytosphingenin
(t18:1)- und den Sphingadienin (d18:2)-Typ als Hauptsphingobasen aus.

Die 1393 Arten der Gattung Acacia (The Plant List, 2013) kommen hauptsichlich in tropischen
und subtropischen Ebenen vor, davon ca. 58 in Athiopien (Thulin, 1989). Sie dienen unter
anderem als Nahrungsmittel (Nektar, Pollen), Schattenspender, Tierfutter (Blétter, Schoten)
oder werden fiir die Produktion von Kohle und Werkzeugen oder dem Hausbau genutzt (Thulin,
1989). Auch von einem medizinischen Einsatz des Harzes wurde berichtet (Tadesse et al.,
2007). Samen der Acaciae besitzen einen Lipidanteil von 8,8 % (Wolff und Kwolek, 1971). In
Acacia baileyana (Blatter) haben Minamioka und Imai, 2009, ebenfalls die LCB-
Hauptkomponenten der GlyCer als d18:2 und t18:1 bestimmt.

14
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Die Gattung Robinia umfasst 8 Arten (The Plant List, 2013), von der Robinia pseudoacacia
auch in Deutschland vorzufinden ist. Urspriinglich in Nordamerika heimisch, wurde der Baum
in Europa eingefiihrt und breitet sich in geméBigten Klimazonen weiterhin aus (Cierjacks et al.,
2013). R. pseudoacacia wird z.B. in China in Form der Bliiten volksmedizinisch genutzt (Ji et
al., 2012). Eine antibakterielle und antifungale Wirkung wurde bereits nachgewiesen (Veitch et
al., 2010; Rosu et al., 2012; Calina et al., 2013; Patra et al., 2015), ebenso jedoch auch
Vergiftungserscheinungen aufgrund der Inhaltsstoffe Robin und Phasin (Hui ez al., 2004). Die
Samen unterschiedlicher Robiniae weisen einen mittleren Lipidgehalt von 3,7 % auf (Wolff und
Kwolek, 1971). Fiir Blitter der Gewohnlichen Robinie (Robinia pseudoacacia) wurden bereits
der Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin-Typ (t18:1) als Sphingobasen der GlyCer

identifiziert (Minamioka und Imai, 2009).

1.1.4 Produktion von Ceramiden fiir die medizinische und kosmetische Anwendung
Komplexe Sphingolipide kdnnen in gréferen Mengen aus Rinderhirn, Schweinehaut oder
Hiihnereiern gewonnen werden (Avanti Polar Lipids, 2016). Mit der Gewinnung von
Naturstoffen aus Tierquellen sind gewisse Risiken und Vorurteile verbunden. Rinderhirne
beispielsweise stellen seit dem Auftreten der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) bei
Rindern nur noch eine bedingt nutzbare Quelle fiir Cer dar.

Die Sphingobasen-Riickgrate konnen auf unterschiedliche Weise synthetisch hergestellt werden.
So sind Synthesen von Sphingosin (d18:1, Shapiro, 1965; Rochlin, 2004; Yang und Liebeskind,
2007) und Phytosphingosin (t18:0, Lombardo et al., 2006; Chang et al., 2007; Liu et al., 2010;
Calder et al., 2013;) ausreichend beschrieben worden, jedoch zugleich aufwendig und teuer.
Deshalb werden Cer in grolem Malstab bisher halbsynthetisch gewonnen, indem die
Sphingobase biotechnologisch von Hefen exprimiert und anschliefend die Acylierung mit der
jeweiligen Fettsdure chemisch-synthetisch angeschlossen wird. Mit Wickerhamomyces ciferrii
(Pichia ciferrii) ist in den 60er Jahren eine Hefe gefunden worden, die das Sphingolipid
Tetraacetylphytosphingosin in groferen Mengen sekretiert (Wickerham und Stodola, 1960;
Maister et al., 1962). Das deacylierte Phytosphingosin (t18:0) entspricht einer Sphingobase
(Konfiguration 28, 35, 4R) menschlicher Haut-Cer (Wollenweber und Farwick, 2006). Neben
der Stereochemie der Cer (Wollenweber und Farwick, 2006; Schneider et al., 2012) sind auch
die Kettenldngen (Janssens et al., 2012) und die allgemeine Sphingobasenstruktur
(Desaturierung, Hydroxygruppen) der Cer (Takagi et al., 2003) fiir eine effektive Hautbarriere
von Bedeutung.

Biotechnologische Modifikationen verbessern die Effizienz der Sphingolipidproduktion in
Hefen. Ausbeuten des Tetraacetylphytosphingosins von bis zu 19,9 g/100 g wurden erzielt
(Schorsch et al., 2012). Da auch Cer mit Sphinganin (d18:0) und Sphingosin (d18:1) fiir eine
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Verbesserung der Hautbarriere untersucht werden, ist die Exprimierung von Triacetylsphingosin
in Wickerhamomyces ciferrii (89 mg/100 g) entwickelt worden (Borgel et al., 2012).

Die Backhefe Saccharomyces cerevisiae kann Sphinganin (d18:0) und Phytosphingosin (t18:1),
aber kein Sphingosin (d18:1) exprimieren (Dickson und Lester, 2002). Durch
molekulargenetische Veridnderungen von Saccharomyces cerevisiae ist das Cer [NS] (d18:1
24/26:0) produziert worden (Murakami et al., 2015). Mittels Hitzeschock kann die Produktion
von Cer in Saccharomyces cerevisiae dariiber hinaus um das 6-fache erhoht werden (Wells et
al., 1998; Kwun et al., 2006). Kilte beeinflusst dagegen die Zusammensetzung und den Gehalt
der von Hefe (Kluyveromyces lactis) produzierten Lipide (Tanji et al., 2004). Kim et al., 2010,
wiesen nach molekulargenetischem Eingriff Gehaltssteigerungen von Cer in Hefen auf bis zu
980 mg/100 g Zellen nach.

Die Cer-Gewinnung aus Pflanzen konnte eine Alternative zur iiblichen Cer-Produktion
darstellen. Cer kommen in Pflanzen nur in geringen Mengen vor und machen rund 1/10 des
GlyCer-Anteils aus (Zauner et al., 2010). Daher konnten pflanzliche GlyCer als Quelle fiir Cer
dienen. Intakte GlyCer wie Sojacerebrosoid I (Glc-d18:2*** h16:0) und Sojacerebrosoid II
(Glc-d18:2*58% h16:0) werden unter anderem aus Sojabohnen (Glycine max) oder Reis (Oryza
sativa) gewonnen (Shibuya et al., 1990; Avanti Polar Lipids, 2016, Oryza, 2016). In
unterschiedlichen Pflanzen wurden GlyCer-Gehalte zwischen 1 und 100 mg GlyCer je 100 g
Pflanzenmaterial nachgewiesen (Sugawara und Miyazawa, 1999; Takakuwa et al., 2005; Wang
et al., 2006b; Ogawa et al., 2014). Die bisher berichteten hochsten GlyCer-Gehalte von bis zu
100 mg je 100 g sind in Apfeltrester (Takakuwa et al., 2005; Ogawa et al., 2014) nachgewiesen
worden und &hneln denen von Hefen ohne molekulargenetisch hervorgerufene
Produktionssteigerung. GlyCer gelten daher als eine mdgliche natiirliche Quelle fiir die Cer-

Gewinnung.

1.2 Die menschliche Haut

1.2.1 Aufbau und Funktionen

Die Haut ist mit einer Oberfliche von ca. 1,5-2 m” und einer Dicke von 1-2 mm das grofte
Organ des Menschen. Sie dient der Reizaufnahme aus der Umwelt und reguliert iiber die
Durchblutung und SchweiBverdunstung den Wirmehaushalt des Korpers (Kerscher, 2009). Die
Haut schiitzt den Korper vor #uBeren (physikalischen, chemischen, mechanischen oder
mikrobiologischen) FEinfliissen (Kerscher, 2009), beugt korpereigenen transepidermalen
Wasserverlust (trans epidermal water loss, TEWL) vor und ist damit fiir die Homoostase des
Korpers verantwortlich (Golden et al., 1987a). Die menschliche Haut besteht aus drei Schichten
— der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis) und dem Unterhautfettgewebe (Subcutis)
(Abb. 5, Kerscher, 2009).
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Abb. 5: Aufbau der menschlichen Haut (mod. nach Barry, 1987)

Die Subcutis enthilt Fett- und Bindegewebe und dient als Fettspeicherdepot sowie dem Schutz

bei mechanischer Beanspruchung von auflen. Die Dermis ist mit einer Dicke von

1-2 mm als Bindegewebsstruktur fiir die Festigkeit verantwortlich und beherbergt neben den

Haarwurzeln die Talg- und Schweilldriisen sowie Nerven- und Muskelfasern (Bouwstra et al.,

2003). Sie besteht zu grofien Teilen aus Strukturproteinen wie Kollagen oder Elastin, welche der

Haut gleichermafien Stabilitdt und Elastizitiit verleihen. Die Epidermis mit einer Dicke von ca.

50-100 um gliedert sich von innen nach auflen gesehen in mehrere Schichten — dem Stratum

basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum (Bouwstra et al., 2003).
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Die Epidermis ist ein sich immer wieder erneuerndes Gewebe (ungefdhr alle 28 Tage) und
hauptséchlich aus Keratinozyten aufgebaut, die im Stratum basale gebildet werden und sich auf
dem Weg zum Stratum corneum weiter in tote, flache und verhornte Zellen, die Keratin
(Faserproteine) enthalten, differenzieren (Reifenberger und Ruzicka, 2010). Sie werden dann
auch Korneozyten genannt und sind untereinander iiber Desmosomen verbunden, die den
Zellverband zusitzlich stabilisieren (Garrod und Chidgey, 2008). Korneozyten werden von
einem membranartigen Cornified envelope umgeben, das aus unl6slichen Proteinen besteht
(Candi et al., 2005) und iiber kovalent gebundene Cer eine Verbindung zur Lipidmatrix
herstellt, in die sie eingebettet vorliegen (Swartzendruber et al., 1987; Wertz et al., 1989).
Dieser Aufbau des Stratum corneums wird mit dem sogenannten Ziegelstein-Mortel-Modell
beschrieben. Bei diesem sind die Korneozyten die Ziegelsteine, die von einer interzellularen
Lipidmatrix, dem Mortel, umgeben sind (Elias, 1983).

Die Lipidmatrix des Stratum corneums besteht hauptsichlich aus Cer (50 %), Cholesterol
(25 %) und freien Fettsduren (15 %) (Feingold, 2007) und ist einer multilamellaren
Organisation und lateralen Packung unterworfen (Elias er al., 1977b; Bouwstra und Gooris,
2010). Cer dienen in Verbindung mit anderen Hautlipiden der Integritit und Stabilitit der
Hautbarriere (Bouwstra und Gooris, 2010). Sogenannte Odland bodies (membranumgrenzte
Vesikel) enthalten lamellare Strukturen (aus Lipiden und Enzymen), die an den interzellularen
Raum abgegeben werden (Schmitz und Muller, 1991). Das Stratum corneum besteht aus
ca. 15 bis 30 Zellschichten (Loomans und Hannon, 1970; Holbrook und Odland, 1974), wobei
die Anzahl auch von den Korperregionen und dem Alter abhiingig ist (5-50 Schichten) (Ya-Xian
et al., 1999). Das Stratum corneum stellt mit diesem Aufbau die Hauptbarriere der
menschlichen Haut dar, obwohl sie nur 10-20 um dick ist (Holbrook und Odland, 1974;
Bouwstra et al., 2003).

Die Penetration von Verbindungen in die Haut kann auf unterschiedliche Weise verlaufen. Die
transglanduléren (iiber Driisen) und transfollikuldren (iiber Haarfollikel) Wege nehmen nur eine
untergeordnete Rolle ein, da ihre Oberfliche gegeniiber der gesamten Epidermisoberfliche zu
gering ist (Meidan et al., 2005). Weitere Transportrouten sind der transzellulare und der
interzellulare Weg (Barry, 1987). Wihrend die transzellulire Route physiologisch als
unwahrscheinlich gilt, ist der interzellulare Weg fiir lipophile Stoffe der {ibliche Weg (Neubert
und Wepf, 2007). In den interzellularen Schichten des Stratum corneums befindet sich nur
wenig Wasser (Blank, 1952). Daher ist auch eine schlechte Diffusion hydrophiler Stoffe zu
erklaren (Neubert und Wepf, 2007). Fiir eine Penetrationsverbesserung durch das Stratum
corneum kommen Enhancer oder galenische Formulierungen wie Mikroemulsionen in Frage
(Trommer und Neubert, 2006). Eine typische Eigenschaft von Enhancermolekiilen ist die
Fluidisierung der Stratum corneum-Lipide (Ibrahim und Li, 2010). Enhancer dringen in die

Membran ein und erniedrigen die lamellare Ordnung. So konnen beispielsweise ungesittigte
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Fettsduren (z.B. Olsdure) die Penetration durch das ~Aufspannen® der Stratum corneum-

Schichten erh6hen (Engelbrecht ef al., 2011).

1.2.2 Ceramide als Hauptkomponenten des Stratum corneums

Neben Cer, Cholesterol und Fettsduren enthélt die Lipidmatrix des Stratum corneums geringe
Mengen Cholesterolester, Cholesterolsulfat und GlyCer, jedoch keine Phospholipide (Wertz und
van den Bergh, 1998). Die Lipidzusammensetzung des Stratum corneums ist sowohl vom Alter
und Geschlecht (Denda et al., 1993) als auch von der untersuchten Hautstelle (Lampe et al.,
1983) abhingig. Die Lipide bilden Doppelschichten von 4-5 nm (Forslind, 1994).

Cholesterol hat einen Anteil von ca. 25 % am Stratum corneum (Wertz und van den Bergh,
1998; Feingold, 2007), wobei auch Gehalte zwischen 13-37,5 % je nach Korperregion moglich
sind (Lampe et al., 1983; Weerheim und Ponec, 2001). Cholesterol hat zum einen
kondensierende Effekte auf Acylketten in Lipid-Doppelschichten und damit auf eine stabile
Lipidanordnung (Mclntosh, 1978; Hung et al., 2007). Zum anderen kann es in entsprechenden
Konzentrationen Membranen auch fluider machen (Wertz, 2000).

Freie Fettsduren machen ca. 15 % der Stratum corneum-Lipide aus (Feingold, 2007). Jedoch
wurden auch Gehalte zwischen 17 und 64 % ermittelt (Weerheim und Ponec, 2001). Der Gehalt
freier Fettsduren in kranker Haut unterscheidet sich von dem in gesunder Haut (Macheleidt et
al., 2002; van Smeden et al., 2014). Freie Fettsduren haben Kettenldingen zwischen C16-36 (van
Smeden et al., 2014), wobei Kettenldngen mit C22 und C24 iiberwiegen (Wertz, 2013). Freie
Fettsduren sind entscheidend am Aufbau der Haut und der damit einhergehenden
Barrierefunktion beteiligt (Oguri ef al., 2014; van Smeden et al., 2014).

Man geht von einem Ceramid-Anteil von ca. 50 % im Stratum corneum aus (Feingold, 2007),
wobei auch Anteile von ca. 16-70 % nachgewiesen wurden (Weerheim und Ponec, 2001).
Untersuchungen am Stratum corneum des Unterarms zeigten insgesamt 342 Cer aus
verschiedenen Subklassen (Masukawa et al., 2008). Bis zum heutigen Tag wird von 19 Cer-
Subklassen in der Haut ausgegangen, von denen bisher 18 detektiert werden konnten (Tab. 7)
(Wertz und Downing, 1983; Motta et al., 1993; Robson ef al., 1994; Masukawa et al., 2008; van
Smeden et al., 2011; t'Kindt et al., 2012; Rabionet et al., 2013). Die Sphingobasen haben
typischerweise Kettenlingen von C18-22 (Wertz ef al., 1987). Jedoch wurden auch lingere
(C14-28) und kiirzere (C12-17, Masukawa et al., 2008; t'Kindt et al., 2012) sowie ungerade
(Farwanah et al., 2007) Kettenldngen der Sphingobasen detektiert. Die Fettsduren haben
Kettenldngen von C16-30 (Masukawa et al., 2008; t'Kindt et al., 2012), wobei C22-26 die
hiufigsten sind (Bouwstra et al, 2003). Sphingosin (d18:1) ist eher mit kurzkettigen,
Phytosphingosin (t18:0) mit langkettigen Fettsduren assoziiert (Wertz et al., 1987).
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Tab. 7: Ceramid-Klassen der menschlichen Haut

Modifiziert nach Masukawa et al., 2008; Breiden und Sandhoff, 2014;
Rabionet ef al., 2014, n.d. — nicht detektiert, * — Cornified envelope-
gebundene Cer, " — Existenz angenommen, bisher nicht detektiert
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Fiir Cer [NS] wurde nachgewiesen, dass die Kettenldnge von entscheidender Bedeutung fiir die
Hautbarriere ist. Unterschiedliche Fettsdurekettenlingen (C2-12) in Verbindung mit einer C12-
Sphingobase ergaben fiir Arzneistoffe differierende Penetrationseigenschaften in die Haut

(Novotny et al., 2009).
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Besonders ultralangkettige Cer (z.B. EOS]) und Cer mit hoher Anzahl von Hydroxygruppen
(z.B. Cer [AP] und Cer [NP]) scheinen fiir die Stabilitit des Stratum corneums wichtig zu sein.
So konnen jene Cer-Spezies mit w-Hydroxy-Fettsduren (an C30 und C32, Wertz ef al., 1985)
und zusitzlich veresterter Linolsdaure (Cer [EOS] und [EOP]) Lipidschichten der Lipidmatrix
miteinander verbinden, weil sie iiber die normalen Schichten hinausragen (Kessner et al.,
2008a; Kessner et al., 2008b). Cer-Klassen mit Phytosphingosin (Cer [AP] und [NP]) machen
zusammen ungefihr 31 % der Gesamt-Cer des Stratum corneums aus (Abb. 6, t'Kindt et al.,
2012) und sind entscheidend an der Integritét der Lipid-Bilayer des Stratum corneums beteiligt.

DS..
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Abb. 6: Ceramidklassen der menschlichen Haut

Mod. nach tKindt et al, 2012; Quantifizierung per LC-MS ohne

Einbeziehung der unterschiedlichen Ionisationseigenschaften der
Ceramide.

1.2.3 Die Organisation der Stratum corneum-Lipide

Die Lipide des Stratum corneums sind lamellar angeordnet (Madison et al., 1987). Obwohl
mithilfe von Kleinwinkel- und Weitwinkelrontgenstreuung (Bouwstra et al., 1995) sowie
Neutronenstreuung (Kiselev et al., 2005) neue Einblicke zur Organisation der Stratum corneum-
Lipide gewonnen werden konnten, ist der Aufbau der Stratum corneum-Matrix bisher nicht
eindeutig geklirt. Unterschiedliche Modelle bestehen zum Aufbau der Lipidmatrix. Dabei spielt
die Konformation der Cer eine entscheidende Rolle. Sie konnen in der fully extended (voll
gestreckten)- und in der Hairpin-Konformation (Abb. 7) vorliegen. Eine Anderung der
Konformation erfolgt iiber einen sogenannten ,,chain-flip* und ist vom Wassergehalt in der
Lipidphase abhingig (Kiselev, 2007). Ein erstes Modell fiir die Organisation der Stratum
corneum-Lipide wurde von Swartzendruber et al., 1989, entwickelt. Das Gestapelte

Monolayer (Stacked Monolayer)-Modell nahm eine fully extended-Konfiguration der Cer an,
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wobei sie in unterschiedliche Bilayers hineinragen und diese so miteinander verbinden
(Swartzendruber et al., 1989). Das Doméanen-Mosaik (Domain Mosaic)-Modell von Forslind,
1994, beschrieb ein multilamellares Zweiphasensystem aus kristallinen Doménen und einer
fliissig-kristallinen Matrix. So war eine Mosaik-dhnliche Anordnung der Gel-Doménen in jeder
gestapelten Bilayer-Schicht namensgebend (Forslind, 1994). Im Sandwich-Modell wurde von
einer Anordnung der Stratum corneum-Lipide in einem Drei-Schichten-System ausgegangen
(Bouwstra et al., 2000; Bouwstra et al., 2001). Eine fliissige Phase in der zentralen Bilayer-
Region ist von zwei kristallinen Phasen umgeben. Das Einzelne Gelphase (Single Gel Phase)-
Modell schlug eine einzige gelartige Membranstruktur ohne Phasenseparation vor und sollte die
Impermeabilitit der Haut erkldren (Norlén, 2001). Die bisher genannten Modelle erklirten
jedoch nicht das Verhalten der Stratum corneum-Lipidmatrix unter Wassereinfluss. Daher
fiihrten Kiselev et al., 2005, das Ankerverstirkungs (Armature Reinforcement)-Modell ein
(Abb. 7). Sie wiesen der fully-extended-Konformation der Cer eine grofere Bedeutung zu, da
diese unterschiedliche Lipidschichten verbinden konnen. Bei Wasserzusatz kann es dann iiber
eine Konformationsidnderung (Chain-flip-transition) der Cer in die Hairpin-Struktur zur
Hydratisierung zwischen den Phasen (ca. 1 A) kommen, da die Konformation energetisch

giinstiger ist (Kiselev et al., 2005; Kiselev, 2007).

Membran schwach hydratisiert Membran mit Wasseriiberschuss
—Oo— @@ = O o0—m—
O®: T D P m—
e o <
:)o. 5 [ Wasser JO O.Ag a—
OO 0 ao——0 c—
ol —— — D o

Cr—— Ceramid (,,Hairpin®) o@@® Cholesterol

Ceramid (Voll gestreckt) = @m=————— Freie Fettsiure

Abb. 7: Armature reinforcement-Modell der Stratum corneum-Lipide (Kiselev,
2007)

Das Asymmetrie (Asymmetry)-Modell von Norlén erkldrt die geringe Permeabilitidt und die
Widerstandsfihigkeit gegeniiber Hydratation und #ufleren Einfliissen mit einer anderen
Anordnung der Stratum corneum-Lipide. Cer liegen hier in der fully-extended-Konformation
vor. Cholesterol ist mit der LCB und freie Fettsduren mit dem Fettsdureteil der Cer assoziiert
(Iwai et al., 2012).

Die Stratum corneum-Lipide unterliegen neben der lamellaren Organisation auch einer
lateralen Packung, was entscheidend zur Barrierefunktion der Haut beitrigt (Bouwstra et al.,
2003). Stratum corneum-Lipide konnen eine hexagonal oder orthorhombische laterale Packung
ausbilden (Pilgram et al., 1999; Hatta et al., 2006). Dabei stellt die orthorhombische Phase die
am hiufigsten vorkommende dar (Groen et al., 2011). Die Kopfgruppen der Cer beeinflussen

die Anordnung der Lipide. Cer [AP] und [NP] haben von allen Cer-Klassen die meisten
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Hydroxygruppen, mit denen Wasserstoffbriickenbindungen ausgebaut werden konnen.
Aufgrund ihrer Anwesenheit wird die Stabilitit der orthorhomischen Phase erhoht (Corbe et al.,
2007; Caussin et al., 2008). Jedoch kann das Vorhandensein einer a-Hydroxygruppe die
Wasserstoffbriickenbindungsinteraktion verringern (Corbe et al., 2007) und zu einer geringeren

lamellaren Ordnung des Systems fiihren (Engelbrecht ef al., 2012).

1.2.4 Ceramidprofil-bedingte Hauterkrankungen

Die Cer-Zusammensetzung ist wichtig fiir die lamellare und laterale Packung der Stratum
corneum-Lipide. Ein Ungleichgewicht fiihrt zu einer fehlerhaften Packung und damit
eingeschrinkten Barrierefihigkeit der Haut (Pilgram er al, 2001). Hauterkrankungen wie
Neurodermitis oder Psoriasis sind mit verinderten Cer-Profilen und -Mengen innerhalb des
Stratum corneums verbunden (Motta et al., 1993; Motta et al., 1994; Di Nardo et al., 1998).
Neurodermitis (Atopische Dermatitis) ist eine rezidivierende, chronisch entziindliche
Hauterkrankung (Bieber, 2010), die durch trockene und rissige Haut geprigt ist (Leung et al.,
2004). Mit steigenden Privalenzen (Kinder: 15-30 %, Erwachsene: 2-10 %) und Inzidenzen
besonders in industrialisierten Lindern stellt die atopische Dermatitis eine Krankheit von
besonderem allgemeinen Interesse dar (Bieber, 2010). Die Therapie sieht die Bekimpfung der
Entziindungen und die Wiederherstellung der Hautbarriere vor (Bieber, 2010).

Studien zeigten, dass sich die Cer-Gehalte der Hautstellen gesunder und erkrankter Probanden
unterscheiden (Imokawa et al., 1991a; Di Nardo et al., 1998; Matsumoto et al., 1999; Pilgram et
al., 2001). Neben der Erniedrigung des gesamten Cer-Gehaltes im Stratum corneum (Ishikawa
et al., 2010) wurden auch schwankende Gehalte der Cer untereinander im Vergleich von
gesunden und erkrankten Hautpartien bestimmt. Fiir Cer [NH], [NP], [EOH], [EOP] und [EOS]
wurden erniedrigte, fiir Cer [AS] dagegen erhohte Gehalte detektiert (Ishikawa ef al., 2010).
Vor allem der Erniedrigung des ultralangkettigen Cer [EOS] wird eine grofle Bedeutung fiir das
Krankheitsbild zugewiesen (Di Nardo et al., 1998). Als moglicher Grund fiir das Cer-
Missverhiltnis werden Defekte im Sphingolipid-Metabolismus der Cer-Produktion angesehen
(Hara et al., 2000; Alessandrini et al., 2001; Sugiura et al., 2014).

Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine rezidivierende, chronisch entziindliche (Nestle et al.,
2009) und genetisch bedingte (Krueger und Ellis, 2005) Hauterkrankung. Ihr liegt eine
Uberproduktion von Keratinocyten (bis zu 10fach erhoht) zugrunde (Prinz Vavricka und
Guitart, 2005), die an die Oberfliche der Haut transportiert und als Hautschuppen abgestofien
werden (Weinstein er al., 1985). Die weltweite Pridvalenz variiert bei Kindern zwischen
0,0-2,1 % und bei Erwachsenen zwischen 0,91-8,5 % in starker regionaler Abhéngigkeit (Parisi
et al., 2013). Die Inzidenz bei Kindern liegt bei 40,8/100.000, bei Erwachsenen bei 78,9-
230/100.000 (Parisi et al., 2013).
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Verringerte Cer-Konzentrationen und ein veridndertes Cer-Profil wurden fiir psoriatische Haut
nachgewiesen (Motta et al., 1993; Lew et al., 2006). Die ultralangkettige Cer-Klasse Cer [EOS]
und die Phytosphingosin (t18:0)-basierten Cer [NP] und [AP] wurden in verminderten, die
Sphingosin (d18:1)-basierten Cer [NS] und [AS] dagegen in erhohten Konzentrationen
nachgewiesen (Motta et al., 1993). Damit verbunden ist eine beeintréchtigte Barrierefunktion
der Haut (Alessandrini et al., 2001). Die Psoriasis-involvierte Haut zeigt einen erhohten TEWL
und damit erniedrigte Hydratationswerte infolge einer schlechten Barriere (Berardesca et al.,
1990; Imokawa et al., 1991b). Eine Erkldarung, warum Hydroxygruppen der Cer [AP] und [NP]
fiir die Stratum corneum-Struktur von Bedeutung sind, wurde mit dem Armature reinforcement-
Modell geschaffen (vgl. 1.2.3; Kiselev et al., 2005; Kiselev, 2007). Cer bilden mit ihren
Hydroxygruppen Wasserstoffbriickenbindungen aus und beeinflussen so iiber wasserbindende
Eigenschaften den TEWL (Imokawa ef al., 1986; Imokawa und Ishida, 2014).

Behandlungskonzepte fiir Hauterkrankungen wie Psoriasis (Luger et al., 2014) oder
Neurodermitis (Chamlin et al., 2002; Kircik et al., 2011; Kircik und Del Rosso, 2011; Lynde
und Andriessen, 2014) schitzen Cer fiir deren Akutbehandlung oder als Basispflege als positiv

ein. Cer werden in unterschiedlichen Marktpréiparaten angeboten (Tab. 8).

Tab. 8: Ausgewihlte Ceramid-haltige Priparate

Priparat Hersteller Ceramid Verbindung
Neuroderm® Repair Creme InfectoPharm Arzneimittel Cer [NS], d18:1 18:0
Cer [NP] t18:0 18:0
Alfason® Repair Astellas Pharma Cer [NP] t18:0 18:0
Physiogel ® Daily Moisture Ther. ~ GSK Consumer Healthcare Cer [NP] t18:0 18:0
Bepanthol® Korperlotion Plus Bayer Vital Cer [NP] t18:0 18:0
Pliazon® Creme Merck Serono Cer [EOP], t18:0 ®wOH-30:0 18:2
Cer [NP], t18:0 18:0
Cer [AP] t18:0 h18:1

Nicht-verzweigte, kurzkettige und gesittigte Cer sind mit hohen Wasserretentionskapazititen
assoziiert (Imokawa et al., 1991b). Daher sind sie fiir Hauterkrankungen, die mit trockener Haut
einhergehen, und die kosmetische Pflege trockener Haut interessant. Die Cer [EOS] und [NP]
wirken sich in applizierten Emulsionen positiv auf die Hydratation der Haut und die
Einddmmung des TEWL aus (Huang und Chang, 2008). Fiir die halbfesten Zubereitungen ist
eine mangelhafte Penetration der Cer in die tieferen Schichten des Stratum corneums
nachgewiesen. Wahrscheinlich konnen Cer aufgrund ihrer starren und groen Strukturen nicht
optimal in das Stratum corneum penetrieren. Mikroemulsionen stellen eine galenische
Formulierung dar um die Stratum corneum-Penetration zu verbessern (Heuschkel et al., 2008).
Sie bestehen aus einer Ol- und Wasserphase sowie Tensid und Co-Tensid und sind optisch
isotrope, thermodynamisch stabile und hoch dynamische Gebilde (Heuschkel et al., 2008; Kalb,
2010). Mikroemulsionen sind kolloidale Formulierungen, weisen TropfchengroBen von ca.
10-100 nm auf (Heuschkel et al., 2008) und transportieren Cer in tiefere Hautschichten (Sahle et
al., 2012; Sahle et al., 2013; Sahle et al., 2014).

24



ZIELSTELLUNG
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Ceramide (Cer) sind Sphingolipide, die aus einer Sphingobase und einer amidartig verkniipften
Fettsdure zusammengesetzt sind. Sie kommen ubiquitdr vor und stellen mit ca. 50 % einen
groBen Teil der Lipide des Stratum corneums, der dulersten Schicht der menschlichen Haut, dar
(Feingold, 2007). Sie bilden zusammen mit Cholesterol und Fettsduren einen groen Anteil der
Hautbarriere. Das Stratum corneum dient dem Schutz vor dufleren Einfliissen und der Sicherung
des Wasserhaushaltes. 18 Cer-Klassen sind bisher in der menschlichen Haut nachgewiesen
worden [t'Kindt ef al., 2012; Rabionet et al., 2014]. Die sehr langkettigen Cer [EOP] und [EOS]
sowie die Hydroxygruppen-reichen Cer [AP] und [NP] werden fiir die Integritit der
Hautbarriere als besonders wichtig angesehen. Cer [EOP] und [EOS] verankern die
multilamellaren Lipidschichten aufgrund ihrer Molekiillingen miteinander (Bouwstra et al.,
1998; Kessner et al., 2008a). Cer [AP] und [NP] sind durch ihre Wasserstoffbriicken-bildenden
Hydroxygruppen fiir die Stabilitdit der Hautlipidmatrix und fiir eine hohe
Wasserbindungskapazitit verantwortlich (Pascher, 1976; Imokawa und Ishida, 2014).
Hauterkrankungen wie Psoriasis oder Neurodermitis, aber auch gealterte Haut gehen mit einem
verringerten Cer-Gehalt (Motta et al., 1993; Ghadially et al., 1995; Ishikawa et al., 2010) und
einem verdnderten Cer-Verhiltnis (Motta et al., 1993; Ishikawa et al., 2010) einher. Daher wird
versucht, das Cer-Gleichgewicht der menschlichen Haut mit extern applizierten, halbfesten Cer-
Formulierungen wiederherzustellen. Cer-haltige Kosmetika und Medizinprodukte wurden
erfolgreich bei Ekzemen, Psoriasis oder Neurodermitis angewendet (Draelos, 2008; Kircik et
al., 2011; Luger et al., 2014). Die Produktion von Cer fiir eine dermatologische Verwendung in
Cremes ist jedoch kostspielig. Sie werden halbsynthetisch gewonnen. Beispielsweise kann die
Sphingobase Phytosphingosin des Cer [NP] mithilfe einer Hefe biotechnologisch hergestellt
werden (Wollenweber und Farwick, 2006). Nachfolgend wird eine Fettsdure chemosynthetisch
acetyliert. Deswegen sind die Hersteller auf der Suche nach neuen und kosteneffizienten
Produktionsmoglichkeiten.

Sphingolipide machen als Membrankomponente bis zu 10 % der pflanzlichen Gesamtlipide aus
(Dunn et al., 2004). Davon bilden freie Cer jedoch nur einen geringen Teil. Sie liegen
vorwiegend in Form komplexer Verbindungen als Glycosylceramide (GlyCer) oder (Glycosyl-)
Phosphorylinositol-Ceramide vor. Letztere sind aufgrund ihrer schwierigen Extrahierbarkeit
(Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006) keine geeignete Cer-Ressource. Dagegen sind
GlyCer aufgrund einfacher Extraktion (Cahoon und Lynch, 1991; Fang et al., 2005) und mit
Gehalten zwischen 1 und 100 mg je 100 g Pflanzenmaterial (Sugawara und Miyazawa, 1999;
Takakuwa et al., 2005; Ogawa et al., 2014) fiir eine Cer-Gewinnung geeignet.

Téglich fallen bei vielen industriellen, aber auch haushaltsiiblichen Prozessen grole Mengen
pflanzlicher Uberreste an. In der Wertschopfungskette enden sie oft als Tierfutter (z.B.

Apfeltrester, Weizenkeime) oder im Miill (Kaffeesatz). Dieses pflanzliche Material stellt einen
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interessanten Angriffspunkt fiir einen Upcycling-Prozess (Kay, 1994; Braungart und
McDonough, 2002) fiir teure und seltene Naturstoffe wie Cer dar, die fiir eine Anwendung in
der Dermatotherapie in Frage kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Methoden etabliert werden, die eine Cer-Gewinnung aus
pflanzlichem Abfallmaterial ermdéglichen. Dafiir miissen Aufreinigungs- und analytische
Methoden entwickelt werden. Das Zusammenspiel aus Screening unterschiedlicher
Pflanzenmaterialien (Detektion und Quantifizierung) und Isolierung sowie Identifizierung von
Cer aus pflanzlichen Ressourcen soll eine Anwendung von ,,Phyto*“-Cer in der Dermatotherapie

ermoglichen (Abb. 8).

Abb. 8: Screening, Isolierung und Anwendung von ,,Phyto*“-Ceramiden
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

Tab. 9: Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Substanz/Losungsmittel Qualitat Hersteller/Lieferant
Aceton >99.5 % (HPLC grade) LGC Standards
Acetonitril >99.9 % (HPLC grade) VWR
Albumin Fraktion V aus Rinderserum >98 % AppliChem
(pH 7,0; BSA)
Ameisensidure >98 % (p.a.) Sigma
Ascorbinsdure >99 % Roth
Chloroform >98 % (p.a.) VWR

>99.9 % (HPLC grade) LGC Standards, Roth
Citronensdure-Monohydrat >99,5 %, Pufferqualitit AppliChem
Coomassie Brilliant Blue G-250 >91 % SERVA Electrophoresis
Dichlormethan >99 % (p.a.) VWR
Diphenylamin >99 % Sigma
Dithiothreitol >97 % Sigma
Essigsdure >99,7 % (p.a.) AppliChem
Essigsdureethylester, Ethylacetat 99,5 % (p.a.) Griissing

Ethanol, vergoren
Ethylenglykol
Glycerol, wasserfrei
n-Hexan

Isopropanol, 2-Propanol

Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat
Methanol

Natriumborhydrid
Natriumchlorid
(Tri-)Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriumperiodat
Natriumsulfat, wasserfrei
Natriumtaurocholathydrat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Phosphorséure

Pyridin-ds

Pyridin

Salzsdure

Toluol

Wasser, demineralisiert

>99.5 % (HPLC grade)
96 % (p.a.)

>99.0 %

>98 %

95 % (p.a.)

>95 % (HPLC grade)
>99.5 % (p.a.)

>99.8 % (HPLC grade)
99 %

99,5 % (reinst)

>99.8 % (HPLC grade)
99,98 % (absolute ULC/MS)
>98 %

>99.9 %

>99 %

98,0-100,5 %

>99.8 %

>99 %

>97 %

>99.5 %

85 % (p.a.)

99,5 %

99,8 %

37 %

>99.9 %

o = 0,055 uS/cm

LGC Standards; Roth
Briiggemann Chemica
Merck

Roth

Griissing

J.T. Baker

Griissing; Roth

VWR; Merck

Sigma

Griissing; Merck
VWR; Carl Roth
Biosolve

Arcos Organics

Roth

Roth

Merck

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

VEB Laborchemie Apolda
Deutero

Sigma

Roth

Roth

TKA Wasseraufbereitung
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3.1.2 Referenzen

Tab. 10: Verwendete Referenzen

Cer-Referenzen wurden entsprechend der Herstellerangaben (4-8 °C oder
-20 °C) gelagert. Nach dem Losen wurden die Referenzen im Kiihlschrank
bei 4-8 °C aufbewahrt, n.a. — nicht angegeben.

Substanz

Qualitiit Hersteller/Lieferant

Cer [AP], C18 (t18:0 h18:0)
Cer [AS], C18 (d18:1 h18:0)
Cer [NP], C18 (t18:0 18:0)
Cer [NS], C18 (d18:1 18:0)
Cholesteryloleat

D-Fructose

D-Galactose

D-Glucose

n.a. Evonik
n.a. Evonik
n.a. Evonik
n.a Evonik

>98 % Sigma

>99 % Roth

>99 % Acros Organics
>99.5 % Sigma

GlyCer (Glc-d18:2 h16:0 (7), =98 % Avanti Polar Lipids

Sojabohnen)
Linolsiure
D-Mannose
D-Salicin
[S-Sitosterol
f-Sitosterolglucosid

L-Rhamnose-Monohydrat
Sphingosin (d18:1)

Squalen
Triolein (Glyceroltrioleat)

>98 % AppliChem
>98 % Merck
>98,5% Roth

>80 % Roth

>98 % Inhouse-Bibliothek: Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-
Wittenberg, Halle (Saale), aufgereinigt aus Urtica

dioica L.
>99 % Roth

n.a. Inhouse-Bibliothek: Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-

Wittenberg, Halle (Saale)
>97 % Fluka Feinchemikalien
>99 % Sigma

3.1.3 Halbfeste Formulierung

Tab. 11:  Halbfeste Formulierung fiir Hautpenetrationsversuche

Formulierung
Basiscreme DAC (Fagron)
Glycerolmonostearat 4,0 % Mittelkettige Triglyceride 7.5 %
Cetylalkohol 6,0 % Weilles Vaselin 25,5 %
Macrogol-20-glycerolmonostearat 7,0 % Gereinigtes Wasser 40,0 %
Propylenglycol 10,0 %
3.1.4 Enzyme
Tab.12: Verwendete Enzyme
Enzym Qualitat Hersteller
P-Glucosidase (aus Mandeln) 7,0 U/mg Protein (1 Unit Protein setzt 1,0 umol Glucose  Sigma
(EC3.2.1.21) aus Salicin frei, pro min, pH 5,0 und 37 °C)
Imiglucerase (Cerezyme®) 40 U/ml (~40 U/mg, 1 Unit Protein setzt 1,0 pmol para- Genzyme

(CAS 154248-97-2, DB00053),
eine Glucocerebrosidase
(EC3.2.1.45)

Nitrophenyl-4-D-Glucopyranosid um, pro min, 37 °C)
(Sonstige Bestandteile: Mannitol, Natriumcitrat,
Citronensdure-Monohydrat, Polysorbat 80)

3.1.5 Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurde Pflanzenmaterial aus Deutschland und Athiopien verwendet.

Fir die Isolierung und Strukturaufkldrung sowie hydrolytische Experimente wurden drei
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deutsche Industrieabfallprodukte genutzt — Apfeltrester, Weizenkeime und Kaffeesatz (Tab. 13).
Der Apfeltrester wurde von Becker - Eislebener Fruchtsaft (Eisleben, Deutschland) bezogen
und bestand unter anderem aus den Sorten Remo, Rewena, Relinda, Reglindis, Retina und
Greensleaves (Becker - Eislebener Fruchtsaft, 2016). Als Weizenkeime dienten ,,Vollgran
Weizenkeime* (Triticum aestivum) von Dr. Grandel (Augsburg, Deutschland). Als
Untersuchungsmaterial fiir Coffea arabica wurde der Kaffee Jacobs Kronung (Jacobs Douwe
Egberts, 2016, Bremen, Deutschland) verwendet, der als getrockneter Rest nach Aufbrithen des

Kaffees mit einer handelsiiblichen Filtermaschine verblieb.

Tab. 13: Deutsches Pflanzenmaterial

Ausgangsmaterial fiir die Isolierung und Strukturaufkldarung von GlyCer.
Robinia pseudoacacia wurde mit dem ,,Rothmaler - Exkursionsflora von
Deutschland* (Jager, 2011) bestimmt und die Samen im Oktober 2013

gesammelt.
Pflanzen- Pflanze (lat.) Familie Herkunft/ Abbildung des
material Produzent Pflanzenmaterials
(ADbk.)
Apfeltrester Malus domestica  Rosaceae Becker - Eislebener
(A) Fruchtsaft (Eisleben,

Deutschland)

Weizenkeime  Triticum aestivum  Poaceae Vollgran Weizenkeime,

W) Dr. Grandel (Augsburg,
Deutschland)
Kaffeesatz Coffea Arabica,  Rubiaceae Jacobs Kronung,
© Coffea canephora Jacobs Douwe Egberts

(Bremen, Deutschland)

Gewohnliche Robinia Fabaceae Halle (Saale),
Robinie pseudoacacia Deutschland
(RP)

Als Untersuchungsmaterial fiir die Entwicklung einer Quantifizierungsmethode von GlyCer
wurden dthiopische Pflanzen herangezogen (Tab. 14). Im Rahmen des DAAD-geforderten
Projektes ,,Welcome to Africa‘* sollte Pflanzenmaterial detektiert werden, das eine grole Menge
an GlyCer enthélt, um es zukiinftigen Wertschopfungsprozessen zugénglich zu machen. Die
verwendeten Samen wurden unter Abwigung der Verfiigbarkeit und des Nutzens innerhalb der
athiopischen Gesellschaft ausgewihlt. Das dthiopische Pflanzenmaterial (Samen, siehe Tab. 14)
wurde in Kooperation mit der Addis Ababa University (Addis Abeba, Athiopien) und dem
Forestry Research Center (FRC) Addis Ababa (Addis Abeba, Athiopien) im April 2013
botanisch bestimmt und gesammelt. Fiir einen Vergleich mit deutschem Pflanzenmaterial wurde

die Fabaceae-Art Robinia pseudoacacia herangezogen (Tab. 13). Die Artenbestimmung erfolgte
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durch Mathias Reisberg (Institut fiir Pharmazie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg,

Halle (Saale)). Proben aller Pflanzenmaterialien sind im IPB (Halle/Saale) hinterlegt.

Tab. 14:

Athiopisches Pflanzenmaterial

Athiopisches Pflanzenmaterial fiir Screening-Versuche mit AMD-HPTLC-

Densitometrie.

Das Pflanzenmaterial

wurde

im  April

2013 in

Zusammenarbeit mit dem FRC Addis Ababa gesammelt und bestimmt,
# _ exotisch nach Thulin, 1989

Pflanze (lat.) Familie Herkunft Abbildungen des Pflanzenmaterials
(Abk.) Pflanze  Hiilsenfrucht ~Samen Gemahlene
Samen
Albizia Fabaceae Bedele,
grandibracteata Oromia-Region,
(AGr) Westidthiopien
Albizia Fabaceae Arjo,
gummifera Oromia-Region,
(AGu) Westithiopien
Albizia Fabaceae Dedessa,
lebbeck” Oromia-Region,
(AL) Westidthiopien
Albizia Fabaceae Bedele,
schimperiana Oromia-Region,
(AS) Westithiopien
Acacia Fabaceae Bedele,
etbaica Oromia-Region,
(AE) Westidthiopien

3.1.6 Gerite und Hilfsmittel

Tab.15:  Verwendete Gerite und Hilfsmittel
Gerat/Hilfsmittel Bezeichnung Hersteller/Lieferant
TLC/HPTLC
*Flachboden-TLC-Entwicklungskammer  Nano-Trennkammer 100 x 100 mm Desaga
=Halbautomat fiir bandenférmiges Linomat I'V mit Camag
Probenauftragen Kompr. TROLL, Compressor Minor Jun-Air
= Autosampler Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4) Camag
=Automatisierte Mehrfachentwicklung Automated Multiple Development 2 Camag

(AMD 2) mit Kompressor RV 3 Edwards

*Scanner (Densitometrie) TLC Scanner 3 Camag
*Trockenschrank I HST 5020 MLW
*Trockenschrank II UNB 400 Memmert
Extraktion und Aufreinigung von Glycosylceramiden
*Fraktionssammler der SC CYGNET Fraction Collector Teledyne Isco
*Vakuum-Destillation I
- Rotationsverdampfer Laborota 4000 Heidolph
- Vakuum-Pumpe Mz 2C Vacuubrand
- Vakuum-Kontrolle CvC211 Vacuubrand
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- Kiihler
=Vakuum-Destillation II

- Rotationsverdampfer

- Vakuum-Pumpe

- Vakuum-Kontrolle

- Kiihler

=Standmixer

Enzymatische Hydrolyse
=Autoklav, Dampfsterilisator
*Inkubationsschrank mit Schiittler
=Sterilbank
=Zweistrahlphotometer

RM6T

VV 2000
PC 520 NT
CVC 3000
F10-C
32BLBO

Varioklav classic 500
GFL 3032

LaminAir HB 2472 K GS
BioSpectrometer basic

Strukturaufklirung der Glycosylceramide

=Jonenfallen-Massenspektrometer

=Jonenfallen-Orbitrap Massenspek-

Thermo Finnigan LCQ Classic
(mit ESI-Tonisationseinheit)
Orbitrap Elite™ (mit ESI-

trometer Ionisationseinheit)
*NMR Varian VNMRS 600 MHz NMR
Analytische und priparative HPLC-APCI/MS (Quadrupol)
*HPLC 1260 Infinity LC System
- Préparativer Autosampler 1290 Preparative Autosampler
- Thermostat 1290 Thermostat
- Préparative Pumpe 1290 Preparative Pump
- Quarternidre Pumpe 1260 Quaternary Pump

- Sdulenofen

- Fraktionsammler

- Detektor

- Aktiver Splitter
*Massenspektrometer

*Séule

*Vorsiule

1290 Thermostat. Column Comp.
1290 Fraction Collector (Prep. scale)
1260 Multiple Wavelength Detector
Active Splitter

Agilent 6120 B Quadrupole LC/MS
(mit APCI-Ionisationseinheit)
Zorbax Extend-C18 (S5um; 4,6 x 150
mm, 80 A, 180 m%/g, Endcapped
doppelt, C-Gehalt 12,5 %)

Zorbax Extend-C18 Analytical Guard
Column (5 pm; 4,6 x 12,5 mm)

Allgemeine Vorginge der guten Laborpraxis

=Kiihlkammer, 5 °C
=Kiihlschrank, 4 bis 8 °C
*Gefrierschrank, -20 °C
*Gefrierschrank, -80 °C
=Schiittler/Vortexer
=Mikroliterspritze fiir die
Applikation/Injektion
*Thermoschiittler
=Ultraschallbad
*Vakuum-Konzentrator

=Prizisionswaage (d 0,1 g)
=Analysenwaage (d 0,01/0,1 mg)
*Analysenwaage (d 0,01/0,1 mg)
=Zentrifuge fiir Reaktionsgefifie
=Zentrifuge fiir Reaktionsgefifie
=Kiihlzentrifuge fiir Reaktionsgefilie
*Wasseraufbereitungssystem I

*Wasseraufbereitungssystem 11

TE1200/1950/100ESL

Alaska CBC 371

Bosch kke 3401

Herafreeze HFU586STD-V 14

MS 2 Minishaker

25 pl, 100 pl, 250 pl, 500 pl
Hamilton Mikroliterspritze
Thermomixer 5436

RK 100

RVC 2-25 mit Christ Alphal-4
Gefriertr.r Laboport N 840.3 FT.18
OL 1500-P

R 200D

XA 105 Dual Range

Centrifuge 5415D

Centrifuge 5810R

3K15

Milli-Q® Advantage A10 mit
Millipak-40 Filtereinheit, 0,22 pm
TKA GenPure

Lauda

Heidolph
Vacuubrand
Vacuubrand
Biometra

Waring Commercial

HP Medizintechnik
GFL

Heraeus

Eppendorf

Thermo Fisher Sci.
Thermo Fisher Sci.
Agilent

Agilent

Agilent

Agilent

Agilent

Viessmann
Alaska
Bosch
Heraeus
IKA
Hamilton

Eppendorf
Bandelin

Christ

KNF Neuberger
Omnilab
Mettler-Toledo
Sartorius
Eppendorf
Eppendorf
Sigma Laborzentr.
Merck

TKA Wasseraufber.
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3.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tab. 16: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant
Diinnschichtchromatographie

*HPTLC-Platten (Kieselgel 60 F,s,4, Glas, Schichtd. 0,2 mm, 100200 mm) Merck

*TLC-Platten (Kieselgel 60 Fys4, Aluminium, Schichtd. 0,2 mm, 100x100 mm)  Merck
*Einmal-Mikropipetten (5 pl) Brand

Filterpapier
*Filtrak Rundfilter, 388 (weitporig, schnell filtrierend, grobe Niederschlige)

*Filtrak Rundfilter, 389 (mittel weitporig, mittelschnell filtr., kristalline NS) ;‘;:(Zlglsﬁlifgrfabnk
=Filtrak Rundfilter, 390 (dicht, engporig, langsam filtrierend, feinste NS)

=Glasfaserfilter rund (Grad 6, Durchmesser 150 mm, Dicke 0,35 mm) Whatman
=Rundfilter (qualitativ, Grad 1288) Munktell & Filtrak
Hydrolyse-Experimente

=Reaktionsgefile (1,5 ml; 2,0 ml) Eppendorf, Sarstedt
=SpieBampullen (neoLab 2,0 ml Fiolax bernsteinfarben, Standard Line) neoLab

=Sterile Reaktionsgefif3e (1,5 ml) Eppendorf
Kiivetten

*UV-Einmal-Kiivetten Plastibrand (Schichtdicke 10 mm) Brand
*UV-Einmal-Kiivetten UVette (Schichtdicke 10 mm) Eppendorf

MS Tunig Mix

=APCI/APPI tuning mix Agilent

*Pierce™ LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution Thermo Fisher Sci.

*ESI Tuning Solution: Caffeine, MRFA, Ultramark 1621 (Operator’s Manual) Thermo Fisher Sci.
Probenvorbereitung

*Chromabond C18 ec (1 ml/100 mg) Macherey-Nagel
*Gewinde-Schraubglas (Klarglas, 20 ml) Diagonal
*Probenflaschen (Braunglas; Klarglas; 1,5 ml) mit Schraubkappen (PP) VWR
=Pipettenspitzen (200 pl; 1000ul; 5000 ul) Greiner Bio-One
Sidulenchromatographie-Zubehor

=Kieselgel 60 (0,063 - 0,200 mm) AppliChem
*Quarzsand, Seesand Laborchemie Apolda
*Reagenzglaser (dickwandig, 20 ml) Duran
=Sephadex LH-20 (spherisch, pords; Partikelgrofle 18-111 um (trocken)) GE Healthcare
=Pasteurpipetten (Linge 150 mm) Roth

=Watte (100 % Viskose, chlorfrei gebleicht) Lilbe Cosmetics

3.1.8 Software
Tab. 17: Verwendete Software

Gerit/Einsatz Software (Version) Hersteller/Literatur
ATS 4, AMD 2, TLC Scanner winCATS (V1.4.2.8121) Camag
Diagramme, Grafiken Excel/Powerpoint 2010 (V 14.0) Microsoft
HRMS (Orbitrap Elite) Xcalibur (V 2.2 SP1) Thermo Fisher Sci.
HRMS (Auswertung) ChemCalc (http://www.chemcalc.org/ Patiny und Borel,
mf_finder/, Stand: 26.11.2015) 2013
LC-MS (1260 Infinity Systems) Agilent ChemStation (B.04.03/ B.03.02) Agilent
MS/MS (Thermo Fin. LCQ Classic)  Xcalibur (V 2.0) Thermo Fisher Sci.
NMR (Steuerung) Varian VNMRIJ 4.0A (CHEMPACK 6.2)  Agilent
Varian VNMRIJ 4.2A (CHEMPACK 7.1)
NMR (Auswertung) MestReNova (8.0.0) Mestrelab
Physikochemische Eigenschaften ProtParam-Tool (http://web.expasy.org/ Gasteiger et al., 2005
von Proteinen protparam/, Stand: 26.11.2015)
Zweistrahlphotometer BioSpectrometer basic (V 3.5.1.0) Eppendorf
Summenformeln/Massenberechnung ChemBioDraw (12.0) PerkinElmer
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolierungsschema

In Abb. 9 ist die Vorgehensweise zur Gewinnung von ,,Phyto“-Cer aus Pflanzenmaterial mit der
dazugehorigen Analytik dargestellt. Auf die einzelnen Methoden wird in den folgenden Punkten
genauer eingegangen. Fiir die Aufreinigung wurden destillierte Losungsmittel (analytischer

Grad, Ausnahmen angegeben) und demineralisiertes Wasser verwendet.

(Zerkleinertes)
Pflanzenmaterial
Extraktion \l/ Polaritit ANALYTIK
Totallipidextrakt —> TLC

Fliissig-Flussig-Extraktion \l/ Polaritit

Organische Phase o TLC

1. Sdulenchromatographie

(Kieselgel 60) Polaritit

Glycosylceramid- S

Sterolglucosid-Gemisch TLC, LC-MS

2. Saulenchromatographie
(Sephadex LH-20)

Glycosylceramid-
angereicherte —> TLC, LC-MS
Fraktionen
Priparative HPLC-MS
(RP18)

Grofle

Polaritat

TLC, LC-MS,

Glycosylceramide —> HRMS, MS/MS. NMR

Enzymatische Hydrolyse \l/

TLC, LC-MS,

Ceramide > HRMS, MS/MS, NMR

Abb. 9: Gewinnung von ,,Phyto‘‘-Ceramiden aus Pflanzenmaterial

TLC - Diinnschichtchromatographie, LC-MS - Fliissigchromatographie-
Massenspektrometrie, HRMS — Hochauflosung-Massenspektrometrie,
MS/MS - Tandem-Massenspektrometrie, NMR - Kernspinresonanz-
spektroskopie

3.2.1.1 Extraktion der Gesamtlipide
Die Gesamtlipide wurden dreimal mit einem Gemisch aus Isopropanol-n-Hexan-Wasser

(55:20:25 V/V/V, Markham und Jaworski, 2007) im Ultraschallbad fiir 15 Minuten bei
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gelegentlichem Schiitteln extrahiert. Im Gegensatz zu Markham und Jaworski, 2007, die nur die
untere gesittigte Phase verwendeten, wurde in der vorliegenden Arbeit das gesamte Gemisch
zur Extraktion genutzt. Das Gesamtvolumen des Extraktionsmittels wurde an die Menge des
Pflanzenmaterials (100,0-750,0 g) angepasst (Tab. 18). Die Extrakte wurden filtriert und
vereint. Es wurde eine 500 pl Probe fiir die Uberpriifung mittels TLC (3.2.2) abgenommen. Der
Gesamtlipidextrakt wurde nach Einengen mithilfe eines Vakuum-Rotationsverdampfers bei

maximal 65°C ausgewogen.

Tab. 18: Verhiiltnisse der Pflanzenmaterialen zum Extraktionsmittel

Pflanzenmaterial Einwaage [g] Extraktionsmittel [1]
Isopropanol n-Hexan Wasser
55 % 20 % 25 %
Apfeltrester 750,0 1,65 0,60 0,75
Weizenkeime,
Kaffeesatz 300,0 0,66 0,24 0,30

Albizia grandibracteata,
Albizia gummifera,
Albizia lebbeck,

Albizia schimperiana,
Acacia etbaica,

Robinia pseudoacacia

100,0 0,22 0,08 0,10

3.2.1.2 Fraktionierung der Gesamtlipide mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion

Eine Separation in polare und unpolare Verbindungen erfolgte mit einer Fliissig-Fliissig-
Extraktion durch Ausschiitteln im Scheidetrichter in Anlehnung an die Methode von Folch et
al., 1957, auch bekannt als ,,Folch’s partition*. Der Riickstand des Gesamtlipidextraktes wurde
in einem Gemisch aus Chloroform-Methanol-Wasser (1:1:1 V/V/V) gelost und in einen
Scheidetrichter iiberfiihrt. Je nach Menge des Gesamtlipidextraktes wurde ein Gesamtvolumen
von 600 ml (Apfeltrester, 99,2 g; Weizenkeime, 110,4 g) oder 300 ml (Kaffeesatz, 34,4 g;
Fabaceae-Arten, 14,0-45,9 g) zur Separation genutzt. Nach ausreichendem Schiitteln wurden die
Phasen getrennt. Bei einer schlechten Phasentrennung (Ausbildung einer Zwischenphase) wurde
0,5-1,0 % (w/V Wasserphase) NaCl hinzugegeben und erneut geschiittelt, was in der
Ausbildung einer klaren organischen (unteren) und einer wissrigen (oberen) Phase resultierte.
Eine Nachextraktion der Phasen erfolgte mit der Zugabe einer Mischung von Chloform-
Methanol (1:1 V/V) zur wissrigen und einer Mischung von Methanol-Wasser (1:1 V/V) zur
organischen Phase (Apfeltrester und Weizenkeime: 200 ml; Kaffeesatz und Fabaceae-Arten:
100 ml). Die Phasenseparation wurde mit der Zugabe von 0,5-1,0 % (w/V Wasserphase) NaCl
unterstiitzt. Beide Phasen wurden getrennt und mittels TLC (3.2.2) auf das Vorkommen von
GlyCer untersucht. Die wissrige (obere) Phase wurde verworfen, die organische Phase mittels
Vakuum-Destillation bei maximal 40 °C eingeengt und ausgewogen. Die organische Phase wird
nachfolgend als angereicherter Extrakt bezeichnet. Fiir die AMD-HPTLC-Quantifizierung

wurde eine 2 mg/ml Losung des angereicherten Extraktes hergestellt.
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3.2.1.3 Fraktionierung der Lipidklassen mittels Sdulenchromatographie

Die Verbindungen der angereicherten Extrakte wurden mithilfe der Sdulenchromatographie an
unterschiedlichen  stationdren  Phasen  fraktioniert. = Wiahrend mit einer ersten
Adsorptionschromatographie an Kieselgel 60 eine ,,grobe* Auftrennung anhand der Polaritéit
erfolgte, wurden GlyCer aufgrund ihrer Molekiilgrole mittels GroBenausschlusschromato-

graphie an Sephadex LH-20 isoliert.

Sédulenchromatographie an Kieselgel 60 — Trennung anhand der Polaritét

Der angereicherte Extrakt wurde mit moglichst wenig Laufmittel (Chloroform-Methanol
9:1 V/V) aufgenommen (25-50 ml). Als stationire Phase diente Kieselgel 60 (250,0 g), welches
nach Aufschlimmen im Ultraschallbad in einem Siulenvolumen (SV, ca. 500 ml) mobiler
Phase als sogenannter ,,slurry* auf die Sdule (3,8 x 60 cm) aufgegeben wurde. Die Sdule wurde
mit 2 SV mobiler Phase (Chloroform) equilibriert. Zum Vergleich der Pflanzenmaterialien
wurden je 20,0 g des angereicherten Extraktes aufgetragen, was einem Verhiltnis von Probe-
stationdrer Phase von 1:12,5 entspricht. Wenn eine Probe die Sdule beim Auftragen verstopft
hat, z.B. aufgrund erhohter Viskositit (Apfeltrester), wurde ein sogenannter ,,Sdulenkopf™
hergestellt. Die organische Phase wurde zusammen mit Kieselgel 60 am Vakuum-
Rotationsverdampfer eingeengt und so die Verbindungen an das Kieselgel adsorbiert. Dieses
Kieselgel-Extrakt-Gemisch wurde dann trocken auf die Sdule gegeben und analog der anderen
Extrakte eluiert. Die Sédule wurde nach folgendem Schema (Tab. 19) eluiert

(Elutionsgeschwindigkeit 1,5-2,5 ml/min).

Tab. 19:  Elutionsgradient der Sdulenchromatographie an Kieselgel 60

Chloroform Methanol Siulenvolumen
1. Elution 100 0 2(1D
2. Elution 90 10 2(11)
3. Elution 80 20 2(11)

Die Fraktionen wurden mit einem Fraktionssammler in Reagenzgldasern zu 10 oder 20 ml
aufgefangen, anschlieBend auf ihre Lipidzusammensetzung mittels TLC (3.2.2) untersucht und
entsprechend gepoolt. Es schloss sich ein Trocknungsschritt mittels Vakuum-Destillation und
Auswiegen der einzelnen Fraktionen an. Die Fraktionen wurden in 0,5 ml CHCIl;-MeOH
2:1 (V/V) je 20 ml Fraktion gel0st.

Sédulenchromatographie an Sephadex LH-20 — Trennung anhand der Grofle

Diese Sidulenchromatographie sollte der Auftrennung von GlyCer und Glycosylsterolen dienen,
die aufgrund ihrer Polaritit nicht an Kieselgel 60 getrennt werden konnten. Sephadex LH-20
kann zur Gelfiltration von Lipiden mit organischen Losungsmitteln genutzt werden und fiihrt

zur Auftrennung nach der Molekiilgrofe und in untergeordnetem Maf3e auch nach der Polaritét
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der Verbindungen. Sephadex LH-20 wird durch Hydroxypropylierung von Sephadex G-25
hergestellt: es ist ein Polysaccharidnetzwerk (Dextrangeriist), das durch Crosslinking
ausgebildet wird (GE Healthcare, 2016).

Die Gelfiltration erfolgte auf Grundlage der Herstellerangaben (GE Healthcare, 2016). Es
wurden 100,0 g Sephadex LH-20 fiir die Herstellung des Sadulenbetts verwendet. Das entspricht
einem Sdulenvolumen von ca. 400 ml (bei 3,9-4,3 ml/g (Methanol) und 3,6-3,9 mg/g
(Dichlormethan)). Die stationidre Phase wurde 3 h in der mobilen Phase (500 ml Dichlormethan-
Methanol 1:1 V/V) unter gelegentlichem leichten Riithren quellen gelassen. Die Saule (3,0 x
60 cm) wurde mit Watte verschlossen, mit der stationidren Phase befiillt und mit 2 SV (Fluss:

10 cm/h und 1,18 ml/min nach Formel (1)) equilibriert.

3
Volumetrische Flussrate (ﬁ)

h €))
Fliche (cm?)

Lineare Flussrate (T) =

Fiir eine ausreichende Trennung sollte der Anteil der Probe zur stationdren Phase maximal
1-2 % betragen. Das wurde fiir alle Proben eingehalten (Tab. 20). Die Sidule wurde mit einem
Fluss von 300 cm/h und 35,35 ml/min (nach Formel (1)) beladen. Der lineare Fluss entsprach
mit lcm/h und 0,12 ml/min (nach Formel (1)) den Herstellerangaben (1-10 cm/h, GE
Healthcare, 2016).

Tab. 20:  Verhéltnis der aufgetragenen Proben zur stationiiren Phase

Pflanzenmaterial Kieselgel 60- Anteil Probe zu
Fraktion [g] stationédrer Phase [%]
Apfeltrester 0,666 0,67
Weizenkeime 0,278 0,28
Kaffeesatz 0,279 0,28

Die Elution erfolgte mit 1 SV (400 ml) Dichlormethan-Methanol 1:1 (V/V). Das Totvolumen
der Saule entsprach ungefdhr einem Drittel des Bettvolumens (ca. 130 ml). Es wurden 2,5 ml
Fraktionen mit dem Fraktionssammler aufgefangen, die anschlieBend mittels TLC (3.2.2)
untersucht und gepoolt wurden. Nach dem Einengen der GlyCer-Fraktionen an einem Vakuum-
Rotationsverdampfer (40 °C) und dem Auswiegen der getrockneten Fraktionen, wurden die
Proben in 0,5 ml DCM-MeOH 1:1 (V/V) je 2,5 ml Fraktion gelost. Es schloss sich die
Probenvorbereitung fiir die Untersuchung mit LC-MS (3.2.2.3) an.

3.2.1.4 Praparative HPLC-MS zur Isolierung von Glycosylceramiden

Die GlyCer-angereicherten Fraktionen wurden mithilfe einer priaparativen HPLC-MS-Methode
weiter in einzelne GlyCer-Fraktionen aufgetrennt. Als LC-MS diente das Agilent 1260 Infinity
LC System, als stationdre Phase eine préparative Sdule Zorbax Extend-C18 (5 pum, 21,2 x
150 mm, 80 A, Agilent, Santa Clara, USA). Mithilfe der Formel (2) wurde der lineare
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Skalierfaktor berechnet, der die Hochskalierung des Flusses einer analytischen (mit

ID = 4,6 mm) auf eine priparative (mit ID = 21,2 mm) Siule ermoglichte.

. (ID der priparativen Siule [cm])?
Skalierfaktor = 2
atierfaktor (ID der analytischen Siule [cm])? @)

mit ID — Innerer Durchmesser

Der Skalierfaktor betrug 21,24 und der Fluss fiir die priparative Sdule 25,49 ml/min (bei einem
Fluss von 1,2 ml/min fiir die analytische Siule, 3.2.2.3). Fiir die Separation der GlyCer wurde

der Gradient aus Tab. 21 und ein Fluss von 25 ml/min verwendet.
Tab. 21: Gradient der HPLC-MS-Methode

FA — Ameisensidure, Laufmittel vor Verwendung mit Helium entgast

Zeit [min] A[%] B [%]
Methanol (+ 0,1 % FA) Wasser (+ 0,1 % FA)
0 97 3
20 100 0
30 100 0
35 (Equ.) 97 3

Das  Splitverhéltnis  Fraktionssammler:Massenspektrometer lag  bei  500:1.  Die
Injektionsvolumina variierten zwischen 300 und 900 pl. Die Trennung erfolgte bei
Raumtemperatur (25 °C), da kein Sidulenofen fiir die priparative Saule verfiigbar war.
Die massenspektrometrische Detektion ist in Kapitel 3.2.2.3 beschrieben.

Die Probenvorbereitung bestand im Losen der Fraktionen in 2 ml MeOH (ULC-MS) unter
Einwirkung von Wirme und der Behandlung im Ultraschallbad. AnschlieBend wurde bei
3000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand injiziert.

Tab. 22:  Glycosylceramid-angereicherte Fraktionen zur Aufreinigung mittels
priparativer HPLC-MS

Pflanzenmaterial Sephadex LH-20-Fraktion [g] Gesamtmenge [g]

Apfeltrester 0,1332 (Fr. 65-72) 0,222
0,0884 (Fr. 73-78)

Weizenkeime 0,0715 (Fr. 58-67) 0,084
0,0122 (Fr. 68-72)

Kaffeesatz 0,0260 (Fr. 22-28) 0,050

0,0241 (Fr. 29-35)

Die Fraktionssammlung erfolgte mit der Agilent ChemStation Software (Agilent, Santa Clara,
USA) und ergab nach Poolen fiir den Apfeltrester 12 Fraktionen (Fraktion Al (10,2 mg): 1-4;
A2 (10,1 mg): 5-6; A3 (55,6 mg): 7; A4 (1,1 mg): 10; AS (1,1 mg): 13; A6 (2,0 mg): 17-18; A7
(3,1 mg): 22-23, 25; A8 (19,5 mg): 28; A9 (10,7 mg): 31-32; A10 (24,8 mg): 35-36; A1l (3,4
mg): 39, 41; A12 (0,9 mg): 43-44), fiir Weizenkeime 12 Fraktionen (Fraktion W1 (6,6 mg): 7-8;
W2 (4,0 mg): 9; W3 (3,7 mg): 11-12; W4 (3,8 mg): 14-17, 19-20; W5 (16,7 mg): 21-22, 24; W6
(2,5 mg): 26; W7 (13,8 mg): 27-29; W8 (6,3 mg): 30-33; WO (5,1 mg): 34-38;
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WI10 (2,3 mg): 39-41; W11 (1,0 mg): 42-45; W12 (0,8 mg): 46) und fiir Kaffeesatz 5 Fraktionen
(Fraktion C1 (1,0 mg): 7; C2 (3,0 mg): 28; C3 (1,8 mg): 31-32; C4 (2,0 mg): 36; C5 (0,8 mg):
39, 41). Retentionszeiten sind in Tab. 32 angegeben. Fiir die Strukturuntersuchungen wurden

100 pg/ml Stammldsungen (in MeOH, ULC-MS) hergestellt.

3.2.1.5 Auftrennung der Fraktion A1 mittels Sdulenchromatographie

Fraktion Al des Apfeltresters wurde zusitzlich sdulenchromatographisch aufgetrennt. 10,2 mg
der Fraktion Al wurden in 200 pl Chloroform-Methanol 9:1 (V/V) gelost und auf eine
Kieselgelsdule (Glassdule: 1,5 x 38 cm; stationdre Phase: 30,0 g Kieselgel 60; Sdulenvolumen:
ca. 60 ml) aufgetragen (vgl. 3.2.1.3). Es folgte die Elution mit 3 SV Laufmittel bei einem Fluss
von 0,25 ml/min. 2,5 ml Fraktionen (Fraktionssammler) wurden mittels Online-TLC-Analyse
(siehe 3.2.2) gepoolt und die Fraktionen im Vakuum-Rotationsverdampfer (40 °C) zur Trockne

eingeengt (A1-1 (1: 2,5 mg) und A1-2 (2, 3: 2,7 mg)).

3.2.1.6 Enzymatische Hydrolyse mit Imiglucerase (Cerezyme®)

Das Enzym Glucocerebrosidase (EC 3.2.1.45) katalysiert die hydrolytische Reaktion von einem
GlyCer zum Cer. Es wird als rekombinant hergestelltes Enzym therapeutisch Gaucher-Kranken
substituiert. Morbus Gaucher ist eine lysosomale Speichererkrankung, bei deren Mangel an
korpereigener Glucocerebrosidase es zur Abbaustorung von Glucocerebrosiden (GlyCer)
kommt. Eine humane, rekombinant hergestellte Glucocerebrosidase ist die Imiglucerase
(DB00053, Cerezyme® 400 U, Genzyme Corporation, Cambridge, USA). Das Enzym wurde
von Prof. Dr. Christoph Baerwald (Sektion Rheumatologie der Klinik fiir Gastroenterologie und
Rheumatologie, Universititsklinikum Leipzig) zur Verfligung gestellt. Cerezyme®
(Imiglucerase) lag in Wasser gelost vor. Am gleichen Tag wurde eine 10 %ige Glycerinkultur
zur Lagerung hergestellt. Dafiir wurden anteilige Proben (125 ul) der Arzneimittellosung unter
einer Sterilbank in sterile Reaktionsgefifle iiberfiihrt, 12,5 ul Glyerol (10 %ig) hinzugefiigt und
in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Glycerinkultur (0,91 mg/ml SL) erfolgte
bei -80 °C bis zur Verwendung. Obwohl es Herstellerangaben zur Enzymaktivitit des
Arzneimittels (400 U) gibt, ist eine Umrechnung auf die tatsédchlich enthaltene Konzentration
(mg/ml) an Imiglucerase aufgrund chargenspezifischer Unterschiede nicht moglich. Die
Produktinformationen geben eine ungefihre Konzentration von 1 mg/ml fiir 40 Units an
(European Medicines Agency, 2016). Aus diesem Grund musste die genaue Konzentration des
Enzyms bestimmt werden. Dies wurde zum einen mit dem Bradford-Test (Bradford, 1976)
vollzogen, bei der ein Protein mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Brilliant Blue
G-250 ein farbiges Produkt bildet, welches Licht der Wellenldnge 595 nm absorbiert. Zum

anderen wurde eine photometrische Proteinbestimmung bei 280 nm genutzt.
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Konzentrationsbestimmung mit Bradford-Test

Die Konzentrationsbestimmung des Enzyms erfolgte mit dem Bradford-Test (Bradford, 1976).
Dafiir wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) als Protein die Kalibrierung im Bereich von 0 bis
250 pg/ml durchgefiihrt. Die BSA-Stammldsung (SL: Albumin Fraktion V, pH 7,0) wurde mit
20 mg/ml hergestellt und nachfolgend eine Verdiinnungsreihe erstellt (Tab. A3), die
photometrisch gemessen wurde. Fiir die Messung wurde das Bradford-Reagenz (400 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250, 400 mL Phosphorsidure 85 % (m/m), 200 mL Ethanol 96 %
(V/V), 400 mL entionisiertes Wasser) im Verhiltnis 1:4 (V/V) mit entionisiertem Wasser
verdiinnt. Als Referenzldsung fiir die Messung diente eine Mischung aus 1 ml Bradford-
Reagenzverdiinnung mit 50 pul Wasser. Die Probe (50 pl) einer 1:20-Proteinverdiinnung
(Verdiinnung mit Na-Citratpuffer, pH 4,5) wurde ebenfalls mit 1 ml Bradford-
Reagenzverdiinnung  versetzt. Es folgte die Messung am Zweistrahlphotometer
(BioSpectrometer basic, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) in einer UV-Einmal-Kiivette
Plastibrand bei einer Wellenldnge von 595 nm. Fiir die Erstellung einer Kalibriergeraden
standen 6 Konzentrationen (0, 50, 100, 150, 200 und 250 pg/ml) in je 3 Replikaten zur
Verfiigung. Der lineare Bereich der Absorption erstreckte sich von 0 bis 250 pg/ml. Die
Konzentration der Glucocerebrosidase wurde mit Formel (3) der Kalibriergeraden berechnet

(Abb. A22):

ngy )
CProtein [ﬁ] _532’36 Ai6,8302 (3)
mit ¢ - Konzentration, A - Absorption,
R*=0,9932

Konzentrationsbestimmung mit photometrischer Proteinbestimmung (280 nm)
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde auch die photometrische Proteinbestimmung
bei 280 nm angewendet. Die Methode beruht auf der Absorption funktioneller Gruppen von
aromatischen Aminoséduren (Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin) im Protein bei 280 nm.
Uber die Proteinsequenz der Imiglucerase (DB00053, Abb. A21) wurde mit dem ProtParam-
Tool (Gasteiger et al., 2005) der Extinktionskoeffizient (¢, 94685 Mlem™, gemessen bei
280 nm in Wasser) und das Molekulargewicht (55597,4 g/mol, Cjs3H3554N6720711S16) des
Enzyms ermittelt. Fir die Bestimmnug der Absorption bei 280 nm wurde ein
Zweistrahlphotometer (BioSpectrometer basic, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Es folgte eine Dreifachbestimmung einer 1:20 Verdiinnung der Imiglucerase in einer
1 cm dicken UV-Einmal-Kiivette UVette. Mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz nach Formel (4)
wurde die Konzentration auf Grundlage der Absorption errechnet:

A=¢g-cd 4)

mit A — Absorption bei der Wellenldnge A, € —
Extinktionskoeffizient, ¢ — Proteinkonzentration,
d — Schichtdicke
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Durchfiihrung der enzymatischen Hydrolyse

Der angewendete Assay basierte auf einer laborinternen Vorschrift eines ,,Micellaren GCase-
Aktivititsassays“ von Dr. Bernadette Breiden und Prof. Konrad Sandhoff (Life & Medical
Sciences Institute (LIMES) des Kekulé-Instituts fiir Organische Chemie und Biochemie der
Universitdit Bonn). Dieser micellare Assay bendtigt nicht das Aktivatorpeptid der
Glucocerebrosidase Saposin C. Es wurden drei GlyCer-Fraktionen fiir die enzymatische

Hydrolyse ausgewihlt (Tab. 23).

Tab. 23:  Glycosylceramide fiir die enzymatische Hydrolyse mit Imiglucerase
(Cerezyme®)

A — Apfeltrester, Glc — Glucose. Im 2. Durchgang wurden nicht umge-
setzte GlyCer des 1. Durchgangs mit GlyCer des gleichen Typs gemischt.

Fraktion Glycosylceramid 1. Durchgang 2. Durchgang Insgesamt eingesetzte
[mg] [mg] Menge [mg]
A3 Glc-d18:2 h16:0 (47) 25,0 20,0 40,0
A8 Glc-t18:1 h22:0 (48) 10,0 114 17,5
A10 Glc-t18:1 h24:0 (49) 10,0 15,5 20,0

Jedes GlyCer (Pulver) wurde in einem sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben (autoklaviert)
eingewogen und in 50 mM Na-Citratpuffer (pH 4,5, Endvolumen 50 ml) und 20,65 ml einer
5 mg/ml Na-Taurocholat-Losung (3,8 mM in 50 mM Na-Citratpuffer; CMC 3-11 mM bei
20-25 °C) gelost. Zusitzlich wurden 2 mM Dithiothreitol (100 pl bei 1 M SL) und 1 mM
Ascorbinsdure (50 pl bei 1 M SL) zum Schutz des Enzyms vor Oxidation hinzugefiigt. Die
Gemische wurden geschiittelt und sonifiziert bis eine milchig-triibe Losung entstand. Nach der
Zugabe von 100 pg Imiglucerase (110 pl einer 0,91 mg/ml SL (glycerolhaltig 10 %)) wurde das
Reaktionsgemisch bei 37 °C fiir 14 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ml
CHCI3;/MeOH 2:1 (V/V) gestoppt und die Phasen getrennt. Zwei Nachextraktionen der
wissrigen Phase mit 20 ml CHCl;/MeOH 2:1 (V/V) schlossen sich an. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und mittels Vakuum-Rotationsverdampfer (40 °C) bis zur Trockne eingeengt.
Es folgte die Aufnahme in CHCl;/MeOH 2:1 (V/V) und die sdulenchromatographische
Trennung (vgl. 3.2.1.7) in nicht umgesetzte GlyCer (7, 28, 36) und Cer (47, 48, 49). Die
enzymatische Hydrolyse wurde je GlyCer (7, 28, 36) zweimal durchgefiihrt, da bei den
gewdhlten Bedingungen keine quantitative Umsetzung vorlag. Nach Siulenchromatographie
zurlickgewonnene, nicht umgesetzte GlyCer wurden in einem zweiten Durchgang mit GlyCer
desselben Typs erneut der enzymatischen Hydrolyse unterzogen (Tab. 23). Nach zwei
Durchgingen wurden 25,5 mg d18:2 h16:0 (47), 11,3 mg t18:1 h22:0 (48) und 11,8 mg t18:1

h24:0 (49) gewonnen. Die wissrige Phase wurde weiter untersucht (vgl. 3.2.3.5).
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3.2.1.7 Aufreinigung der ,,Phyto‘‘-Ceramide nach enzymatischer Hydrolyse

Da unter den verwendeten Bedingungen keine quantitative Umsetzung durch das Enzym
stattgefunden hat, wurden die GlyCer mittels Sdulenchromatographie abgetrennt. Hierfiir wurde
eine Glassiule (1,5 x 38 cm) analog zu 3.2.1.3 prépariert (stationdre Phase: 30,0 g Kieselgel 60;
Sdulenvolumen: ca. 60 ml). Die Sdule wurde mit 2 SV der mobilen Phase (CHCI;/MeOH
9:1 (V/V)) equilibiert. Das Probengemisch wurde in 200-400 ul mobiler Phase geldst und
aufgegeben (Verhiltnis Probe:stationdre Phase 1:1000). Die Elution mit 3 SV Laufmittel und
einem Fluss von 1 ml/min fiihrte zu 2,5 ml Fraktionen (Fraktionssammler), die entsprechend der
Online-TLC-Analyse (3.2.2) gepoolt und im Vakuum-Rotationsverdampfer (40 °C) zur Trockne

eingeengt und ausgewogen wurden.

3.2.2 Detektion und Identifizierung von Glycosylceramiden

3.2.2.1 Diinnschichtchromatographie (TLC)

Als stationdre Phase wurde eine mit Kieselgel 60 F,s; beschichtete Aluminiumfolie
(Schichtdicke 0,2 mm) verwendet. Obwohl GlyCer keine fluoreszenzmindernden Zonen zeigen,
wurden Platten mit Fluoreszenzindikator verwendet, da sich diese bei der folgenden aggressiven
Visualisierung (u.a. Kupfersulfat, Phosphorséure) als stabiler erwiesen. Die TLC-Platten hatten
eine Grofle von 10 x 10 cm. Die Proben wurden entweder manuell mit Einmal-Mikropipetten
(5 pl) oder mit einer Hamilton 100 pl Mikroliterspritze und einem Gerét zur halbautomatischen
Probenauftragung (Linomat IV, Camag, Muttenz, Schweiz) mit folgenden Parametern (Tab. 24)

aufgetragen:

Tab. 24: Parameter der halbautomatischen Probenauftragung fiir TLC und

priparativer TLC
Parameter TLC priaparative TLC
Plattenbreite 100 mm 100 mm
Entfernung vom unteren Plattenrand 8 mm 8 mm
Startposition 12 mm 22 mm
Bandbreite (Band) 6 mm 65 mm
Freiflache (Space) 4 mm -
Auftraggeschwindigkeit (sec/pl) 8 sec/ul 8 sec/ul
Auftragvolumen (Volumen) 10 pl 50 ul
Anzahl applizierbarer Proben 8 1

Die TLC-Platte wurde in einer Flachboden-TLC-Entwicklungskammer mit Kammerséttigung
bis 5 mm unterhalb des oberen Plattenrandes entwickelt. Als Laufmittel diente 20 ml
Chloroform-Methanol 85:15 (V/V) (Ternes et al., 2011). Die Platten wurden nach Trocknung
fiir 10 s in eine Kupfersulfat/Phosphorsidure-Reagenzlosung (Kupfersulfat 10 % (m/V),
Phosphorsdure 8 % (V/V), Methanol 5 % (V/V), in Wasser gelost) getaucht und erneut
angetrocknet. Die Detektion erfolgte bei 150 °C im Trockenschrank fiir 10 min. Diese Art der

Detektion wird auch Lipid-Veraschung genannt (Fewster et al., 1969).
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Fiir die qualitativen Aussagen wurden unterschiedliche Referenzldsungen hergestellt. Diese sind
in Tab. 25 dargestellt. Alle Substanzen hatten eine Konzentration von 100 pg/ml CHCl;-MeOH
2:1 (V/V) und wurden mit 5 pl (manuell) oder mit 10 pul (halbautomatisch) aufgetragen, was

einer jeweiligen Substanzmenge von 500 ng und 1000 ng je 6 mm Bande entsprach.

Tab. 25:  Aufgetragene Referenzlosungen

Referenzlosung Zusammensetzung Relevante Abkiirzung
Lipide Triolein (Glyceroltrioleat)
(R1) Cholesterololeat
Squalen
[-Sitosterol (Sojabohnen)
Linolsédure 18:2
[-Sitosterolglucosid (Inhouse-Bibliothek)
GlyCer (7, Sojabohnen) Glc-d18:2 h16:0
Ceramide Cer [NS], C18 d18:1 18:0
(R2) Cer [AS], C18 d18:1 h18:0
Cer [NP], C18 t18:0 18:0
Cer [AP], C18 t18:0 h18:0
Hydrolyse Linolsdure 18:2
Cer (47) (nach Hydrolyse von Glc-d18:2 ) )
(R3) h16:0 (7), isoliert aus Apfeltrester) d18:2h16:0
GlyCer (7, Sojabohnen) Glc-d18:2 h16:0
Sphingosin (Inhouse-Bibliothek) d18:1

3.2.2.2 Automatische Mehrfachentwicklung-Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
(AMD-HPTLC)

Die AMD-HPTLC ist eine chromatographische Methode, die zur Auftrennung komplexer

Pflanzenmatrices geeignet ist. In Abb. 10 ist die Funktionsweise der AMD 2 (Camag, Muttenz,

Schweiz) dargestellt. Die AMD 2 (Camag, Muttenz, Schweiz) entwickelt die HPTLC-Platte

vollautomatisch in n Entwicklungsschritten. Fiir jeden Schritt ist die Laufmittelzusammen-

setzung und eine Laufthohe vorgegeben. So kann eine Gradientenelution die unterschiedlichsten

Verbindungsklassen, aber auch Einzelverbindungen innerhalb der Klassen auftrennen.

n 2
25
e e s s =
—
i S Kl = —
—
e = o —
[}
| S =
Start —--- - G - - -
n 1 2 3 4

Abb. 10: AMD-Technik

Automatische Mehrfachentwicklung mit der AMD 2 von Camag (mod.
nach Burger, 1992). n — Entwicklungsschritte, --- — Laufmittelfront
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Lasercodierte (GLP)-HPTLC-Platten mit Kieselgel 60 F,s, (Glas, Schichtdicke 0,2 mm, 10 x 20
cm) wurden als stationidre Phase verwendet. Sie wurden mindestens fiir 2 h in Isopropanol in
einen Glastank getaucht und bei 130 °C im Trockenschrank fiir 30 min kurz vor Gebrauch
getrocknet (Opitz et al., 2011). Die Probenvorbereitung erfolgte nach 3.2.1.1 und 3.2.1.2. Die
Referenzlosungen (R1, R2 und R3) sind in Tab. 25 beschrieben. Die Proben wurden
bandenweise mit dem Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4, Camag, Muttenz, Schweiz) gemil
den Parametern in Tab. 26 appliziert. Die Losungen wurden mit einer 25 pl Hamilton

Mikroliterspritze vollautomatisch aufgetragen.

Tab. 26:  Parameter der automatischen Probenauftragung fiir AMD-HPTLC

Parameter AMD-HPTLC
Plattenbreite 200 mm
Entfernung vom unteren Plattenrand 8 mm
Startposition 15 mm
Bandbreite (Band) 6 mm
Abstand zwischen Banden 4 mm
Auftragvolumen (Volumen) 10 pl
Anzahl applizierbarer Proben 18

Eine 17-Schritt-AMD-HPTLC-Methode wurde bereits von Farwanah et al., 2002, fiir die
Detektion von Cer in der menschlichen Haut entwickelt. Opitz et al, 2011, hatten diese
weiterentwickelt und verbessert. Diese Methoden wurden als Ausgangspunkt fiir die neu
entwickelte AMD-HPTLC-Methode verwendet. Kurz, Methanol ersetzte Ethanol und wurde im

Anteil erhoht, Aceton wurde entfernt und der Gradient mit Chloroform ergénzt (Tab. AS5).

Die HPTLC-Platte wurde mit der AMD 2 mit vier organischen Losungsmitteln (Chloroform,
Methanol, n-Hexan und Ethylacetat, alle HPLC-grade) als Gradientenelution in 18 Schritten
nach folgendem Schema (Abb. 11) entwickelt.

100 80
S 70
%‘3% 80 A 60 ’E B Methanol
29\: 60 4 50 E Chloroform
3 2 40 Y M n-Hexan
EE 40 30 3
5 ~ < M Ethylacetat
5 2 90 20 =
NS 10 = — Laufstrecke [mm]
=
0 0
1 357 911131517
Entwicklungsschritte

Abb. 11:  Gradientenelution der AMD-HPTLC-Methode

Vor jedem Schritt erfolgte eine Vorkonditionierung der Dampfphase in der
Entwicklungskammer mit 4 M Essigsdure und eine Trocknungsphase von 1,5 min. Die
maximale Laufstrecke betrug 71 mm, die Entwicklungszeit ca. 2 h 40 min und der

Losungsmittelverbrauch 187 ml. Nach der Entwicklung der Platte folgte das Tauchen fiir 10 s in
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eine Kupfersulfat/Phosphorsidure-Reagenzlosung (siehe 3.2.2). Die anschlieende Trocknung im
Trockenschrank (150 °C, 10 min) fiithrte zur Visualisierung der Lipide als graubraune Banden.
Mithilfe des TLC Scanners 3 (Camag, Muttenz, Schweiz) wurde eine densitometrische Analyse
vorgenommen. Die Absorptionsmessung wurde bei 546 nm, einem Messspalt von 4 x 0,2 mm,
einer Scangeschwindigkeit von 20 mm/s und mit einer Auflésung von 25 um/Schritt
durchgefiihrt. Die Gerite wurden mit der winCATS Software (V1.4, Camag, Muttenz, Schweiz)

gesteuert.

3.2.2.3 Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie (HPLC-MS )

Fir LC-MS-Untersuchungen aus den aufgereinigten Fraktionen wurden jeweils 100 pl der
Originalfraktion abgenommen, mit einem Vakuum-Konzentrator (40 °C) eingeengt und mit
1 ml MeOH im Ultraschallbad gelost. Nach der Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 10 min ist der
gesittigte Uberstand abgenommen worden. Es folgte eine Elution iiber eine RP18-Kartusche
(Chromabond C18 ec, 100 mg, 1 ml) mit 3 x 1 ml MeOH. Nach erneutem Einengen mit einem
Vakuum-Konzentrator (40 °C) wurden die Proben in 500 pl MeOH (ULC-MS) riickgeldst und
auf Klarheit iiberpriift. Die Fraktionen der priparativen HPLC-MS und die ,,Phyto*“-Cer wurden
auf Konzentrationen von 100 pg/ml (in MeOH, ULC-MS) eingestellt. Dafiir wurden
entsprechende Mengen mit einem Vakuum-Konzentrator (40 °C) eingeengt und in MeOH
resuspendiert. Die Klarheit der Losungen wurde nach Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 10 min
uiberpriift. Fiir die HPLC-MS diente ein Agilent 1260 Infinity LC System, welches mit einem
Agilent 6120 B Quadrupole LC/MS (Agilent, Santa Clara, USA) gekoppelt war. Das System
wurde mit der Agilent ChemStation (B.04.03) Software (Agilent, Santa Clara, USA) gesteuert.
Als stationédre Phase wurde eine Zorbax Extend-C18-Siule (5 pm, 4,6 x 150 mm, 80 A) mit
einer Vorsidule (Zorbax Extend-C18 Analytical Guard Column, 5 pm, 4,6 x 12,5 mm, beide
Agilent, Santa Clara, USA) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Die Verbindungen
wurden mit dem in Tab. 21 genannten Gradienten bei einem Fluss von 1,2 ml/min und einer
Saulentemperatur von 30 °C aufgetrennt.

GlyCer wurden im Positiv-Modus (APCI) mit einem Quadrupol-Massenspektrometer detektiert,
welches iiber ein APCl-Interface mit dem HPLC-System gekoppelt war. Die Parameter des
Quadrupols wurden mit einer GlyCer-Referenzsubstanz Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen),
100 pg/ml geldst in Methanol (ULC-MS), optimiert. Die Spannung der Koronanadel betrug
+4,5 kV (Stromstirke 5 pA). Die Gastemperatur wurde auf 200 °C, die
Verdampfungstemperatur des Heizers auf 450 °C eingestellt. Das Verneblergas (Stickstoff)
hatte einen Druck von 35 psig (ca. 2,4 bar) und das Trocknungsgas (Stickstoff) wurde mit
12 1/min betrieben. Zusitzlich wurde eine kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) von 150 V fiir
die Unterstiitzung der Fragmentierung zugeschalten. Die Spektren sind im Full-Scan-Modus

(TIC) mit m/z-Verhiltnissen zwischen 150 bis 1000 (SchrittgroBe 0,1 m/z) gemessen worden.
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3.2.2.4 HPLC-MS zur Trennung der neuartigen Glycosylceramide des Apfeltresters

Da die GlyCer 1 und 2 (Fraktion Al-2) unter Verwendung der herkdmmlichen LC-MS-
Methode (vgl. 3.2.2.3) co-eluierten, ist eine alternative LC-Methode mit derselben Sédule und
demselben Gerit etabliert worden. Dafiir wurde der Fluss auf 0,8 ml/min verringert und ein
Methanol-Wasser (jeweils +0,1 % FA)-Gradient (65:35 % —> 100:0 % in 20 min, 100:0 % fiir
weitere 10 min) zur Trennung verwendet. Die massenspektrometrische Detektion ist nicht
verdndert worden (3.2.2.3). Das Chromatogramm und die zugehdrigen Spektren wurden tiber

30 min aufgenommen.

3.2.3 Strukturaufklirung von Glycosylceramiden

3.2.3.1 Hochauflosende Massenspektrometrie (ESI-HRMS)

Die hochaufgelosten ESI-Massenspektren wurden mit einem Orbitrap Elite Massenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland) im positiven lonenmodus aufgenommen. Die
Elektrospray-lonenquelle (ESI) wurde mit einer Spray-Spannung von +4,0 kV und einer
Kapillartemperatur von 275 °C betrieben. Als Vernebelungsgas diente Stickstoff. Die
Quellenheiztemperatur betrug 45 °C und die FTMS-Auflosung 30.000. Die Probenldsungen
(1 pg/ml Methanol (ULC-MS)) wurden kontinuierlich mittels einer 500 pl Hamilton
Mikroliterspritze und mit einer Flussrate von 5 ul/min injiziert. Das Massenspektrometer wurde
extern (Pierce® LTQ Velos ESI poitive ion calibration solution, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) kalibriert. Die Spektren wurden mit der Software XCalibur (V 2.2 SPI,

Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland) ausgewertet.

3.2.3.2 Ionenfallen-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS)

Informationen iiber die Struktur und Fragmentierung von GlyCer und Cer wurden mithilfe des
Ionenfallen-Massenspektrometers Thermo Finnigan LCQ Classic (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Deutschland), welches mit einer Elektrospray-lonenquelle (ESI) versehen war,
erhalten. Die Massenspektren wurden im positiven und negativen Ionenmodus aufgenommen.
Stickstoff diente als Spriithgas. Fiir die groStmogliche Intensitit wurde ein halbautomatisches
Tuning fiir eine GlyCer-Referenzsubstanz (1 pg/ml Gle-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen),
durchgefiihrt. Die Parameter sind in Tab. 27 aufgefiihrt.

Alle Proben hatten eine Konzentration von 1 pg/ml in MeOH (ULC-MS) und wurden
kontinuierlich mit einer 250 pul Hamilton Mikroliterspritze und mit einer Flussrate von 5 ul/min
injiziert. Die Spektren wurden im Full-Scan-Modus mit Masse-Ladungs-Verhiltnissen zwischen
200 bis 1000 (SchrittgroBe 0,1 m/z) aufgenommen. Fiir weitere Strukturinformationen wurden
MS/MS-Scans durchgefiihrt, indem die Vorlduferionen ausgewihlt wurden (Isolierungsbreite
1,0-2,0). Es wurden Kollisionsenergien zwischen 35 und 40 % gewdhlt, um die Produktionen zu

erhalten. Als Kollisionsgas diente Helium. Die Steuerung des Ionenfallen-MS und die
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Auswertung der Spektren wurde mithilfe der Software Xcalibur (V 2.0) (Thermo Fisher

Scientific, Bremen, Deutschland) realisiert.

Tab. 27: Parameter der MS/MS-Experimente mit der Ionenfalle
AU — Arbitrary Units

Parameter Positiver ESI-Modus Negativer ESI-Modus
ESI-Quelle

Sprayspannung [kV] +4.5 -4,5
Sheathgas [AU] 80 80
Hilfsgas [AU] 0 0
Kapillarspannung [V] -20 8,5
Kapillartemperatur [°C] 220 220
Tube Lens Offset [V] -20 35
lonenoptik

Multipole 1 Offset [V] 4 -4
Multipole 2 Offset [V] 6 -5,5
InterMultipole Lens Voltage [V] 15 -20
Trap DC Offset Voltage [V] 8,5 -12
Fragmentierung

Source CID [V] 0 0
Kollisionsenergie [%] 35-40 35-40

3.2.3.3 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Probenvorbereitung wurden die GlyCer-Fraktionen neben der Trocknung im Vakuum-
Konzentrator (40 °C) zusétzlich im Exsikkator iiber konzentrierter KOH fiir mindenstens 48 h
getrocknet. Als Solvent wurde 0,65 ml Pyridin-ds (inklusive TMS als interner Standard)
genutzt.

Die 1D- (‘H, ”C, 1D-TOCSY) und 2D-NMR-Spektren (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC,
ROESY) wurden mit einem Varian VNMRS 600 MHz NMR Spektrometer (Agilent, Santa
Clara, USA) aufgenommen (Tab. 28).

'H- und "C-Spektren wurden mit der standardisierten Pulssequenz s2pul (standard 2 pulse
sequence) aufgenommen. Die Protonen- und Kohlenstoff-NMR-Frequenzen betrugen 599,828
und 150,840 MHz. Chemische Verschiebungen & wurden in ppm angegeben und auf den
internen  Standard Tetramethylsilan (TMS, & = 0,000 ppm) referenziert. Die
Kopplungskonstanten J wurden in Hz, Multiplizititen mit s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett),
q (Quartett) und m (Multiplett) angegeben. Alle Spektren wurden bei 25 °C gemessen. Als
Software diente Varian VNMRJ 4.0A (CHEMPACK 6.2) und spiter Varian VNMRJ 4.2A
(CHEMPACK 7.1, Agilent, Santa Clara, USA). Die NMR-Spektren wurden mit MestReNova
(8.0.0) (Mestrelab Resarch, Escondido, USA) ausgewertet und mit Microsoft Excel 2010 (V
14.0, Microsoft, Redmond, USA) dargestellt.

Die Probennachbereitung sah die Wiedergewinnung der Proben nach erfolgreicher
Spektrenmessung vor. Dafiir wurde die Losung in ein Reagenzgefil iiberfiihrt und das NMR-
Rohrchen mit Pyridin gespiilt. Daraufhin wurde Pyridin abgedampft und der Riickstand noch

dreimal mit Toluol aufgenommen und mittels Vakuum-Konzentrator (40 °C) eingeengt.
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Tab. 28: Verwendete NMR-Experimente zur Strukturaufklirung von
Glycosylceramiden und Ceramiden
Experiment  Erklirung Information
1D
'H H — Proton "H-chemische Verschiebungen, Spin-Spin-
Kopplungen, Protonenverhéltnisse
Bc C — Carbon (Kohlenstoff) BC-chemische Verschiebungen
1D-TOCSY zero-quantum filtering Total "H-chemische Verschiebungen von Protonen
(zTOCSY1D) Correlation SpectroscopY-1D im gleichen Spin-System
2D
COSY gradient-enhanced Double-Quantum Korrelation skalar gekoppelter Kerne aufgrund
(gDQCOSY) filtered COrrelation SpectroscopY "H-"H-Kopplung
TOCSY zero-quantum filtering Total Korrelation skalar gekoppelter Kerne aufgrund
(zTOCSY) Correlation SpectroscopY "H-"H-Kopplung innerhalb eines Spinsystems
HSQC gradient-enhanced Heteronuclear Korrelation skalar gekoppelter Kerne iiber
(gHSQCAD) Single Quantum Coherence with eine Bindung aufgrund 'H-"*C-Kopplung
ADiabatic pulses
HMBC gradient-enhanced Heteronuclear Korrelation skalar gekoppelter Kerne iiber
(gHMBCAD) Multiple Bond Correlation with mehrere Bindungen aufgrund 'H-"*C-
ADiabatic pulses Kopplung
ROESY Rotating-frame nuclear Overhauser Korrelation raumlich benachbarter skalarer
Effect SpectroscopY Kerne (IH-IH) (bisca. 5 10\)

3.2.3.4 Identifizierung der Fettsduredoppelbindungen mittels DMDS-Methode

Um die Lage der Doppelbindungen in den ungesittigten Fettsduren der GlyCer zu identifizieren,
wurden die GlyCer nach Dimethyldisulfid-Derivatisierung massenspektrometrisch gemessen.
Entwickelt fiir Methylester freier Fettsauren (Scribe et al., 1988) und adaptiert fiir
Fettsduremethylester und Sphingobasen nach chemischer Hydrolyse von GlyCer (Cateni ef al.,
2003), wurde die bestehende Methode fiir isolierte, in der Fettsdureeinheit einfach ungesittigte
GlyCer aus Weizenkeimen angewendet.

Da einige der Verbindungen nur in Spuren in den Fraktionen auftraten, wurden
Hauptkomponenten als Leitsubstanzen untersucht (Glc-t18:1 h22:1 (19), Glc-t18:1 h24:1 (29),
Glc-d18:2 h24:1 (30)). Es wurden jeweils 10 pg der GlyCer in 100 pl Kohlenstoffdisulfid (CS,)
gelost. Nach der Zugabe von 100 ul Dimethyldisulfid (DMDS) und 0,5 mg Iod (I;) wurde der
Ansatz bei 60 °C (Wasserbad) fiir 48 h in einem verschlossenen Reaktionsgefdll inkubiert.
Durch Zugabe einer 5 %igen wissrigen Natriumthiosulfat-Losung wurde die Reaktion
abgestoppt. Es folgte die Extraktion mit je 0,5 ml n-Hexan dreimal. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, der Uberstand abgenommen und
das Natriumsulfat ein weiteres Mal mit 0,5 ml n-Hexan erschopfend extrahiert. Dem Einengen
der organischen Phase im Vakuum-Konzentrator (40 °C) folgte die Wiederaufnahme in 100 pl
Methanol (HPLC) und die bereits beschriebene MS/MS-Analyse (siehe 3.2.3.2). Im negativen
ESI-Ionenmodus wurden die DMDS-Fettsdurederivate detektiert und im MS/MS-Modus (CID
40 %) weiter fragmentiert. Die Doppelbindungsposition wurde iiber ein Fragment des

Fettsdurerestes nach Spaltung innerhalb der Doppelbindung nachgewiesen.
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3.2.3.5 Zuckernachweis nach Diinnschichtchromatographie

1 ml der wissrigen Losung, die den Zucker nach der Hydrolyse des GlyCer mit Imiglucerase
(Cerezyme®, vgl. 3.2.1.6) enthielt, wurde zur Trockne mit einem Vakuum-Konzentrator
eingeengt und in 100 pul Wasser gelost. Als Referenzsubstanzen dienten die Zucker D-Glucose,
D-Galactose, D-Fructose, D-Mannose und L-Rhamnose in Konzentrationen von 100 pug/ml
Wasser. Die Parameter zur Auftragung mit dem Linomat IV (Camag, Muttenz, Schweiz) waren
die gleichen wie bereits in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Es wurden Kieselgel 60 F,s,-TLC-Platten
mit einer Schichtdicke von 0,2 mm zur Trennung verwendet. Die TLC-Platte wurde in einer
Flachboden-TLC-Entwicklungskammer mit Kammersittigung bis 5 mm unterhalb des oberen
Plattenrandes mit dem Laufmittel Acetonitril-Wasser 85:15 (V/V) entwickelt (Franz und
Koehler, 1992). Nach dem Trocknen und anschlieBenden Tauchen (10 s) in Anilin-
Diphenylamin-RL (2 % (V/V) Anilin, 2 % (m/V) Diphenylamin, in Aceton) und 1 ml
konzentrierte H;PO,, die kurz vor der Verwendung frisch gemischt wurden, folgte die
Visualisierung bei 120 °C im Trockenschrank in Form von farbigen Banden (z.B. Glucose:

graublau, Fructose: braunorange) (Jork et al., 1989).

3.2.4 Quantifizierung von Glycosylceramiden mit AMD-HPTLC-Densitometrie
Die AMD-HPTLC-Methode wurde bereits unter 3.2.2.2 beschrieben. Sie diente neben der
Identifizierung einzelner Lipidklassen auch der Quantifizierung der GlyCer in einem

angereicherten Extrakt. Dafiir wurde die Methode validiert.

3.2.4.1 Validierung der analytischen Methode

Die Methode der Quantifizierung wurde auf Selektivitdt, analytische Response
(Kalibrierfunktion), Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ), Richtigkeit (als
Wiederfindungsrate nach Additionsverfahren), Wiederholbarkeit (Wiederholprizision),
Prézision innerhalb einer Analyse, Prizision zwischen Analysen und Reproduzierbarkeit der
Laufstrecke gepriift.

Die Selektivitit einer analytischen Methode ist die Fahigkeit einen Analyten in der Gegenwart
von storenden Komponenten, wie der Pflanzenmatrix, fehlerfrei zubestimmen. Die Selektivitét
der Methode wurde iiber den Vergleich der Chromatogramme der Pflanzenextrakte (R-Werte)
gegeniiber Referenzsubstanzen, die alle relevanten Lipidklassen darstellten (Tab. A6),
nachgewiesen. Dariiberhinaus wurde ein GlyCer-Standard (Glc-d18:2 h16:0 (7)) zum
angereicherten Extrakt von A. gummifera hinzugefiigt, um die Selektivitit der Methode anhand
der Chromatogramme nachzuweisen.

Die analytische Response (Kalibrierfunktion) wurde nach ICH-Standardmethoden (International
Conference on Harmonisation, 2005, Q2 (R1)) bestimmt. Dafiir wurden sechs Konzentrationen

einer Standardlosung (25, 50, 200, 400, 600, 1000 ng/Bande Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen,
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in CHCI;/MeOH 2:1 (V/V)) in einer Dreifachbestimmung auf verschiedenen HPTLC-Platten
aufgetragen. Auf Grundlage der densitometrischen Bestimmung wurde eine polynomiale
Regressionskurve (Konzentration vs. Flidche) erstellt und die Kalibrierfunktion sowie der
Korrelationskoeffizient (R*) angegeben.

Die Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) wurden in Ubereinstimmung mit
den ICH-Standardmethoden (International Conference on Harmonisation, 2005. Q2 (R1)) iiber
das Signal-Rausch-Verhiltnis (Ph. Eur. 8.8, 2.2.46 Chromatographic separation techniques,
Council Of Europe, 2016) ermittelt. Das Ph. Eur. gibt das Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N,
Abb. 12) mit folgender Formel (5) an.

2H
S/N=— 5
- (5)
mit S/N — Signal-Rausch-Verhiltnis,

H — Peakhohe, h — Rauschhohe

Nachweis-  Bestimmungs-
grenze (LOD) grenze (LOQ)
S/N =2-3 S/N=10

Signal (S) |
/i

/\ [\

Rauschen (N) == |

Abb. 12: Bestimmung des Signal-Rausch-Verhiltnisses nach Ph. Eur. 8.8
(2.2.46)

Es wurden Verdiinnungsreihen einer Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen)
hergestellt und diese gemessen. Der LOD wurde bei einem Signal-Rausch-Verhiltnis von drei,
der LOQ bei einem Signal-Rausch-Verhiltnis von zehn bestimmt.

Die Richtigkeit ist ein MaB fiir die Ubereinstimmung des Messwertes mit dem ,,wahren Wert.
Sie ist daher zugleich auch ein MaB fiir die Abweichung aufgrund eines systematischen Fehlers
und wurde als Wiederfindungsrate ausgedriickt. Die Wiederfindungsrate der AMD-HPTLC-
Methode wurde mit dem ,,Standard-Additionsverfahren® ermittelt. Es wurden vier identische
Proben (hier: angereicherter Extrakt von Albizia gummifera, 3.2.1.1 und 3.2.1.2) mit
unterschiedlichen Konzentrationen eines Standards (0, 25, 100, 400 ng/Bande Glc-d18:2 h16:0
(7), Sojabohnen) versehen und in fiinf Wiederholungen (an fiinf Tagen) bestimmt. Die
Wiederfindungsrate WFR [%] wurde mit (6) berechnet und die relative Standardabweichung als
RSD [%] angegeben.

WFR [0/0] _ CProbe+Standard™ CProbe 100 %

CStandard (6)

mit WFR — Wiederfindungsrate,
¢ — Konzentration [ng/Bande]
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Die Prizision ist ein MaB fiir die Ubereinstimmung unabhiingig voneinander ermittelter
Messwerte und beschreibt somit die zufillige Streuung von Messwerten. Die Wiederholbarkeit
(Wiederholprizision) wurde mit der Mehrfachbestimmung (n=6) des LOQ, ausgedriickt als
RSD [%], ©bestimmt. Die Prédzision innerhalb einer Analyse wurde mit
drei Replikaten von drei Konzentrationslevels (25, 400 und 1000 ng/Bande Glc-d18:2 h16:0 (7,
Sojabohnen) als LOQ, mittlere und hohe Konzentration) ermittelt. Die Prizision zwischen
Analysen wurde mit je drei Replikaten der oben genannten Konzentrationen an fiinf Tagen
gemessen und als Wiederfindungsrate WFR [%] und relative Standardabweichung RSD [%]

angegeben.

3.2.4.2 Quantifizierung des Pflanzenmaterials

Fiir die GlyCer-Gehaltsbestimmung in neun Pflanzenmaterialien (Apfeltrester, Weizenkeime,
Kaffeesatz, Albizia gummifera, Albizia grandibracteata, Albizia lebbeck, Albizia schimperiana,
Acacia etbaica und Robinia pseudoacacia) wurden die jeweiligen angereicherten Extrakte
verwendet (3.2.1.1 und 3.2.1.2). Die Lipidklassen der angereicherten Extrakte wurden mit der
bereits unter Kapitel 3.2.2.2 beschriebenen AMD-HPTLC-Methode chromatographisch
aufgetrennt. Die Konzentration (n=3) der GlyCer wurde mit der anhand des Standards
Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen) bestimmten Kalibrierfunktion (polynomiale Regression,

Konzentration vs. Peakfliche, siehe 3.2.4.1) nach densitometrischer Detektion bestimmt.

3.2.4.3 Praparative TLC wund MS-Identifizierung der Glycosylceramide der
quantifizierten Banden
Fiir die Identifizierung der GlyCer innerhalb der quantifizierten Banden wurde eine préparative
TLC auf Basis der bereits beschriebenen TLC-Methode (siehe Kapitel 3.2.2) durchgefiihrt. Die
Applikation erfolgte halbautomatisch mittels Linomat IV (Camag, Muttenz, Schweiz) nach den
Parametern in Tab. 24. Neben einer 6 mm breiten Bande der Lipid-Referenzlosung (R1, siehe
Tab. 25) wurden 100 pl jedes angereicherten Extraktes in einer 65 mm breiten Bande
aufgetragen. Nach der Entwicklung der Platte wurde die 6 mm-Bande mittels Lipid-Veraschung
(3.2.2.1) visualisiert und die Lage der GlyCer-Banden abgeschitzt. Anhand dieser Ergebnisse
wurde der Teil der TLC-Platte (65 mm Bande) mit den GlyCer mithilfe eines Skalpells
abgekratzt und in ein Probengefill tiberfithrt. Dort wurden die Lipide mit 5 ml CHCl;/MeOH
9:1 (V/V) unter Schiitteln und Behandlung im Ultraschallbad extrahiert. Die Suspension wurde
schlieBlich durch eine wattegestopfte Pasteurpipette in ein neues Probengefal filtriert, um
Kieselgel abzutrennen. Das Probengefdf3 und die Pasteurpipette wurden noch zwei weitere Male
mit 5 ml CHCl;/MeOH 9:1 (V/V) nachgespiilt und die Losungen vereinigt. Es folgte die

Trocknung der Losung mit einem Vakuum-Konzentrator bei 40 °C und eine Elution iiber eine
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RP18-Kartusche (Chromabond C18 ec, 100 mg, 1 ml) mit 3 x 1 ml MeOH. Nach dem Trocknen
im Vakuum-Konzentrator bei 40 °C wurden die Proben in 100 ul MeOH (ULC-MS) gelost. Zur
Identifizierung der Verbindungen diente die bereits beschriebene LC-MS-Methode (3.2.2.3).

3.2.5 Hydrolyse pflanzlicher Glycosylceramide

Fir die Hydrolyse der aus Pflanzen gewonnenen GlyCer in Cer wurden unterschiedliche
Hydrolysemethoden getestet. Die GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-
t18:1 h22:0 (28) waren die Leitsubstanzen, anhand derer die Funktionalitit der Methode
abgeschitzt werden sollte. Die enzymatische Hydrolyse mit Imiglucerase (Cerezyme®) erfolgte
fiir alle gewonnenen GlyCer-angereicherten Fraktionen (Al-12, W1-12, C1-5). Die Effizienz
der Hydrolysemethoden wurde mit der unter 3.2.2 erlduterten TLC-Methode iiberpriift. Fiir
uneindeutige TLC-Ergebnisse aufgrund mangelhafter Intensititen wurden Resultate einer
AMD-HPTLC (siehe 3.2.2.2) herangezogen. Proben, bei denen Cer nachgewiesen werden
konnten, wurden weiter massenspektrometrischen Experimenten (3.2.3.2) unterzogen, um die
enthaltenen Verbindungen zu identifizieren. Die Durchfithrung und Probenvorbereitung sind in

den folgenden Kapiteln erlédutert.

3.2.5.1 Chemische Hydrolyse mit methanolischer Salzsiure

100 pl Probe (10 pg) wurde in einer Braunglasampulle mit einem Vakuum-Konzentrator
(40 °C) eingeengt. Nach der Zugabe von 1 ml einer 1 M methanolischen HCI wurde das Gefif3
sonifiziert und geschiittelt. Es folgte die Inkubation der Probe bei drei Temperaturen (35, 60,
95 °C) iiber drei Zeitraume (1, 6, 12 h). Danach wurde mit NaOH neutralisiert und die Losung
per Vakuum-Konzentrator (40 °C) zur Trockne eingeengt. Die Lipide wurden mit 300 pl
Ethylacetat und 300 ul Wasser, welches noch zweimal mit je 300 ul Ethylacetat ausgeschiittelt
wurde, extrahiert. Nach der Zugabe von wasserfreiem Natriumsulfat zur vereinigten
Ethylacetatphase wurde der Uberstand abgenommen und der Natriumsulfat-Riickstand erneut
mit 300 ul Ethylacetat nachextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum-
Konzentrator (40 °C) eingeengt und der Riickstand mit 100 pl CHCIl;/MeOH 2:1 (V/V)

aufgenommen.

3.2.5.2 Oxidative Reduktionshydrolyse mit methanolischer Salzsiaure

Die oxidative Reduktionshydrolyse mit methanolischer Salzsdure erfolgte nach Carter et al.,
1961b, und Iga et al., 2011. 100 pl Probe (10 pg) wurden in Braunglasampullen eingeengt
(Vakuum-Konzentrator, 40 °C). Nach der Zugabe von 100 ul CHCl;, 350 ul EtOH und 200 pl
0,5 M NalO4 wurde die Losung fiir 22 h unter Lichtausschluss inkubiert. Die Zugabe von 600 ul
Wasser-Ethylenglycol 1:1 (V/V) fiithrte zur Zerstorung des Periodatiiberschusses durch

Ethylenglycol und zur Phasenseparation nach anschlieBendem Schiitteln. Die obere Phase
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wurde verworfen. AnschlieBend wurden 0,35 mg NaBH, in 600 ul MeOH und 200 pl 0,1 M
NaOH hinzugegeben und bei Raumtemperatur iiber 22 h inkubiert. Die Zugabe von 0,05 ml 6 M
HCI fiihrte bei Raumtemperatur iiber Nacht zur partiellen Hydrolyse. Die Lipide wurden mit
1 ml CHCI; und 0,5 ml Wasser extrahiert. Die wissrige Phase wurde noch zweimal mit 0,5 ml
CHCI; extrahiert und anschlieBend verworfen. Die vereinigten organischen Phasen wurden

eingeengt (Vakuumkonzentrator, 40 °C) und in 100 ul CHCl;/MeOH 2:1 (V/V) riickgel6st.

3.2.5.3 Enzymatische Hydrolyse mit f-Glucosidase (aus Mandeln)

Das Enzym f-Glucosidase (aus Mandeln) wurde entsprechend den Herstellerangaben bei 4-8 °C
gelagert und vor der Verwendung frisch hergestellt. Als Positivkontrolle diente Salicin als
Edukt. 100 pl Salicin-SL (1000 pg bei 10 mg/ml SL) und je 100 ul Probe (10 pg) wurden in
Braunglasampullen im Vakuum-Konzentrator (40 °C) getrocknet und in 50 mM Na-Citratpuffer
(pH 4,5; Endvolumen 1000 pl) und 413,4 pl einer 5 mg/ml Na-Taurocholat-Losung (3,8 mM in
50 mM Na-Citratpuffer; CMC 3-11 mM bei 20-25 °C) gelost. Zusitzlich wurden 2 mM
Dithiothreitol (20 ul bei 0,1 M SL) und 1 mM Ascorbinsdure (10 pl bei 0,1 M SL) hinzugefiigt.
Mit dem Zusatz von 6,425 ug p-Glucosidase (25 pl der SL; 0,257 mg/ml H,O fiir das
Reaktionsoptimum bei 1,8 U/ml, Enzymaktivitit 7 U/mg) wurde fiir 14 h bei 37 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde mit Zugabe von 3 x 400 ul CHCI;/MeOH 2:1 (V/V) gestoppt, die Lipide
ausgeschiittelt und die organische Phase jeweils abgenommen. Die vereinigten Phasen wurden
mit einem Vakuum-Konzentrator (40 °C) zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit 100 pl

CHCl3/MeOH 2:1 (V/V) wieder aufgenommen.

3.2.5.4 Enzymatische Hydrolyse mit Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®)

Die enzymatische Hydrolyse erfolgte mit einer spezifischen Glucocerebrosidase (Imiglucerase,
Cerezyme®). Die angewendete Methode wurde bereits in Kapitel 3.2.1.6 beschrieben. Die
verdnderten Bedingungen werden folgend angegeben. 100 pl Probe (je 10 ug Fraktion Al-12,
W1-12 und CI1-5) wurden in Braunglasampullen mithilfe eines Vakuum-Konzentrators bei
40 °C eingeengt. Die GlyCer wurden in 50 mM Na-Citratpuffer (pH 4,5; Endvolumen 1000 ul)
und 413,4 ul einer 5 mg/ml Na-Taurocholat-Lésung (3,8 mM in 50 mM Na-Citratpuffer; CMC
3-11 mM bei 20-25 °C) gelost. Zusétzlich wurden 2 mM Dithiothreitol (20 ul bei 0,1 M SL)
und 1 mM Ascorbinsdure (10 pl bei 0,1 M SL) hinzugefiigt. Es folgte die Zugabe von 5 ug
Imiglucerase (55 pl einer 1:10-Verdiinnung der 0,91 mg/ml SL). Es wurde bei 37 °C fiir 14 h
inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 3 x 400 ul CHCl;/MeOH 2:1 (V/V) gestoppt
und die Lipide in der organischen Phase ausgeschiittelt. Nach Vereinigung dieser Phasen wurde

mittels Vakuum-Konzentrator (40 °C) eingeengt und in 100 ul CHCl;/MeOH 2:1 (V/V) gel6st.
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3.2.6 Penetration von ,,Phyto‘‘-Ceramiden in menschliche Haut

Das Penetrationsverhalten zweier nach enzymatischer Hydrolyse gewonnener ,,Phyto“-Cer
(d18:2 h16:0 (46) und t18:1 h22:0 (47)) wurde an exzidierter menschlicher Riickenhaut (Dicke
der Epidermis: 28,29 pm) tiberpriift. Hierfiir wurden die ,,Phyto*-Cer (Endkonzentration 0,3 %)
in eine in der Dermatotherapie etablierte Formulierung (Basiscreme DAC) mithilfe von
Fantaschale und Pistill eingearbeitet. Die Zusammensetzung der Formulierung ist in Tab. 11
aufgefiihrt.

Die subcutane Fettschicht der Spenderhaut wurde entfernt und eine Fldche von ca. 0,45 cm?
ausgeschnitten. Es wurden je 3 mg der Cer-haltigen Formulierung (bei 0,3 %: 9 ug Cer) und die
reine Formulierung (Kontrolle) aufgetragen. Die Penetration erfolgte innerhalb einer Petrischale
bei einer Umgebungstemperatur von 32 °C fiir 100 min. AnschlieBend wurde der Rest der
Formulierung mit Watte abgestreift und fiir weitere Untersuchungen aufbewahrt. Die Lipide
wurden aus den Hautstiicken (Haut nach Penetration) und den Formulierungsiiberresten
(Creme-Uberreste (nicht penetriert)) mit 1 ml Methanol (ULC-MS) bei 50 °C fiir 2 h im
Wasserbad unter Ultraschallbehandlung extrahiert. Die Losungen wurden abgenommen, mit
einem Vakuum-Konzentrator (40 °C) eingeengt und die Riickstinde mit 100 ul Methanol
(ULC-MS) wieder aufgenommen. Ein Zentrifugationsschritt (5000 rpm, 10 min) sollte
sicherstellen, dass nicht geloste Bestandteile abgetrennt werden. Die qualitative und eine
vorldufige quantitative Auswertung erfolgten als massenspektrometrisch  gestiitzte
Chromatogramme der LC-MS-Methode (3.2.2.3) und nach Erstellung von Kalibriergeraden

(analytische Response, n=1) mit den eingesetzten ,,Phyto*“-Cer (47, 48) als Referenzsubstanzen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Extraktion wund Isolierung der Glycosylceramide aus Apfeltrester,
Weizenkeimen und Kaffeesatz

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Pflanzenmaterialien, Abfallprodukte der
Nahrungsmittelindustrie (Apfeltrester, Weizenkeime, Kaffeesatz) und auch von privaten
Haushalten (Kaffeesatz), zur Gewinnung von GlyCer verwendet. Zur Veranschaulichung ist in
Abb. 13 der Isolierungsverlauf von GlyCer am Beispiel des Apfeltresters nach
Diinnschichtchromatographie und Lipidveraschung (siehe 3.2.2) dargestellt. Die Aufarbeitungs-
schemata der Weizenkeime und des Kaffeesatzes befinden sich im Anhang (Abb. A3-A4).

(Gemahlenes)
Pflanzenmaterial
Isopropanol-
n-Tlcxan-
1L,O Wiissrige
(55:20:25) Phase
{verworlen)
Polarita
Total- ——<  Organische 1.SC 2.8C 3. pHLPC-
Referenz  lipid- [\Cﬂggllj Phase Polaritg"t {Kicscl- GroBg  (Sephadex Polariial MS
Mix  extrakt 4 q cnol,.  ge160) ¢rperl LIF20) e (RP18)
(111 MeOH- MeOH H,O
Gradient (1:1) Gradient|
CO, GT -
-GT .
SQ
ps @
-
LS -
GlySter
GlyCer
—t— | —

Abb. 13:  Lipidextraktions- und Isolierungsverlauf des Apfeltresters

SC - Séaulenchromatographie, CO - Cholesterololeat, GT —
Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — -Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter
— Glycosylsterol (f-Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glec-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen)

Die Referenzlosung enthielt Lipidklassenvertreter, die den Lipidfraktionen der Extrakte
zugeordnet wurden. Sie waren aufgrund der polaren stationdren Phase (Kieselgel 60) und dem
unpolaren Laufmittel (Chloroform-Methanol 85:15 V/V) entsprechend aufgetrennt worden.
Wihrend unpolare Lipidklassen (Sterolester, als Cholesterololeat), Triglyceride (als

Glyceroltrioleat), Squalen, Sterole (als f-Sitosterol) und Fettsduren (als Linolsdure) hohere
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R-Werte aufwiesen, fanden sich die glycosylierten Formen (Glycosylsterole und GlyCer) bei
niedrigeren R~-Werten.

In einem ersten Schritt wurden die Gesamtlipide mit einem Gemisch aus Isopropanol-n-Hexan-
Wasser nach Markham et al., 2006, extrahiert (Totallipidextrakt). Wiahrend Markham et al.,
2006, nur die untere gesittigte Phase (n-Hexan gesittigtes Isopropanol-Wasser-Gemisch)
verwendeten, wurde in dieser Arbeit das gesamte Losungsmittelgemisch fiir die Extraktion
genutzt, da die Ergebnisse vergleichbar waren. Die Lipidklassen der Referenzldsung sind
entsprechend zugeordnet worden und lieBen auf eine heterogene Lipidzusammensetzung
schliefen.

Da das Extraktionsgemisch aufgrund des hohen Anteils an Isopropanol und Wasser (zusammen
80 %) auch polare Verbindungen und Nicht-Lipide extrahiert hat, wurde der Totallipidextrakt
einer ersten Separation in eine wissrige und eine organische Phase (angereicherter Extrakt)
unterzogen, von der die wissrige Phase verworfen wurde. Dieser Waschschritt des
Lipidextraktes dhnlich der Handhabung nach Folch et al., 1957 (Fliissig-Fliissig-Extraktion mit
Chloroform-Methanol-Wasser), fiihrte zu einer effektiven Abtrennung grofler Mengen polarer
Verbindungen und Nicht-Lipide. Die Zugabe von NaCl zur Wasserphase (0,5-1 % w/V
NaCl/Wasserphase) diente dabei der verbesserten Phasentrennung. NaCl 16st sich vorwiegend in
der wissrigen Phase und stellt damit keine Verunreinigung oder Verfilschung des
angereicherten Extraktes dar. Der Apfeltresterextrakt bedurfte zur Phasentrennung keiner NaCl-
Zugabe.

Mittels sdulenchromatographischer Methoden wurde der angereicherte Extrakt anhand der
Polaritit (Kieselgel 60) und MolekiilgroBle (Sephadex LH-20) weiter fraktioniert. Die Trennung
an polarem Kieselgel 60 mit einem Chloroform-Methanol-Gradienten (100:0, 90:10,
80:10 V/V) reicherte Sterolglucoside und GlyCer in einer Fraktion an. Eine Trennung dieser
Substanzklassen war mit den angewendeten Methoden nicht moglich, da sie co-eluierten (TLC-
R-Werte Sitosterolglucosid: 0,36+0,02 und GlyCer: 0,25+0,02 (n=3)). Die Isolierung der
GlyCer wurde schlieflich mit einer molekiilgroBenabhingigen Chromatographie an Sephadex
LH-20 (Laufmittel: DCM-Methanol 1:1 V/V) erreicht.

Die GlyCer-angereicherten Fraktionen wurden mittels pridparativer HPLC-MS (RP18,
Methanol-Wasser-Gradient) aufgetrennt. Fiir den Apfeltrester und Weizenkeime wurden

12 (A1-12 und W1-12), fiir Kaffeesatz 5 (C1-5) Fraktionen erhalten (Tab. 29).
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Tab. 29:  Isolierte Glycosylceramid-Fraktionen
Apfeltrester (A) Weizenkeime (W) Kaffeesatz (C)
Fraktion Menge [mg] Fraktion Menge [mg] Fraktion Menge [mg]
Al 10,2 Wi 6,6 Cl 1,0
A2 10,1 W2 4,0 C2 3,0
A3 55,6 W3 3,7 C3 1,8
A4 1,1 w4 3,8 C4 2,0
AS 1,1 W5 16,7 C5 0,8
A6 2,0 W6 2,5
A7 3,1 W7 13,8
A8 19,5 W8 6,3
A9 10,7 W9 5,1
Al0 24,8 W10 2,3
All 34 W11 1,0
Al2 0,9 W12 0,8
142,5 66,6 8,6

Die Ergebnisse der analytischen LC-MS-Léaufe aller Pflanzenmaterialien sind in Abb. 14 (A-C)

dargestellt. Die Peaks waren nicht basisliniengetrennt. Leichte Schultern einzelner Peaks (z.B.

A9, A10 und A11) waren auf mehrere GlyCer innerhalb eines Peaks zuriickzufiihren.

1

1

Relative Abundanz

1

Abb. 14:

Fraktionen

0 AT [5[6] [ 718 [[O[[o[[11] 2
50 -
0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
0 g TT2[ 34 5 @780 o] [ I3
50 -
O T /\ T T T T

0 5 10 15 20 25 30
00

C T ARBAE
50 -
O T /\/l\ T T T

0 5 10 15 20 25 30

Retentionszeit [min]

Ubersicht der Glycosylceramid-angereicherten Fraktionen

Dargestellt sind die Sephadex LH-20-Fraktionen des Apfeltresters (A), der
Weizenkeime (B) und des Kaffeesatzes (C)
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Alle Pflanzenmaterialien wiesen fiinf Peaks derselben Retentionszeiten auf (Apfeltrester Peak 3,
8,9, 10, 11; Weizenkeime Peak 1, 7, 8 ,9 ,10 und Kaffeesatz Peak 1, 2, 3, 4, 5). Ferner traf dies
auch fiir einen Peak des Apfeltresters (Peak 12) und der Weizenkeime (Peak 11) zu. Die
Reinheit der einzelnen Fraktionen wurde mittels TLC (vgl. 3.2.2.1; Abb. A7-A9) und LC-MS
(vgl. 3.2.2.3; Abb. A10-A12) iiberpriift. Tab. 29 fiihrt die Mengen der aufgereinigten Fraktionen
aus Apfeltrester, Weizenkeimen und Kaffeesatz auf. Finige Fraktionen stellten bei den
Materialien einen grofen Anteil der Gesamtmenge an GlyCer dar (Apfeltrester: 70 % A3, A8
und A10; Weizenkeime: 45 % W5 und W7; Kaffeesatz: 35 % C2).

In Tab. 30 sind die Isolierungsverlidufe als Massenriickstinde der einzelnen Extrakte und

Fraktionen dargestellt.

Tab. 30:  Fraktionsmassenriickstinde der Glycosylceramid-Extraktion und
-Isolierung

* — Aufgetragen: 20,0 g angereicherter Extrakt, Die folgenden Fraktionen
wurden fiir den gesamten angereicherten Extrakt berechnet.; priap. HPLC —
priaparative HPLC, GlyCer — Glycosylceramid, A — Apfeltrester, W —
Weizenkeime, C — Kaffeesatz

Pflanzen- Ausgangs- Total- Ange- Kieselgel- Sephadex- prip. GlyCer/
material masse lipid- reicherter Fraktion  Fraktion HPLC- 100 g
extrakt Extrakt Fraktion
[g] [g] [g] (gl [g] [mg] [mg]
A 750,0 99,2 30,42 1,012 0,337 216,6 28,9
GlyCer w/w 0,029 % 0,218% 0,712 % - - - -
W 300,0 110,4 30,37 0,423 0,128 101,2 33,7
GlyCer w/w 0,034 % 0,092% 0,333 % - = = =
C 300,0 34,4 30,44 0,424 0,076 13,1 44

GlyCer w/w 0,004 % 0,038% 0,043 % -

Wiihrend der Totallipidextrakt der Weizenkeime 36,8 % der Ausgangsmenge ausmachte, lag der
des Apfeltresters und des Kaffeesatzes bei nur 13,2 % und 11,5 %. Nach der Fliissig-Fliissig-
Extraktion waren die Riickstandsgewichte der angereicherten Extrakte aller Pflanzenmaterialien
dhnlich (30,37-30,44 g). Der Anteil des angereicherten Extraktes am Totallipidextrakt des
Kaffeesatzes war mit 88,4 % im Vergleich am grofiten. Apfeltrester und Weizenkeime zeigten
eine dhnliche Ausbeute von 30,7 % und 27,5 %. Im weiteren Verlauf wurden 20,0 g der
angereicherten Extrakte weiter aufgetrennt und GlyCer-angereicherte Fraktionen erhalten, die
zusammen GlyCer-Gesamtmengen von 142,5 mg (Apfeltrester), 66,6 mg (Weizenkeime) und
8,6 mg (Kaffeesatz) enthielten. Berechnet auf 100 g Ausgangsmaterial zeigten Apfeltrester und
Weizenkeime dhnliche GlyCer-Gehalte von 28,9 mg und 33,7 mg. Eine sehr geringe Ausbeute
dagegen wurde fiir Kaffeesatz mit 4,4 mg je 100 g Ausgangsmaterial nachgewiesen. Berechnet
fiir die Ausgangsmenge der verwendeten Pflanzenmaterialien ergab sich ein GlyCer-Anteil von
0,029 % und 0,034 % fiir Apfeltrester und Weizenkeime. Der Anteil der GlyCer am
Totallipidextrakt und am angereicherten Extrakt war dagegen beim Apfeltrester (0,218 % und

0,713 %) mehr als doppelt so hoch im Vergleich zu dem von Weizenkeimen (0,092 % und
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0,333 %). Kaffeesatz zeigte weitaus geringere Mengenanteile der GlyCer an der
Ausgangsmenge (0,004 %), dafiir 4nderte sich der GlyCer-Anteil vom Totallipidextrakt

(0,038 %) zum angereicherten Extrakt (0,043 %) nur unwesentlich.

4.2 Identifizierung und Strukturaufklirung der isolierten Glycosylceramide

Fiir die Identifizierung der GlyCer wurden unterschiedliche analytische Methoden entwickelt.
Mit der TLC (4.2.1) wurde eine einfache Identifizierung von GlyCer und anderen Lipiden
nebeneinander in Stoffgemischen etabliert. Auerdem sind hochauflésende Massenspektren zur
Bestimmung der Summenformel (4.2.2) und MS/MS-Spektren zur Aufkldrung der
Sphingobasen- und Fettsdureeinheit (4.2.3) gemessen worden. Mittels NMR-Experimenten
(4.2.4) wurde die Strukturaufklirung der GlyCer-Leitsubstanzen und der hydrolysierten
,,Phyto“-Ceramide durchgefiihrt (4.2.5). SchlieBlich wurde eine HPLC-MS-Methode entwickelt,
um GlyCer unfragmentiert massenspektrometrisch nachzuweisen und in Abhéngigkeit von der

Retentionszeit zu identifizieren (4.2.9).

4.2.1 TLC zur Detektion von Glycosylceramiden in Lipidgemischen

Die diinnschichtchromatographische Analysemethode wurde bereits ausfiihrlich in der
Diplomarbeit ,Extraktion und Identifizierung von Glycosylceramiden aus Weizenkeimen
(Reisberg, 2012) beschrieben. Sie wurde in Anlehnung an eine Methode von Ternes ef al., 2011,
etabliert. Kurz, alle Lipidklassen wurden gegeniiber einer Referenzlosung fiir eine visuelle
Beurteilung an polarem Kieselgel 60 mit einem Chloroform-Methanol 85:15 (V/V)-Gemisch
aufgetrennt. Die Ergebnisse dienten unter anderem der Verfolgung des Extraktions- und
Isolierungsverlaufes (Abb. 13, Abb. A3-A4) und der Uberpriifung der Fraktionsreinheit nach
praparativer HPLC-MS (Abb. A7-A9). Weitere Aussagen aufgrund der Verwendung der TLC-
Ergebnisse sind an den entsprechenden Textstellen angegeben. Die verwendeten
Referenzlosungen wiesen je nach Einsatz (Lipide, Ceramide, Hydroylse) unterschiedliche
Lipid-Zusammensetzungen auf (siehe Tab. 25). Die TLC-Chromatogramme der aufgetrennten

Referenzlosungen konnen im Anhang eingesehen werden (Abb. Al).

4.2.2 ESI-HRMS zur Bestimmung der Summenformel

Die Summenformel der GlyCer wurde mittels ESI-HRMS bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tab. 31 fiir das Pflanzenmaterial des Apfeltresters, der Weizenkeime und des Kaffeesatzes
aufgefiihrt. Alle GlyCer wurden im positiven Ionenmodus als [M+Na] -lonen detektiert. Die
Fehler lagen zwischen 0,0000 und 3,9342 ppm. Die meisten Verbindungen wurden mit einem
Fehler unter 2 ppm detektiert und als annehmbar akzeptiert. Mit geringerer Konzentration eines
GlyCer in der Fraktion wurde auch die Abweichung der berechneten von der detektierten m/z

groBer (z.B. Glc-d18:2 h19:0 (16), Glc-d18:2 h18:1 (8), Glc-t18:1 h28:1 (45)). 1 und 2 konnten
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nicht getrennt werden. Fiir sie wurden dieselben m/z detektiert und entsprechend dieselbe

Summenformel benannt. Eine Unterscheidung erfolgte mittels NMR (4.2.4) und LC-MS (4.2.8).

Tab.31: ESI-HRMS der Glycosylceramide

A — Apfeltrester, W - Weizenkeime, C - Kaffeesatz, DBE -
Doppelbindungsiquivalente, ' — berechnet mit ChemCalc (Patiny und
Borel, 2013); Nomenklatur (Glc-Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2
h16:0 (7)); Kettenldnge : Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, OH

— Hydroxygruppe, keto - Ketogruppe, h - o-hydroxy, * -
Strukturvorschldage
Glycosylceramid m/z m/z Summen- Fehler DBE
(det.) (ber.)1 formel
[M+Na]®  [M+Na]" M] [ppm]
Glc-d18:1 h16:0 (9) 738,5496 738,5496 C4H77NOy 00,0000 3
Glc-d18:1 h18:0 (15) 766,5805 766,5809 CypHgINOy  0,5218 3
Glc-d18:1 h20:0 (26) 794,6127 794,6120 Cy4HgsNOy 00,8809 3
Glc-d18:1 h22:0 (34) 822,6459 822,6435 CyHgoNOy 29174 3
Glc-d18:1 h24:0 (42) 850,6772 850,6748 CysHosNOy  2,8213 3
Glc-d18:2 h15:0 (5) 722,5198 722,5183 C30H;3NOy  2,0761 4
Glc-d18:2 h16:0 (7) 736,5346 736,5340 C4H75sNOy  0,8146 4
Glc-d18:2 h18:0 (11) 764,5661 764,5653 CppHoNOy 11,0463 4
Glc-d18:2 h19:0 (16) 778,5836 778,5809 Cy;HgINOy  3,4678 4
Glc-d18:2 h20:0 (22) 792,5967 792,5966 CyHgsNOy  0,1262 4
Glc-d18:2 h21:0 (27) 806,6135 806,6122 CysHgsNOy 11,6117 4
Glc-d18:2 h22:0 (31) 820,6277 820,6279 CyHg;NOy  0,2437 4
Glc-d18:2 h23:0 (35) 834,6432 834,6435 Cy47HgoNOy  0,3594 4
Glc-d18:2 h24:0 (39) 848,6604 848,6592 CysHoiNOy  1,4140 4
Glc-d18:2 h25:0 (43) 862,6759 862,6748 Cy4HosNOy  1,2751 4
Glc-d18:2 h26:0 (46) 876,6927 876,6905 CsoHosNOy  2,5094 4
Glc-d18:2 h18:1 (8) 762,5526 762,5496 C4pH77NOg  3,9342 5
Glc-d18:2 h20:1 (12) 790,5822 790,5809 CyuHgINOy  1,6444 5
Glc-d18:2 h22:1 (24) 818,6113 818,6122 Cy46HgsNOg  1,0994 5
Glc-d18:2 h24:1 (30) 846,6441 846,6435 CysHgoNOy  0,7087 5
Glc-d18:2 h25:1 (37) 860,6609 860,6592 CyHoNOy  1,9752 5
Glc-d18:2 h26:1 (40) 874,6749 874,6748 CsoHosNOy  0,1143 5
Glc-d18:3 h20:0 (14) 790,5811 790,5809 CyHgiNOy  0,2530 5
Glc-t18:1 h16:0 (6) 754,5463 754,5445 CyoH77NOyy  2,3855 3
Glc-t18:1 h20:0 (17) 810,6072 810,6071 CyHgsNOyy  0,1234 3
Glc-t18:1 h21:0 (23) 824,6237 824,6228 Cy4sHg;NOyy  1,0914 3
Glc-t18:1 h22:0 (28) 838,6401 838,6384  C4HgoNOn 2,0271 3
Glc-t18:1 h23:0 (32) 852,6540 852,6541 C47HoNOyy, 0,1173 3
Glc-t18:1 h24:0 (36) 866,6706 866,6697 CysHosNOyy,  1,0385 3
Glc-t18:1 h25:0 (41) 880,6863 880,6854  C4HosNO,p 1,0219 3
Glc-t18:1 h26:0 (44) 894,7024 894,7010  C50HyyNO,g 1,5648 3
Gle-t18:1 h22:1 (19) 836,6228 836,6228 Cy4eHg7sNOy  0,0000 4
Gle-t18:1 h23:1 (21) 850,6364 850,6384  C4HgoNO,y 2,3512 4
Glc-t18:1 h24:1 (29) 864,6549 864,6541 CysHoNOyy  0,9252 4
Gle-t18:1 h25:1 (33) 878,6714 878,6697 CypHosNOy, 1,9347 4
Glc-t18:1 h26:1 (38) 892,6862 892,6854  C50HyosNO;y 0,8962 4
Glc-t18:1 h28:1 (45) 920,7188 920,7167 Cs,HgoNOyy  2,2808 4
Glc-t18:1 h24:2 (20) 862,6389 862,6384  CuHgoNOg  0,5796 5
Glc-8-OH-d18:2 h16:0 (1)
Gle-9-OH-d18:2 h16:0(2) 752,5273 752,5283 CyoH7sNOyy  1,3289 4
Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4) 750,5116 750,5127 C4oH73NOyy  1,4657 5
Glc-OH-t18:1 h22:0% (10) 854,6351 854,6333 CyHgoNO;;  2,1062 3
Glc-OH-t18:1 h24:0° (18) 882,6660 882,6646 CyHosNO;; 11,5861 3
Glc-20H-d18:2 h16:07(3) 768,5236 768,5238 CyoH7sNO;;  0,2602 4
Glc-20H-d18:2 h22:0°(13)  852,6189 852,6177 CyHgNOy,  1,4074 4
Glc-20H-d18:2 h24:0°(25)  880,6498 880,6490  C,sHoNO;; 0,9084 4
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4.2.3 ESI-MS/MS zur Aufklirung der Sphingobase- und Fettsidureeinheit

Um die Sphingobasen und Fettsduren der GlyCer zu bestimmen, wurde eine lonenfallen-ESI-
MS/MS-Methode etabliert. Fiir die optimalen Ionisierungs- und Ionenfallenparameter wurde
eine Referenzsubstanz (Gle-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen, 1 pg/ml) injiziert. Im positiven lonen-
modus traten GlyCer ausschlieBlich als Natriumaddukte [M+Na]", im negativen hauptsichlich
als [M-H] auf. Es wurden Massenspektren im positiven und negativen Modus sowie MS/MS-
Spektren der Vorlduferionen nach Fragmentierung aufgenommen. Die positiven und negativen
Spektren wiesen nach Kollision mit Helium (35-40 %) abweichende Fragmentierungen der
GlyCer auf. Positive Massenspektren waren komplexer als negative (vgl. Abb. 15-16).

Die MS/MS-Fragmentierungsmuster werden anhand von Leitsubstanzen vorgestellt. In Abb. 15

sind die MS/MS-Spektren und -fragmentierungsmuster von Glc-d18:2 h16:0 (7) dargestellt.

A Glc-d18:2 h16:0 (7)
100 1(+)ESI-MS? (MS!: 736,5) (0] Yo, Xo
4822 En 0 00 on
5ok OH
46(4{'1 ' \
50 + P 1 Y Na*
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N
S 0 _qum : . iy
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N
< B
< 100 1(-)ESI-MS?(MS!: 712,5) Z, Zo‘Y“O\_\‘\HO » OH N
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Abb.15: MS/MS-Spektren und Fragmentierungsmuster von Gle-d18:2°4%%/%

h16:0 (7)

Positiver (A) und negativer (B) Ionenmodus. Vorlduferionen sind in
Klammern angegeben, Fragmente in Anlehnung an die Nomenklatur von
Ann und Adams, 1993, basierend auf den Vorschligen von Domon und
Costello, 1988, und Costello, 1993.

Ausgehend vom MS'-Molekiilion M (m/z 736,5; [M+Na]") trat im positiven MS/MS-Modus ein
Fragment M’ (m/z 718,4; [M-H,0+Na]") auf, bei dem die Hydroxygruppe der Sphingobase als
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Wasser abgetrennt wurde. Mit den Ionen Y, (m/z 574,3; [M-CeH,,Os+Na]") und Z, (m/z 556.,2;
[M-C¢H,,05-H,0+Na]") waren Aglycone detektierbar.

Dem Xy-lon [m/z 616,3; [M-C4HgO,+Na]") ging eine zuckerinterne Spaltung zwischen den
Positionen C17-C5” und C27-C3” voran. Das detektierte Hauptfragment O (m/z 482,2;
[M-C6H300,+Na]") war ein Indikator fiir die vorhandene Sphingobase, dem Sphingadienin
(d18:2), indem nur die Acylgruppe des Molekiils abgespalten wurde. Mit schwicherer Intensitiit
wurden die Fragmente O’ (m/z 464,1; [M-C,¢H3,0,-H,O+Na]"), D (m/z 510,3;
[M-C;sH3,0+Na]") und D’ (m/z 492,2; [M-C,;sH;,0-H,O+Na]) identifiziert. Ein weiterer
Beweis fiir den Sphingadienin (d18:2)-Typ wurde mit F (m/z 449,2; [M-C,cH;,0,N-H,O +Na]")
und E (m/z 287,1; [M-C¢H,,06-C;6H3,0,N-H,0+Na]") gefunden, die mit der Abspaltung der
Fettsdure und des Zuckers einhergingen. Im negativen Modus dagegen wurden weniger
Fragmente aufgezeichnet. Mit Y, (m/z 550,5; [M-C¢H,005-H]") und Z, (m/z 532,5; [M-C¢H,,05-
H,0O-H]) wurde die Verbindung ohne Zuckerkopfgruppe detektiert. Fragment U (m/z 271,3;
[M-C¢H,¢05-CsH3,0,-H]') stellte die a-hydroxylierte Fettsdure (h16:0) dar.

Die Ionen M’, Xy, Yo, Zog, O, U und T sind von Ann and Adams, 1993, basierend auf den
Vorschligen von Domon and Costello, 1988, und Costello, 1993, bezeichnet worden.
Fragmente, die nicht dieser Nomenklatur entsprachen, wurden neu bezeichnet (D, E, F, W, vgl.
Abb. 15-16). Das GlyCer Gle-t18:1 h22:0 (28) zeigte grundsitzlich ein dhnliches MS/MS-
Fragmentierungsmuster wie GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7) (Abb. 16). Die Fragmente M*, Yo, Zy,
Xop, O, Of, D, D, E und F waren ebenso im positiven Modus nachweisbar. Die Sphingobase
vom Phytosphingenin (t18:1)-Typ wurde iiber das Fragment O (m/z 500,3; [M-C2,H,4,0,+Na]")
im positiven Modus bestimmt. Das Fragment O lief auf eine zusitzliche Hydroxygruppe in der
Sphingobase und die damit fehlende Doppelbindung als eine m/z-Erh6hung von +18 amu im
Gegensatz zum Sphingadienin (d18:2)-Typ (O: m/z 482,2; [M-acyl+Na]’) schlieBen. Im
negativen Modus konnten die Fragmente Y, Z, und U bestimmt werden, von dem Fragment U
zur Identifizierung der Fettsdure verwendet wurde. Im Gegensatz zum Dihydroxy-
Sphingobasen-Typ (d18:2) zeigte der Trihydroxy-Typ (t18:1) auerdem ein weiteres Fragment
im negativen Massenspektrum unter den verwendeten Methodenparametern: W ([m/z 410,5;
[M-C¢H,06-CsHo30-H]). Es stellte im Vergleich zu 7, die zusitzliche Spaltung der
Sphingobase zwischen Position C-3 und C-4 dar.

Die Fragmente O ([M-acyl+Na]") und U ([M-Zucker-LCB-H]) waren fiir alle Verbindungen
(1-46) detektierbar. Fiir die Beurteilung der Sphingobase wurde das Fragment O ([M-
acyl+Na]") des positiven Ionenmodus genutzt. GlyCer vom Sphingenin (d18:1)-Typ wurden
durch das Fragment O (m/z 484,2; [M-acyl+Na]") und der damit verbundenen Hydrierung einer
Doppelbindung (+2 amu) im Gegensatz zum Sphingadienin (d18:2)-Typ (O: m/z 4822;
[M-acyl+Na]") bestimmt. Ein GlyCer vom Sphingatrienin (d18:3)-Typ wurde in Weizenkeimen
anhand des Fragments O (m/z 480,2; [M-acyl+Na]") identifiziert.
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Abb.16: MS/MS-Spektren und Fragmentierungsmuster von Glc-t18:1%%%
h22:0 (28)

Positiver (A) und negativer (B) Ionenmodus. Vorlduferionen sind in
Klammern angegeben, Fragmente in Anlehnung an die Nomenklatur von
Ann und Adams, 1993, basierend auf den Vorschligen von Domon und
Costello, 1988, und Costello, 1993.

Im Gegensatz zum GlyCer vom Sphingadienin (d18:2)-Typ wurde hier eine zusétzliche
Doppelbindung in der Sphingobase nachgewiesen (-2 amu). Die Lage der Doppelbindung
konnte nicht bestimmt werden. Fiir die Linge der Fettsdure und deren Sittigungsgrad ist das
Fragment U ([M-Zucker-LCB-H]") im negativen lonenmodus herangezogen worden. Es wurden
ungesittigte Fettsduren anhand dieses Fragmentes U aufgrund einer m/z-Differenz von -2 amu
bestimmt. GlyCer mit ungesittigten Fettsduren wurden nur fiir Weizenkeime bestimmt. Eine
zweifach ungesittigte Fettsdure ist in einem Weizenkeim-GlyCer (Glc-t18:1 h24:2 (20))
identifiziert worden (U, m/z 379,5; [M-Zucker-LCB-H]).

In Tab. 32 sind die im Apfeltrester, Weizenkeimen und Kaffeesatz identifizierten GlyCer
aufgefiihrt. Insgesamt wurden 11 GlyCer-Klassen beschrieben. Im Apfeltrester wurden neue
GlyCer (1-4, 10, 13, 18, 25) identifiziert. Deren Strukturaufklidrung ist in Kapitel 4.2.8 detailiert
dargestellt. Eine Ubersicht iiber alle detektierten MS-Fragmente (Tab. Al) und die
Massenspektren der iibrigen GlyCer-Klassen (Abb. A16-A18) befinden sich im Anhang.
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Tab.32: LC-MS- und ESI-MS/MS-Identifizierung der Glycosylceramide

¢ — Strukturvorschlige (Lage und Stereochemie der DB und OH-Gruppen
unbekannt); b _ detektiert als [M-H,O+H]" (CID 150 V); ¢ — Tonen indirekt
iiber MS/MS-Experimente detektiert; n.d. — nicht detektiert; RT -
Retentionszeit, acyl — Fettsdure, Zuc — Zuckerteil; Nomenklatur (Glc-
Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7)); Kettenlinge
Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, OH — Hydroxygruppe, keto —
Ketogruppe, h — a-hydroxy

Glycosylceramid LC-APCI/MS ESI-MS/MS
RT m/z m/z

MS' | MS?(0) MS! MS? (U)

[min] [M+ [M- [M- | [M+ | [M-acyl+ | [M-H] | [M-Zuc-

H] 18+ 162+ | Nal* Na]* LCB-HJ

H]* H]
Glc-d18:1 h16:0 (9) 92 716,5 698,5 554,5 7386 4842 714,5 271,5
Gle-d18:1 h18:0 (15) 123 7446 nd. nd.  766,6 4843 742.6 299,5
Gle-d18:1 h20:0 (26) 16,9 772,6 7544 610,5 794.6 4842 770,6 3274
Gle-d18:1 h22:0 (34) 21,0 800,7 n.d. nd. 8226 4842 798,6 3554
Gle-d18:1 h24:0 (42) 254 828,7 nd. nd. 8507 4842 826,6 383,5
Gle-d18:2 h15:0 (5) 73 700,5 n.d. nd. 7225 4822 698,5¢ 2574
Gle-d18:2 h16:0 (7) 84 7145 696,5 5525 736,6 4822 712,6 271,3
Gle-d18:2 h18:0 (11) 11,1 742,6 7245 5805 764,6 4822 740,6 2994
Gle-d18:2 h19:0 (16) 124  756,5 738,6 nd. 778,6 4822 754.6 313,5
Gle-d18:2 h20:0 (22) 151 770,5 752,6 610,5 792,6 4822 768.6 327,5
Gle-d18:2 h21:0 (27) 17,4  784,7 nd. nd.  806,6 4823 782.6 3414
Gle-d18:2 h22:0 (31) 19,5 798,7 780,6 636,5 820.,6 4822 796,6 355,5
Gle-d18:2 h23:0 (35) 21,3 812,6 nd. nd. 8347 4823 810,3 369,6
Gle-d18:2 h24:0 (39) 233  826,7 808,5 664,5 848,6 4822 824,6 383,5
Gle-d18:2 h25:0 (43) 25,6 840,7 822,7 nd. 8627 4822 838,7 397,5
Glc-d18:2 h26:0 (46) 28,8 854,6 836,7 nd. 8766 4822 852,7 411,5
Glc-d18:2 h18:1 (8) 8,5 740,6 n.d. nd. 7627 4822 738,6¢ 297.4
Gle-d18:2 h20:1 (12) 11,2 768,5 750,5 nd. 790,6 4823 766.6 3253
Gle-d18:2 h22:1 (24) 152  796,7 n.d. nd. 8185 4822 794.5 3534
Gle-d18:2 h24:1 (30) 19,4 8247 806,6 662,77 846,6 4823 822.6 381,5
Gle-d18:2 h25:1 (37) 21,6  838,6 n.d. nd. 8607 4822 836,6 395,6
Gle-d18:2 h26:1 (40) 234  852,6 nd. nd. 8745 4822 850,6 409,6
Gle-d18:3 h20:0 (14) 12,2 768,5 nd. nd. 7906 480,2 766,6 327,5
Gle-t18:1 h16:0 (6) 73 7326 nd. 5705 7546 500,3 730,6 271,4
Gle-t18:1 h20:0 (17) 12,6 788,5 nd. 6265 8106 500,3 786,6 327,6
Gle-t18:1 h21:0 (23) 151 802,6 nd. 640,7 8245 500,3 800,6 341,6
Gle-t18:1 h22:0 (28) 17,6  816,6 nd. 654,6 8387 500,3 814,7 355,5
Gle-t18:1 h23:0 (32) 19,5 830,8 812,6 668,6 8527 500,2 828,6 369,7
Gle-t18:1 h24:0 (36) 214 8447 826,7 6826 866,7 500,3 842.6 383,5
Gle-t18:1 h25:0 (41) 238 858,6 nd. 6967 880,6 500,3 856,6 397,6
Gle-t18:1 h26:0 (44) 258 872,7 nd. 7104 8947 500,2 870,7 411,6
Gle-t18:1 h22:1 (19) 12,7 8145 nd. 6524 8366 500,3 812,6 353,5
Gle-t18:1 h23:1 (21) 150 828,7 nd. nd. 8505 500,3 826,5 367,5
Gle-t18:1 h24:1 (29) 17,7 8427 nd. 6805 864,6 500,2 840,6 381,5
Gle-t18:1 h25:1 (33) 19,6 856,6 nd. 694,5 878,6 500,3 854,8 395,5
Gle-t18:1 h26:1 (38) 21,6 870,7 nd. 7087 892,6 500,2 868,6 409,5
Gle-t18:1 h28:1 (45) 258 898,6 nd. 7364 9207 500,3 896,4 4377
Gle-t18:1 h24:2 (20) 13,5 840,6 n.d. nd. 8626 500,3 838,6 379,5
Glc-8-OH-d18:2 h16:0 (1)

Gle-9-OH-d18:2 h16:0 (2) 49 7305 7125 nd. 7525 498,3 728.5 2714
Glc-8-keto-d18:2 h16:0(4) 53  728,5 710,5 566,5 750,5 496,2 726,5 2714
Glc-OH-t18:1 h22:0%(10) 9,7 nd. 814,5° nd. 8547 516,3 830,7 355,6
Glc-OH-t18:1 h24:0°(18) 11,8 n.d. 8425° nd. 8827 5164 858,6 383,5
Glc-20H-d18:2 h16:0“ (3) 51 746,55 nd. 5845 7684 514,3 744 4 2714
Glc-20H-d18:2 h22:0°(13) 11,8 830,6 n.d. nd. 8526 5143 828.6 355,5
Glc-20H-d18:2 h24:0(25) 16,5 858,7 840,7 nd. 880,6 5143 856,6 383,5
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4.2.4 NMR-Experimente zur Strukturaufklirung von Glycosylceramiden

Jede isolierte GlyCer-Fraktion (A1-12, W1-12, C1-5) sollte eingehenden NMR-Experimenten
unterzogen werden. Da diese Fraktionen zwischen einem und sechs GlyCer enthielten, wurden
Leitsubstanzen fiir eine vollstindige Strukturaufkldrung ausgewdhlt. Die GlyCer
Glc-d18:2**582 h16:0 (7), Glc-d18:1*% h16:0 (9) und Glc-t18:1°%% h22:0 (28) wurden
1D- und 2D-Experimenten unterzogen. AnschlieBend wurden die anderen Fraktionen in einem
'H-NMR-Fingerprinting anhand der chemischen Verschiebungen der Leitsubstanzen auf GlyCer
untersucht. Die Verbindungen lagen zum Teil als Isomere vor und konnten chromatographisch
(LC, SC) nicht voneinander getrennt werden. Jedoch wurde ihre 8E/Z-Konfiguration in den

NMR-Spektren nachgewiesen.

Glc-d18:2*E352 h16:0 (7)

Bei der Fraktion A3 handelte es sich um ein Gemisch aus zwei Verbindungen, die eine
E/Z-Isomerie an Position C-8,9 zeigten. Die 'H- und "*C-chemischen Verschiebungen sind in
Tab. 33 dargestellt. Die Signalzuordnungen wurden mithilfe von COSY-, TOCSY-, HSQC-,
HMBC- und ROESY-Experimenten (siche Abb. 17) durchgefiihrt. Uber C-H und H-H-
Korrelationen wurde der Sphingobasenteil des Molekiils von C-1 bis C-12, die Fettsdure von
C-1’ bis C-6’ und der Zucker (C-1” bis C-6") vollstiandig dargestellt.

Zwei Dubletts bei oy 8,382 ppm (d, 8,9 Hz) und oy 8,374 ppm (d, 9,0 Hz) wurden als Amid-
Protonen (CO-NH) identifiziert. Diese hatten dieselben COSY- und HMBC-Korrelationen zu
benachbarten Atomen (Abb. 17) und deuteten einen grundlegend gleichen Molekiilaufbau an.
Zwei Doppelbindungen je Verbindung wurden aufgrund von 'H-NMR-Signalen von
Oy 5,496-6,016 ppm angenommen. Eine Doppelbindung wurde der Position C-4,5 zugeordnet.
Trotz des vorliegenden Spektrums hoherer Ordnung beider Multipletts (dy 6,016 ppm und 5,939
ppm) wurde aufgrund der groen Kopplungskonstante von 15,4 Hz eine E-Isomerie bestitigt
(Mitchell und Costisella, 2007). Die Doppelbindung war bei beiden Verbindungen
gleichermaf3en vertreten.

Je eine weitere Doppelbindung befand sich an Position C-8,9. Die Signale iiberlagerten sich bei
dn 5,496 ppm (H-8Z und H-9Z) und dy 5,511 ppm (H-8E und H-9E) zu einem Multiplett.
Kopplungskonstanten konnten nicht ermittelt werden. Die Zuordnung erfolgte mithilfe von
BC-NMR-Verschiebungen der benachbarten Methylen-Einheiten (C-7 und C-10), da
Doppelbindungen in langkettigen Alkenen eine C-chemische Verschiebung dieser bewirken
(De Haan und Van De Ven, 1973). So wurden im C-NMR-Spektrum Verschiebungen von C-7
und C-10 bei d¢ ca. 27-28 ppm (8Z-Isomer) und bei dc ca. 32-33 ppm (8E-Isomer) identifiziert
(Abb. A27), E und F; Shibuya et al., 1990; Inagaki et al., 1998; Voutquenne et al., 1999). Auch
die Signalintensititen der 13C—Signale (C4, C-5, C8, C9) der Z- und E-olefinischen
Verbindung unterstiitzten diese Aussage (Abb. A26-27). Wiahrend einige Protonen der
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verwandten Verbindungen (E/Z-Isomer) aufgrund ihrer Komplexitit im "H-NMR-Spektrum
zusammenfielen (z.B. H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), wurde fiir Protonen in unmittelbarer
Umgebung der Doppelbindung (H-7, H-10) sowie die NH-Signale und H-1" des Zuckers eine

leichte chemische Signalverschiebung festgestellt.

Tab. 33: lH-, 3C-chemische Verschiebungen von Gle-d18:2%45852 116:0 7,
Pyridin-ds)

a_ 'H-chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelationen,
®_ 'H-chemische Verschiebungen aus TOCSY-Korrelationen,
°_ 'H-chemische Verschiebungen aus HMBC-Korrelationen,
4 _ Signale sind innerhalb einer Spalte austauschbar
Position Oy [ppm] oc [ppm]
(M, J [Hz])
A8Z ASE A8Z ASE
Sphingobase
la 4,726 (m) 70,19
1b 4,262 (m) -
2 4,832 (m) 54,64 54,60
3 4,785 (m) 72,32
4 6,016 (m, 15,4) 132,18 132,12
5 5,939 (m, 15,4) 132,08 132,03
6 2,189 (m) 32,78
7 2,199% (m) 2,178 (m) 27,35 32,92
8 5,496" (m) 5,511°(m) 12942 129,94
9 5,496" (m) 5,511°(m) 130,65 131,11
10 2,086° (m) 2,027* (m) 27,62 32,99
11 1,389° (m) 29,54-30,08
12-16 1,262 (m) 29,54-30,08
16 - 32,15-32,14
17 1,262 (m) 22,96
18 0,875 (t, 6,8) 14,31
NH 8,382 (d,8,9) 8,374 (d, 9,0) -
Fettsdure
1’ - 175,69 175,67
2’ 4,596 (m) 72,50 72,53
3’a 2,225 (m) 35,68 35,70
3’b 2,024 (m) -
4’a 1,822 (m) 2595 25,92
4’b 1,735 (m) -
5 1,393¢ (m) 29,54-30,08
6’-14° 1,262 (m) 29,54-30,08
14° - 32,15-32,14
15 1,262 (m) 22,96
16’ 0,875 (t, 6,8) 14,31
Zucker
17 4,941 (d, 7.8)% 4,939 (d, 7,8)d 105,70
27 4,052 (t, 7,7) 75,15
3 4,231% (m) 78,49
474 4,245% (m) 71,53
5” 3,927 (m) 78,60
6”a 4,531 (dd, 11,9;2,5) 62,67
6”b 4,381 (dd, 11,9; 5,3) -

Die Verbindung der Sphingobase (NH) zur Fettsdure und der Zuckereinheit wurde unter
anderem mithilfe von HMBC- und ROESY-Korrelationen (NH->C/H-1’, H-1"->C-1, Abb. 17)
erkannt. Mithilfe von TOCSY-Korrelationen (Abb. 17) wurden der Zuckerteil und beide
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aliphatischen Ketten bis zu den jeweiligen Positionen H-12 und H-6" nachgewiesen. Ein breites
Singulett bei oy 1,262 gab die iibrigen Methylen-Protonen (CH,) zweier langer
Kohlenstoffketten an. Eine Aussage iiber die Kettenlinge ist aufgrund der mangelnden
Korrelationen zum Methylende (64 0,875 ppm (t, 6,8 Hz)) nicht getroffen worden. In
Anbetracht der ESI-MS/MS-Daten (siehe 4.2.3) wurden diese mit Kettenlingen von C18 fiir die
Sphingobase und C16 fiir die Fettsdure bestimmt. Eine a-Hydroxylierung der Fettsidure ist mit

dem Signal oy 4,596 ppm (m) und seinen COSY-Korrelationen nachgewiesen worden.

2 ay OH

HO
OH OMOH
5 A OH
oz
% 2 NH
‘»')\.') - y~ HMBC H>C
OHZ 7~ COosY

oA ; Ol OH
\/\/\/\/\/\/\/y\WNH

Abb.17:  2D-NMR-Korrelationen von Glc-d18:2635Z 116:0 (7)
Weitere 2D-Korrelationen sind in Tab. A11 aufgefiihrt.

Es wurden auBerdem zwei 1”-Protonen detektiert. Die anomeren Protonen der jeweiligen
Verbindung lagen bei oy 4,941 ppm (d, 7,8 Hz) sowie 4,939 ppm (d, 7,8 Hz) und fielen mit
einem Wassersignal zusammen. Die Kopplungskonstante von J = 7,8 Hz lie auf eine
S-D-Glucopyranosid-Verbindung schlieBen (Shibuya et al, 1990; Zhu et al, 2013).
a-Glucopyranosid-Strukturen haben dagegen kleinere Kopplungskonstanten von 3-4 Hz
(Roslund et al., 2011). Die 13C-Signale wurden bei 6c 105,70 ppm (C-17), 8¢ 75,15 ppm (C-27),
d¢ 78,49 ppm (C-3”), 6¢ 71,53 ppm (C-4), oc 78,60 ppm (C-57), and 6c 62,67 ppm (C-6)
detektiert und entsprachen denen eines f-D-Glucopyranosid-Restes (Shibuya et al., 1990;
Inagaki et al., 1998).
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In Ubereinstimmung mit den Signalen fiir Sojacerebrosid I und II, isoliert aus Sojabohnen
(1-O-(B-D-glucopyranosyl)- (2S,3R,4E,8E/Z)-2N-[(2’ R)-2’-hydroxyhexadecanoylamino]-octa-
deca-diene-1,3-diol (Glc-d18:2 h16:0, Ci-2 6¢ 54,4 ppm; C1-3 6c 72,4 ppm; Ci-2” 6¢ 72,6 ppm;
Cu-2 dc 54,3 ppm; Cp-3 dc 72,3 ppm; Cp-2° d¢ 72,0 ppm; Shibuya et al, 1990) und
Sojacerebrosid 1, isoliert aus Euphorbia platyphyllos (Glc-d18:2 h16:0, C-2 d¢ 54,7 ppm; C;-3
d¢c 72,4 ppm, Ci-2’ 6¢ 72,6 ppm; Cateni et al., 2008) wurde die relative Stereochemie von 28,
3R, 2’R angenommen (C-2 6¢ 54,64 ppm; C-3 8¢ 72,32 ppm; C-2’ 672,53 ppm).

Glc-d18:1°* h16:0 (9)
In Fraktion W2 war das GlyCer Glc-d18:1*” h16:0 (9) enthalten. Die Signale der Verbindung

unterschieden sich vom bereits beschriebenen Glc-d18:2*****# h16:0 (7) nur geringfiigig. Die
NMR-Spektren der Fraktionen wiesen weitere GlyCer (z.B. Glc-d18:1°* h16:0 (7)) auf (Abb.
A30-31), weshalb nicht alle Signale eindeutig ermittelt werden konnten. Dennoch wurden die
wichtigsten Molekiilbereiche mit COSY-, TOCSY- und HMBC-Korrelationen aufgeklirt (Abb.

18). 'H- und "*C-chemische Verschiebungen sind in Tab. 34 zusammengefasst.

2 OH

HO \ OH
NN r\. A o
i & )

7 f— 2
\/\/\/\/\/\M;ﬂ/ /= HMBC HC

/ COSY
H ‘* OH
/\/\/\/\/\/\W
18 gv"%
OHO1 ¥~ Tocsy

Abb.18: 2D-NMR-Korrelationen von Gle-d18:1** h16:0 (9)
Weitere 2D-Korrelationen sind in Tab. A13 aufgefiihrt.

Ein Dublett bei dy 8,436 ppm (d, 8,6 Hz) wurde als Amid-Proton (CO-NH) detektiert. Es wurde
keine Doppelbindung an Positon C-4 ausgemacht. Anstelle dessen sind die Signale an C-4 und
C-5 als Methylengruppen bestimmt worden (Abb. A30-A31). Eine Doppelbindung an Position
C-8,9 wurde bei oy 5,494 ppm als iiberlagertes Multiplett nachgewiesen. Die Konfiguration
wurde anhand der C-7 und C-10 13C—Signale (27-28 ppm) als Z bestimmt (Abb. A31).

Ein anomeres Proton (H-1") wurde bei 6y 4,932 ppm (d, 7,8 Hz) nachgewiesen und lie} mit der
Kopplungskonstante von J = 7,8 Hz auf eine f-D-glucosidische Bindung schlieBen. COSY-
Korrelationen und ein Signal bei oy 4,624 ppm (dd, 7,7; 3,9 Hz) bewiesen eine a-
Hydroxylierung der Fettsdure. Die Kettenlingen der Sphingobase und der Fettsdure wurden

mittels ESI-MS/MS als C18 und C16 ermittelt (siche 4.2.3).
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Tab.34: 'H-, “C-chemische Verschiebungen von Glc-d18:1°% h16:0 (9,
Pyridin-ds)

* _ 'H-chemische Verschiebungen aus TOCSY -Korrelationen,
> _ "H-chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelationen,
¢ _ "H-chemische Verschiebungen aus COSY-Korrelationen,
4 _ Signale sind innerhalb der Spalte austauschbar,
¢ — Signale konnten nicht aufgetrennt werden, n.d. — nicht detektiert
Position Oy [ppm] oc [ppm]
(M, J [Hz])
A8Z A8Z
Sphingobase
la 4,734 (m) n.d.
1b 4,257* (m) -
2 4,744 (m) 54,53
3 4,156 (m) 72,26
4 1,882 (m) 35,04°
5 1,564 (m) 26,56
6 1,381*¢ (m) n.d.
7 2,124 (m) 27,50¢
8 5,494° (m) 129,42
9 5,494° (m) 130,65
10 2,095 (m) 27,55¢
11 1,381*¢ (m) n.d.
12-16 1,263 (m) n.d.
17 1,263 (m) n.d.
18 0,874 (t, 7,0) n.d.
NH 8,436 (d, 8,6) -
Fettsiure
1’ - 175,53
2’ 4,624 (dd, 7,7; 3,9) 72,51°
3’a 2,227* (m) n.d.
3’b 2,098 (m) -
4 1,782 (m) n.d.
5 1,393 (m) n.d.
6’-14° 1,263 (m) n.d.
15’ 1,263 (m) n.d.
16’ 0,874 (t, 7,0) n.d.
Zucker
17 4,932 (d, 7,8) n.d.
27 4,050 (m) n.d.
3¢ 4,233° (m) n.d.
47¢ 4,250° (m) n.d.
5” 3,932 (m) n.d.
6”a 4,547 (dd, 11,9;2,5) n.d.
6”b 4,377 (dd, 11,9, 5,5) -

In Ubereinstimmung mit den Signalen fiir isolierte Weizencerebroside (1-O-(8-D-gluco-
pyranosyl)- (2S,3R,82)-2N-[(2’ R)-2’-hydroxyicosanoylamino]-octadecen-1,3-diol, Glc-d18:1
h18:0, C-2 dc 55,0 ppm; C-3 &¢ 71,7 ppm; C-2’ 3¢ 72,9 ppm ; Zhu et al., 2013) wurde die
relative Stereochemie als 25, 3R, 2’ R angenommen (C-2 d¢ 54,53 ppm; C-3 8¢ 72,26 ppm; C-2
O¢ 72,51 ppm).
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Gle-t18:1°%%Z h22:0 (28)

Fraktion A8 enthielt zwei Verbindungen in Form eines Gemisches von E/Z-Isomeren. Mithilfe
von COSY-, TOCSY-, HSQC-, HMBC- und ROESY-Experimenten (Abb. 19) wurden die
Molekiile aufgeklirt. Die ermittelten 'H- und "*C-chemischen Verschiebungen sind in Tab. 35
dargestellt. Im Gegensatz zum Dihydroxy-basierten GlyCer (d18:2) wurde nur ein Signal der
Amid-Protonen (CO-NH, o6y 8,585 ppm (d, 9,1 Hz)) detektiert, obwohl zwei
Konfigurationsisomere (E/Z) nachgewiesen werden konnten. Dieses Signal lag an der Stelle
eines Pyridin-ds-bedingten “C-Satelliten (Abb. A28). COSY- und HMBC-Korrelationen
offenbarten einen anderen Molekiilaufbau ab Position C-4 als bei Glc-d18:2 h16:0 (7) (Abb.
19). 'H- und "C-Signale an Position C-4 (H-4: 84,225 ppm) deuteten auf eine Hydroxygruppe
und an Position C-5 (H-5a: oy 2,319 ppm; H-5b: 6y 1,931 ppm) auf eine Methylengruppe hin
(Tab. 35). Eine Doppelbindung wurde wie schon bei den beiden zuvor beschriebenen GlyCer an

Position C-8,9 detektiert.

» ay OH

HO
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OH Om

N AN S oH
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H

v N
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OHg 7~ Cosy

Abb.19: 2D-NMR-Korrelationen von Gle-t18:1%%% h22:0 (28)
Weitere 2D-Korrelationen sind in Tab. A12 aufgefiihrt.

Auch hier wurden ein E- und ein Z-Isomer nachgewiesen, obwohl die 'H-Signale in einem
Multiplett iibereinander lagen. Die Konfiguration wurde iiber die benachbarten C-7 und C-10
C-Signale bei &y ca. 27-28 ppm (8Z-Isomer) und bei 5y ca. 32-33 ppm (8E-Isomer) bestimmt.
Aufgrund der Reinheit der Probe wurden unterschiedliche '*C-Signalintensititen (C-8, C-9) der
Z- und E-olefinischen Verbindungen festgestellt (Abb. A29). Mithilfe von HMBC-
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Korrelationen sind die Signale (H-8E: 0y 5,535 ppm; H-9E: 6y 5,508 ppm; H-8Z: 6 5,535 ppm;

H-9Z: 8y 5,475 ppm) aufgeschliisselt worden.

Tab.35: 'H-, “C-chemische Verschiebungen von Gle-t18:1°%*% h22:0 (28,

Pyridin-ds)

a_ 'H-chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelationen,

®_ 'H-chemische Verschiebungen aus HMBC-Korrelationen,

¢ — Signale sind innerhalb einer Reihe austauschbar

¢ _ Signale sind innerhalb der Spalte austauschbar,

Position oy [ppm] (M, J [Hz]) oc [ppm]
A8Z ASE A8Z ASE
Sphingobase

la 4,730 (dd, 10,7; 6,7) 70,52¢ 70,49°
1b 4,545 (dd, 10,7; 4,6) -

2 5,311 (m) 51,75

3 4,310 (dd, 7,1; 4,7) 75,91

4 4,225 (m) 72,48

Sa 2,319 (m) 34,01° 33,90°
5b 1,931" (m) -

6a 2,043 (m) 26,83¢ 26,68°
6b 1,792 (m) -

7 2,245" (m) 2,157 (m) 27,95 33,34

8 5,535° (m) 5,535° (m) 130,41 130,85

9 5,475° (m) 5,508" (m) 130,21 130,67
10 2,088" (m) 2,013" (m) 27,60 33,01
11 1,359° (m) 29,55-30,13

12-16 1,268 (m) 29,55-30,13

16 - 32,14-32,13

17 1,268 (m) 22,96

18 0,874 (t, 6,6) 14,31
NH 8,585 (d, 9,1) -

Fettsdure

v - 175,66

2’ 4,595 (ddd, 8,2; 3,8; 1,7) 72,43

3’a 2,208 (m) 35,59
3’b 1,994% (m) -
4’a 1,773% (m) 25,89° 25,87°
4’b 1,705 (m) -

5 1,367 (m) 29,55-30,13

6’-20° 1,268 (m) 29,55-30,13
20° - 32,14-32,13
21’ 1,268 (m) 22,96
22’ 0,874 (t, 6,6) 14,31
Zucker

17 4976 (d,7,8) 4,974 (d, 7,8) 105,62

27 4,026 (t, 8,0) 75,19
374 4,208 (m) 78,47
4 4,218 (m) 71,47

5” 3,880 (m) 78,59
6”a 4,504 (dd, 11,8; 2,5) 62,62
6”b 4,362 (dd, 11,8; 4,3) -

Uber HMBC- und ROESY-Korrelationen ist die Verkniipfung der Sphingobase mit der
Fettsdure und dem Zucker (NH->C/H-1°,H-1"->C-1, Abb. 19) nachgewiesen worden. Anhand
der 2D-NMR-Spektren (TOCSY und HMBC) wurde das Molekiil bis einschlieBlich Position C-

12, C-6’ und des gesamten Zuckerteils aufgeklirt. Es sind zwei anomere Protonen (H-17) bei
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oy 4,976 ppm (d, 7,8 Hz) und 4,974 ppm (d, 7,8 Hz) detektiert worden. Die Kopplungskonstante
von J = 7,8 Hz lieB auf eine f-D-Glucopyranosid-Verbindung schlieBen. Die a-Hydroxylierung
der Fettsdure wurde mit COSY-Korrelationen und der 1H-Verschiebung Oy 4,595 ppm (ddd, 8,2;
3,8; 1,7 Hz) bestitigt. ESI-MS/MS-Spektren komplettierten mit der Kettenldngenbestimmung
die Molekiilstruktur zu Gle-t18:1%*** h22:0 (28) (siehe 4.2.3).

In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Daten zu 1-O-8-D-glucopyranosyl-(2S,3S,4R,8E)-
2N-[(2’R)-2’-hydroxybehenoylamino]-octadecen-1,3,4-triol, isoliert aus Euphorbia nicaeensis,
Euphorbia sororia, Serratula chinensis (Glc-t18:1 h22:0 C-2 §¢ 51,7-51,8 ppm; C-3 6¢ 75.,9-
76,0 ppm; C-4 d¢ 72,4-72,5 ppm; C-2’ 8¢ 72,5 ppm; Cateni ef al., 2003; Ling et al., 2006; Zhang
et al., 2007) wurde eine relative Stereochemie von 2§, 3S, 4R, 2’R fiir beide GlyCer
angenommen (C-2 8¢ 51,75 ppm; C-3 8¢ 75,91 ppm; C-4 6¢ 72,48 ppm; C-2° 3¢ 72,43 ppm).

4.2.5 1D-TOCSY zur Strukturaufklirung von Glycosylceramiden

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde auch die Verwendung von 1D-TOCSY-
Experimenten untersucht. Es wurde gezeigt, dass mittels vier einfacher 1D-TOCSY-Messungen
die entscheidenden Molekiilteile identifiziert werden konnen.

Beispielweise wurden durch die 1D-TOCSY-Spektren bei selektiver Anregung des jeweiligen
NH-Signals alle Protonensignale der Positionen C-1 bis C-4 bzw. C-5 zugeordnet (Abb. 20).

NH a
2 1b Gle-d18:1 h16:0 (9)
Pyridin-d5 7 Uﬁ 4 s
) lY s b . A.-....— " "|r
NH 3
2|1a |IP Gle-d18:2 h16:0 (7)
45
Ak A
- L0
la 1b
: ; Gle-t18:1 h22:0 (28)
IR
o 8 7 e s a3 a1
1 [ppm]

Abb. 20:  1D-TOCSY-NMR-Spektren der Glycosylceramid-Leitstrukturen
Selektive Anregung von NH (Pyridin-ds)

Nur das GlyCer vom Sphingadienin (d18:2)-Typ hatte 'H-Signale einer Doppelbindung an
Position C-4 und C-5. Dagegen waren ebendiese Positionen beim Sphingenin (d18:1)-Typ als
Methylengruppen ersichtlich und das Fehlen der Doppelbindung wurde nachgewiesen. Der
Phytosphingenin (t18:1)-Typ zeigte wiederum eine zusétzliche Hydroxy-bedingte Verschiebung
des "H-Signals an Position C-4.
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Fiir die GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1 h22:0 (28) sind die
1D-TOCSY -Korrelationen innerhalb der Molekiile in Abb. 21 dargestellt.

OH

HO 7 OH
Glc-d18:1 h16:0 (9) on  ow/ 0

18 3 2
2 //—P;\\’ NH
\/\/\/\/\/\/\/\/\\//\\//J)Eg{

Abb. 21:  1D-TOCSY-Korrelationen der Glycosylceramid-Leitstrukturen

Es ist zu erkennen, dass fiir Glc-d18:2 h16:0 (7) die Sphingobase (NH, H-1b, H-8,9), die
Fettsdure (H-2’) und auch der Zucker (H-37,4”) anhand der 1D-TOCSY-Korrelationen
aufgeklidrt werden konnten. Das GlyCer Glc-d18:1 h16:0 (9) wurde anhand der selektiven
Anregung des NH-Signals untersucht, da sich hier Unterschiede zum bereits beschriebenen Glc-
d18:2 h16:0 (7) zeigten. Mit einer Messung wurde nachgewiesen, dass anstelle einer
Doppelbindung an Position C-4 und C-5 Methylengruppen vorlagen (Abb. 21). Fiir die
Verbindung Glc-t18:1 h22:0 (28) ergab sich ein dhnliches Bild. Das Molekiil wurde mit den vier
1D-TOCSY-Messungen beziiglich der Sphingobase (NH, H-4, H-8,9), der Fettsdure (H-2") und
des Zuckeranteils (H-37,4”) identifiziert.

4.2.6 "H-NMR-Fingerprinting von Glycosylceramiden

Mithilfe der 1H-NMR—Spektren der Leitsubstanzen (7, 9, 28) sollten Signale und
Spektrenbereiche identifiziert werden, die ein Fingerprinting der GlyCer in Mischfraktionen
zulieBen. Durch 1D-TOCSY-Experimente war bekannt, dass beispielsweise Sphingobasen
unterschiedliche Signalverschiebungen hervorrufen, die fiir eine Zuordnung genutzt werden
konnen (Abb. 20). Fiir die GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1
h22:0 (28) sind die relevanten Spektrenbereiche eines 'H-NMR-Fingerprintings in Abb. 22
dargestellt. AuBBerdem ist eine weitere Fraktion (W4), die alle benannten GlyCer-Klassen als

Gemisch enthielt, aufgefiihrt, um die Funktionalitdt der Methode nachzuweisen.
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Abb.22:  Wichtige 'H-Signale fiir ein '"H-NMR-Struktur-Fingerprinting

W4: Glc-d18:3" h20:0 (14), Glc-d18:1 h18:0 (15), Glc-d18:2 h19:0 (16),
Glc-t18:1 h20:0 (17), Gle-t18:1 h22:1 (19), Gle-t18:1 h24:2 (20); * —
Signallage nicht bestitigt, da keine Referenzsubstanz vorlag; Nomenklatur
(Glc-Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7)); Kettenlinge :
Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, h — a-hydroxy

Die Sphingobasen wurden bereits anhand der NH-Signale eindeutig zugeordnet. Weiterhin
wurde mithilfe des Vergleichs das Doppelbindungsspektrum aufgeklirt. Wihrend bei Glc-d18:2
h16:0 (7) fiir beide Doppelbindungen an Position C-4,5 und C-8,9 alle vier olefinischen Signale
erkannt wurden, sind fiir die Sphingobasen mit einer Doppelbindung an Position C-8,9
(Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1 h22:0 (28)) fiir beide Protonen nur nicht aufgeloste
Multipletts nachgewiesen worden. Weitere Signale im Spektrum von Glc-d18:1 h16:0 (9) waren
Verunreinigungen mit Glc-d18:2 h16:0 (7) zuzuschreiben. Ein weiterer auffilliger Bereich
stellte die Position C-1" dar. Die anomeren Protonen (C-1") zeigten alle eine unterschiedliche
chemische Verschiebung, jedoch stets die gleiche Kopplungskonstante (J=7,8 Hz), was fiir die
Verkniipfung einer f-Glucose sprach (vgl. 4.2.4). Ein weiteres Zuckersignal wurde ebenfalls zur
Sphingobasenaufkldarung herangezogen: fiir Position C-5” wurden unterschiedliche chemische
Verschiebungen ~detektiert. Uber das Vorhandensein einer amidartig verkniipften
a-hydroxylierten Fettsdure gab das Signal der Position C-2° Auskunft. Dieses hatte beim
Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin (t18:1)-Typ eine &dhnliche chemische
Verschiebung. Beim Sphingenin (d18:1)-Typ trat es dagegen leicht tieffeldverschoben auf.
Anhand der Fraktion W4, die nach massenspektrometrischer Aufkliarung sechs GlyCer enthielt
(siche auch Abb. Al4), sollte die Funktionalitit der Methode iiberpriift werden. Die
Sphingobasen wurden anhand der NH-Signale (d18:2, d18:1 und t18:1) nachgewiesen. Ein
weiteres NH-Signal wurde der Sphingobase d18:3 zugeordnet. Die Lage des Signals nicht
bestitigt worden, da keine Referenzsubstanz des Sphingatrienin (d18:3)-GlyCer vorlag.
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Tab.36: 'H-NMR-Fingerprinting der Glycosylceramid-angereicherten
Fraktionen

Fr. — Fraktion, A — Apfeltrester, W — Weizenkeime, C — Kaffeesatz,
* _ Signallage nicht bestitigt, da keine Referenzsubstanz vorlag; Grau —
Struktur miisste vorhanden sein, n.d. — nicht detektiert; Nomenklatur (Glc-
Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7)); Kettenlinge

Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, h — a-hydroxy; Neu
identifizierte GlyCer wurden nicht aufgefiihrt, da die Lagen der Signale
aufgrund fehlender Referenzsubstanzen nicht bestitigt werden konnten.

Fr. Glycosylceramid Sphingobase Doppel- Zucker Fettsiiure
bindungen
NH NH NH NH A45  A89 17 5”7 2
(d18:2)  (d18:1)  (t18:1)  (d18:39)

A2 Glc-d18:2 h15:0 (5) X X X X X X
Glc-t18:1 h16:0 (6) X X X X X
A3 Glc-d18:2 h16:0 (7) X X X X X X
A6 Gle-t18:1 h20:0 (17) X X n.d. X X
A7 Glc-d18:2 h20:0 (22) X X n.d. X X X
Glc-t18:1 h21:0 (23) X X X X X
A8 Gle-t18:1 h22:0 (28) X X X X X
A9 Glc-d18:2 h22:0 (31) n.d. n.d. X n.d. n.d X
Glc-t18:1 h23:0 (32) X X X X X
Al0 Glc-d18:2 h23:0 (35) n.d. n.d. X n.d. n.d. X
Glc-t18:1 h24:0 (36) X X X X X
All Glc-d18:2 h24:0 (39) X X X X X X
Gle-t18:1 h25:0 (41) X X X X X
Al2 Glc-d18:2 h25:0 (43) X X X X X X
Glc-t18:1 h26:0 (44) X X X X X
W1 Glc-d18:2 h16:0 (7) X X X X X X
Glc-d18:2 h18:1 (8) X X X X X X
w2 Glc-d18:1 h16:0 (9) X X X X X
w3 Glc-d18:2 h18:0 (11) X X X X X X
Glc-d18:2 h20:1 (12) X X X X X X
w4 Glc-d18:1 h18:0 (15) X X X X X
Glc-d18:2 h19:0 (16) X X X X X X
Glc-d18:3" h20:0 (14) X X X X X X
Glc-t18:1 h20:0 (17) X X X X X
Gle-t18:1 h22:1 (19) X X X X X
Glc-t18:1 h24:2 (20) X X X X X
W5 Glc-t18:1 h23:1 (21) X X X X X
Glc-d18:2 h20:0 (22) X X X X X X
Glc-d18:2 h22:1 (24) X X X X X X
Wo6 Glc-d18:1 h20:0 (26) X X X X X
w7 Glc-d18:2 h21:0 (27) X X X X X X
Glc-t18:1 h22:0 (28) X X X X X
Glc-t18:1 h24:1 (29) X X X X X
W8 Glc-d18:2 h24:1 (30) X X X X X X
Glc-d18:2 h22:0 (31) X X X X X X
Glc-t18:1 h23:0 (32) X X X X X
Gle-t18:1 h25:1 (33) X X X X X
W9 Glc-d18:1 h22:0 (34) X X X X X
Glc-d18:2 h23:0 (35) X X X X X X
Gle-t18:1 h24:0 (36) X X X X X
Glc-d18:2 h25:1 (37) X X X X X X
Glc-t18:1 h26:1 (38) X X X X X
W10  Glc-d18:2 h24:0 (39) X X X X X
Glc-d18:2 h26:1 (40) X X X X X X
Glc-t18:1 h25:0 (41) X X X X X
WI11 Glc-d18:1 h24:0 (42) X X X X X
Glc-d18:2 h25:0 (43) X X X X X X
Glc-t18:1 h26:0 (44) X X X X X
Glc-t18:1 h28:1 (45) X X X X X
W12  Glc-d18:2 h26:0 (46) X X X X X X
Cl1 Glc-d18:2 h16:0 (7) X X X X X X
C2 Gle-t18:1 h22:0 (28) X X X X X
C3 Glc-d18:2 h22:0 (31) X X X X X X
Glc-t18:1 h23:0 (32) X X X X X
C4 Gle-t18:1 h24:0 (36) X X X X X
C5 Glc-d18:2 h24:0 (39) X X X n.d. X X
Glc-t18:1 h25:0 (41) X X n.d. X X
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Doppelbindungen an den Positionen C-4,5 und C-8,9 wurden ebenfalls ermittelt. Fiir die
Fraktion W4 wurden drei unterschiedliche 17- und 5”-Signale detektiert, was fiir das
Vorhandensein von Zuckerkopfgruppen an drei unterschiedlichen Sphingobasen (d18:2, d18:1,
t18:1) sprach. Zusitzliche C-1"-Signale des d18:3-basierten GlyCer wurden nicht ausgemacht.
Alle 17-Signale hatten dieselbe Kopplungskonstante (J=7,8 Hz) und wiesen auf eine verkniipfte
S-Glucose hin. Alle GlyCer enthielten o-hydroxylierte Fettsduren, was mit den Signalen (2’)
unterschiedlicher Intensitit nachgewiesen wurde. Es konnte keine Aussage iiber
Doppelbindungen innerhalb der massenspektrometrisch nachgewiesenen Fettsduren (h22:1 und
h24:2) getroffen werden, da diese Signale mit denen der Sphingobasendoppelbindung C-8,9
zusammenfielen. Auch die Kettenlidngen der enthaltenen Sphingobasen und Fettsduren konnten
nicht bestimmt werden. Dafiir dienten massenspektrometrische Methoden (3.2.3.1, 3.2.3.2).

Fiir die isolierten Fraktionen des Apfeltresters, der Weizenkeime und des Kaffeesatzes sind die
Ergebnisse des 'H-NMR-Fingerprintings in Tab. 36 zusammengefasst. Die 'H-NMR-
Fingerprinting-Spektren aller Fraktionen befinden sich im Anhang (Abb. A45-A47). In allen
Fraktionen wurden die Molekiilbestandteile (Sphingobase, Doppelbindungen, Zucker und
Fettsdure) der bereits massenspektrometrisch nachgewiesenen GlyCer bestitigt, ohne intensive
C- oder 2D-Spektren aufnehmen zu miissen. Jedoch konnten Strukturmerkmale von
Spurenverbindungen nicht eindeutig nachgewiesen werden (z.B. A9, A10). Die neuen GlyCer
des Apfeltresters (Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4), Glc-8/9-OH-d18:2 h16:0 (1/2), 20H-d18:2-
(3/13/25) und OH-t18:1-Typ (10/18)) wurden fiir ein 'H-NMR-Fingerprinting nicht weiter

untersucht, da Referenzsubstanzen fehlten.

4.2.7 Doppelbindungsnachweis der Fettsidureeinheit

Die Doppelbindung innerhalb der Fettsiuren wurde anhand von 'H- und "*C-NMR-Spektren
(Abb. 23) und mit massenspektrometrischen Analysen nach Derivatisierung nachgewiesen.
NMR-Signale der Positionen C-15°,16" (fir Glc-t18:1 h24:1 (29)) wurden im 'H- und im
BC-NMR-Spektrum detektiert. Z-Doppelbindungen erscheinen im 'H-NMR-Spektrum Triplett-
dhnlich (Rossi und Carpita, 1977; Inagaki et al., 1998), was fiir die Signale der vorliegenden
Doppelbindungen nachgewiesen worden ist. Die Z-Konfiguration wurde weiterhin anhand der
PC-chemischen Verschiebungen der benachbarten Methylengruppen (C-14" und C-17’,
O¢c 27-28 ppm, Abb. 23) festgestellt (De Haan und Van De Ven, 1973).
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lH 13C ]3C
167 71-6.0 z 15% o7 72) 14"
A sz B8 g C 10 7% Glo-t18:1 h24:1
(29)
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Abb. 23:  Doppelbindungsnachweis der Fettsdure mittels NMR
'H- (A) und °C- (B, C) chemische Verschiebungen (Pyridin-ds)

Zusitzlich  wurde die Doppelbindung der Fettsdure mit massenspektrometrischen
Untersuchungen bestétigt (Abb. 24). Diese Methode wurde fiir jene GlyCer angewendet, die in
ausreichenden Konzentrationen vorlagen. Nach der Derivatisierung des GlyCer (Glc-t18:1
h22:1 (19)) mit DMDS wurde im negativen ESI-Modus (ESI/MS/MS) ein Fettsdurefragment
(FS+2SCHj;) detektiert (Abb. A19). Es enthielt die addierten Thioethergruppen (R-S-CHj3;) und
galt damit als Beweis fiir eine Doppelbindung innerhalb der Fettsdure (Glc-t18:1 h22:1 (19):
FS-Fragment, (-)ESI-MS SID 50 %: m/z 447,5). Die MS/MS-Spektren des FS-Fragmentes
enthielten ein Spaltfragment (m/z 173,2), das auf die Spaltung innerhalb der Doppelbindung und
die Position innerhalb der Alkylkette vom Ende der Fettsdure hinwies. Die Position der
Doppelbindung wurde als w-9 bestimmt. Fiir weitere Hauptkomponenten (Glc-t18:1 h24:1 (29):
FS-Fragment, (-)ESI-MS SID 50 %: m/z 475,4; Glc-d18:2 h24:1 (30): FS-Fragment, (-)ESI-MS
SID 50 %: m/z 475,4) wurden gleiche Ergebnisse ermittelt.

2 oH
Glc-t18:1 h22:1 (19) HO OH
OoH o0-1£—0
ZE OH |3 | OH
18 3 b1 5
Z A _NH
22' 413 + DMDS, OHOI
+1,,
in CS,, 60 °C, 48 h . ol
Gle-t18:0 h22:0+4SCH,4 HwOH
H,CS oH o0-1£—0
SCH;3 OH |3 | OH
Z 2 _NH | MS': SID 50%
ZT/\WM v
! SCH, 0 m/z447,5

H,CS !
MS2: m/z 173,2 <= -

Abb. 24:  Doppelbindungsnachweis der Fettsiure mittels ESI-MS/MS (DMDS-
Derivate)

4.2.8 Neuartige Glycosylceramide des Apfeltresters
Neue GlyCer wurden in den Fraktionen des Apfeltresters (Al: 1-4, A4: 10, AS5: 13, A6: 18, A7:
25) nachgewiesen. Die GlyCer 3, 10, 13, 18 und 25 konnten als Spurenkomponenten strukturell
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per NMR nicht aufgekldrt werden. Die GlyCer innerhalb der Fraktion Al co-eluierten mit der
beschriebenen LC-MS-Methode (3.2.2.3). Drei GlyCer (1, 2 und 4) wurden jedoch mit einer
abgewandelten LC-MS-Methode (abgesenkter Fluss von 0,8 ml/min und verédnderter
Elutionsgradient, 3.2.1.5) aufgetrennt (Abb. 25). Das in Spuren vorkommende GlyCer 3 wurde
nicht detektiert.

Die Fraktion Al (10,2 mg) des Apfeltresters wurde zusitzlich einer Sdulenchromatographie
unterzogen (siehe 3.2.1.5), um die GlyCer 1, 2 und 4 anhand ihrer Polaritit an Kieselgel zu
isolieren. Zwei Fraktionen wurden erhalten: Fraktion A1-1 enthielt ein GlyCer (4, 2,5 mg) und
Fraktion A1-2 zwei co-eluierende GlyCer (1 und 2, zusammen 2,7 mg). GlyCer 1 und 2 konnten
priparativ nicht voneinander getrennt werden. Zusidtzlich zu den ESI-HRMS-Daten und

MS/MS-Fragmentierungen wurden eingehende NMR-Experimente zur Strukturaufkldrung

durchgefiihrt.
o ———— ——————— 100
. . 2 \
80 4 1,2 ml/min jﬂ 80 - 0,8 ml/min
60 . . 60 ‘ :
G 10 26 30 0 10 20 30
< m/z
: AN
-‘g‘ TIC
é 4
@ 728.5 /A
2
= 1/2
K] —
o ‘/\L 730,5 ~ N\
4 6 245 26,5

Retentionszeit [min]

Abb. 25: LC-MS der Fraktion A1 mit unterschiedlicher LC-Trennung

A: MeOH+0,1 % FA (Ameisensiure); B: H,O+0,1 % FA; 8-OH-
d18:2*9F 116:0 (1), 9-OH-d18:2***7 h16:0 (2) und 8-keto- d18:244%F
h16:0 (4)

Glc-8-keto-d18:2***°" h16:0 (Malusid I, 4)

Fraktion Al-1 enthielt GlyCer 4. Die ESI-HRMS-Messung ergab die Summenformel
C4H73NO,, ([M+Na]* m/z 750,5116, berechnet als C4oH,3sNO(Na" m/z 750,5127). Im Vergleich
zum GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7, C4«H7;sNOy) hatte die Verbindung ein zusitzliches
Sauerstoffatom. Das Fragment Z,* (m/z 528,4; [M-C¢H,005-2H,0-H]") der MS/MS-Spektren im

negativen Modus indizierte eine zusitzliche Wasserabspaltung innerhalb des Molekiils. Mit 5
DBE musste eine weitere Doppelbindung im Vergleich zu den Sphingadienin (d18:2)-basierten
GlyCer (z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7), 4 DBE) vorliegen. Die ESI-MS/MS-Fragmente, die fiir die
Sphingobase charakteristisch waren, zeigten gegeniiber der Referenzverbindung Glc-d18:2

h16:0 (7) eine Differenz von +14 amu: O (m/z 496,2; [M-C,¢H3,0,+Na]"), E (m/z 301,0; [M-
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C6H,¢0s5-CsH3,0,N-H,0+Na]") und F (m/z 463,2; [M-C,sH3,0,N-H,0+Na]") (Tab. 32, Abb.
A18). Dies deutete auf eine Abwandlung des Molekiils innerhalb der Sphingobase hin. Anhand
des negativen MS/MS-Spektrums wurde die Fettsdureeinheit (h16:0) mit U (m/z 271,4;
[M-C¢H,¢05-C13H3,05-H]) nachgewiesen (Tab. 32, Abb. A18). Mithilfe von 1D- und 2D-
NMR-Experimenten wurde die Verdnderung des Molekiils gegeniiber Glc-d18:2 h16:0 (7) an
Position C-8 festgestellt (Abb. 26-27).
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Abb. 26: 2D-Korrelationen von Glc-8-keto-d18:2°**°F h16:0 (4)
Weitere 2D-Korrelationen sind in Tab. A14 aufgefiihrt.

Anhand von COSY- und TOCSY-Korrelationen wurden die Positionen C-1 bis C-7 und C-9 bis
C-12 aufgeklart. Mithilfe von HMBC-Korrelationen ist die Position C-8 bestimmt worden. Die
tieffeldverschobene C-8-Position (3¢ 199,106 ppm) im "“C-Spektrum indizierte ein Keton.
1D-TOCSY-NMR-Untersuchungen der Spin-Systeme von Position C-7 und C-10 wiesen auf
keine Verbindung zu C-8 (Ketogruppe) hin, dafiir aber Korrelationen zu den Doppelbindungen
C-9,10 und C-4,5 (Abb. 27).

7 A
}g' 8 \\_/4 2

Abb.27: 1D-TOCSY-Korrelationen von Glc-8-keto-d18:2°(F h16:0 (4)
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Fiir das GlyCer der Fraktion Al-1 wurde die Struktur Glc-8-keto-d18:2**5%F h16:0 (4) ermittelt.
Dies war das einzig detektierbare GlyCer dieser Klasse. Die 'H- und “C-chemischen

Verschiebungen des GlyCer sind in Tab. 37 aufgefiihrt.

Tab.37: 'H-, PC-chemische Verschiebungen von Glc-8-keto-d18:2"***% h16:0
(4, Pyridin-ds)

b

— '"H-chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelationen,
— '"H-chemische Verschiebungen aus TOCSY -Korrelationen,
¢ — Signale sind innerhalb der Spalte austauschbar

Position Oy [ppm] Oc [ppm]
M, J [Hz])
Sphingobase
la 4,721 (dd, 10,6; 5,8) 70,13
1b 4,260" (m) -
2 4,818 (m) 54,60
3 4,768 (m) 72,26
4 6,042 (dd, 15,5; 6,1) 132,45
5 5,981 (dt, 15,5; 6,2) 131,29
6 2,494 (m) 27,10
7 2,719 (m) 39,59
8 - 199,11
9 6,222 (dt, 16,0; 1,5) 130,72
10 6,936 (dt, 16,0; 6,9) 147,32
11 2,131 (m) 32,64
12 1,379* (m) 28,39
13-16 1,265 (m) 29,47-30,05
16 - 32,07-32,15
17 1,265 (m) 22,93-22,97
18 0,873 (td, 7,2;7,1;2,6) 14,31-14,29
NH 8,382 (d, 9,0) -
Fettsdaure
1’ - 175,65
2’ 4,591 (dd, 8,1; 3,8) 72,49
3’a 2,223 (m) 35,69
3’b 2,022 (m) -
4’a 1,812 (m) 25,96
4’b 1,737 (m) -
5 1,410° (m) 29,47-30,05
6’-14’ 1,265 (m) 29,47-30,05
14’ - 32,07-32,15
15 1,265 (m) 22,93-22,97
16’ 0,873 (td, 7,2; 7,1; 2,6) 14, 29-14, 31
Zucker
17 4,939 (d,7,9) 105,71
27 4,050 (m) 75,16
3¢ 4,232% (m) 78,51
4° 4,240% (m) 71,55
5” 3,931 (m) 78,62
6”a 4,534 (dd, 11,8;2,5) 62,69
6”b 4,377 (dd, 11,8; 5,4) -

Glc-8-OH-d18:2***°F h16:0 (Malusid 11, 1) und Glc-9-OH-d18:2"**7% h16:0 (Malusid III, 2)

Zwei weitere neue GlyCer (1, 2) wurden in der Fraktion A1-2 (2,7 mg) als Gemisch gewonnen.
Anhand der modifizierten LC-MS-Methode wurden sie retentionsverschoben mit der gleichen

m/z 730,5 (als extrahierte Ionen) nachgewiesen (Abb. 25). Zusammen in einer Fraktion
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vorliegend konnten die GlyCer massenspektrometrisch nicht unterschieden werden. Das ESI-
HRMS-Spektrum wies mit der Summenformel C4H;sNO,o ([M+Na]" m/z 752,5273, berechnet
als C4H7sNO(Na" m/z 752,5283) auf eine Verwandtschaft zu Glc-8-keto-d18:2 h16:0
(4, C4,0H7;3NOgNa) hin. Die Fettsdure (h16:0) wurde im negativen MS/MS-Massenspektrum mit
U (m/z 271,4; [M-C¢H,(05-CisH3,05-H]") als h16:0 bestimmt. Neben Y, und Z, (Abb. A18)
wurde ein Fragment Zy" (m/z 530,4; [M-C¢H;oO5-2H,0-H]") detektiert und indizierte eine
zusidtzliche Hydroxygruppe im Molekiill. Die MS/MS-Fragmente O (m/z 498,3;
[M-CsH300,+Na]"), E (m/z 303,1; [M-C4H;¢05-CsH3,0,N-H,0+Na]") und F (m/z 465,2;
[M-C,¢H3,0,N-H,0+Na]") lieBen auf einen Unterschied (+2 amu) innerhalb der Sphingobase
gegeniiber Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4) schlieBen (Tab. 32, Abb. Al8). Mit einem
Doppelbindungsédquivalent von 4 wurde der molekulare Unterschied zur Verbindung Glc-8-
keto-d18:2 h16:0 (4) in Form einer Doppelbindung identifiziert — die Reduktion der
Ketogruppe. Dies wurde mit 1D- und 2D-NMR-Untersuchungen bestitigt (Abb. 28, Abb. A34).
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Abb.28:  2D- und 1D-TOCSY-Korrelationen von Gle-8-OH-d18:2**%°F h16:0 (1)
und Glc-9-OH-d18:2**57E h16:0 (2)

Weitere Korrelationen sind in Tab. A15-16 aufgefiihrt.
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Fiir beide GlyCer wurde mit 1D- und 2D-TOCSY-Experimenten die gleiche Fettsdure (h16:0)
und der gleiche Zucker (f-Glucose, J = 7,8 Hz) nachgewiesen (Abb. 28). Mithilfe der 1D-
TOCSY-Methode wurden die Verbindungen nebeneinander identifiziert (Abb. 28, Abb. A37).
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Tab. 38: lH-, B3C-chemische Verschiebungen von Glc-8-OH-d18:2***F h16:0 1)
und Glc-9-OH-d18:2***7 h16:0 (2, Pyridin-ds)
“_ 'H- und "C-chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelation
® _ '"H-chemische Verschiebungen aus TOCSY-Korrelation
¢ — Signale sind innerhalb der Zeile austauschbar
4 _ Signale lagen iibereinander
8-OH-d18:2**"*" h16:0 (1) 9-OH-d18:2**""" h16:0 (2)
Position ou [ppm] dc [ppm] oy [ppm] dc [ppm]
(M, J [Hz]) (M, J [Hz])
Sphingobase
la 4,718 (m) 70,09¢ 4,718 (m) 70,21°
1b 4,253" (m) - 4,253" (m) -
2 4,832 (m) 54,65¢ 4,832 (m) 54,60°
3 4,794 (m) 72,28 4,794 (m) 72,28
4 6,048 (m) 131,84 6,045 (m) 132,71
5 6,045 (m) 132,71 5,979% (m) 130,72
6a 2,456 (m) 29,18° 2,907 (t, 6,1) 35,48
6b 2,416" (m) - - -
7a 1,941% (m) 38,07 5,882 (m) 136,66
7b 1,850° (m) - - -
8 4,420 (m) 71,70 5,893 (m) 127,80
9 5,787 (dd, 15,4; 6,3) 135,22° 4,394 (m) 72,14
10a 5,851% (m) 130,33 1,694" (m) 38,52
10b - - 1,810° (m) -
11 2,094 (m) 32,70 1,561 (m) 26,30
12 1,384 (m) 29,55-30,16 1,384 (m) 29,55-30,16
13-16 1,243 (m) 29,55-30,16 1,243 (m) 29,55-30,16
16 - 32,12-32,15 - 32,12-32,15
17 1,243 (m) 22,95-22.97 1,243 (m) 22,95-22,97
18 0,869 (m) 14, 31 0,869 (m) 14, 31
NH 8,387 (d, 8,7) - 8,387 (d, 8,7) -
Fettsdure
r - 175,69 - 175,69
2’ 4,592 (dd, 8,1; 3,7) 72,53 4,592 (dd, 8,1; 3,7) 72,53
3’a 2,229 (m) 35,67 2,229 (m) 35,67
3’b 2,032 (m) - 2,032 (m) -
4’a 1,817 (m) 25,98 1,817% (m) 25,98
4’b 1,728 (m) - 1,728 (m) -
5 1,384 (m) 29,55-30,16 1,384 (m) 29,55-30,16
6’-14’ 1,243 (m) 29,55-30,16 1,243 (m) 29,55-30,16
14 - 32,12-32,15 - 32,12-32,15
15’ 1,243 (m) 22,95-22,97 1,243 (m) 22,95-22.97
16 0,869 (m) 14, 31 0,869 (m) 14, 31
Zucker
17 4,934°(d, 7,8) 105,71¢ 4,931°(d, 7,8) 105,68°
27 4,052 (m) 75,17 4,052 (m) 75,17
3 4,233" (m) 78,51° 4,233% (m) 78,49¢
4 4,239" (m) 71,53 4,239" (m) 71,55
5” 3,925 (m) 78,61 3,925 (m) 78,61
67a 4,530 (m) 62,68 4,530 (m) 62,68
6”b 4,374 (m) - 4,374 (m) -




ERGEBNISSE

Die Untersuchungen der Spin-Systeme von zwei Signalen des jeweiligen GlyCer (H-9 von Glc-
8-OH-d18:2***?2 h16:0 (1) und H-6 von Glc-9-OH-d18:2**47F h16:0 (2)) wiesen die Signale bis
zur Position C-5 der Sphingobase nach (Abb. 28). Eine Veridnderung innerhalb der Sphingobase
trat erst ab Position C-7 auf. Wihrend fiir Glc-8-OH-d18:2***F h16:0 (1, Malusid II) eine
Methylengruppe (C-7), eine Hydroxygruppe (C-8) und schliellich eine Doppelbindung (C-9,10)
detektiert wurde, ist fiir Glc-9-OH-d18:2**47F h16:0 (2, Malusid IIT) dagegen bereits an Position
C-7,8 eine Doppelbindung und darauffolgend die Hydroxygruppe (C-9) identifiziert worden
(Abb. 28-29). Das molekulare Verhéltnis der Verbindungen 1 und 2 wurde mittels NMR mit
ca. 2:3 festgestellt. Die Stereozentren konnten aufgrund fehlender Referenzsubstanzen nicht

bestimmt werden. Die 'H- und *C-chemischen Verschiebungen sind in Tab. 38 aufgefiihrt.

Glc-20H-d18:2 h16/22/24:0 (3/13/25) und Glc-OH-t18:1 h22/24:0 (10/18)

Zwei weitere neue GlyCer-Klassen mit mehreren Vertretern wurden innerhalb der

Apfeltresterfraktionen (Al, A4-A7) massenspektrometrisch detektiert und die Strukturen auf
Grundlage bekannter GlyCer vorgeschlagen. Summenformeln wurden mit ESI-HRMS-Daten
erhoben (Tab. 31). Diese und die Doppelbindungséiquivalente von 3 und 4 sprachen fiir einen
grundsitzlich #dhnlichen Aufbau der GlyCer vom Sphingadienin (d18:2, 4 DBE)- und
Phytosphingenin (t18:1, 3 DBE)-Typ. Fiir beide GlyCer-Klassen sind 11 Sauerstoffatome
berechnet worden, was auf zusitzliche Hydroxygruppen im Vergleich zu den identifizierten
GlyCer vom Sphingadienin (d18:2, insgesamt 9 Sauerstoffatome bzw. OH-d18:2, insgesamt 10
Sauerstoffatome)- und Phytosphingenin (t18:1, insgesamt 10 Sauerstoffatome)-Typ hinwies.
Anhand der vorliegenden MS/MS-Fragmentierung wurden die Fettsdure (a-hydroxyliert,
gesittigt; U [M-Zucker-LCB-H]) und der Zuckerteil (Hexose, Y, [M-Zucker-H]', Z, [M-
Zucker-H,0O-H]) fiir zusitzliche Hydroxylierungen ausgeschlossen (Abb. A18).

Anhand der m/z-Zunahme (+16 amu gegeniiber OH-d18:2-Typ) charakteristischer Fragmente
(O (m/z 514,3; [M-acyl+Na]"), E (m/z 319,1; [M-Zucker-acyl-H,0+Na]") und F (m/z 481,2;
[M-acyl-H,0+Na]")) wurde eine zusitzliche Hydroxygruppe innerhalb der Sphingobase
nachgewiesen. Zusitzlich zu den Fragmenten Y, Zo und Zy’ (vgl. Glc-d18:2 h16 (7), Abb. A18)
wurde auflerdem eine weitere Wasserabspaltung (-18 amu, Z,” [M-Zucker-3H,O-H]) im
negativen lonenmodus detektiert. Die Sphingobasenklasse wurde als 20H-Sphingadienin-Typ
(20H-d18:2) bezeichnet, wobei die Position der Hydroxygruppen nicht bestimmt werden
konnte. Es wurden die GlyCer Glc-20H-d18:2 h16:0 (3), Glc-20H-d18:2 h22:0 (13) und Glc-
20H-d18:2 h24:0 (25) identifiziert.

Fiir eine weitere GlyCer-Klasse wurde aufgrund der m/z-Differenz von +16 amu gegeniiber der
GlyCer-Klasse vom Phytosphingenin (t18:1)-Typ in charakteristischen Fragmenten (Y,, Zj,
O (m/z 516,4; [M-acyl+Na]"), E (m/z 321,1; [M-Zucker-acyl-H,0+Na]") und F (m/z 483,2; [M-
acyl-H,O+Na]") die Sphingobase als verinderter Molekiilteil identifiziert (Abb. A18).
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine neue GlyCer-Klasse in Anlehnung an den
Phytosphingenin (t18:1)-Typ als OH-t18:1 etabliert. Es wurden die GlyCer Glc-OH-t18:1 h22:0
(10) und Glc-OH-t18:1 h24:0 (18) identifiziert. Die Positionen der zusétzlichen
Hydroxygruppen konnten nicht bestimmt werden. NMR-Daten liegen fiir diese neuen GlyCer-

Klassen nicht vor, da sie nur in Spuren isoliert worden sind.

4.2.9 HPLC-MS zur Identifizierung von Glycosylceramiden

Die Parameter der HPLC-MS wurden empirisch mit einer Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:0
(7, Sojabohnen), 10 pg/ml) erhoben. Zusammen mit den Ergebnissen der ESI-HRMS (4.2.2),
ESI-MS/MS (4.2.3) und NMR-Experimenten (4.2.4) wurden insgesamt 46 GlyCer identifiziert.
GlyCer wurden im positiven Ionenmodus als [M+H] -Ionen nachgewiesen (Abb. 29). Fiir die
meisten Verbindungen wurde auBerdem das Aglycon ([M-162+H]") nachgewiesen. Eine
Basislinientrennung aller GlyCer wurde mit den verwendeten Bedingungen nicht erreicht. In
den Fraktionen befanden sich bis zu sechs GlyCer. Aufgrund der massenspektrometrischen
Detektion und den Retentionszeiten wurden diese identifiziert und unterschieden.

Im Apfeltrester wurden 23 GlyCer nachgewiesen (Abb. 29). Die detektierten Sphingobasen
waren vom Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin (t18:1)-Typ. Zudem fanden sich
weitere neuartige Sphingobasen (8-keto-d18:2, 8/9-OH-d18:2, 20H-d18:2, OH-t18:1), welche
teilweise nur als Spuren nachweisbar waren. Die detektierten Fettsdurekettenldngen variierten
zwischen C15 und C26. Die Fettsduren waren geséttigt und a-hydroxyliert.

Die Fraktionen der Weizenkeime wiesen 35 GlyCer auf. Ihre Sphingobasen waren
hauptsdchlich vom Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin (t18:1)-Typ. Weitere
Sphingobasen wurden als Sphingenin (d18:1)- und Sphingatrienin (d18:3)-Typ identifiziert.
Fettsiduren sind mit Kettenldngen von C16 bis C28 und als gesittigt sowie einfach oder in einem
Fall zweifach ungesittigt nachgewiesen worden. Alle Fettsduren waren a-hydroxyliert.

Das GlyCer-Spektrum des Kaffeesatzes war im Gegensatz zu Apfeltrester und Weizenkeimen
weniger komplex (7 GlyCer). Es trat nur der Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin
(t18:1)-Typ sowie Fettsdurekettenlingen von C16-C25 auf, die a-hydroxyliert und gesattigt

vorlagen.
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Retentionszeit [min]

HPLC-MS der Glycosylceramide des Apfeltresters (A), der
Weizenkeime (B) und des Kaffeesatzes (C)

Nomenklatur (Glc-Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7));
Kettenldinge : Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, OH -
Hydroxygruppe, keto — Ketogruppe, h — a-hydroxy. * — Strukturvorschliige,
FS — Fettsdure, LCB — Sphingobase
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Abb. 30:  Identifizierte Glycosylceramide aus Apfeltrester (A), Weizenkeimen

(W) und Kaffeesatz (C)

Bekannte Strukturen des Weizen sind angegeben: ' — Sullards ef al., 2000;
2 _ Zhu et al., 2013; * — Imai er al., 1995. Intakte GlyCer wurden bisher
nicht fiir Apfeltrester und Kaffeesatz beschrieben. Nomenklatur (Glc-
Sphingobase Fettsidure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7)); Kettenldnge : Desatu-
rierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, OH — Hydroxygruppe, keto — Keto-
gruppe, h — a-hydroxy. “ — Position nicht bestimmt, ” — Strukturvorschlag;
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4.2.10  Uberblick iiber identifizierte Glycosylceramide

Die GlyCer wurden mithilfe unterschiedlicher analytischer Methoden (LC-MS, ESI-HRMS,
ESI-MS/MS, NMR) strukturell aufgeklért. Insgesamt wurden 46 GlyCer (1-46) identifiziert
(Abb. 30). Davon sind 8 GlyCer (1-4, 10, 13, 18, 25) bisher nicht beschrieben worden.

Die GlyCer waren hauptsidchlich aus drei Sphingobasen aufgebaut: Sphingadienin (d18:2),
Sphingenin (d18:1) und Phytosphingenin (t18:1). Sphingenin (d18:1) wurde nur in
Weizenkeimen nachgewiesen. Neue detektierte Sphingobasen (8/9-OH-d18:2, 8-keto-d18:2,
20H-d18:2 und OH-t18:1) leiteten sich von den bekannten Sphingadienin (d18:2)- und
Phytosphingenin (t18:1)-Typen ab. Sie enthielten zusitzliche Hydroxy- oder Ketogruppen. Die
verkniipften Fettsduren hatten Kettenldngen von C15 bis C28 und waren a-hydroxyliert. Sie
traten sowohl in geraden und ungeraden Kettenlingen als auch gesittigt und einfach bzw.
zweifach ungesittigt auf. Die einfach ungesittigten Fettsduren waren vom w-9-Typ (Z) und
wurden nur in Weizenkeimen nachgewiesen. Die haufigsten Fettsduren waren h16:0, h22:0 und
h24:0. Diese wurden in allen Pflanzenmaterialien nachgewiesen. Fiir alle isolierten GlyCer ist
eine f-Glucose als Zuckereinheit nachgewiesen worden. Im Allgemeinen hatten Weizenkeime

ein groferes GlyCer-Spektrum als Apfeltrester und Kaffeesatz.

4.3 Hydrolyse pflanzlicher Glycosylceramide

4.3.1 Entwicklung unterschiedlicher Hydrolysemethoden

Eine saure Hydrolyse und eine oxidative Reduktionshydrolyse (Iga et al., 2011) wurden als
chemische Hydrolysen pflanzlicher GlyCer zu ,Phyto“-Cer untersucht. AufBerdem sind
enzymatische Hydrolysen mit einer unspezifischen S-Glucosidase (aus Mandeln) und einer
spezifischen Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) getestet worden. Fiir die

Experimente wurden drei GlyCer genutzt, die je eine spezifische GlyCer-Klasse représentierten:

Sphingadienin (d18:2)-Typ: Glc-d18:2 h16:0 (7)
Sphingenin (d18:1)-Typ: Glc-d18:1 h16:0 (9)
Phytosphingenin (t18:1)-Typ: Glc-t18:1 h22:0 (28)

Chemische Hydrolyse mit HCI

Da eine chemische Hydrolyse mit Salzsdure (HCI) etabliert werden sollte, wurden
Versuchsansitze basierend auf der Veridnderung von Temperatur (35, 60 und 90 °C), Zeit (1, 6
und 12 h) und Konzentration (1 M) getestet.

Die TLC-Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt. In den TLC-Chromatogrammen der drei
Verbindungen (7, 9, 28) lieB sich erkennen, dass bei Verwendung von 1M HCI mit
zunehmender Temperatur und ldngerer Inkubation GlyCer hydrolysiert wurden
(Bandenintensitit nahm ab). Wihrend bei 35 °C und 12 h die GlyCer-Bande intensiv war,

wurde sie bei 90 °C und 1 h nicht mehr nachgewiesen. Die Abhingigkeit der Hydrolysedauer
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und Temperatur wurde fiir den Verlauf bei 60 °C veranschaulicht. Fiir alle Verbindungen lief3
sich mit zunehmender Dauer (6 und 12 h) eine Verringerung der GlyCer-Bande und das
Auftreten neuer Banden (niedrigere und hohere R~-Werte) feststellen. Obwohl auf Hohe der

Cer-Referenz Banden nachweisbar waren, entsprachen diese nicht den hydrolysierten Cer.

Cer
LS| .

GlyCer [ % =%

Sph | s
R3 7 7 7 7 7 Neg.
Temp, [°C] 35 60 60 60 90 90
Zeit [h] 12 1 6 12 1 1
B C h i - .
Cer Cer
Ls| .- Ls .
GlyCer| GlyCer|
Sph | - Sph | s
R3 9 9 9 9 9 R3 28 28 28 28 28
Temp. [°C] 35 60 60 60 90 Temp. |°C] 35 60 60 60 90
Zeit [h] 12 1 6 12 1 Zeit [h] 12 1 6 12 1

Abb. 31:  TLC der sauren (HCI) Hydrolyse

Glc-d18:2 h16:0 (7, A), Glc-d18:1 h16:0 (9, B), Gle-t18:1 h22:0 (28, C),
R3 - Referenzlosung 3: Cer — Ceramid (d18:2 h16:0 (47), Apfeltrester),
LS - Linolsdure, GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen), Sph - Sphingosin (d18:1); Neg. — Negativkontrolle
(Methanol)

87



ERGEBNISSE

Eine Negativkontrolle (Methanol) zeigte, dass diese Banden aufgrund von Verunreinigungen
(Reaktionsgefidfe und Losungsmittel) infolge des Durchfithrungsprozesses auftraten. Diese
hatten dhnliche R-Werte wie die Cer-Referenz und wiesen in allen Proben gleiche Intensitéten
auf. Die massenspektrometrische Analyse zeigte ebenfalls kein Cer. Zusammenfassend wurden
GlyCer bei den verwendeten Bedingungen hydrolysiert, jedoch nicht zu Cer.

Zur weiteren Aufkldrung des Reaktionsverlaufes wurden die Proben der Versuchsreihen (bei
60 °C, fiir 1, 6 und 12 h) einer AMD-HPTLC-Analyse unterzogen (Abb. 32). Es war zu
erkennen, dass bei der kiirzesten Expositionsdauer von 1 h keine Reaktion abgelaufen ist. Die
zusitzlich zur GlyCer-Bande detektierten Banden (z.B. auf Hohe der Linolsdure) lagen in der
Durchfithrung begriindet. Nach 6 h waren bei allen getesteten Verbindungen weitere Banden
neben der GlyCer-Bande (unter Abnahme der Intensitiit dieser) erkennbar. Jedoch trat keine
Bande auf Hohe der Cer-Referenz auf. Nach insgesamt 12 h war die GlyCer-Bande kaum noch
nachweisbar, was fiir die Umsetzung der GlyCer sprach. Allerdings erfolgte die Umsetzung

nicht in Cer, sondern in andere unbekannte Derivate.

—— — S —
LS
Cer
GlyCer —

Sph

R3 7 7 7 9 9 9 28 28 28

Temp. |°C]| 60 60 60 60 60 60 60 60 60

Zeit |h] 1 6 12 1 6 12 | 6 12

Abb. 32: AMD-HPTLC der sauren (HCI) Hydrolyse

Glc-d18:2 h16:0 (7, A), Glc-d18:1 h16:0 (9, B), Glc-t18:1 h22:0 (28, C),
R3 — Referenzlosung 3: Cer — Ceramid (d18:2 h16:0 (47), Apfeltrester),
LS - Linolsdure, GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen), Sph — Sphingosin (d18:1); Die abgebildete Referenz (R3)
entsprach einem anderen Plattenausschnitt und wurde daher separat
dargestellt.

Oxidative Reduktionshydrolyse mit HCI nach Iga et al., 2011

Infolge der chemischen Hydrolyse nach Iga et al., 2011, wurden bei allen drei Verbindungen (7,

9 und 28) keine GlyCer nachgewiesen (Abb. 33). Dafiir wurden Banden auf Hohe der Cer-

Referenz mit dhnlichen R~-Werten identifiziert, was fiir die Umsetzung der GlyCer in Cer und
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Cer-Derivate sprach. Eine Negativkontrolle (Neg.) zeigte, dass die intensivsten Banden der
Proben (Start und Laufmittelfront) auf Verunreinigungen (Reaktionsgefifle, Losungsmittel) des

Durchfithrungsprozesses zuriickzufiihren waren.

Ty

Cer

GlyCer

Sph-ﬁgﬂs

R3 7 9 28 Neg.

Abb. 33:  TLC der chemischen Hydrolyse nach Iga et al., 2011

Glec-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1 h22:0 (28), R3 —
Referenzlosung 3: Cer — Ceramid (d18:2 h16:0 (47), Apfeltrester), LS —
Linolsdure, GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen),
Sph — Sphingosin (d18:1), Neg. — Negativkontrolle (Methanol)

Das Ergebnis der Hydrolyse wurde massenspektrometrisch analysiert. In keiner der Fraktionen
war GlyCer nachzuweisen. In Abb. 34 ist dargestellt, welche Cer und Zwischenverbindungen
(als m/z) theoretisch zu erwarten waren und welche m/z-Zahlen tatsichlich detektiert worden
sind. Im Fall der 1,3-Diol-Verbindungen (Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-d18:2 h16:0 (7)) sind die
entsprechenden Strukturen des Cer (m/z 574,4 und 576,6) detektiert worden.

Allerdings wurden auch Derivate identifiziert, bei denen es nicht zur Zuckerspaltung gekommen
war (m/z 710,6 und 708,6). Diese stellten die zusétzlichen Banden des TLC-Chromatogramms
dar (Abb. 33). Die untersuchte 1,3,4-Triol-Verbindung (Glc-t18:1 h22:0 (28)) zeigte ein anderes
Bild. Obwohl auch hier das GlyCer nicht mehr nachweisbar war, konnte auch kein intaktes Cer
detektiert werden. Aufgrund der benachbarten Hydroxygruppen (Position C-3,4 der
Sphingobase) kam es mit dem eingesetzten Periodat zur 3,4-Diol-Spaltung. Ein derartig
gespaltenes Molekiil wurde in Form von m/z 584,4 nachgewiesen. Darauthin folgte keine

weitere Zuckerabspaltung (m/z 450,4 nicht detektiert).
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1,3-Diol-Verbindung (d18:2/d18:1)

1.3.4-Triol-Verbindung (t18:1)

Glc- Glc- Glc-
d18:2 di8:1 : tl18:1 . «
> 0 hiG:0  h16:0 | h22:0  »4-DielStruktur® =
e OH 7 9) ! (28 i HO
/0 (7 ) | (28) onion 00 OH
1 E 1 oH
W i ~ : ’
W\’( . m/z(ber) 7365 7386 8386 y
12 o Na m/z (det.) n.d. nd. | nd 15 onll Na®
; o}
J+HIO4 | J+HIO4
OH \ZO\AO i O 7
3 5 OH o\IZO\AO
M . miz(ber) 7045 706,5§ 5804 > N;
12 on Na’ 0 (det.) n.d. nd. |
' 18 OH
l +NaBH, | l+NaBH4
E "
OH O\ZO\AOH i OH SRZO\AOH
: A
E ’ 2
M m/z (ber.) 708,5 710,51 5844 z NH
m/z (det.) 708,6 710,6 @ 5844 18 On Na"
: 0
+H" | #H+
OH OH 0? OIH
X
W | e
: X _NH
M m/z (ber.) 5745 5765 4504 ~ )
12 0n m/z (det.) 5744 5766 | n.d. OHO Na
Abb. 34:  ESI-MS-gestiitzter Reaktionsverlauf der oxidativen
Reduktionshydrolyse

Glc — Glucose, d — dihydroxy, t — trihydroxy, ber. — berechnet, det. —

detektiert

Enzymatische Hydrolyse mit f-Glucosidase (Mandeln)

Fiir eine enzymatische Hydrolyse stand eine unspezifische fS-Glucosidase (Mandeln) zur

Verfiigung. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 in Form von TLC-Chromatogrammen dargestellt

und zeigen fiir jedes GlyCer (7, 9 und 28) eine Positiv- (aktives Enzym) und eine Negativ-Probe

(inaktiviertes Enzym). Fiir alle Fraktionen war keine Bande auf Hohe der Cer-Referenz

erkennbar. Auch die Intensitit der GlyCer-Bande dnderte sich nicht und lie auf das Ausbleiben

eines hydrolytischen Prozesses schlieBen. Die Umsetzung von Salicin zu Saligenin (nicht

vollstindig unter den gewéhlten Bedingungen) diente als Nachweis der Enzymaktivitét.
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7 9 28 Pos.
Cer Saligenin
GlyCer
Salicin
p-Glucosidase - + - + - + - 4

Abb. 35: TLC der enzymatischen Hydrolyse mit #-Glucosidase (Mandeln)

Glc-d18:2 h16:0 (7), Gle-d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1 h22:0 (28), Cer —
Ceramid, GlyCer — Glycosylceramid, Pos. — Positivkontrolle, + — aktives
Enzym eingesetzt, - — inaktiviertes Enzym eingesetzt

Enzymatische Hydrolyse mit Imiglucerase (Cerezyme®)
Eine spezifische Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) wurde fiir die enzymatische

Umsetzung der GlyCer eingesetzt.

7 28
A Al A2 A3 Ad A5 Ab A7 A8 A9  Al0 All  Al2
Cer . - - -
GlyCer
Imiglh. - + - + - + - + - + - 4 - 4+ - o+ - 4+ - 4+ - 4 -
9
B W1 W2 W3 W4 W3 W6 W7 W8 W9 WI0 Wil WI12
Cer - s - - e
GlyCer
Imigl,. - + - + - + - + - + - + - + - 4+ - 4+ - 4+ - + - 4+

Cer

GlyCer

Imigl. - + - 4+ - + - + - 4
Abb. 36: TLC der enzymatischen Hydrolyse mit Imiglucerase (Cerezyme®)

Enzymatische Hydrolyse der Fraktionen des Apfeltresters (A), der
Weizenkeime (B) und des Kaffeesatzes (C). Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-
d18:1 h16:0 (9) und Glc-t18:1 h22:0 (28); Fraktionen enthalten bis zu
sechs GlyCer. Cer - Ceramid, GlyCer — Glycosylceramid, A -
Apfeltrester, W — Weizenkeime, C — Kaffeesatz, + — aktives Enzym
eingesetzt, - — inaktiviertes Enzym eingesetzt, Imigl. — Imiglucerase
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Das verwendete Enzym war ein Fertigarzneimittel, das als Uberrest einer Infusion eines
Gaucher-Kranken erhalten wurde. Da es fiir dieses Fertigarzneimittel zwar eine
Konzentrationsangabe von 40 U/ml (1 Unit Protein setzt 1,0 umol para-Nitrophenyl-f-D-
Glucopyranosid (pNP-GLc) pro min bei 37 °C um) gibt, jedoch herstellungsbedingt keine
chargeniibergreifende Konzentration in mg/ml angegeben wird, wurde die Konzentration
mithilfe der Bradford-Bestimmung (Bradford, 1976) und zusitzlich der photometrischen
Proteinbestimmung (bei 280 nm) ermittelt (Tab. A4). Anhand der Kalibrierfunktion der
Bradford-Bestimmung ist fiir die vorliegende enzymatische Losung (als 1:20-Verdiinnung) eine
Konzentration von 1,05 mg/ml bestimmt worden. Das Ergebnis wurde mit der
Konzentrationsbestimmnug fiir Proteine bei 280 nm bestétigt (1,04 mg/ml, Tab. A4) und
entsprach damit den Produktangaben (40 U entsprechen ca. 1 mg; 40 U/ml, European
Medicines Agency, 2016). Fiir die weiteren Untersuchungen wurde eine Konzentration von
1 mg/ml angenommen.

Zusitzlich zu den Leitsubstanzen (7, 9 und 28) wurden alle GlyCer-Fraktionen (Apfeltrester
Al1-12, Weizenkeime W1-12, Kaffeesatz C1-5) der enzymatischen Hydrolyse mit Imiglucerase
(Cerezyme®) unterzogen (Abb. 36). Das Enzym akzeptierte alle eingesetzten GlyCer mit
unterschiedlichen Sphingobase- und Fettsdaureresten als Substrat und spaltete den Zucker
quantitativ ab. Wahrend intensive Banden auf Hohe der GlyCer beim inaktivierten Enzym (-) zu
erkennen waren, konnten beim aktiven Enzym (+) die entsprechenden Banden auf Hohe der
Cer-Referenz nachgewiesen werden (Abb. 36). Da in einigen Fraktionen mehrere GlyCer
vorkamen (z.B. A2, A5, Al1, W4, W6, W11, C5, etc.), wurden diesen mehrere Cer-Banden mit

unterschiedlichen R~-Werten zugeordnet. Spurenverbindungen wurden nicht detektiert.

4.3.2 Umsetzung der Glycosylceramide in ,,Phyto‘‘-Ceramide mit Imiglucerase

Drei GlyCer-Fraktionen des Apfeltresters (A3: Glc-d18:2 h16:0 (7), A8: Glc-t18:1 h22:0 (28)
und A10: Glc-t18:1 h24:0 (36)) wurden aufgrund ihrer Reinheit und vorhandenen Menge mit
Imiglucerase (Cerezyme®) in ,,Phyto*“-Cer hydrolysiert.

Die enzymatische Umsetzung mit Imiglucerase (Cerezyme®) verlief unter den gewdihlten

Reaktionsbedingungen nicht quantitativ. Daher wurden 2 Durchgiinge der Hydrolyse vollzogen.

Tab.39: Gesamtmengen der ,,Phyto-Ceramide nach zwei Durchgingen der
enzymatischer Hydrolyse

* — zuriickgerechnet als Anteil GlyCer

d18:2 h16:0 (47) t18:1 h22:0 (48) t18:1 h24:0 (49)
Gesamtmenge [mg] 25,5 11,3 11,8
Anteil Ausgangsmenge® [%] 82,5 80,6 73,0

Nach der ersten Hydrolyse wurden 51 bis 74 % der GlyCer umgesetzt. Es wurden zwei

Durchginge der Hydrolyse durchgefiihrt, um die Ausbeute zu erhohen. Es folgte eine Isolierung
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der entstandenen Cer von nicht hydrolysierten GlyCer mittels Sdulenchromatographie (3.2.1.7).
Das riickgewonnene GlyCer wurde einer weiteren Hydrolyse ausgesetzt. Nach zweimaliger

enzymatischer Hydrolyse der drei GlyCer wurde ein Umsatz von 73-83 % bestimmt (Tab. 39).

A
11’ 3," 8
23 1a 2 67a 6°b  1b |14 2" 57 -4
&
5
)
4,95 - 4,55 4,35 415 R 3,75
Pyridin-d5 H,0 TMS
HC=CH _cH, CH, B
>
NH ]
OH OH
oH
gll'l I/ LJ JL
5
]
9 8 7 6 5 4 3 2 ] 0
B
3" 2" 4 5
J 237 1 0 2 )
I . B 5
3o 1 2
5
| | | 5
80 70 65 60 50
Pyridfn-d5
5
CH, ™S | ¢
5
He=cHh ) CH,
! ll | Ll 1 ! Il i
5
]
! J I L | || \I | ‘ ‘
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

f1 [ppm|

Abb.37:  Vergleich der 'H- und “C-NMR-Spektren von Glc-d18:2****¥% h16:0
(7) und d18:2°****2 116:0 (47, Pyridin-ds)

A: 'H-NMR-Spektrum, B: *C-NMR-Spektrum, Cer — Ceramide, GlyCer —
Glycosylceramid, referenziert auf TMS (0 ppm)
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Als Nachweis der Zuckerabtrennung von der C-1-Position der GlyCer wurden die NMR-
Spektren vor (GlyCer) und nach (Cer) der Hydrolyse verglichen. Dies ist in Abb. 37 fiir
Gle-d18:2**** h16:0 (7) und in Abb. Ad4 fiir Glc-t18:1***% h22:0 (28) (analog: Glc-t18:1%**
h24:0 (36)) dargestellt. In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass die Protonen und
Kohlenstoffatome des Zuckers (C-1” bis C-6") nach der Hydrolyse nicht mehr nachweisbar
waren. Dafiir kam es zu einer Verdnderung der chemischen Verschiebung der H- und C-Signale
(C-1, C-2, C-3 und C-2’) in unmittelbarer Umgebung der C-1-Position.

Um den nach der enzymatischen Hydrolyse abgetrennten und in der wissrigen Phase gelosten
(3.2.1.6) Zucker nachzuweisen, wurde eine TLC-Methode (3.2.3.5) verwendet. Abb. 38 zeigt
die Zucker nach Hydrolyse von Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28) und Glc-t18:1 h24:0
(36). Zum Vergleich sind die Zucker D-Mannose, L-Rhamnose, D-Fructose,
D-Galactose und D-Glucose aufgetragen. Sie zeigten neben unterschiedlichen R-Werten auch
teilweise andere Farbungen der Banden. Fiir alle drei Fraktionen (A3, A8 und A10) wurde

D-Glucose als abgetrennter Zucker nachgewiesen.

Ay

Man Rha Fru Gal Gl¢c A3 A8 Al0Q

Abb. 38:  Zuckernachweis der hydrolysierten Glycosylceramide

A3: Zucker von Glc-d18:2 h16:0 (7), A8: Zucker von Glc-t18:1 h22:0 (28)
und A10: Zucker von Glc-t18:1 h24:0 (36); Man — Mannose, Rha —
Rhamnose, Fru — Fructose, Gal — Galactose, Glc — Glucose

4.3.3 Strukturnachweis der ,,Phyto*“-Ceramide

Die Struktur der produzierten ,,Phyto“-Cer wurde mit denselben Methoden (ESI-HRMS, ESI-
MS/MS, LC-MS, NMR, siehe 3.2.3) wie fiir GlyCer aufgeklirt. ESI-HRMS-Messungen gaben
Hinweise auf die Summenformeln (Tab. 40). Die Cer waren als Natrium-Addukte [M+Na]"

detektierbar und wiesen Fehler < 0,5677 ppm auf. Anhand der Summenformeln wurde
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festgestellt, dass wihrend der Hydrolyse ein Verlust von C¢H¢Os (m/z -162 amu = Zucker)
aufgetreten ist, was der Zuckerkopfgruppe des GlyCer entsprach.

Tab. 40:  ESI-HRMS der hydrolysierten ,,Phyto‘‘-Ceramide

Cer — Ceramid, DBE — Doppelbindungsiquivalente, ' — berechnet mit
ChemCalc (Patiny und Borel, 2013); Nomenklatur (Sphingobase Fettsdure,
z.B. d18:2 h16:0 (47)); Kettenlidnge : Desaturierung, d — dihydroxy, t —
trihydroxy, h — a-hydroxy

“Phyto”-Cer m/z m/z Summen- Fehler DBE
(det.) (ber.)1 formel fiir
[M+Na]* [M+Nal] [M+Na]* [ppm]

d18:2h16:0 (47) 5744810 5744811 CyHeNONa 0,1741 3
t18:1 h22:0 (48) 676,5853 676,5856 CuH,,NOsNa 04434 2
t18:1 h24:0 (49) 704,6165 704,6169 C,HyuNOsNa 05677 2

LC-MS-Untersuchungen zeigten nach APCI im Positivmodus [M+H]"- und [M-H,O+H]"-Ionen
sowie aufgrund der Zuckerabspaltung Retentionszeitverschiebungen im Gegensatz zu GlyCer
(Tab. 41). Durch ESI-MS/MS-Experimente wurde die Struktur der Cer nachgewiesen (Tab. 41).
Die Cer sind unter Verwendung der gleichen lonisierungsparameter (3.2.3.2) wie GlyCer als
Natriumaddukte [M+Na]" im positiven Ionenmodus und als [M-H]-Ionen im Negativmodus

nachgewiesen worden.

Tab.41: LC-MS- und ESI-MS/MS-Identifizierung der hydrolysierten ,,Phyto-
Ceramide

Nomenklatur (Sphingobase Fettsdure, z.B. d18:2 h16:0 (47)); Kettenlinge
: Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, h — a-hydroxy

,,Phyto“-Cer LC-APCI/MS ESI-MS/MS
RT m/z m/z

[min] [M+ [M- MS' | MS*(©0) | MS' | MS?(U)

H]" 18+ [M+ | [M-acyl+ | [M-HJ [M-

H] Nal* Nal* LCB-HJ

d18:2h16:0 (47) 99 5525 5345 5745 3202 550,6 271,5
t18:1 h22:0 (48) 21,1 6546 6365 676,6 338,1 652,6  355,5
t18:1 h24:0 (49) 24,6 6827 6645 7046 338,1 680,6 3835

Vorgeschlagene MS/MS-Fragmentierungsmuster fiir d18:2 h16:0 (47) und t18:1 h22:0 (48) sind
in Abb. 39 angegeben. Im Gegensatz zu den Fragmentierungserscheinungen der GlyCer (siehe
4.2.3) wurden unter Verwendung der gleichen Parameter teilweise sehr unterschiedliche
Fragmente detektiert. Im positiven Ionenmodus konnte neben dem Fragment M’
(IM-H,0+Na]") nur O ([M-acyl+Na]") als weiteres nachgewiesen werden, welches allerdings
charakteristisch fiir die jeweilige Sphingobase (d18:2, m/z 320,2; t18:1, m/z 338,1) war.

Im negativen Ionenmodus wurden dagegen weitere Fragmente analysiert. So traten intakte
Cer-Fragmente wie M’ ([M-H,O-H]), M” ([M-2H,O-H]), a ([M-32]) und b ([M-48]) auf.
Wihrend unter den gewihlten Bedingungen fiir GlyCer im negativen Ionenmodus keine
Sphingobasen-spezifischen Ionen detektiert wurden, waren fiir Cer die Ionen O ([M-acyl-HJ;

d18:2, m/z 296,4; t18:1, m/z 314,2) nachweisbar.
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Abb.39:  MS/MS-Spektren und Fragmentierungsmuster von d18:2°‘***% h16:0

(47, A, B) und t18:1°%*2 h22:0 (48, C, D)

Positiver (A, C) und negativer (B, D) Ionenmodus; Vorlduferionen in
Klammern angegeben; Fragmente in Anlehnung an die Nomenklatur von
Ann und Adams, 1993, basierend auf den Vorschligen von Domon und
Costello, 1988, und Costello, 1993.
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Fiir den Phytosphingenin-Typ (t18:1) wurden dariiber hinaus die Fragmente e (m/z 282,3),
f (m/z 265,3) und g (m/z 253,4) identifiziert. Die Fragmente U ([M-LCB-H]; h16:0, m/z 271,5;
h22:0, m/z 355,5; h24:0, m/z 383,5), U ([M-LCB-H,O-HJ), c (d18:2, [M-238]; t18:1,
[M-254]) und d (d18:2, [M-325]; t18:1, [M-343]) waren den Kettenléingen der Fettsdureeinheit
entsprechend verschieden. Die Fragmente W ([M-242]") und ¢’ ([M-272]) traten nur beim
Phytosphingenin (t18:1)-Typ auf und deuteten auf die Trihydroxystruktur hin. In Tab. 41 sind
wichtige Fragmente (O, U) der hydrolysierten ,,Phyto“-Cer aufgefiihrt. Mit ihnen lieen sich
Sphingobasen- (O [M-acyl+Na]") und Fettsiurekettenlinge (U [M-LCB-H]’) identifizieren. Alle
detektierten Fragmente sind im Anhang (Tab. A2) gelistet.

Mithilfe von 2D-NMR-Experimenten (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC; Tab. A17-A18) wurden
die Strukturen aufgeklirt. Da sich das ,,Phyto“-Cer t18:1***# h24:0 (49) um eine C,H,-Gruppe
innerhalb der Fettsdurekomponente von t18:1%%% 122:0 (48) unterschied und dies keinen
Einfluss auf die gemessenen NMR-Spektren hatte, wurden dhnliche Ergebnisse erhalten. In
Tab. 42 sind die 'H- und "“C-chemischen Verschiebungen der Cer d18:2**%%% h16:0 (47),
t18:1°*¥% h22:0 (48) und t18:1*%*# h24:0 (49) aufgefiihrt.

Da es sich bei den isolierten ,,Phyto*“-Cer jeweils um Diastereomere (E/Z-Isomerie) handelte,
sollte ein Verhéltnis der vorliegenden Verbindungen innerhalb einer Fraktion erhoben werden.
Dies wurde mithilfe der Peakflichen der “C-NMR-Signale bewerkstelligt. Dafiir wurden
Peakbreiten und -hdhen analysiert und die Peakflichen untereinander verglichen (Tab. A19). Es
handelte sich dabei nicht um ein absolutes Ergebnis, sondern um einen Trend. Fiir d18:2/E8E2Z
h16:0 (47) wurde ein Verhiltnis von 2,5:1 fiir das 8Z-Isomer gegeniiber dem 8E-Isomer
bestimmt. Die Cer t18:1%%*% h22:0 (48) und t18:1°**“ h24:0 (49) wiesen dagegen Verhiltnisse
von 2:1 und 3:1 (Z:E) auf (Abb. 40). Das Z-Isomer lag mindestens in doppelter Menge in den

Fraktionen vor.

d18:2ME8E/Z 1116:0 (47) t18: 19852 122:0 (48) £18:1%857Z h24:0 (49)

2,5:1

El

133 131 129 133 131 129 133 131 129
f1 [ppm]

T T T ] L L

Abb. 40:  E/Z-Isomerenverhiiltnisse von d18:2***¥Z h16:0 (47), t18:1°**% n22:0
(48) und t18:1°%* h24:0 (49, Pyridin-ds)

Angegeben sind die Verhiltnisse der Z:E-Verbindungen der hydrolysierten
,,Phyto*“-Cer.
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0 47),

2A4E,8E/Z h16

0 (49, Pyridin-d;)

lASE/Z h24
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Zur Unterscheidung der *C-Signale der Isomere sind 2 Kommastellen

angegeben;
>_ 'H_chemische Verschiebungen aus TOCSY -Korrelationen,

a_ '"H_chemische Verschiebungen aus HSQC-Korrelationen,
°_ 'H-chemische Verschiebungen aus HMBC-Korrelationen,

'H-, C-chemische Verschiebungen von d18

t18
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ERGEBNISSE

Die Strukturen der enzymatisch gewonnenen ,,Phyto“-Cer sind in Abb. 41 angegeben.

OH OH
ZE & e
< ; e d18:2 h16:044E8E/Z (47)
16 R) 2 NH
oHll"
OH OH
Z/E OH |3 1
< £ ®)
15 5 ®i © t18:1 h22:0%8E/Z 1 = 7 (48)
\M/\/\/\/\/\/\%’\”/IQH t18:1 h24:0%, n =9 (49)
n OHIl"
6}

Abb. 41:  ,,Phyto*“-Ceramide, gewonnen aus Apfeltrester nach enzymatischer
Hydrolyse

4.4 Hautpenetrationsversuche mit ,,Phyto‘-Ceramiden

Das Penetrationsverhalten von ,,Phyto“-Cer in menschliche Haut wurde mithilfe von zwei
produzierten Cer (d18:2 h16:0 (47) und t18:1 h22:0 (48)) untersucht. Die Cer, eingearbeitet in
Basiscreme DAC, wurden einer 100 miniitigen Penetration in menschliche Haut bei 32 °C
ausgesetzt. Die Hautlipide wurden extrahiert und einer massenspektrometrischen Analyse nach
fliissigchromatographischer Auftrennung unterzogen (Abb. 42). Die Creme-Uberreste nach

Abwischen mit Watte sind ebenfalls untersucht worden.

d18:2 h16:0 (47) t18:1 h22:0 (48)

Cer (d18:2 h16:0, 47)*

Cer (t18:1 h22:0, 48)?

Haut nach Penetration

N
= - = - Kontrolle (ohne Cer)
§ ""“" Creme-Uberreste (nicht penetriert)
2 s \J/L A ] P
E M W : Haut nach Penetration
5 J AN A 2 h16:0. 47. mfz 5525 —
= ; “~+t Cer (d18:2 h16:0, 47, m/z 552,5 )
=7 Mﬂ \’\/ A S | Creme-Uberreste (nicht penetriert)
/\/\\M\ W Haut nach Penetration
e - Cer (t18:1 h22:0, 48, m/z 654,5 ---)
/\M/\/\ /k . Creme-Uberreste (nicht penetriert)
0 5 10 15 20 25 30

Retentionszeit [min]

Abb. 42: LC-MS-Identifizierung der ,,Phyto*-Ceramide nach Hautpenetration

* — Chromatogramme der Cer sind mit einer anderen Siule erhalten
worden. Daher ist eine leichte Retentionszeitverschiebung auszumachen.
Nomenklatur (Sphingobase Fettsiure, z.B. d18:2 h16:0 (47)); Kettenlinge
: Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, h — a-hydroxy
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Die Hautproben (Haut nach Penetration) zeigten alle ein dhnliches Chromatogramm, was fiir
eine vergleichbare Extraktion der Lipide sprach. Die anderen extrahierten Lipide wurden nicht
weiter untersucht. Cer wurden als [M+H]" (47: m/z 552.5; 48: m/z 654,5) und [M-18+H]" (47:
m/z 534,5; 48: m/z 636,5) detektiert. Als Referenzen dienten die jeweiligen Cer-Losungen
(d18:2 h16:0 (47), t18:1 h22:0 (48), je 100 ug/ml Methanol, ULC-MS). Anhand der extrahierten
Ionen (m/z 552, 5 fir d18:2 h16:0 (47) und m/z 654,5 fiir t18:1 h22:0 (48)) und den mit
authentischen Standards vergleichbaren Retentionszeiten (47: RT 10,2 min (Referenz: RT
9,9 min); 48: RT 21,2 min (Referenz: RT 21,1 min)) wurden die entsprechenden ,,Phyto*“-Cer in
den Haut- und Formulierungsproben nachgewiesen. Fine leichte Retentionszeitverschiebung
war auf die Verwendung unterschiedlicher stationdrer Sdulen (gleicher Art) zuriickzufiihren.
Innerhalb der Proben wurden weitere Peaks mit m/z 552,5 und m/z 654,5 nachgewiesen
(Abb. 42), die nicht auf ,,Phyto“-Cer zuriickzufiihren waren. Diese hatten zum einen andere
Retentionszeiten als die ,,Phyto*-Cer, zum anderen wurden sie als Isotope ([M+1+H]") anderer
Verbindungen nachgewiesen. In der Kontrollprobe der Haut (ohne Cer) wurde keine den Cer
zugehorige m/z 552,5 (RT 10,2 min) oder m/z 654,5 (RT 21,2 min) nachgewiesen.

Dariiber hinaus wurde versucht, eine Aussage iiber die penetrierte und nicht-penetrierte Menge
an Cer zu treffen. Es lag keine validierte Quantifizierungsmethode vor. Jedoch wurde mithilfe
einer vorldufigen 5-Punkt-Kalibrierung (n=1) der Cer d18:2 h16:0 (47) und t18:1 h22:0 (48)
eine Kalibrierfunktion ermittelt (Abb. 43).

18000
16000 -
14000 t18:1 h22:0 (48)

12000 1 y=160,41x - 772,18
10000 - R = 0,9900 "

d18:2 h16:0 (47)
y =109,79x - 1051,1
R2=0,9916

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Konzentration [ug/ml]

Abb. 43:  5-Punkt-Kalibrierung (n=1) der ,,Phyto*-Ceramide

Mit dieser ist die enthaltene Menge an ,,Phyto“-Cer in der Haut und im Formulierungsrest
ermittelt worden (n=1). Wiederfindungsraten aus penetrierten und nicht penetrierten ,,Phyto*-
Cer wurden mit 105,4 % (47) und 121,6 % (48) bestimmt. Der Anteil der penetrierten Cer lag
bei 16,9 % (47) und 10,3 % (48) (Tab. 43).
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Tab. 43:  Anteil der penetrierten ,,Phyto‘‘-Ceramide und Wiederfindungsraten

Applizierte Menge Cer: 9 ug

Probe mCer, Haut mCer, Formul. AnteilCer, pen. WFR
(n=1) (penetriert) (nicht penetriert) (penetriert )
[ng] [ng] [%] [%]
d18:2 h16:0 (47) 1,52 7,97 16,9 105,4
t18:1 h22:0 (48) 0,93 10,01 10,3 121,6

4.5 Quantifizierung von Glycosylceramiden in Pflanzenmaterial

4.5.1 Probenaufbereitung

Zur Probenaufbereitung von neun Pflanzenmaterialien (Apfeltrester, Weizenkeime, Kaffeesatz
und sechs Fabaceae-Samen) wurde eine Extraktion mit einem organischen
Losungsmittelgemisch (3.2.1.1) und eine Fliissig-Fliissig-Extraktion (3.2.1.2) zu einem
angereicherten Extrakt durchgefiihrt. Die Ergebnisse der sechs Fabaceae-Arten sind in Tab. 44

aufgefiihrt, die der anderen Pflanzenmaterialien bereits in Tab. 30 beschrieben.

Tab. 44:  Fraktionsmassenriickstinde der Probenaufbereitung von sechs

Fabaceae
Pflanzenmaterial Ausgangsmasse Totallipidextrakt Angereicherter Extrakt
(Samen) [2] [2] [2]
Albizia grandibracteata 100,0 18,4 2,1
Albizia gummifera 100,0 25,6 6,8
Albizia lebbeck 100,0 30,7 2,5
Albizia schimperiana 100,0 23,1 5,2
Acacia ethaica 100,0 15,3 8.3
Robinia pseudoacacia 100,0 14,0 5,6

Identische Ausgangsmengen fiihrten zu sehr unterschiedlichen Totallipidextraktmengen
(18,4-30,7 g). Mit der Fliissig-Fliissig-Extraktion (Chloroform-Methanol-Wasser 1:1:1
(V/V/V)) wurden polare Verbindungen und Nicht-Lipide abgetrennt. Die angereicherten
Extrakte wiesen Lipidmengen zwischen 2,1 und 8,3 % der Ausgangsmenge an Pflanzenmaterial
auf. Wihrend Albizia lebbeck den mengenmifig groften Totallipidextrakt hatte (30,7 g), wies

der angereicherte Extrakt einen der geringsten Anteile (2,5 g) auf.

4.5.2 Validierung der AMD-HPTLC-Densitometrie-Methode

Die TLC-Methode (3.2.2.1) konnte nicht zur Quantifizierung von GlyCer in den angereicherten
Extrakten verwendet werden, da die GlyCer-Banden nicht ausreichend intensiv und scharf
waren (Abb. 44). Daher wurde fiir die Quantifizierung von GlyCer eine AMD-HPTLC-Methode
mit densitometrischer Detektion auf Basis der Arbeiten von Farwanah et al., 2002, und Opitz et
al., 2011, entwickelt (sieche 3.2.2.2). Die Methode wurde unter Verwendung von

Referenzsubstanzen validiert.
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Abb.44: TLC (A), AMD-HPTLC (B) und Densitogramme (C, D) der
angereicherten Extrakte

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — p-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (5-
Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen). A — Apfeltrester, W — Weizenkeime, C — Kaffeesatz, AGr —
Albizia grandibracteata, AGu — Albizia gummifera, AL — Albizia lebbeck,
AS - Albizia schimperiana, AE - Acacia etbaica, RP - Robina
pseudoacacia

Der Nachweis der Selektivitit der Methode wurde mithilfe eines Vergleiches von Proben und
Referenzsubstanzen erbracht. Zum Vergleich diente eine Referenzlosung (R1), die
charakteristische Lipide zur Zuordnung der Lipidklassen enthielt. GlyCer konnten innerhalb der
Referenzlosung ohne stérenden Einfluss anderer Verbindungen von allen anderen relevanten
Lipidklassen getrennt werden. Eine intensive Bande auf Hohe der Laufmittelfront war auf
Kontaminationen des Laufmittels n-Hexan zuriickzufiihren (Abb. 44).

In Abb. 44 sind die AMD-HPTLC-Chromatogramme und Densitogramme der angereicherten
Extrakte aller untersuchten Pflanzenmaterialien dargestellt. Die Proben der angereicherten
Extrakte konnten in scharfe Banden aufgetrennt werden. Dabei zeigten Pflanzen der gleichen
Familie (Fabaceae) auch dhnliche TLC-Bandenintensititen. Im Bereich der GlyCer-Referenz
(Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen) der sind in allen Pflanzen TLC-Banden visuell nachgewiesen

worden (mit Ausnahme des Kaffeesatzes, diese nur im Densitogramm detektierbar).
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Diese konnten von den iibrigen Matrixbestandteilen getrennt werden. Das Hinzufiigen der
Standardsubstanz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen) zum angereicherten Extrakt von A.
gummifera fithrte zu einem groBeren Peak desselben Rf~-Wertes. Die Selektivitéit der Methode in
Hinsicht auf die Bestimmung von GlyCer in angereicherten Pflanzenextrakten mit guter
Basislinientrennung konnte auf diese Weise nachgewiesen werden.

Ein Ausschnitt des Densitogramms (Abb. 44, D) im Bereich der GlyCer-Referenz um den Ry
Wert 0,33 zeigte, dass alle Pflanzenmaterialien GlyCer enthielten. Weizenkeime zeigten einen
Doppelpeak im Bereich der GlyCer-Referenz. Mit Abweichungen von R¢< 0,01 und RSD <14
% (n=3, Tab. A6) der eingesetzten Referenzsubstanzen nach chromatographischer
Mehrfachentwicklung (3 Platten, n=3) war die Laufstrecke reproduzierbar. Die Analytische
Response (Kalibrierkurve) wurde mithilfe einer Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen) in konzentrationsabhingiger Weise bestimmt (Abb. A23). Mit der
Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:00 (7), Sojabohnen) wurde eine Kalibrierfunktion (6
Konzentrationslevels, 25-1000 ng/Bande, n=3) erstellt (Abb. 45).

20000
y = -0,0069x2 + 23,643x + 66,31
15000 - R2 = 0,9999

Q
S 10000 -
<«

5000 1 y = 16,756x + 870,35

R2 = 0,9856
0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Masse [ng]

Abb. 45:  Kalibrierkurve fiir 25-1000 ng/Bande Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen)

Als BezugsgroBe diente die Fliche: AUC — Area under the curve. Es
erfolgte eine 6-Punkt-Kalibrierung (n=3). Die lineare und polynomiale
Regression sind dargestellt.

Die Peakfliche wurde zur Bestimmung der Kalibrierfunktion verwendet, basierend auf der
Annahme, dass alle GlyCer gleich intensiv visualisiert werden. Aufgrund der R~-Werte einzelner
GlyCer-Klassen (z.B. Weizenkeime, siehe Abb. 44) wurde die Peakhohe nicht zur
Quantifizierung herangezogen. Eine polynomiale Regression (R* = 0,9999+0,0001) wurde
bevorzugt gegeniiber einer linearen Regression (R* = 0,985620,0034; Abb. 45) angewendet.
Dieses Ergebnis wurde auch visuell bei Betrachtung der Signalintensitét der unterschiedlichen
Referenzkonzentrationen beobachtet (Abb. A23). Fiir einen Konzentrationsbereich von 25 bis
1000 ng/Bande wurde ein direkter Zusammenhang nachgewiesen. Die Nachweisgrenze (LOD,

S/N=3) und die Bestimmungsgrenze (LOQ, S/N=10) wurden experimentell iiber das Signal-
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Rausch-Verhiltnis (Ph. Eur. 8.8, 2.2.46) in Ubereinstimmung mit der ICH (International
Conference on Harmonisation, 2005) mit 10 ng/Bande und 25 ng/Bande bestimmt.

Die Richtigkeit wurde als Wiederfindungsrate nach dem Additionsverfahren ausgedriickt. Dafiir
wurden drei Proben des angereicherten Extraktes von A. gummifera (voranalysierte Probe mit
0 ng/Bande Referenz) mit drei Konzentrationen der Referenzsubstanz Glc-d18:2 h16:0 (7,
Sojabohnen, 25, 100 und 400 ng/Bande, n=5) versetzt und die Wiederfindungsrate nach Formel
(6) berechnet. Die Wiederfindungsrate lag zwischen 106,5+6,1 und 112,1%6,1 %, die relative
Standardabweichung (RSD) zwischen 5,4 und 7,4 % (Tab. 45).

Tab. 45:  Richtigkeit der AMD-HPTLC-Quantifizierung

Als Wiederfindungsrate (WFR) [%] und relative Standardabweichung
(RSD) [%] nach Additionsverfahren; Probe: angereicherter Extrakt von A.
gummifera., 10 pl je Bande

Mygdierte Ref. n mquantifizierte Ref. + RSD WFR RSD
[ng/Bande] [ng/Bande] [%] [%]
25 5 27,420 109,6£8,1 7.4
100 5 112,1%6,1 112,1+6,1 54
400 5 426,0+24,2 106,5+6,1 5,7

Die Wiederholbarkeit (Wiederholprézision auf einer Platte) wurde fiir den LOQ (25 ng/Bande,
n=6) mit RSD #24 % bestimmt (Tab. AS8). Die Prizision innerhalb einer Analyse
(Wiederholprizision auf einer Platte) fiir drei Konzentrationslevels mit je drei Replikaten (25
400 und 1000 ng/Bande als LOQ, mittlere und hohe Konzentration, n=3) war fiir alle
Konzentrationen besser als RSD %59 % (Tab. 46). Die Prizision zwischen Analysen
(Wiederholprizision zwischen Platten) wurde an fiinf Tagen mit je drei Replikaten von drei
Konzentrationen (25, 400 und 1000 ng/Bande als LOQ, mittlere und hohe Konzentration, n=3)
erhoben. Die RSD aller Konzentrationen variierten zwischen 2,0 und *5,0 %. Die AMD-

HPTLC-Methode wurde anhand dieser Ergebnisse als reproduzierbar bewertet.

Tab. 46:  Prizision der AMD-HPTLC-Quantifizierung

Die Prizision innerhalb einer Analyse wurde bestimmt als WFR und RSD
(n=3 je Platte), die Prézision zwischen Analysen als WFR und RSD (n=3
je Platte an fiinf Tagen), Referenz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen),
WEFR - Wiederfindungsrate, RSD — relative Standardabweichung, weitere
Daten im Anhang (Tab. A10).

My qdierte Ref. Prizision n mquantifizierte Ref. WFR RSD
+= RSD

[ng/Bande] [ng/10ul] [%] [%]
25 innerhalb einer Analyse (min) 3 25,3+0,4 101,2+14 1,4
innerhalb einer Analyse (max) 3 26,4%0,8 105,7¢3,1 2,9

zwischen Analysen 5x3 25,9+0,5 103,6£2,1 2,0

400 innerhalb einer Analyse (min) 3 396,5+10,3 99,1+2,6 0,9
innerhalb einer Analyse (max) 3 440,7%3,8 109,3+4,1 5,2

zwischen Analysen 5x3 418,5+21,1 104,6+5,3 5,0

1000 innerhalb einer Analyse (min) 3 934,9+50,0 93,5+5,0 1,2
innerhalb einer Analyse (max) 3 1051,0+13,1 105,1+1,3 5,9
zwischen Analysen 5x3 981,0+46,1 98,1+4,6 4,7
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4.5.3 Glycosylceramid-Gehalte unterschiedlicher Pflanzenmaterialien
Mit der validierten Methode wurde das Pflanzenmaterial auf den Gehalt an GlyCer in neun
Pflanzenmaterialien untersucht (Tab. 47).
Tab. 47:  Glycosylceramid-Gehalte des pflanzlichen Materials nach AMD-
HPTLC-Densitometrie

det. — detektiert, aber auBlerhalb des quantifizierbaren Bereiches, RSD —
relative Standardabweichung (n=3), Extr. — Angereicherter Extrakt

Probe mgiycer mgiycer Mgycer/
Bande Extr. 100 g
+ RSD (Mgyr) Ausgangs-
[ng/10pl] [mg] material
[mg]
Apfeltrester 131,2+4,5 200,6 (30,42 g) 26,8
Wweizenkeime 77,827 118,6 (30,37 g) 39,5
Kaffeesatz det. - (30,44 g) -
Albizia grandibracteata 96,7+4,6 10,1 (2,1 g) 10,1
Albizia gummifera 67,5+1,8 23,1(6,8 g) 23,1
Albizia lebbeck 93,7+0,2 9,4(2,0¢g 9.4
Albizia schimperiana 69,5+£2,1 18,2(5,2 g) 18,2
Acacia etbaica 43,1£2,0 18,3 (8,3 2) 18,3
Robina pseudoacacia 68,9+3.5 19,6 (5,6 g) 19,6

Dabei wurden in Bezug auf 100 g Pflanzenmaterial fiir Weizenkeime und Apfeltrester die
hochsten Gehalte (39,5 mg und 26,8 mg/100 g Pflanzenmaterial) ermittelt. Sie lagen im Bereich
der nach vollstdandiger Isolierung ausgewogenen Mengen von GlyCer (Apfeltrester 28,9 mg und
Weizenkeime 33,7 mg/100g Pflanzenmaterial, 3.2.1.4). In den Proben des Kaffeesatzes konnten
zwar GlyCer detektiert, jedoch nicht quantifiziert werden, da sich die applizierte Menge GlyCer
(10 pl angereicherter Extrakt) unterhalb des ermittelten LOQ (25 ng/Bande) befand.

Die Gehalte der Fabaceae-Arten lagen zwischen 9,4 und 23,1 mg/100 g Ausgangsmaterial. Mit
23,1 mg/100 g Ausgangsmaterial wurde fiir Albizia gummifera der hochste Gehalt, mit
9,4 mg/100 g Ausgangsmaterial fiir Albizia lebbeck der niedrigste Gehalt ermittelt, obwohl
Albizia lebbeck neben Albizia grandibracteata einen der hochsten Gehalte (93,7+0,2 und
96,7+4,6 ng/Bande) innerhalb des angereicherten Extraktes aufwiesen. Jedoch waren die
gewonnenen Mengen des angereicherten Extraktes (2,0 und 2,1 g) am geringsten. Zum
Vergleich des dthiopischen Pflanzenmaterials (Albizia- und Acacia-Arten) wurde eine in
Deutschland weitldufig vorkommende Fabaceae-Art auf ihren GlyCer-Gehalt untersucht. Fiir

Robinia pseudoacacia wurde ein GlyCer-Gehalt von 19,6 mg/100 g Pflanzematerial bestimmt.

4.5.4 Massenspektrometrischer Glycosylceramid-Nachweis nach praparativer TLC
GlyCer wurden innerhalb der AMD-HPTLC-Methode iiber den Vergleich der R-Werte mit
einer Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen) identifiziert. Um den Nachweis von

GlyCer innerhalb der fiir die Quantifizierung gemessenen Banden zu erbringen (Tab. 48), wurde
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erst eine priparative TLC des entsprechenden R-Bereiches und anschlieBend eine LC-MS-
Analyse vollzogen.

Die Verbindungen wurden als [M+H]"-Ionen detektiert. Eine Zuckerkopfgruppe wurde durch
die bekannten Fragmente [M-162+H]" nachgewiesen. Insgesamt wurden fiinf GlyCer vom
Sphingadienin (d18:2)-, Sphingenin (d18:1)- und Phytosphingenin (t18:1)-Typ aufgrund von
m/z-Zahlen und Retentionszeiten im Vergleich zu authentischen Vergleichssubstanzen (4.2.9)
nachgewiesen. a-Hydroxylierte Fettsduren mit Kettenlingen von C16, C20, C22 und C24

stellten die verkniipften Fettsdurekomponenten dar.

Tab.48: LC-MS-Identifizierung der Glycosylceramide nach préiparativer TLC

Nomenklatur (Gly-Sphingobase Fettsdure, z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7));
Kettenlidnge : Desaturierung, d — dihydroxy, t — trihydroxy, h — a-hydroxy,
Gly - Glycosylrest (Zucker nicht bestimmt); A — Apfeltrester, W —
Weizenkeime, AGr — Albizia grandibracteata, AGu — Albizia gummifera,
AL - Albizia lebbeck, AS — Albizia schimperiana, AE — Acacia etbaica,
RP — Robina pseudoacacia

Pflanzenmaterial GlyCer LC-APCI/MS
RT m/z

A W AGrAGuAL AS AE RP [min] [M+H]" [M-162+H]J"
X X X X X X X Gly-d18:2h16:0(7) 8,6  714.6 552.5

X Gly-d18:2 h20:0 (22) 15,0 770,6 n.d.

X Gly-d18:1 h20:0 (26) 17,1 7727 n.d.
X X X X X Gly-t18:1 h22:0 (28) 17,6 816.6 654.6
X X X X XX Gly-t18:1 h24:0 (36) 21,3  844.6 682.6

Fiir den Apfeltrester und Weizenkeime wurden die bereits iiber eine vollstindige Isolierung
identifizierten GlyCer (Apfeltrester: Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28) und Glc-t18:1
h24:0 (36); Weizenkeime: Glc-d18:2 h20:0 (22), Glc-d18:1 h20:0 (26) und Glc-t18:1 h24:0
(36)) nachgewiesen. Die Albizia-Arten wiesen dasselbe GlyCer-Spektrum wie der Apfeltrester
auf, allerdings mit Unterschieden in der konzentrationsabhingigen Verteilung der
Verbindungen. In den Pflanzen Acacia etbaica und Robinia pseudoacacia wurde nur eine
GlyCer-Verbindung (Glc-d18:2 h16:0 (7)) nachgewiesen.

Es zeigte sich, dass in Bezug auf die vollstindig isolierten GlyCer des Apfeltresters und der
Weizenkeime die anteilsméBig hiufigsten GlyCer auch in den Banden der AMD-HPTLC
nachgewiesen wurden. Dies bedeutete, dass jene GlyCer (Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0
(28) und Glc-t18:1 h24:0 (36)) auch die grofiten Mengen in den Fabaceae-Pflanzen ausmachten.

Spurenverbindungen konnten mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.
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S DISKUSSION

5.1 Gewinnung von Glycosylceramiden aus pflanzlichem Material

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einfacher und effektiver Methoden zur
Gewinnung von GlyCer aus pflanzlichem Abfallmaterial, um daraus ,,Phyto“-Cer zu
produzieren. Dies umfasste Extraktions-, Aufreinigungs- und Analysemethoden zur
Strukturaufklarung. Die Methoden wurden an den drei industriellen Abfallpflanzenmaterialien

Apfeltrester, Weizenkeime und Kaffeesatz beschrieben.

5.1.1 Optimierung der Extraktion der Gesamtlipide und Aufarbeitung des Extraktes

Die quantitative Isolierung von Verbindungen aus einer Matrix wie dem Gesamtlipidextrakt
einer Pflanze stellt hohe Anforderungen an die Methoden dar. Fiir eine industriell umsetzbare
Aufreinigung miissen effektive und skalierbare Methoden zur Verfiigung stehen.

Pflanzliche Lipide werden heute weitestgehend mit organischen Fliissigkeiten extrahiert. Die
Verwendung der Methode nach Folch et al., 1957, bzw. in modifizierter Form nach Bligh und
Dyer, 1959, hat sich zur Extraktion von Sphingolipiden aus Pflanzen bewihrt (Cahoon und
Lynch, 1991; Bartke et al., 2006; Markham ef al., 2006). Hierbei wird ein Gemisch aus
Chloroform und Methanol (2:1 V/V) zur Extraktion und anschlieBend zur Phasenseparation mit
Wasser genutzt (Folch et al., 1957). Bligh und Dyer, 1959, fiihrten die Extraktion und Fliissig-
Fliissig-Trennung (Chloroform-Methanol-Wasser) in einem Schritt durch. Ein Vergleich der
Methoden nach Folch et al., 1957, und Bligh und Dyer, 1959, zeigte, dass Proben der letzteren
mit hoherem Lipidgehalt filschlicherweise als zu gering bestimmt werden konnen (Iverson et
al., 2001). Chloroform wird als vermutlich karzinogen und reproduktionstoxisch angesehen
(Golden et al., 1997; European Chemicals Agency, 2011). Daher wurden alternative
Extraktionsmethoden gesucht. Macmurray und Morrison, 1970, verwendeten erfolgreich
wasser-gesittigtes n-Butanol als Extraktionsmittel von GlyCer aus Weizenmehl. Dieses
Extraktionsmittel war dem Gemisch aus Chloroform-Methanol 2:1 (V/V) {iberlegen
(Macmurray und Morrison, 1970). Hara und Radin, 1978, extrahierten mit einem n-Hexan-
Isopropanol-Gemisch 3:2 (V/V) Lipide aus Nervengewebe. Dariiber hinaus extrahierten
Farwanah et al., 2002, Cer aus menschlicher Haut mit einem n-Hexan-Alkohol-Gemisch
2:1 (V/V). Das Extraktionsmittel Isopropanol-n-Hexan-Wasser 55:20:25 (V/V/V) wurde
schlieBlich fiir die Extraktion der Gesamtlipide aus unterschiedlichem pflanzlichen Gewebe
(Arabidopsis thaliana, Tomaten, Sojabohnen) erfolgreich eingesetzt (Markham et al., 2006).
Dabei inaktiviert Isopropanol die Lipase, welche Glycolipide hydrolysiert (Markham et al.,
2006). In dieser Arbeit wurden die Gesamtlipide mit Isopropanol-n-Hexan-Wasser
55:20:25 (V/V/V) (Markham et al., 2006) im Ultraschallbad dreimal fiir 15 min extrahiert.
Markham et al., 2006, inkubierten das Gemisch dreimal bei 60 °C fiir 15 min. Der direkte

Vergleich der Extraktion nach Markham ef al., 2006, und der vorgestellten, leicht modifizierten
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Methode ergab dhnliche Ergebnisse. Pflanzeninhaltsstoffe konnen mit Ultraschallbehandlung
effektiver, einfacher und bei niedrigeren Temperaturen extrahiert werden als das mit Mazeration
der Fall ist (Schinor et al., 2004). Mit 15 min wurde die Zeit der Extraktion bewusst kurz
gehalten. Bereits Romanik er al., 2007, beschrieben die Vorteile der kiirzeren Extraktionsdauer
durch Ultraschallbehandlung gegeniiber konventioneller Extraktionen.

Die erschopfende Extraktion wurde mit TLC iiberpriift. Nach dem dritten Extraktionsschritt
konnte keine Bande auf Hohe der GlyCer-Referenz nachgewiesen werden. Die Extraktion der
Gesamtlipide zeigte fiir alle Pflanzenmaterialien Anteile zwischen 11,5 % und 36,8 % (Tab. 49).
Weizenkeime hatten eine groflere Totallipidextraktfraktion, da sie das lipidreiche Gewebe des
Weizenkorns sind (Barnes, 1982; de Vasconcelos ef al., 2013). Dagegen wiesen Apfeltrester als
Gemisch unterschiedlicher anatomischer Bestandteile und Kaffeesatz als gerostete, gemahlene

Bohnen eine geringere Menge auf.

Tab.49: Anteile der Totallipidextrakte und der angereicherten Extrakte vom

Ausgangsmaterial

Pflanzenmaterial Total-  Angereicherter Berichteter Literatur

lipid- Extrakt Lipidgehalt

extrakt

[%] [%] [%]
Apfeltrester 13,2 4,1 ~4 Vendruscolo et al., 2008
Weizenkeime 36,8 10,1 ~10 Barnes, 1982; de

Vasconcelos et al., 2013

Kaffeesatz 11,5 10,1 11-17 Belitz et al., 2009
Alb. grandibracteata 18,4 2.1
Alb. gummifera 25,6 6,8 0,8-20,9 (Fabaceae) = Wolff und Kwolek, 1971
Alb. lebbeck 30,7 2,5 10,5 (Alb. julibrissin) Nehdi, 2011
Alb. schimperiana 23,1 5,2
Acacia etbaica 15,3 8.3 8,8 (Acacia spp.) Wolff und Kwolek, 1971
Rob. pseudoacacia 14,0 5,6 3,7 Wolff und Kwolek, 1971

Mithilfe einer Fliissig-Fliissig-Extraktion (Chloroform-Methanol-Wasser) wurden polare
Verbindungen und Nicht-Lipide abgetrennt (Rupcic et al., 2004). Die Zugabe von 0,5-1 % w/V
NaCl zur Wasserphase fiihrte zu einer verbesserten Phasentrennung, was bereits Axelsson und
Gentili, 2014, beschrieben hatten. Die GlyCer-Mengenanteile der angereicherten Extrakte aller
untersuchten Pflanzenmaterialen lagen zwischen 2,1 und 10,1 % (Tab. 49). Die
Ausgangsmaterialien des Apfeltresters, der Weizenkeime und des Kaffeesatzes zeigten dhnliche
Mengen an angereicherten Extrakten (30,37-30,44 g). Dabei war die Apfeltresterausgangs-
menge (750,0 g) um das 2,5fache groBer als bei Weizenkeimen und Kaffeesatz (je 300,0 g). Die
Anteile der angereicherten Extrakte am Ausgangsmaterial entsprachen den berichteten
Lipidmengen innerhalb dieser Pflanzen (Tab. 49). Die hohe Ausbeute (88,4 %) des
angereicherten  Extraktes des Kaffeesatzes aus dem Totallipidextrakt lag im

Herstellungsverfahren des Kaffeesatzes begriindet. Da der Kaffeesatz bereits einer Perkolation
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mit heilem Wasser unterzogen wurde, waren bereits grole Mengen polarer Verbindungen im

Filtrat abgetrennt worden.

5.1.2 Isolierung der Glycosylceramide durch Kopplung siulenchromatographischer
Methoden
Die Isolierung einer GlyCer-angereicherten Fraktion aus dem Lipidextrakt umfasste zwei
chromatographische Schritte. Diese waren eine polarititsabhingige Auftrennung der
enthaltenen Lipidklassen (z.B. in Triglyceride, Sterole, Fettsduren, Sterolglucoside und GlyCer)
und eine nachfolgende groBenausschlusschromatographische Trennung von Sterolglucosiden
und GlyCer, da diese aufgrund ihrer dhnlichen Polaritit unter den angewendeten Bedingungen
nicht an Kieselgel 60 getrennt werden konnten.
Fiir die Trennung eines Stoffgemisches steht mit der Sdulenchromatographie (SC) eine effektive
Methode zur Verfiigung. Fiir die Beladung ergibt sich folgende Faustregel Probe 1 : stationdre
Phase 100-500 : Mobile Phase 500-5000 (nach Heilmann, 2010). Fiir eine SC-Trennung an
Kieselgel 60 wire bei einer Aufgabe von 20,0 g Extrakt mindestens 2 kg Kieselgel 60 und 10 1
Losungsmittel notwendig. Fiir eine Grobtrennung von Rohextrakten ist auch eine Beladung
zwischen 1:10 bis 1:25 (Probe : stationdre Phase) moglich (Heilmann, 2010). In der
beschriebenen Methode (3.2.1.3) wurde ein Verhiltnis von 1:12,5 gewihlt (20,0 g Probe :
250,0 g stationdre Phase). Es wurde mit insgesamt 6 SV (entsprechend 3 1) eluiert. Die
vorliegende Methode dient der Grobauftrennung. Eine ausreichend scharfe Trennleistung des
angereicherten Extraktes und eine zeitlich akzeptable Trennung bei minimiertem Verbrauch von
Chromatographiematrix und Losemitteln war das Ziel der Methodenentwicklung.
Im Allgemeinen kann ein Gesamtlipidextrakt an einer polaren stationiren Phase (z.B. Kieselgel)
mit unpolaren Losungsmitteln (z.B. Chloroform, Aceton) aufgetrennt werden. Unterschiedliche
Zusammensetzungen von Chloroform, Methanol, Aceton und Wasser erwiesen sich fiir die
Aufreinigung einzelner Klassen wie freie Fettsduren, Sterolglucoside und GlyCer aus einem
Gesamtlipidextrakt (z.B. aus Roggen, Weizenkeimen oder Hefen) als erfolgreich (Cahoon und
Lynch, 1991; Sullards et al., 2000; Rupcic et al., 2004; Wang et al., 2006b). Die erste
Sdulenchromatographie erfolgte aufgrund dieser Vorkenntnisse an polarem Kieselgel 60 mit
einem Chloroform-Methanol-Gradienten. GlyCer wurden nicht von reinem Chloroform eluiert,
jedoch die Lipidklassen der Triglyceride, Sterole und Fettsduren. Die Elution von GlyCer
erfolgte mit Chloroform-Methanol 9:1 (V/V) und 8:2 (V/V) (siehe Abb. 13, Abb. A3-A4). So
wurde eine Fraktion erhalten, die neben GlyCer aulerdem noch Sterolglucoside enthielt.
Die Trennung von Sterolglucosiden und GlyCer an Kieselgel (TLC: Chloroform-Methanol
85:15 (V/V); R 0,36£0,02 und 0,25£0,02) war unter den effizienzorientierten, sdulenchromato-
graphischen Bedingungen aufgrund der polarititsbestimmenden Zuckergruppe in beiden

Molekiilen nicht hinreichend moglich. Durch die unterschiedliche Molekiilgroe wurde jedoch
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eine Trennung an Sephadex LH-20 erreicht. Sephadex LH-20 bedient Figenschaften der
GroBenausschluss- und untergeordnet der Affinitdtschromatographie. Durch die aliphatischen
Ketten der GlyCer ist die raumliche Ausdehnung groBer als bei Sterolglucosiden. Diese wurde
fiir die Trennung an Sephadex LH-20 ausgenutzt. Die Abtrennung der GlyCer von den
Sterolglucosiden wurde mittels HPLC-MS {iiberpriift (Abb. 46).

Sdulenchromatographie HPLC-MS
(Sephadex LH-20) (RP18)
-”/ ~N
{a 1Y =
L e aa, o s
- Sterolglucoside =z
)
____________ )2
J S
PR 9 "‘h . Tﬂ:
e =
Glycosylceramide
6 8 10 12
Retentionszeit

|min|

Abb. 46: Trennung von Glycosylceramiden und Sterolglycosiden an Sephadex
LH-20

Die Strukturen sind schematisch dargestellt. Das GlyCer liegt in der voll
gestreckten Konformation vor. Andere Konformationen (z.B. Hairpin-
Konformation) sind moglich.

Sephadex LH-20 wurde bereits erfolgreich fiir die Gewinnung von GlyCer-angereicherten
Fraktionen verwendet (Gao et al., 2001; Napolitano et al., 2011). Dabei diente Methanol als
mobile Phase, das Verhiltnis Probe : stationire Phase betrug 2:100 (Gao et al, 2001;
Napolitano et al., 2011). Bei der hier vorgestellten Sdulenchromatographie an Sephadex LH-20
wurde auf das Losungsmittelgemisch Dichlormethan-Methanol 1:1 (V/V) zuriickgegriffen, da
die Probe im angestrebten kleinen Volumen Methanol nicht ausreichend 16slich war.

Obwohl sich durch die unvollstindige Trennung von GlyCer und Sterolglucosiden der ersten
Saulenchromatographie eine weitere Grofenausschlusschromatographie an Sephadex LH-20
anschloss, war diese wirtschaftlich sinnvoll, da eine isokratische einmalige Elution beide
Verbindungsklassen trennen konnte. Die Sdule mit Sephadex LH-20 kann mehrfach genutzt
werden. Die Vorteile der Sdulenchromatographie liegen in ihrem geringen apparativen Aufwand
und der einfachen Durchfithrung. Einen Nachteil stellt dagegen der Zeitaufwand dar, welcher
durch die Elution unter Normaldruck entsteht. Die Verwendung der Flash-Chromatographie

(Elution unter Anwendung von Druck) konnte als Alternative neben einer verbesserten
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Trennleistung auch fiir eine schnellere Durchfiihrung sorgen (Still et al., 1978; Stevens und Hill,
2009).

In der Medizin finden standardisierte Pflanzenextrakte Verwendung. Obwohl auch
standardisierte ~ GlyCer-angereicherte  Extrakte, z.B. gewonnen nach der zweiten
Sadulenchromatographie an Sephadex LH-20, zukiinftig in der Dermatotherapie verwendet
werden konnten, ist die Isolierung einzelner GlyCer unerlésslich in der Untersuchung von
pflanzlichen Cer fiir eine medizinische Anwendung. Bevor ein Stoffgemisch therapeutisch
genutzt wird, sollten seine Bestandteile aufgeklirt und bekannt sein. Nur so kann sichergestellt
werden, dass sich einzelne enthaltene Verbindungen den Haut-Cer dhnlich verhalten und nicht
nachteilig fiir den Erfolg der Behandlung sind. Da bisher keine Untersuchungen zur Anwendung
strukturell unterschiedlicher ,,Phyto“-Cer in Hautcremes vorliegen, sollten Experimente zur
Sicherheit, Qualitit und Unbedenklichkeit mit isolierten Verbindungen erfolgen. Erst dann kann
ein Gemisch einer GlyCer-angereicherten Fraktion Anwendung finden.

Fiir die Isolierung einzelner GlyCer aus der GlyCer-angereicherten Fraktion wurde daher eine
priaparative HPLC-MS-Methode entwickelt, die auf der analytischen HPLC-MS-Methode fiir
die Identifizierung von GlyCer basierte (3.2.2.3). GlyCer wurden an einer RP18-Phase mithilfe
eines Methanol-Wasser-Gradienten anhand ihrer Sphingobasen und Fettsdurekettenldngen
aufgetrennt. Es wurde keine Basislinientrennung aller Verbindungen erreicht. Daher befanden
sich in den meisten Fraktionen mehrere GlyCer (bis zu sechs), die jedoch mithilfe der
massenspektrometrischen ~ Detektion  identifiziert = werden  konnten  (4.2).  FEine
Basislinientrennung war mit modifiziertem Gradienten und geringerem Fluss moglich, wurde
jedoch als nicht wirtschaftlich angesehen. Der Losungsmittelverbrauch wurde aufgrund des
hohen angewendeten Flusses wihrend der priaparativen HPLC-MS (25 ml/min) durch eine kurze
Laufzeit moglichst gering gehalten (Gesamtlaufzeit 25 min). Als Detektionsmethode von
Lipiden hat sich die Massenspektrometrie nach Chemischer Ionisation bei Atmosphérendruck
(APCI) als erfolgreich erwiesen. APCI gilt als schonende Ionisationstechnik mit wenigen
Fragmenten (Byrdwell, 2001). Sie wurde bereits fiir die Detektion von Haut-Cer (Farwanah et
al., 2003; van Smeden et al., 2011) oder pflanzlichen GlyCer (Yamauchi et al., 2001; Fang et
al., 2005) eingesetzt. Die pridparative HPLC-Methode zur Auftrennung der GlyCer-
angereicherten Fraktionen hat sich als effektiv erwiesen. Mit der vorliegenden Methode wurden
die GlyCer-angereicherten Fraktionen in jeweils 12 (Apfeltrester und Weizenkeime) und 5
Fraktionen (Kaffeesatz) aufgetrennt. Die Fraktionen enthielten von einem bis zu maximal sechs

GlyCer (Abb. A13-Al5).

5.1.3 Glycosylceramid-Gehalte des Apfeltresters, der Weizenkeime und des Kaffeesatzes
Vor allem Sojabohnen und Reis dienen heute der Gewinnung von pflanzlichen GlyCer in

kleinem MaBstab. Es wurden GlyCer-Gehalte von ca. 28-35 mg/100 g Trockengewicht
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(Gutierrez et al., 2004; Wang et al., 2006b) bestimmt. Die hier untersuchten
Pflanzenmaterialien des Apfeltresters und der Weizenkeime wiesen GlyCer-Gehalte von
28,9 und 33,7 mg/100 g Pflanzenmaterial auf und konnten damit einer gleichwertigen GlyCer-
Gewinnung dienen.

Apfel wurden bereits als ergiebige Quelle fiir GlyCer ausgemacht (Takakuwa et al., 2005). Es
wurden Mengen zwischen 17,0 und 100,0 mg/100 g Apfeltrester analytisch bestimmt (Ogawa et
al., 2014). Im Vergleich lagen die hier isolierten GlyCer-Anteile im unteren Drittel der
detektierbaren Mengen von Ogawa et al., 2014. Sie hatten gezeigt, dass der GlyCer-Gehalt in
Apfeltrestern unterschiedlicher Sorten stark variiert (Ogawa et al., 2014). Es muss daher gesagt
werden, dass in dieser Arbeit nur eine Apfeltresterart untersucht wurde, von der die enthaltenen
Apfelsorten bedingt bekannt waren. Es ist sinnvoll, zukiinftig Trester einzelner Sorten zu
untersuchen und den GlyCer-Gehalt zu bestimmen.

Apfeltrester ist ein Gemisch unterschiedlicher Fruchtbestandteile wie Schale, Fruchtfleisch,
Kerne und Stiele (Vendruscolo et al., 2008). Da die Samen von Pflanzen besonders lipidreich
sind (Fang et al., 2005), wurden groBere Mengen GlyCer in Apfelkernen vermutet. Jedoch
konnte der Vergleich der angereicherten Extrakte des Apfeltresters und der Apfelkerne das nicht
bestidtigen. Der grofte Anteil an GlyCer befindet sich nicht in den Kernen (Abb. A6). Dies
deckte sich mit den Ergebnissen von Takakuwa et al., 2005. Sie hatten im Fruchtfleisch GlyCer-
Gehalte von 94,0 mg und in der Schale 49,0 mg/100 g Pflanzenmaterial bestimmt (Takakuwa et
al., 2005), welche zusammen einen grofen Anteil des Tresters ausmachen. Folglich miissen
Pflanzengewebe separat auf GlyCer untersucht werden.

Im Weizen wurden bereits GlyCer nachgewiesen (Sugawara und Miyazawa, 1999; Vesper et
al., 1999; Takakuwa et al., 2005; Zhu et al., 2013). Es gibt Untersuchungen zum ganzen Korn
(Fujino und Ohnishi, 1983), der Kleie (Zhu et al., 2013) und dem Mehl des Weizens (Sugawara
und Miyazawa, 1999; Vesper et al., 1999). Weizenkeime mit einem Lipidanteil von ca. 10 %
(Barnes, 1982; de Vasconcelos et al., 2013) sollten groBere GlyCer-Mengen enthalten. Der hier
ermittelte GlyCer-Gehalt von 33,7 mg/100 g Weizenkeime {iibertraf die meisten publizierten
Werte vom ganzen Korn, dem Mehl oder der Kleie (9-26 mg/100 g, Tab. 3).

In Rahmen dieser Arbeit sind zum ersten Mal GlyCer in Coffea arabica nachgewiesen worden.
Jedoch war der Gehalt von 4,4 mg/100 g Pflanzenmaterial sehr gering. Trotz des industriellen
Rostprozesses (bei ca. 200-230 °C, Belitz ef al., 2009) und der Zubereitung des Kaffees durch
Perkolation mit heilem Wasser wurden intakte GlyCer nachgewiesen. Da sich die
Zusammensetzung der Lipidfraktion mit dem Rostprozess nicht sehr verdndert (Hénsel und
Pertz, 2010), kann davon ausgegangen werden, dass auch rohe Kaffeebohnen keine groBen
Mengen an GlyCer enthalten. Jedoch wurden rohe Kaffeebohnen im Rahmen dieser Arbeit nicht

untersucht.
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5.2 Identifizierung und Strukturaufklirung der isolierten Glycosylceramide
Die GlyCer innerhalb der isolierten Fraktionen (Al1-12, W1-12, CI-5) wurden mit TLC,
HRMS, MS/MS, HPLC-MS und NMR-Experimenten identifiziert.

5.2.1 TLC-Identifizierung der Lipidklasse und MS-Strukturaufklirung der enthaltenen
Glycosylceramide

Pflanzliche Gemische enthalten zahlreiche Begleitstoffe, die eine LC-Sédule verstopfen konnen.
Daher sind besonders in wenig vorgereinigten Fraktionen TLC-basierte Auftrennungsmethoden
gegeniiber HPLC-Techniken zu bevorzugen, da eine schnelle, effiziente und giinstige Trennung
moglich ist. Fir die Auftrennung von Cer des Stratum corneums sind viele Methoden
beschrieben (Motta et al., 1993; Robson et al., 1994). Die gebriduchlichste stationdre Phase ist
Kieselgel. Dagegen gibt es groflere Unterschiede in der Verwendung der mobilen Phase. So
wurden Gemische aus Chloroform-Methanol-Essigsdure-Wasser 85:15:15:3,5 (V/V/V/V)
(Cahoon und Lynch, 1991; Sullards et al., 2000) oder Chloroform-Methanol-Ether-Hexan-
Essigsdure 100:20:20:10:1,5 (V/V/V/V/V) (Wang et al., 2006b) verwendet. Siurefreie
Laufmittel wie Chloroform-Methanol-Wasser 65:25:4 (V/V/V) (Rupcic et al., 2004) bewirkten
eine ebenso effektive Auftrennung der Lipidgemische. In dieser Arbeit wurde ein Chloroform-
Methanol-Gemisch 85:15 (V/V) nach Ternes et al.,, 2011, verwendet, nachdem durch den
Zusatz von Essigsdure (1 %) die Sterolglucosid- und GlyCer-Banden schlechter getrennt
wurden. Die Entwicklung wurde unter Kammerséttigung durchgefiihrt, da auf diese Weise eine
reproduzierbarere Lauffront erhalten wurde.

GlyCer wurden iiber die Veraschung der Lipide visualisiert, indem ein Gemisch aus
Kupfersulfat, Phosphorsdure und Methanol in Wasser und eine anschlieBende 10-miniitige
Behandlung im Trockenschrank bei 150 °C grau-braune Banden bewirkte (Farwanah et al.,
2002; Opitz et al., 2011). Die Lipid-Veraschung gehort zur Routineanalytik von Lipiden.
Wihrend frither Kupferacetat verwendet wurde (Fewster et al., 1969), sollte mit Kupfersulfat
und Phosphorséure eine von Doppelbindungen unabhiéngigere Detektion erreicht werden (Baron
und Coburn, 1984). Verbindungen ohne Doppelbindung (z.B. Cer [AP], t18:0 h18:0) zeigten in
dieser Arbeit jedoch schwichere Bandenintensititen gegeniiber Cer mit Doppelbindungen (z.B.
Cer [AS], d18:1 h18:0) (Abb. A1-A2).

Die Diinnschichtchromatographie wurde fiir die Kontrolle des Aufreinigungsprozesses mittels
Saulenchromatographie verwendet. Mithilfe von Referenzsubstanzen wurden die Lipidklassen
zugeordnet und die Fraktionierung verfolgt. Bereits im Gesamtlipidextrakt wurden GlyCer in
Form einer schwachen Bande nachgewiesen (Abb. 13, Abb. A3-A4). Dagegen wurden mit
jedem weiteren Aufreinigungsschritt intensivere GlyCer-Banden visualisiert. Bei allen
Einschrinkungen in der Trennung und Detektion war die TLC fiir das Fraktionsmonitoring gut

geeignet: schnell, preisgiinstig und ausreichend trennscharf.
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Der Goldstandard fiir die Lipidanalytik ist heute die Kopplung einer effektiven
chromatographischen Trennmethode wie HPLC mit einer diskriminierenden Detektionsmethode
wie MS. In der Vergangenheit wurden GC-MS-Methoden entwickelt, fiir die eine
Derivatisierung der GlyCer notwendig war (Raith et al., 2000). Obwohl die Effektivitt
nachgewiesen wurde, war diese Methode sehr zeitaufwendig (Raith et al., 2000) und damit nur
bedingt fiir Screening-Vorhaben geeignet. Heute werden GC-MS-Methoden hauptsichlich dazu
verwendet, die Strukturelemente von Cer aufzukldren. So werden die Hexosen und
Sphingobasen derivatisiert und Fettsduren als Methylfettsaureester nach Totalhydrolyse der
GlyCer analysiert (Cahoon und Lynch, 1991; Itonori ef al., 2004).

Auch andere Detektionsmoglichkeiten nach HPLC-Trennung sind bekannt. Es gibt Studien zu
Evaporative Light Scattering (ELS)- (Sugawara und Miyazawa, 1999; Farwanah et al., 2003;
Wang et al., 2006b) oder UV-Detektoren ohne (205-210 nm; Cahoon und Lynch, 1991;
Whitaker, 1996) und nach (Benzylierung bei 254 nm; Iwamori ef al., 1979; Snada et al., 1987)
Derivatisierung. Diese Methoden sind auf eine sehr effektive Trennmethode angewiesen, um
jede Verbindung als eigenstindigen Peak zu eluieren. Fiir jede Verbindung miisste eine
Referenzsubstanz zur Verfiigung stehen, um Retentionszeiten zuordnen zu kdnnen. Dies ist bei
der Strukturvielfalt im Gemisch pflanzlicher GlyCer (siehe 1.1.1) nahezu unméglich.

Die Vorteile der HPLC-MS, die Trennung des Stoffgemisches und die gleichzeitige
Identifizierung mehrerer Verbindungen innerhalb eines Peaks darzustellen, macht sie heute zur
meistgenutzten Analytikmethode. Die Umkehrphasen (RP)-HPLC ist die gebréduchlichste
Methode in der Lipidanalytik, wobei auch Normalphasen (NP)-Methoden eingesetzt werden
(Sugawara und Miyazawa, 1999; Markham et al., 2006; Farwanah et al., 2009). Dabei dienen
die NP-Methoden eher der Lipidklassentrennung, die RP-Methoden der Trennung der
Verbindungen innerhalb der Lipidklassen. Die mobilen Phasen sind meistens aus Wasser,
Methanol oder Acetonitril zusammengesetzt (Camera et al., 2004; Albrecht, 2005; Bartke et al.,
2006). In dieser Arbeit wurde ein Methanol-Wasser-Gradient erfolgreich zur GlyCer-Trennung
genutzt. Wihrend Elektrosprayionisation (ESI) eine gingige Ionisationstechnik unter
Atmosphérendruck fiir Sphingolipide darstellt (Camera et al., 2004; Albrecht, 2005; Bartke et
al., 2006; Markham et al., 2006), wurden auch Methoden mit der Chemischen Ionisation bei
Atmosphirendruck (APCI) etabliert (Fang et al., 2005; Farwanah et al., 2009). Bereits Raith,
1999, hatte auf den Vorteil der APCI-Technik fiir weniger polare Verbindungen hingewiesen.
Die massenspektrometrische Detektor-Response variiert mit der Cer-Klasse (Abb. 43). Die hier
verwendete MS-Methode war fiir das Cer t18:1 h22:0 (48) beispielsweise sensitiver (steilerer
Anstieg) als fiir Cer d18:2 h16:0 (47). Das gleiche Verhalten wurde fiir die untersuchten GlyCer
beobachtet. Dieses Verhalten stellt ein Problem innerhalb der Lipidanalytik dar, da es zeigt,
dass eine Referenzsubstanz nicht ohne weiteres stellvertretend fiir eine ganze Lipidklasse stehen

kann. Bielawski et al., 2006, fanden heraus, dass innerhalb und zwischen den Cer-Klassen
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starke Abweichungen in der MS-Response auftreten konnen. Es wurde jedoch auch gezeigt,
dass bei optimierten Parametern (Ionisation und Fragmentierung fiir jedes einzelne Molekiil)
Substanzklassen mit unterschiedlichen Fettsdurekettenldngen gleiche MS-Responses aufweisen
konnen (Shaner ef al., 2009) und damit quantifizierbar sind. Dafiir ist eine Kalibrierung der MS-
Response notwendig (Markham und Jaworski, 2007). Markham und Jaworski, 2007, haben fiir
jede Lipidklasse einen Response-Faktor eingefithrt, um eine Kalibrierung mit einer
Referenzsubstanz je Lipidklasse durchfithren zu konnen. Jedoch stellt dieses Vorgehen einen
hohen methodischen Aufwand dar.

Die MS/MS-Experimente (Ionenfalle) und HRMS-Untersuchungen (Orbitrap) wurden nach
Elektrosprayionisation (ESI) durchgefiihrt. GlyCer und Cer waren als Natriumaddukte [M+Na]"
im positiven Ionenmodus und als deprotonierte Pseudomolekiilionen [M-H] im negativen
Modus nachweisbar. Mithilfe der hochaufgelosten Massenspektren wurden Summenformeln
bestimmt. Ahnliche hochaufgeldste Massenspektren der GlyCer (z.B. Glc-d18:2 h20:1 (12) und
Glc-d18:3 h20:0 (14), Tab. 50) wurden anhand von Retentionszeiten (LC-APCI/MS) oder
MS/MS-Experimenten (Bestimmung Sphingobase und Fettsdure) identifiziert.

Tab. 50:  MS-Identifizierung von  Glycosylceramiden  mit  ihnlichen
Molekiilmassen

GlyCer — Glycosylceramide, Glc — Glucose, DBE — Doppelbindungs-
dquivalent, RT — Retentionszeit, LCB — Sphingobase, FS — Fettsdure. Alle
Daten in Tab. 31-32.

GlyCer HRMS LC-MS MS/MS

m/z Summen- DBE RT m/z m/z

[M+Na]" formel fiir [min] MS? MS?
[M+Na]" O (LCB) U (FS)

Glc-d18:1 h24:0 (42) 850,6772  C43H93NOgNa 3 25,4 4842 383,5
Glc-t18:1 h23:1 (21) 850,6364 C4HgoNO(Na 4 15,0 500,3 367,5
Glc-d18:2 h25:0 (43) 862,6759  C4Hyg;NOgNa 4 25,6 482,2 397,5
Glc-t18:1 h24:2 (20) 862,6389  C4HgoNO(Na 5 13,5 500,3 379,5
Glc-d18:2 h20:1 (12) 790,5822  CyyHgNOgNa 5 11,2 4823 3253
Glc-d18:3 h20:0 (14) 790,5811  CyyHgNOgNa 5 12,2 480,2 327,5
Glc-t18:1 h23:0 (32) 852,6540 C47HoNOoNa 3 19,5 500,2 369,7
Glc-20H-d18:2 h22:0* (13)  852,6189  C4Hg/NO,;Na 4 11,8 5143 355,5
Glc-t18:1 h25:0 (41) 880,6863  C49HosNOoNa 3 23,8 500,3 397,6
Glc-20H-d18:2 h24:0* (25)  880,6498  C,HyNO,;;Na 4 16,5 514,3 383,5

Fiir GlyCer wurde das Fragmentierungsschema in Anlehnung an die Nomenklatur von Ann und
Adams, 1993, und basierend auf den Vorschligen von Domon und Costello, 1988, sowie
Costello, 1993, herangezogen. Es enthilt Fragmente der intakten GlyCer (M’, X, Yo, Zo,) und
weitere Fragmente, die von der Sphingobase (O) und der Fettsdure (U, T) herriihren (z.B. Abb.
15-16). Fragment O und U wurden fiir die Identifizierung der Sphingobase und der Fettsdure
genutzt (Tab. 50, Tab. 32). Innerhalb der MS/MS-Untersuchungen sind auch weitere Fragmente
(D, E, F, W, siehe Abb. 15-16) aufgetreten, die in dieser Form nicht den bekannten

Fragmentierungsmustern entsprachen (Tab. Al).
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Cer zeigten ein teilweise anderes Fragmentierungsmuster als ihre glycosylierten Formen (a-g,
Abb. 39). Im positiven Modus waren weniger, im negativen Modus dagegen mehr Fragmente
der Cer detektierbar. Jedoch entsprachen die charakteristischen Fragmente (O und U) denen der

GlyCer und dienten der Identifizierung (Tab. A2).

5.2.2 NMR-Strukturaufklirung und "H-NMR-F ingerprinting als Screening-Methode

Mit den NMR-Experimenten (3.2.3.3) wurden GlyCer und Cer untersucht. Es wurden bereits
unterschiedliche Losungsmittel fiir die NMR-Untersuchung von GlyCer beschrieben. Sie
reichten von reinem deuterierten Methanol (CD;0D) (Nguyen et al., 2009; Wang et al., 2013),
iiber ein Chloroform-Methanol-Gemisch (CDCl;:CD;0D) (Kim et al., 1997; Voutquenne et al.,
1999) bis zu DMSO-ds-haltigen Losungsmitteln (DMSO-ds:CDCl; (Chen et al., 2003),
DMSO-ds:2 % D,O (Park et al., 2005)). Auch Pyridin-ds wurde erfolgreich fiir das Lésen und
Untersuchen von GlyCer in NMR-Experimenten verwendet (Gao et al., 2001; Chen et al., 2009;
Cateni et al., 2010) und diente in dieser Arbeit als Losungsmittel. GroSe Mengen GlyCer, die
beispielsweise in Methanol nicht riickstandslos gelost werden konnten, sind in Pyridin-ds gelost
worden. Die Proben waren iiber lange Zeit im Losungsmittel (Pyridin-ds) stabil (mehrere
Monate im Kiihlschrank unter Lichtausschluss) und konnten zufriedenstellend gemessen
werden. Die Pyridin-ds-'H-Signale (z.B. Fraktion A3: 8, 7,213 ppm, 7,580 ppm und 8,734 ppm,
Abb. A26) iiberlagerten keine GlyCer-Signale. Allerdings lag der Satellit eines 'H-Signals von
Pyridin-ds (dy 8,734 ppm) bei der gleichen chemischen Verschiebung wie das NH-Signal der
Phytosphingenin (t18:1)-GlyCer (Abb. A28, A). Bei ausreichender Stoffkonzentration und
damit intensiven Signalen stellte dies fiir eine Auswertung kein Problem dar. Auch im
PC-NMR-Spektrum stellte die Verwendung von Pyridin-ds als Losungsmittel mit einer
Ausnahme kein Problem fiir die Signaldetektion dar. Das Signal der C-9-Position
(A9, ¢ 135,216 ppm) des neu identifizierten Apfeltrester-GlyCer 8-OH-d18:2***°* h16:0
(1, Malusid II) lag unter einem intensiven Signal von Pyridin-ds (8¢ 135,522 ppm), wurde
jedoch mittels HSQC-Analyse nachgewiesen (Tab. 38).

Ein nicht zu vernachlédssigendes Problem der NMR-Experimente stellte ein breiter Wasserpeak
bei oy ca. 4,9-5,0 ppm in allen Proben dar, da in diesem ppm-Bereich das zur Aufkldrung
wichtige H-17-Signal des Zuckers lag (z.B. fiir GlyCer des d18:2-Typs: 0y ca. 4,94 ppm; t18:1:
oy ca. 4,97 ppm; vgl. Abb. A26 und AS8). Dennoch wurden die H-Signale und
Kopplungskonstanten bei ausreichender Konzentration der GlyCer ausgewertet (z.B. Abb. A26
und A28). Durch das Trocknen im Vakuum-Konzentrator und Nachtrocknen im Exsikkator
unter evakuierter konz. KOH-Atmosphire konnte das H-Signal des Wassers gering gehalten,
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Eventuell liegt durch die hohe Anzahl an Hydroxygruppen
(9-11) eine Hydratisierung der GlyCer vor, die mit diesen Trocknungsmethoden nicht

iiberwunden werden kann.
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Da die Fraktionen nach HPLC ein Gemisch aus GlyCer und dariiber hinaus E/Z-Strukturisomere
einer GlyCer-Spezies enthielten, wurde die absolute Konfiguration der GlyCer im Vergleich mit
bereits publizierten '*C-Verschiebungen der entsprechenden Signale der Stereozentren
bestimmt. Die Konfiguration der Doppelbindungen (E/Z) wurde mithilfe der vicinalen
Kopplungskonstanten ermittelt. Vicinale Kopplungen (‘Jyy) sind vom Torsionswinkel ¢
zwischen den beteiligten C-H-Bindungen abhidngig (Karplus, 1959). Diese als Karplus-
Beziehung bezeichnete Abhédngigkeit zeigt bei Torsionswinkeln um 0° und 180° grofe
Kopplungskonstanten, Torsionswinkel um 90° dagegen kleine vicinale Kopplungskonstanten.
E-Doppelbindungen zeigen aufgrund des Torsionswinkels ¢ von 180° demnach vicinale
Kopplungskonstanten zwischen 12-16 Hz. Dagegen weisen Z-Doppelbindungen kleinere
vicinale Kopplungskonstanten auf (8-10 Hz, bei ¢ 0°) (Mitchell und Costisella, 2007).
Doppelbindungen an Position H-4,5 des Sphingadienin (d18:2)-Typs wurden beispielsweise
aufgrund der Kopplungskonstante von 15,4 Hz als E identifiziert (z.B. Abb. A26). Uberlagerten
sich 'H-Signale der Doppelbindungen (z.B. Position H-8 und H-9 im Spektrum des
Sphingadienin (d18:2)-Typs, Abb. A26), konnte keine Kopplungskonstante aus den 'H-NMR-
Spektren ermittelt werden. Die Kopplungskonstante wurde dann iiber "*C-Verschiebungen
benachbarter Kohlenstoffatome bestimmt. In langen Alkenketten haben Kohlenstoffatome in
Nachbarschaft zu Z-olefinischen Molekiilstrukturen chemische Verschiebungen von ¢ ca.
27-28 ppm. Dagegen sind “C-Signale in Nachbarschaft zu E-Isomeren tieffeldverschoben bei
O¢ ca. 32-33 ppm (De Haan und Van De Ven, 1973). Dieser Umstand kann mit sterischen
Effekten, dem sogennanten 7y-gauche-Effekt, erkldart werden. Das Proton des E-Isomers
interagiert stirker mit dem olefinischen Proton, wogegen das Z-Isomer aufgrund fehlender
rdumlicher Nihe keine Interaktionen zeigt (Abb. 47). Die Abschirmung des Z-Isomers ist daher
niedriger als die des E-Isomers und erscheint hochfeldverschoben (niedrigere Frequenzen)
(De Haan und Van De Ven, 1973; Kleinpeter und Seidl, 2004). Gleiche Ergebnisse wurden fiir
die langen Alkanketten der Sphingolipide nachgewiesen und dienten der Konfigurations-
bestimmung (Shibuya ef al., 1990; Inagaki et al., 1998; Voutquenne et al., 1999).
anti (E) gauche (Z)

H_ H H
R—H@ R-H%/?H-R
/C=g@/ /C= \

H. 7 CHR H H
"H
d¢ ca. 32-33 ppm d¢ ca. 27-28 ppm

Abb. 47:  Sterische Effekte bewirken Ab- und Entschirmung von benachbarten
BC-Kernen

Zur Strukturaufkldarung der GlyCer-Leitsubstanzen (7, 9, 28) und ,,Phyto“-Cer (47-49) wurden
2D-NMR-Experimente (HSQC, HMBC, COSY, TOCSY und ROESY) durchgefiihrt. Wahrend
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der Untersuchungen wurden auflerdem 1D-TOCSY-Experimente mit selektiver Anregung
ausgewihlter 'H-Signale (z.B. NH) genutzt, um die wichtigsten Kopplungen dieser Spin-

Systeme der GlyCer-Verbindung zu identifizieren (Abb. 48).
Zucker

Sphingobase H :’& OH
OH

OH
Fettsdure O

Abb. 48:  Identifizierbare Molekiilteile (grau) von Glycosylceramiden (R = H
oder OH) mit 1D-TOCSY-Experimenten

Dafiir wurden Bereiche innerhalb der Fettsdure (H-2’), des Zuckers (H-1” und H-5) und der
Sphingobase (NH; H-8 und H-9, Signale liegen iibereinander) ausgewéhlt (gestrichelte Linien,
Abb. 48). Uber die Kopplungen innerhalb dieser Spin-Systeme sind die wichtigsten
Molekiilstrukturen identifiziert worden. Es wurde jedoch keine Aussage iiber die Kettenldngen
und die Lage einer Doppelbindung innerhalb der Fettsdure erhalten.

Wiihrend der NMR-Untersuchungen sind fiir die GlyCer-Spezies chemische 'H-Verschiebungen
fiir Schliisselelemente in allen Molekiilteilen gefunden worden und ermoglichten eine Form des
'H-NMR-Fingerprintings der GlyCer (Abb. 49). Dies ist fiir GlyCer bisher nicht beschrieben

worden.

Fetts éiu(%e

Abb. 49:  Identifizierbare Molekiilteile von Glycosylceramiden (R = H oder OH)
mittels 1H-NMR-Fingerprinting

Mit dieser Methode wurden die unterschiedlichen Molekiilbereiche untersucht und Aussagen
iiber die Sphingobase, die vorhandenen Doppelbindungen innerhalb der Sphingobase, den
verkniipften Zucker und die amidartig verbundene Fettsiure getroffen (Abb. 49). Uber die
Kettenldngen der Sphingobasen und Fettsduren sowie Doppelbindungen der Fettsduren konnten
keine Aussagen getroffen werden.

Zukiinftige Untersuchungen konnen auf die hier vorgestellten Methoden und Ergebnisse
(insbesondere 1D-TOCSY und 'H-NMR-Fingerprinting) zuriickgreifen. Abb. 50 zeigt die
NMR-Experimente in Abhidngigkeit zum Aufwand und den resultierenden Struktur-

informationen.
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Zeitaufwand Proben- Struktur- Identifizierung
vorbereitung informationen unbekannter
Strukturen
1 erin Gemisch Strukturvergleich erin
H-NMR gerng (Datenbank) gerng
\ /
'"H-NMR-Fingerprinting
\ /
I1D-TOCSY
\ /
I3C-NMR
\ 7
2D-NMR (HSQC, HMBC, . Struktur-
COSY, TOCSY, ROESY) | ~ 1och  Reinsubstanz b o ceis hoch

Abb.50: Aufwand und Strukturinformationen der verwendeten NMR-
Experimente

Bereits bekannte GlyCer konnen mit einfachen 'H-NMR-Experimenten und dem 'H-NMR-
Fingerprinting detektiert werden. Mit zunehmender Unsicherheit iiber die Struktur sind weitere
Experimente (1D-TOCSY, "“C-NMR) mit aufwindigeren Probenvorbereitungen und
Messungen notwendig. Unbekannte Verbindungen koénnen nur mit intensiven 2D-NMR-
Experimenten identifiziert werden und bediirfen eines hohen Aufwands. Mit der Erkenntnis der
NMR-Signale aus entsprechenden Leitsubstanzen (z.B. Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0
(9) und Glc-t18:1 h22:0 (28)) wurden in dieser Arbeit viele GlyCer verglichen und ihre
Kernstruktur identifiziert (Tab. 36, Abb. A45-A46). Zusammen mit massenspektrometrischen
Daten war schlieBlich eine eindeutige Identifizierung inklusive Kettenldngen mdoglich.
Unbekannte GlyCer (z.B. Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4), Glc-8-OH-d18:2 h16:0 (1), Glc-9-OH-
d18:2 h16:0 (2)) wurden mit den vorgestellten 1D- und 2D-NMR-Experimenten strukturell
aufgeklart.

5.2.3 Identifizierte Glycosylceramide in Apfeltrester, Weizenkeimen und Kaffeesatz

Die identifizierten GlyCer in Apfeltrester, Weizenkeimen und Kaffeesatz sind in Tab. 51
aufgefiihrt. Haupt- und Spurenkomponenten wurden anhand der LC-MS-Daten (Abundanz) der
GlyCer-angereicherten Fraktionen eingeteilt.

Insgesamt wurden 46 GlyCer in den Pflanzenmaterialien identifiziert. Dabei zeigte sich, dass
bestimmte GlyCer die Hauptkomponenten in allen drei Pflanzenmaterialien darstellten:
Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28) und Glc-t18:1 h24:0 (36). Sphingadienin (d18:2)-
Basen waren vornehmlich mit kurzkettigen Fettsduren (h16:0, h20:0) und Phytosphingenin
(t18:1)-Typen eher mit langkettigen Fettsduren (h22:0 und h24:0) verkniipft. Dies wurde bereits

von Fujino et al., 1985, in Weizenkornern berichtet und scheint typisch fiir pflanzliche GlyCer
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zu sein. Jedoch zeigten Apfeltrester und Weizenkeime Glc-d18:2 h24:0 (39) als eine weitere

Hauptkomponente und Abweichung dieser Regel.

Tab.51: Haupt- und Spurenkomponenten in Apfeltrester, Weizenkeimen und
Kaffeesatz
Alle Verbindungen sind GlyCer (Glc-: Glucose). Die GlyCer mit dem
grofiten Anteil der Gesamt-GlyCer sind fett gedruckt.
Apfeltrester Weizenkeime Kaffeesatz
Hauptkomponente Spurenkomponente Hauptkomponente ~ Spurenkomponente ~ Hauptkomponente = Spurenkomponente
(Gle-) (Gle-) (Gle-) (Gle-) (Gle-) (Glc-)

d18:2 h16:0 (7)
d18:2 h24:0 (39)

t18:1 h22:0 (28)
t18:1 h23:0 (32)
t18:1 h24:0 (36)
t18:1 h25:0 (41)

d18:2 h15:0 (5)
d18:2 h20:0 (22)
d18:2 h22:0 (31)
d18:2 h23:0 (35)
d18:2 h25:0 (43)

t18:1 h16:0 (6)
t18:1 h20:0 (17)
t18:1 h21:0 (23)
t18:1 h26:0 (44)

d18:1 h16:0 (9)
d18:1 h20:0 (26)
d18:1 h22:0 (34)
d18:2 h16:0 (7)
d18:2 h18:0 (11)
d18:2 h20:0 (22)
d18:2 h21:0 (27)
d18:2 h22:0 (31)
d18:2 h24:0 (39)
d18:2 h24:1 (30)

t18:1 h20:0 (17)
t18:1 h22:0 (28)
t18:1 h23:0 (32)
t18:1 h24:0 (36)
t18:1 h22:1 (19)
t18:1 h24:1 (29)

d18:1 h18:0 (15)
d18:1 h24:0 (42)

d18:2 h19:0 (16)
d18:2 h23:0 (35)
d18:2 h25:0 (43)
d18:2 h26:0 (46)

d18:2 h18:1 (8)
d18:2 h20:1 (12)
d18:2 h22:1 (24)
d18:2 h25:1 (37)
d18:2 h26:1 (40)
d18:3 h20:0 (14)
t18:1 h25:0 (41)
t18:1 h26:0 (44)

t18:1 h23:1 (21)
t18:1 h28:1 (45)

d18:2 h16:0 (7)

t18:1 h22:0 (28)
t18:1 h24:0 (36)

d18:2 h22:0 (31)
d18:2 h24:0 (39)

t18:1 h23:0 (32)
t18:1 h25:0 (41)

t18:1 h25:1 (33)

t18:1 h26:1 (38)
t18:1 h24:2 (20)

8-OH-d18:2 h16:0 (1)

9-0H-d18:2 h16:0 (2)

8-keto-d18:2 h16:0 (4)

OH-t18:1 h22:0 (10)

OH-t18:1 h24:0 (18)

20H-d18:2 h16:0 (3)

20H-d18:2 h22:0 (13)

20H-d18:2 h24:0 (25)

Anzahl: 6 T 23 _— 17 18\ 35 _— 17 3 4

Elf Kombinationen aus Sphingobasen (insgesamt 8) und Fettsdurearten (insgesamt 3) wurden
nachgewiesen. Die Sphingobasen vom Sphingadienin (d18:2)-, Sphingenin (d18:1) und
Phytosphingenin (t18:1)-Typ waren die hiufigsten, wobei nur in Weizenkeimen GlyCer vom
Sphingenin (d18:1)-Typ identifiziert wurden. Dabei waren die Doppelbindungen an Position
C-8,9 Z- oder E-konfiguriert, Doppelbindungen an Position C-4,5 dagegen aussschlieBlich
E-konfiguriert. Alle neu entdeckten GlyCer des Apfeltresters mit zusétzlichen Hydroxy- oder
Keto-Gruppen innerhalb der Sphingobase stellten Spurenkomponenten des Apfeltresters dar.
Sie leiteten sich von den weitaus hédufiger vorkommenden Sphingobasen Sphingadienin
(d18:2 > 8/90H-d18:2, 8-keto-d18:2, 20H-d18:2) und Phytosphingenin (t18:1 = OH-t18:1)
ab. Sie waren alle mit den hdufigsten geradzahligen Fettsduren (h16:0, h22:0 und h24:0)
verkniipft. Alle Fettsduren lagen a-hydroxyliert vor. Das wurde mit MS/MS-Experimenten

(4.2.3), 2D-NMR-Experimenten (4.2.4) und 1H-NMR-Fingerprinting (4.2.6) nachgewiesen.
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Sperling et al., 2004, gehen davon aus, dass ungefihr 95 % der in pflanzlichen GlyCer
enthaltenen Fettsduren o-hydroxyliert vorliegen. Obwohl die Hauptkomponenten aller
Pflanzenmaterialien geradzahlige Fettsdurekettenldngen aufwiesen (h16:0, h22:0, h24:0),
wurden einige ungeradzahlige Fettsduren (z.B. h21:0, h23:0, h25:0) bestimmt. Die Kettenldngen
der Fettsduren reichten von C15 bis C28 (h15:0 (Apfeltrester), h28:1 (Weizenkeime)).

Alle GlyCer enthielten S-Glucose als Zucker. Dies wurde mithilfe von NMR-Daten (4.2.4) und
einem zuckerspezifischen TLC-Nachweis nach der Hydrolyse von GlyCer in ,,Phyto“-Cer (Abb.
38) nachgewiesen. In dieser Arbeit wurden ausschlielich Monohexosyl-GlyCer bestimmt.
Di-, Tri- und Tetra-GlyCer sind in Pflanzen in geringen Mengen vorhanden (z.B. in Weizen:
Laine und Renkonen, 1974; Fujino und Ohnishi, 1983). Glucose wurde in Weizen als die
hiufigste Hexose gefunden (97,4 %), die an GlyCer gekniipft ist (Fujino und Ohnishi, 1983).
Mannose machte nur einen kleinen Teil aus (2,6 %) und wurde auch in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen. Jedoch muss gesagt werden, dass der viel kleinere Mannose-Anteil mit den hier
beschriebenen Methoden bei gleichzeitiger Detektion von Glucose nicht nachweisbar wire.
Dafiir miissten alternative Methoden (z.B. GC-MS, Itonori et al., 2004) herangezogen werden.
Im untersuchten Apfeltrester wurden 23 GlyCer nachgewiesen, von denen 6 als
Hauptkomponenten und 17 als Spurenkomponenten eingeschiitzt worden sind (Tab. 51). Die
Sphingobasen der GlyCer des Apfeltresters waren vom Sphingadienin (d18:2)- und
Phytosphingenin (t18:1)-Typ. Untersuchungen von Whitaker, 1997, beschrieben Glc-d18:2
h16:0 (7) und Glec-t18:1 h22/23/24:0 (28/32/36) als GlyCer-Hauptkomponenten des Apfels.
Auch Takakuwa et al., 2005, wiesen die Sphingobasen t18:1 und d18:2 (zusammen 98 %) mit
Z- und E-Konfigurationen an Position C-8,9 der Sphingobase im Apfel nach. Die
Doppelbindungen an Position C-4,5 waren alle E-konfiguriert (Takakuwa et al., 2005). Die neu
entdeckten Sphingobasen (8/90H-d18:2, 8-keto-d18:2, 20H-d18:2, OH-t18:1) waren Derivate
des Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin (t18:1)-Typs. Sie zeigten weitere
Hydroxylierungen (z.B. an Position C-8 und C-9) und Doppelbindungspositionen (z.B. *’ und
4% die so noch nicht in Pflanzen nachgewiesen wurden (siehe auch 5.2.5). Andere
Untersuchungen zeigten auch die Sphingobasen vom Dihydrosphingosin (d18:0)-, Sphingenin
(d18:1)- (Takakuwa et al., 2005) und Phytosphingosin (t18:0)-Typ (Takakuwa et al., 2005;
Ogawa et al., 2014) in geringen Mengen. Diese konnten mit den hier vorgestellten Methoden
nicht nachgewiesen werden. Unterschiedliche Apfelsorten zeigen teilweise eine andere
Sphingobasen- und Fettsdurezusammensetzung (Ogawa et al., 2014). Der untersuchte
Apfeltrester stellt ein Gemisch unterschiedlicher Apfelsorten dar (Sorten: Remo, Rewena,
Relinda, Reglindis, Retina und Greensleaves; Becker - Eislebener Fruchtsaft, 2016). Daher kann
nicht genau gesagt werden, fiir welche Sorte die hier prasentierten Ergebnisse zutreffen.

Die nachgewiesenen Fettsdaurekettenldngen reichten von C15 bis C26. Die Hauptkomponenten

waren vornehmlich aus den Fettsduren h16:0, h22:0, h23:0, h24:0 und h25:0 aufgebaut.
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Takakuwa et al., 2005, berichteten mit h16:0, h22:0, h23:0 und h24:0 die gleichen hiufigsten
Fettsiduren. Sie machten zusammen 98 % der Fettsduren innerhalb der GlyCer aus (Takakuwa et
al., 2005). Im Gegensatz zu den Studien von Takakuwa et al., 2005, und Ogawa et al., 2014,
wurden weitere Fettsduren (h15:0, h26:0) nachgewiesen. Diese waren jedoch nur in Spuren
vorhanden. Ein pflanzliches GlyCer mit einer kurzkettigen ungeradzahligen Fettsdure (hier:
Glc-d18:2 h15:0 (5)) ist selten, wurde jedoch bereits im Gemiise Portulak (Portulaca oleracea)
beschrieben (Gle-d18:1%° h15:0, Gle-d17:1** h15:0, Lei et al., 2015).

Das Spektrum der GlyCer-Spezies der Weizenkeime war komplexer als das des Apfeltresters.
Wihrend die GlyCer-Fraktion des Apfeltresters zum groBten Teil aus sechs GlyCer
zusammengesetzt war, machten bei den Weizenkeimen 18 GlyCer einen grofien Anteil aus
(Tab. 51). Weitere 17 GlyCer wurden in Spuren nachgewiesen (Gesamtanzahl 35, Tab. 51). Fiir
Weizenkeim-GlyCer wurden drei Sphingobasen nachgewiesen, aus denen sich alle
Verbindungen zusammengesetzt haben: Sphingadienin (d18:2), Sphingenin (d18:1) und
Phytosphingenin (t18:1) (Carter et al., 1961a; Macmurray und Morrison, 1970; Fujino und
Ohnishi, 1983). Dihydrosphingosin (d18:0), ein weiteres Sphingosinderivat (d18:1) und
Phytosphingosin (t18:0), welche von anderen Arbeitsgruppen identifiziert worden sind (Carter
et al., 1961a; Macmurray und Morrison, 1970; Fujino und Ohnishi, 1983; Goto et al., 2012),
konnten nicht bestimmt werden. Eine bisher in Weizen nicht beschriebene Sphingatrienin-Base
(d18:3) wurde dariiber hinaus nachgewiesen. Sie lag als Spurenkomponente und an eine h20:0-
Fettsdaure gebunden vor (Glc-d18:3 h20:0 (14)). Hierbei konnte die Lage der dritten
Doppelbindung bisher nicht bestimmt werden. Es kann jedoch gesagt werden, dass sie sich nicht
an Position C-1 und C-2 befindet, da sich dies in MS/MS-Experimenten auf das Fragment T
(m/z 375,8 Da) ausgewirkt hitte. Obwohl sie selten vorkommen, wurden Cer und GlyCer mit
einer Sphingobase vom Sphingatrienin (d18:3)-Typ (2-Amino-(4E,8E,10E)-octadeca-4,8,10-
trien-1,3-diol) bisher in unterschiedlichen Organismen gefunden: Armfiier (Brachiopoda)
Lingula unguiss (Hayashi et al., 1990), Invertebraten (Duran et al., 1998; Diaz de Vivar et al.,
2002; Chludil et al., 2003), Skeletonema-Microalgen (Zhao et al., 2013) oder als verzweigte
(9-Methyl-)Form (d19:3) in Pilzen (Shu er al, 2004). In Hoheren Pflanzen wurde die
Sphingobase bisher nur in Tabakblittern (Sperling et al., 2005) oder Reis und Mais (Sugawara
et al., 2010) nachgewiesen. In Anlehnung an die berichteten Sphingatrienin (d18:3)-GlyCer
liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine dhnliche Anordnung der Doppelbindungen
(***'%  handelt. Fiir die Bildung der Doppelbindungen innerhalb der Sphingobasen
Sphingadienin (d18:2), Sphingenin (d18:1) und Phytosphingenin (t18:1) sind bereits die
Enzyme Sphingolipid-A4- und Sphingolipid-A8-desaturase identifiziert worden (Warnecke und
Heinz, 2003). Die Herkunft und Bedeutung der Sphingatrienin (d18:3)-Basen ist bisher nicht

aufgeklirt worden.
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In diesen Untersuchungen wurden ausschlieBlich a-hydroxylierte Fettsduren identifiziert. Fujino
und Ohnishi, 1983, haben jedoch auch nicht-hydroxylierte Fettsduren nachgewiesen. Des
Weiteren sind geradzahlige und ungeradzahlige Fettsduren mit Kettenldngen von C16 bis C28
bestimmt worden. Andere Studien zeigten ebenso Kettenldngen zwischen C14 und C26
(Tab. 4-5). Die geradzahligen Kettenldngen stellten den groBeren Anteil dar. Die Fettsduren
h16:0, h18:0 und h20:0 wurden sowohl in dieser Arbeit als auch in anderen Studien als
hiufigste Fettsdauren der GlyCer gefunden (Carter et al., 1961a; Macmurray und Morrison,
1970; Fujino und Ohnishi, 1983). Einfach ungesittigte GlyCer-Fettsduren mit Kettenldngen
zwischen C18 und C28 wurden in Weizenkeimen nachgewiesen. Diese GlyCer mit
ungesittigten Fettsduren stellten zum Teil Hauptkomponenten dar (Glc-d18:2 h24:1 (30),
Glc-t18:1 h22/24/25/26:1 (19/29/33/38)) und waren mit Sphingadienin (d18:2) und
Phytosphingenin (t18:1) verkniipft. Imai er al., 1995, wiesen Kettenldngen der ungesittigten
Fettsduren von h22:1, h24:1, h25:1 und h26:1 in Weizenblittern und Zhu et al., 2013, die
Fettsdure h24:1 in Weizenkleie nach. Eine einfach ungesittigte h28:1 (Glc-t18:1 h28:1 (45))
und eine zweifach ungesittigte h24:2 Fettsidure (Glc-t18:1 h24:2 (20)) sind in Weizen erstmals
identifiziert worden. Uber das Vorkommen einer kurzkettigen (allerdings nicht-hydroxylierten),
zweifach ungesittigen Fettsdure (18:2) ist in Weizenkornern berichtet worden (Bizot-Foulon et
al., 1995). Imai et al., 1995, identifizierten die Doppelbindungen ungesittigter Fettsduren von
GlyCer in Weizenblittern als Z-Konfiguration und w-9-Serien. Z-Konfigurationen von
Doppelbindungen erscheinen im 'H-NMR-Spektrum vorzugsweise in Triplett-Form (Rossi und
Carpita, 1977; Inagaki et al., 1998). Diese detektierte Triplett-Struktur (J=6,0 Hz) des 'H-NMR-
Signals fithrte zum Nachweis einer Z-Konfiguration der Fettsduredoppelbindung (Abb. 23).
Weiterhin wurde anhand der "“C-chemischen Verschiebungen der benachbarten C-Atome
(C-14 und C-17° bei Glc-t18:1 h24:1 (29), 27-28 ppm) auf die Z-Konfiguration der
Doppelbindung geschlossen (Abb. 23). Die Lage der Doppelbindung ist als DMDS-Derivat in
einer massenspektrometrischen MS/MS-Analyse nachgewiesen worden (Abb. 24). Die Lage der
zweiten Doppelbindung in der zweifach ungesittigten Fettsdure von Glc-t18:1 h24:2 (20)
konnte aufgrund der geringen Menge nicht bestimmt werden. Es wird aber von einer
w-6,9-Serie ausgegangen, da diese Positionen bereits in menschlichen Sphingolipiden
nachgewiesen wurden (Pitas et al., 1978). Eigentlich sind in amidartig gebundenen
Verbindungen nur einfach ungesittigte -9-Fettsduren (20:1-26:1), basierend auf der
Elongation von Olsdure (18:1°%), vorzufinden. Einfach oder mehrfach ungesittigte
C18-Fettsduren werden ausgeschlossen (Sperling et al, 2004). Dennoch wurden in
Weizenkeimen die Sphingolipid-Fettsduren h18:1, h28:1 und h24:2 massenspektrometrisch in
Spuren nachgewiesen (4.2.2, 4.2.3). Die Untersuchung zu Sphingolipiden der Hefe
Wickerhamomyces cifferi (Hansenula cifferi) offenbarte ebenfalls das Vorkommen ein- und

mehrfach ungesittigter Fettsduren 18:1, 18:2 und 18:3 (Kaufman et al., 1971).
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Wenige Studien berichteten bisher vom Vorkommen intakter GlyCer in Weizen (Sullards et al.,
2000; Zhu et al., 2013). In Weizenkeimen wurden die GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:2
h20:0 (22) und Glc-d18:1 h16:0 (9) als Hauptkomponenten nachgewiesen (Sullards et al.,
2000), was den hier vorgestellten Daten entspricht. Auflerdem wurden GlyCer vom
Phytosphingenin (t18:1)-Typ als weitere Hauptkomponenten ausgemacht. Zhu et al., 2013,
berichteten von insgesamt 12 GlyCer in Weizenkleie (Tab. 5), die nun ebenfalls in
Weizenkeimen nachgewiesen worden sind.

Sieben GlyCer wurden erstmals im Kaffeesatz (Coffea arabica) nachgewiesen. Davon stellten
drei GlyCer Hautpkomponenten dar (Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28) und Glc-t18:1
h24:0 (36)). Vier weitere Spurenkomponenten hatten gleiche Sphingobasen (d18:2 und t18:1),
aber teilweise ungeradzahlige verkniipfte Fettsduren (h23:0 und h25:0). Zudem wurden die
Sphingolipide im Kaffeesatz nach entsprechender Rostung und Perkolation mit heilem Wasser
als intakte Verbindungen nachgewiesen, was fiir die Stabilitdt von pflanzlichen GlyCer bei

hohen Temperaturen spricht.

5.2.4 Funktion der Glycosylceramide in Pflanzen

GlyCer sollen einen Einfluss auf die Kryostabilitiit der pflanzlichen Membran haben (Pata ef al.,
2010). Ein Aspekt kommt dabei der 8Z- oder 8E-Desaturierung der Sphingobase zu. 85-90 %
der Sphingobasen in Arabidopsis thaliana besitzen eine 8Z- oder 8 E-Desaturierung (Chen et al.,
2012). Arabidopsis thaliana verhilt sich gegeniiber niedrigen Temperaturen sensitiver, wenn
Sphingobasen keine A8-Doppelbindung enthalten (Chen et al., 2012). Pflanzliche
A8-Desaturasen sind stereounspezifisch (Sperling ef al., 2004). Dennoch lagen die relativen
Verhiltnisse von 8Z- gegeniiber 8 E-Isomeren in 10 Polygonaceae (Blétter) (Watanabe et al.,
2011) und 33 Poaceae (Blitter) (Watanabe und Imai, 2011) auf Seiten der 8Z-Isomere. Es ist
wahrscheinlich, dass das Verhiltnis der Isomere zueinander in jeder Pflanzenfamilie
unterschiedlich ist und auf Familienebene als chemotaxonomischer Marker verwendet werden
kann (Imai et al., 1997). Bei den hier untersuchten Cer des Apfeltresters, die nach Hydrolyse
der GlyCer erhalten worden sind, hatte das Z-Isomer den groBeren Mengenanteil (d18:2**%%%*
h16:0 (47) > E:Z 1:2,5; t18:1°*** h22:0 (48) > E:Z 1:2; t18:1***# h24:0 (49) > E:Z 1:3,
Abb. 40). In den Untersuchungen von Takakuwa et al., 2005, tibertraf die Z-Konfiguration von
GlyCer die E-Konfiguration ebenfalls um das zwei- (d18:2) und dreifache (t18:1). Andere
Untersuchungen zeigten sogar GlyCer-Verhiltnisse von E:Z zwischen 1:5 bis 1:104 (d18:2) und
1:2 bis 1:37 (t18:1) (Ogawa et al, 2014). Es wurde berichtet, dass 8Z-ungesittigte
Sphingobasen niedrigere Phaseniibergangstemperaturen fiir den Gel-zu-Fliissigkristall-
Phaseniibergang haben (Ohnishi et al., 1988). Man geht davon aus, dass das Verhiltnis von
8Z- zu 8E-ungesittigten Verbindungen in Kélteresistenten und kéltesensitiven Pflanzen

unterschiedlich ist. Allerdings konnte keine Korrelation der Kilteresistenz mit 8Z-ungesittigten
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Verbindungen nachgewiesen werden, wenn Di- und Trihydroxy-GlyCer zusammen in Betracht
gezogen wurden (Imai er al., 1997). Kilteresistente (8E:Z > 1:6 bis 4:1) und -sensitive
(8E:Z - 1:4 bis 10:1) Pflanzen zeigten dhnliche Verhiltnisse. Jedoch wurde fiir Trihydroxy-
GlyCer (t18:1) ein anderes Verhiltnis beobachtet. Alle kilteresistenten (8E:Z = 1:33 bis 1:1,1)
Pflanzen zeigten in Bezug auf Trihydroxy-GlyCer groere Mengen des Z-Isomers gegeniiber
dem E-Isomer im Gegensatz zu kilteempfindlichen Vertretern (8E:Z = 1:17 bis 4:1) und
konnten somit einen Vorteil in winterharten Zeiten haben (Imai et al., 1997). Hohe
Konzentrationen an 8Z-Isomeren waren auch bei Kkélteresistenten Weinreben zu finden
(Kawaguchi ef al., 2000). AuBlerdem wurde gezeigt, dass sich die Menge der 8Z-Isomere in
jungen Blittern der (kilteresistenten) Sojabohne unter erniedrigten Temperaturen erhohen lief3
(Imai et al.,, 1997). Der Kulturapfel (Malus domestica) ist wie der Saatweizen (Triticum
aestivum) eine Kilteresistente Pflanze, was die erhohten 8Z-Anteile erkldren konnte. In
Stylosanthes hamata wurde eine A8-Desaturase gefunden, die eine Z-Isomer-Priferenz von

Phytosphingenin (t18:1°%%)

hat (Ryan et al., 2007). Dariiber hinaus wurde bewiesen, dass
erhohte Anteile der Z-Isomere (t18:1%%) einen Schutz der Pflanze vor Aluminium-Stress
darstellen kann (Ryan et al., 2007). Dennoch gibt es bisher keine Beweise, dass die Pflanze
einen Vorteil durch den hoheren Anteil an 8Z-Isomeren hat.

AuBerdem scheint die Fettsdure eines GlyCer fiir die Kryostabilitit eines Pflanzengewebes von
Bedeutung zu sein. Je ldnger die o-hydroxylierte Fettsdure ist, desto grofer ist die
Phaseniibergangstemperatur der GlyCer (Imai ef al., 1997). Langkettige Fettsduren (h22:0 und
h24:0) sind vorzugsweise mit Trihydroxybasen (t18:1) verkniipft (Fujino er al., 1985).
w-9-Z-ungesittigte, langkettige a-OH-Fettsduren (z.B. h22:1, h24:1) treten bevorzugt in
kilteresistenten Pflanzen wie Weizen, Hafer oder Roggen auf (Lynch und Steponkus, 1987;
Cahoon und Lynch, 1991; Uemura und Steponkus, 1994; Imai et al., 1995). Dagegen enthalten
kiltesensitive Pflanzen wie Reis oder Mais eher gesittigte Fettsduren als GlyCer-Bestandteile
(Imai et al., 1995). Nur in Weizenkeimen wurden ungesittigte Fettsduren nachgewiesen und
bestitigten diese Hpyothese. Obwohl auch der Kulturapfel eine kélteresistente Pflanze ist,
konnten fiir ihn keine ungesittigten Fettsduren nachgewiesen werden. Es ist moglich, dass

zusitzlich zur Kilteresistenz auch eine phylogenetische Zugehorigkeit entscheidend ist.

5.2.5 Neuartige Glycosylceramide des Apfeltresters

Wihrend der Aufreinigung der GlyCer-angereicherten Fraktionen des Apfeltresters wurden acht
neuartige, bisher nicht beschriebene GlyCer identifiziert. Diese waren in Spuren enthalten. Sie
basierten auf den ebenfalls im Apfeltrester enthaltenen Sphingadienin (d18:2)- und
Phytosphingenin (t18:1)-GlyCer und besaBlen f-Glucose als Zuckerkomponente sowie die
gesittigten, a-hydroxylierten Fettsduren h16:0, h22:0 und h24:0.
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Drei GlyCer wurden als Derivate des Sphingadienin (d18:2)-Typs nachgewiesen: Glc-8-keto-
d18:2*%F 116:0 (4, Malusid I), Glc-8-OH-d18:2***°F h16:0 (1, Malusid II) und Glc-9-OH-
d18:2**%"F h16:0 (2, Malusid III). Die GlyCer lagen in Fraktion Al des Apfeltresters als
Gemisch vor. Sie wurden mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel 60 in die Fraktionen
Al-1 (Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4)) und Al-2 (GlyCer Glc-8-OH-d18:2 h16:0 (1) und
Glc-9-OH-d18:2 h16:0 (2)) aufgetrennt. Eine praparative Trennung der GlyCer Glc-8-OH-d18:2
h16:0 (1) und Glc-9-OH-d18:2 h16:0 (2) war nicht moglich. Sie wurden mithilfe von HPLC-MS
getrennt (Abb. 25) und in Fraktion A1-2 nebeneinander vorliegend mittels NMR-Experimenten
identifiziert.

Ahnliche Verbindungen wurden bisher nur in Pilzen gefunden (Qi et al., 2000; Choi et al.,
2012) (Abb. 51).
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Abb. 51:  Neue Glycosylceramide (Maluside I-III, 4, 1, 2) und bekannte Pilz-
Glycosylceramide

Die Pilz-GlyCer stammen aus den Pilzen Termitomyces albuminosus (' —

Qi et al., 2000) und Termitomyces titanicus (2 — Choi et al., 2012). R =

Glucose
Die pilzlichen GlyCer wiesen jedoch neben der Ketogruppe an Position C-8 und der
Hydroxygruppe an Position C-8/9 die fiir pilzliche Sphingobasen typische Verzweigung einer
Methyl-/Methylengruppe an Position C-9 auf (Del Poeta ef al., 2014). Dadurch konnte es sich
bei den in dieser Arbeit aufgereinigten GlyCer nicht um pilzliche Sphingolipide handeln. Die
aus Pilzen isloierten GlyCer (Termitomycesphine) traten in Mengen zwischen 0,27 und

0,57 mg/100 g Trockengewicht auf (Qi et al., 2000). Die in dieser Arbeit isolierten GlyCer
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wiesen dhnliche Mengen von ca. 0,51 mg/100 g Trockengewicht (bei ca. 2,5 mg GlyCer) auf
und legten nahe, dass es sich nicht um eine Verunreinigung durch einen anderen Organismus
handelte, da fiir gleiche Mengen auch entsprechende pilzliche Ausgangsmengen (Apfeltrester:
750,0 g) notwendig gewesen wdren. AuBerdem ist bisher keines dieser GlyCer in anderen
Organismen (wie Pilzen) nachgewiesen worden. Fiir einige pilzliche Sphingolipide (hier: Glc-9-
methyl-d18:2*** h16:1*¥, Glc-9-methyl-d18:2*** h18:1*") wurden Fihigkeiten als Elicitoren in
Pflanzen beschrieben (Koga er al., 1998). Sphingolipide mit nicht methyliertem Sphingadienin
(d18:2°*%) zeigten dagegen keine Elicitoren-Fihigkeiten (Koga e al., 1998). Ob der strukturelle
Unterschied der Hydroxy- und Ketogruppen an dhnlicher Stelle (C-8 und C-9) der neu
entdeckten pflanzlichen GlyCer vergleichbare starke Auswirkungen haben kann, muss in
zukiinftigen Studien gepriift werden.

Eine weitere GlyCer-Klasse, die eine zweifach hydroxylierte Sphingadienin (20H-d18:2)-Base
enthilt, wurde aufgrund der geringen Mengen massenspektrometrisch charakterisiert: Glc-20H-
d18:2 h16/22/24:0 (3/13/25). Bei der Sphingobase 20H-d18:2 kénnte es sich um ein Derivat der
detektierten Sphingobasen 8-OH-d18:2**° oder 9-OH-d18:2**” handeln. Die Lage der
Hydroxygruppen konnte nicht bestimmt werden.

AuBerdem wurden Derivate des Phytosphingenin (t18:1)-Typs massenspektrometrisch
nachgewiesen: Glc-OH-t18:1 h22/24:0 (10/18). Sie besitzen eine zusitzliche Hydroxygruppe
innerhalb der Sphingobase, deren Position nicht bestimmt werden konnte. Im MS/MS-
Massenspektrum wurde die zusitzliche OH-Gruppe nicht wie bei den Sphingadienin (d18:2)-
basierten Vertretern durch eine weitere Wasserabspaltung (Z,’) nachgewiesen (Abb. A18). Ob
das an der Lage der Hydroxygruppe lag oder an der abweichenden Phytosphingenin (t18:1)-
Sphingobase, konnte nicht ermittelt werden. Die GlyCer verhielten sich auch bei der Detektion
nach APCI (LC-MS) anders als die zuvor beschriebenen Verbindungen. Im Quadrupol-
Massenspektrometer wurden sie bei den vorgegebenen Parametern nach APCI (+4,5 kV, 5 uA,
CID 150 V) unter Wasserabspaltung detektiert ([M-H,O+H]", Tab. 32). Erst die
massenspektrometrische Untersuchung nach Elektrosprayionisation (Ionenfalle und Orbitrap)
offenbarte die m/z der Parentalionen (M, Tab. 31-32). Ein &hnliches Tetrahydroxy-Cer des
menschlichen Stratum corneums wurde von t'Kindt et al, 2012, massenspektrometrisch
charakterisiert. Cer [NT] (OH-t18:0 18:0) bildet mit ca. 1,7 % nur einen kleinen Anteil der
Haut-Cer (t'Kindt et al., 2012). Die Position der zusétzlichen Hydroxygruppe konnte auch hier
bisher nicht bestimmt werden (Rabionet et al., 2014).

Pflanzliche GlyCer mit zusitzlichen Hydroxygruppen (als ,,Tetrahydroxy“-Typ) sind bisher
nicht beschrieben worden. Der Metabolismus von Sphingolipiden in Tieren und Pflanzen ist
groBtenteils konserviert (vgl. Abb. A48, Pata et al., 2010; Zauner et al., 2010). Bioaktive
Sphingolipide kdnnen einerseits durch den Abbau komplexer Verbindungen (Salvage-Pathway)
und andererseits durch die de novo-Synthese entstehen (Abb. A48, Merrill et al., 2001).
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Desaturasen und Hydroxylasen sind fiir die Strukturvielfalt verantwortlich (Lynch und Dunn,
2004; Pata et al., 2010). Die Hydroxylierungen und die Ketogruppe von Malusid I-1II (4, 1, 2)
befinden sich im Bereich der Positionen C-8 und C-9. An diesen Positionen setzt die
A8-Desaturase an. Es ist vorstellbar, dass es im Falle der neuartigen, zusitzlich hydroxylierten
GlyCer zu einer fehlerhaften Desaturierung eines GlyCer an Position C-8 und C-9 durch die
A8-Desaturase gekommen ist. Eine unvollstindige Bildung der Doppelbindung durch fehlende
Dehydratisierung konnte ein Grund dafiir sein. Ob eventuell weitere Hydroxylasen oder
Desaturasen als die bisher bekannten A4- und A8-Desaturasen existieren, muss gepriift werden.
Anlass dazu gibt auch die detektierte Sphingatrienin (d18:3)-Base, die ihre dritte
Doppelbindung vermutlich an Position C-10 hat. Zukiinftige Untersuchungen miissen zeigen, ob
die neuartigen, zusitzlich hydroxylierten GlyCer (Maluside I-III, 4, 1, 2) besondere
Eigenschaften wie z.B. eine hohe Wasserbindungskapazitiit besitzen und ob sie auch in anderen

Pflanzenorganismen vorkommen.

5.3 Die Hydrolyse von Glycosylceramiden als limitierender Faktor

Die Hydrolyse der isolierten GlyCer stellt das Nadelohr der prisentierten Gewinnungsmethode
von ,Phyto“-Cer dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden intensive
Hydrolyseexperimente an drei ausgewéhlten GlyCer durchgefiihrt. Diese waren die GlyCer vom
Sphingadienin (d18:2)- (Glc-d18:2 h16:0 (7)), Sphingenin (d18:1)- (Glc-d18:1 h16:0 (9)) und
Phytosphingenin (t18:1)-Typ (Glc-t18:1 h22:0 (28)). Die Hydrolyse von GlyCer wird in der
Literatur sehr widerspriichlich diskutiert und experimentell beschrieben. Prinzipiell kommen
chemische und enzymatische Ansdtze in Frage, wobei eine chemische Hydrolyse die

vermeintlich billigste Variante zur Gewinnung eines Cer darstellt.

5.3.1 Mangelnde Effizienz der chemischen Hydrolyse

Die chemische Hydrolyse von GlyCer kann basisch oder sauer verlaufen. Dabei dienen
aggressive basische Reaktionsbedingungen (z.B. Ba(OH),, KOH) der Spaltung der
Amidbindung (Morrison und Hay, 1970). Die Verwendung einer 0,1 M NaOH-L&sung (in
Methanol) und das Aussetzen von Mikrowellen fiir 2 Minuten fiithrte ebenfalls zur Spaltung der
Amidbindung (Itonori et al., 2004). Eine saure Hydrolyse (z.B. verdiinnte HCI) bietet sich vor
allem fiir O-Glycoside an (Brito-Arias, 2007), wie sie bei GlyCer in Form der O-glycosidischen
Bindung an Position C-1 vorliegt. Die Amidbindung zwischen der Sphingobase und der
Fettsdure ist gegeniiber sauren Bedingungen sehr stabil. Dennoch sind saure Bedingungen
gleichermafBen in der Lage, die Amidbindung zu spalten. Es wurden bereits einige Sduren zur
Hydrolyse von GlyCer verwendet: Schwefelsidure (Levene und Meyer, 1917), Salzsaure (Carter
et al., 1961b; Sullards et al., 2000), Trifluoressigsdure (Gunnarsson et al., 1984) oder eine

Mischung dieser Sduren (Biermann, 1988).
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Die Parameter Zeit, Temperatur und Konzentration der Sdure sind entscheidend fiir den Erfolg
der Hydrolyse. Konzentrationen von 0,5-6 M (HCI, H,SO,), Temperaturen zwischen 50 und
100 °C und Reaktionszeiten von wenigen Minuten bis zu einigen Tagen wurden in der Literatur
getestet. Jedoch wurde neben dem Zucker auch immer die Sphingobase freigesetzt (Maker et
al., 1974). Die Freisetzung von Hexosen aus neutralen Glycolipiden des menschlichen Gehirns
wurde mit 1M HCI fiir 6-12 h bei 100 °C vollzogen (Kannan et al., 1974). Jedoch fiihrten auch
bereits niedrigere Temperaturen (50 °C, 63 °C, 70 °C) sowie niedrigere Konzentrationen (0,5 M
methanolische HCI) bei ldngeren Reaktionszeiten (16 h, 3-4 d) zur Totalhydrolyse von GlyCer
(Aveldano und Horrocks, 1983; Bittman und Verbicky, 2000; Sullards et al., 2000). Fujino und
Ohnishi, 1983, hydrolysierten Cer-gebundene Oligosaccharide, in dem sie mit 0,1 M HCl
(methanolisch, wasserfrei) unter Reflux fiir 10 min kochten. Allerdings konnten sie das
Monohexosyl-GlyCer nicht spalten (Fujino und Ohnishi, 1983). Da bei den meisten
Arbeitsgruppen die Strukturaufkldrung im Vordergrund stand, wurden die GlyCer hiufig
vollstindig hydrolysiert, inklusive der Amidbindung.

In dieser Arbeit wurde der Enwticklungsschwerpunkt wéhrend der Hydrolysen auf Salzsdure
gelegt, nachdem Versuche mit anderen Sduren (Schwefel- und Salpetersdure, Konzenrationen:
0,1; 0,5; 1; 2 und 6 M) keine zufriedenstellende Hydrolyse der GlyCer bewirkten. Veridnderung
der Parameter Temperatur (35, 60, 95 °C) und Zeit (1, 6, 12 h) einer 1 M HCI brachten kein
akzeptables Hydrolyseergebnis. Obwohl die GlyCer nach 12 h nicht mehr nachweisbar waren
(TLC) und eine Umsetzung stattgefunden hatte, wurden auch keine Cer, dafiir jedoch andere
Derivate, nachgewiesen (Abb. 31-33). Ein Problem der sauren Hydrolyse sind
Kondensationsprodukte (Karlsson, 1970a). Die verwendeten Sduren konnen vier Bereiche der
GlyCer angreifen und Veridnderungen hervorrufen. Das sind die Amidbindung und die
glycosidische Bindung, aber auch die Hydroxygruppen (Oxidierung zu Carbonylgruppen) und
Doppelbindungen (Spaltung durch Oxidierung) (Nardan, 2007). Selbst moderate saure
Bedingungen (0,1-0,5 M HCI, Raumtemperatur, 3 h) fithren zur Bildung von unterschiedlichen
Derivaten. So kann es z.B. zur acyl-Migration innerhalb der Cer-Struktur kommen (Van
Overloop et al., 2005). Die saure Hydrolyse von Sphingomyelin in wissrigem Methanol unter
Reflux fiithrt zur Epimerisierung an der C-3-Position (Bittman und Verbicky, 2000). AuB3erdem
kann Methanol, welches zum Losen der GlyCer und als Reaktionsraum dient (Taketomi und
Kawamura, 1972), die Bildung von Kondensationsprodukten fordern. Die Reaktionsprodukte
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Jedoch wurde anhand von (HP)TLC-
Ergebnissen (Abb. 31-33) die Qualitit der Hydrolyse beurteilt.

Aufgrund der mangelhaften ,klassischen sauren Hydrolyse fiihrten Carter et al., 1961b, eine
sogenannte oxidative Reduktionshydrolyse durch. Dabei wurde der Zuckerring des GlyCer mit
Periodat geodffnet und anschlieBend mit NaBH, direkt reduziert. Der Zuckerteil wurde dann mit

Salzsdure in Form einer milden Hydrolyse abgetrennt. Diese Versuche von Carter et al., 1961b,
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wurden aufgegriffen und erfolgreich fiir die Herstellung von Cer aus Dihydroxy-basierten
GlyCer herangezogen (Iga et al., 2011). Trihydroxy-Sphingolipide (z.B. t18:1) wurden dagegen
nicht hydrolysiert, da sie durch die Verwendung von Periodat an der 3,4-Diolstruktur gespalten
wurden (Iga et al., 2011). Die Wiederholung der Experimente in dieser Arbeit (4.3.1) bestitigte
die Resultate von Iga er al., 2011: nicht quantitative Hydrolyse und keine Detektion von
,,Phyto“~-Cer aus Phytosphingenin (t18:1)-basierten GlyCer (Abb. 34). Diese Einschrinkungen
machten die genannte Form der Hydrolyse unbrauchbar. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
mit der chemischen Hydrolyse keine effektive Trennung der Zuckerkopfgruppe vom Cer-Teil

der GlyCer moglich ist.

5.3.2 Enzymatische Hydrolyse zur Spaltung von Glycosylceramiden

Es wurden zwei Glucosidasen auf ihre Fihigkeit, pflanzliche GlyCer zu spalten, untersucht.
Zum einen wurde eine unspezifische f-Glucosidase (aus Mandeln) und zum anderen eine
spezifische Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) herangezogen. Die Loslichkeit von
Sphingolipiden spielte bei der chemischen Hydrolyse mit Methanol als Losungsmittel eine
untergeordnete Rolle. Mit der Verwendung von enzymatischen Reaktionen im wissrigen Milieu
mussten die GlyCer in Wasser gelost werden. Aufgrund ihrer lipophilen Struktur war dies mit
einem Losungsvermittler moglich. Es wurden bereits unterschiedliche Detergenzien wie Triton
X-100 (Dawson und Sweeley, 1969) oder Gallensalze (Zhou et al, 1989) zur
Losungsvermittlung von GlyCer beschrieben. Gallensalze stimulieren die Hydrolyse durch
Endo-Glucoceramidasen (Zhou et al., 1989). Obwohl in der vorliegenden Arbeit die Umsetzung
auch unter Verwendung von Triton X-100 méglich war, ist in allen Experimenten mit Natrium-
Taurocholat als Detergenz gearbeitet worden. Triton X-100 hatte bei der sich an die Reaktion
anschlieBenden diinnschichtchromatographischen Trennung einen dhnlichen R-Wert wie das
Produkt (Cer) und war nur bedingt einsatzfihig. Dagegen konnte Natrium-Taurocholat klar von
allen beteiligten Verbindungen abgegrenzt werden.

Fir die unspezifische p-Glucosidase (aus Mandeln) ist keine Aktivitit gegeniiber den
gewonnenen GlyCer nachgewiesen worden. Auch die Anpassung der Versuchsbedingungen wie
Puffer, Konzentration und Detergenz generierten keine Substratumsetzung. Gowda et al., 2016,
berichteten von einer erfolgreichen enzymatischen Hydrolyse von GlyCer mit einer
[-Glucosidase aus Mandeln nach alkalischer Hydrolyse. Die f-Glucosidase setzte das intakte
GlyCer ebenfalls nicht um. Die deacylierte Form war dagegen der Hydrolyse zur freien
Sphingobase zuginglich (Gowda et al., 2016). Ob andere unspezifische f-Glucosidasen die
Reaktion eines intakten GlyCer katalysieren konnen, wurde bisher nicht untersucht. Die
p-Glucosidase-Préiparation aus Mandeln kann fiir eine Hydrolyse von pflanzlichen GlyCer in

,Phyto“-Cer nach der vorgestellten Methode bisher nicht verwendet werden. Die Suche nach
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einer kostengiinstigen Hydrolyse sollte S-Glucosidase-Priaparationen aufgrund der Ergebnisse
von Gowda et al., 2016, dennoch weiter einschlielen.

Fiir die enzymatische Produktion von Cer diente schlielich das Arzneimittel Cerezyme®
(Imiglucerase), eine rekombinante humane Glucocerebrosidase. Alle GlyCer-Fraktionen aus
Apfeltrester (A1-12), Weizenkeimen (W 1-12) und Kaffeesatz (C1-5) wurden der enzymatischen
Hydrolyse mit der spezifischen rekombinanten Glucocerebrosidase (Cerezyme®, Imiglucerase)
unterzogen. Die GlyCer wurden in Cer umgesetzt, was diinnschichtchromatographisch im
Vergleich mit Referenzsubstanzen nachgewiesen wurde (Abb. 36). Bereits Lynch und Phinney,
1995, nutzten eine nicht néher beschriebene Glucocerebrosidase fiir die hydrolytische Spaltung
von pflanzlichen GlyCer. Die Verwendung der rekombinanten Glucocerebrosidase Imiglucerase
(Cerezyme®) ist bisher nicht fiir die Hydrolyse pflanzlicher GlyCer beschrieben worden.

Bei der Hydrolyse von GlyCer unterscheidet man Monohexosyl- und Oligohexosyl-
Verbindungen, fiir deren Spaltung es jeweils spezifische Enzyme gibt (Abb. 52).

Endo-Glycoceramidase/ Endo-Glycosidase  Exo-Glycosidase

Glucocerebrosidase ] 1 1
1 I 1 1
1 | 1 1

Sphingobase (LCB) OH O
/\/\/\/\/W l
18 8 4 |2
g X INH
i
OH
Fettsaure (FS) ol

I
Sphingolipid-Ceramid-
N-Deacylase

Glycosylceramid -

Abb. 52:  Angriffspunkte fiir die enzymatische Hydrolyse von
Glycosylceramiden

Modifiziert nach Li und Li, 1999. A, B, C und D sind Monohexosen.
Dargestellt ist Gly-d18:2 h16:0.

Ceramid

Exo-Glycosidasen spalten Zucker vom nicht reduzierenden Teil der Kette ab, Endo-
Glycosidasen trennen die glycosidische Bindung innerhalb der Zuckerkette. Endo-
Glycoceramidasen und Glucocerebrosidasen kdnnen die vollstindige Zuckerkette (mit mehreren
Hexosen) oder auch eine einzelne Hexose (z.B. Glucose) abspalten (Li und Li, 1999). Dabei
stellen Endo-Glycoceramidasen (EC 3.2.1.123) und Glucocerebrosidasen (Glucosylceramid-$-
Glucosidase, EC 3.2.1.45) unterschiedliche Enzyme dar.

Unterschiedliche Endo-Glycoceramidasen wurden bereits in Mikroorganismen und
Invertebraten wie Rhodococcus-Arten (Ito und Yamagata, 1989; Ishibashi et al., 2007), Quallen
(Horibata et al., 2000), Blutegeln und Regenwiirmern (Li und Li, 1989) nachgewiesen. Sie alle
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konnten Oligohexosen, jedoch nie Monohexosen, von der Cer-Einheit abspalten. GlyCer mit
Monosacchariden wie Glucose sind wahrscheinlich aufgrund ihrer Lipophilie durch die meisten
Endo-Glycoceramidasen nicht hydrolysierbar (Li und Li, 1999). Glucosylceramid-spezifische
Glucosylceramidasen wurden in einem Bakterienstamm aus Hundekot (Furuya et al., 2010) und
in Pilzen (Ishibashi et al., 2012) gefunden. Uber den Abbau von GlyCer in Pflanzen ist bisher
wenig bekannt, wenngleich Glycosylceramidase-Aktivititen in Pflanzen nachgewiesen wurden
(Lynch und Dunn, 2004). Es liegt daher nahe, dass sich d@hnliche Enzyme in Pflanzen befinden.
Zur Gewinnung von ,,Phyto“-Cer sind die drei hédufigsten Apfeltrester-GlyCer (40,0 mg Glc-
d18:2 h16:0 (7), 17,5 mg Glc-t18:1 h22:0 (28) und 20,0 mg Glc-t18:1 h24:0 (36)) der
enzymatischen Hydrolyse mit einer Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) unterzogen
worden. Bei den gewihlten Bedingungen nach zwei Hydrolysedurchgingen wurde keine
quantitative Umsetzung (insgesamt 73-83 %) beobachtet. Die enzymatische Hydrolyse von
GlyCer mit Imiglucerase (Cerezyme®) ist substratkonzentrationsabhingig. Hohere
Substratkonzentrationen im mM-Bereich (0,2-0,7 mM) wurden nicht quantitativ umgesetzt
(4.3.2). Dagegen hydrolysierten die Assay-Ansitze mit absoluten Substratkonzentrationen im
uM-Bereich (12-14 uM) die GlyCer. Dies ist mittels TLC nachgewiesen worden (4.3.1). Das
gleiche wurde bereits bei der Untersuchung einer Endo-Glucosylceramidase (aus dem Blutegel)
beobachtet (Wing et al, 2001). Das Enzym setzte nur ca. 20 % des GlyCer
(Substratkonzentration: 150 uM) um. Eine verringerte Substratkonzentration (37,5 pM) und ein
anderes Detergenz (2,5 mg/ml Taurodeoxycholat) fithrten zu einer Steigerung der Umsetzung
auf 34 % (Wing et al., 2001). Neue Reaktionsbedingungen wie groflere Endvolumina sowie
niedrigere Substrat- und Produktkonzentrationen konnten daher eine quantitative Umsetzung
der GlyCer bewirken.

Nachteile der beschriebenen enzymatischen Methode sind die Verfiigbarkeit und die Kosten des
notwendigen Enzyms. Wihrend die Experimente fiir wissenschaftliche Fragestellungen
durchfiihrbar waren, ist eine wirtschaftliche Produktion in dieser Form (noch) nicht moglich.
Daher muss eine Alternative zur rekombinanten Imiglucerase (Cerezyme®) gefunden werden.
Die Produktion einer humanen Glucocerebrosidase in pflanzlichen Organismen ist moglich. So
wurden bereits in Karottenzellen (Shaaltiel et al., 2007), Arabidopsis-Samen (He et al., 2012)
und kiirzlich in Tabakpflanzen (Limkul et al, 2016) aktive, rekombinante, humane
Glucocerebrosidasen produziert. Ob damit eine giinstigere und vor allem leichter zugiingliche

Art der Enzymproduktion gegeben ist, miissen zukiinftige Untersuchungen zeigen.

5.4 Die Bedeutung von ,,Phyto““-Ceramiden im Stratum corneum und in der
Dermatotherapie
Fiir die atopische Dermatitis (Neurodermitis), Psoriasis und gealterte Haut wurden verringerte

Cer-Konzentrationen der Haut nachgewiesen (Motta ef al., 1993; Ghadially et al., 1995; Lew et

132



DISKUSSION

al., 2006; Ishikawa et al., 2010). Dabei scheint die Cer-Klasse fiir die Barrierefunktion von
entscheidender Bedeutung zu sein. Besonders die Mengen der ultralangkettigen Cer [EOH],
[EOP] und [EOS] sowie der Phytosphingosin (t18:0)-basierten Cer [NP] und [AP] sind reduziert
(Motta et al., 1993; Rogers et al, 1996; Ishikawa et al., 2010). Dagegen wurde bei
Neurodermitis- und Psoriasis-erkrankter Haut ein Anstieg der Sphingosin (d18:1)-basierten Cer
[NS] und [AS] bestimmt (Motta et al., 1993; Ishikawa et al., 2010). Cer [NP] und [AP] dienten
in einer Formulierung mit anderen Hautlipiden (Cholesterol und Fettsduren) der Reparatur
geschidigter Haut (De Pera et al., 2000; De Paepe et al., 2002). Daher werden Cer-haltige
Formulierungen als Behandlungskonzept fiir die beschriebenen Hauterkrankungen und
gealterte, trockene Haut angesehen.

Es ist bekannt, dass die Cer-Klassen unterschiedliche Funktionen innerhalb der menschlichen
Haut haben. Hannun und Obeid, 2011, wiesen bereits auf die Vielfalt von Cer-Strukturen und
den damit verdnderten Funktionen hin. Mit den bisher detektierten Sphingobasen- (S, DS, P, H
und T) und assoziierten Fettsdureklassen (A, N, O und EO) sowie den dariiber hinaus
auftretenden individuellen Verdnderungen (Kettenlingen, Doppelbindungen) ist ein breites
Spektrum von Haut-Cer gegeben, dessen Bedeutung bisher noch nicht vollstindig aufgeklért
werden konnte. Einzelne Cer-Klassen sind besonders an der Integritit und Stabilitit der
Hautbarriere beteiligt. Fiir die Wirkung von Cer im Korper (z.B. Modulation des Zellwachstums
und der Differenzierung) ist wohl die Stereospezifitit, die Anzahl freier Hydroxygruppen sowie
eine minimale Hydrophobizitit (Linge der Alkylketten) von Bedeutung (Bielawska et al.,
1992). Haut-Cer mit sehr langen Alkylketten unterstiitzen dagegen die Barrierefunktion der
Haut (Imokawa et al., 1991b). Die Acylkettenlinge der Cer ist ein wichtiger Faktor der
Lipidordnung im Aufbau der Hautbarriere (Mojumdar et al., 2014). Die langkettigen Cer [EOS]
und [EOP] verbinden die Lipidschichten innerhalb der Matrix miteinander, da sie liber mehrere
Lipidschichten hinausragen (Bouwstra ef al., 1998; Kessner ef al., 2008a). Cer und GlyCer mit
einer Trihydroxybase (t18:0) und einer a-hydroxylierten Fettsdure (z.B. h24:0) erhohten in
Tierzellen die Stabilitit der Plasmamembran und erniedrigten die Ionenpermeabilitit. Fiir
pflanzliche Cer und GlyCer wird das gleiche Verhalten vermutet, wurde jedoch bisher noch
nicht nachgewiesen (Lynch et al, 1992; Lynch und Dunn, 2004; Pata et al, 2010). Die
Hydroxygruppen der Cer (z.B. Cer [NP] und [AP]) kdnnen Wasserstoffbriickenbindungen mit
anderen Lipiden ausbilden und so das Lipidnetzwerk des Stratum corneums stabilisieren
(Pascher, 1976). Cer weisen aufgrund ihrer Hydroxygruppen auch eine natiirliche
Wasserbindungskapazitit auf und sollen so den TEWL vorbeugen (Imokawa et al, 1986;
Imokawa et al., 1991b; Imokawa und Ishida, 2014). Diese Ansichten werden durch das
Armature reinforcement-Modell gestirkt, in dem Cer mit vielen Hydroxygruppen nach einer
Konformationsinderung eine Wasserphase (von ca. 1 A) binden kénnen (Kiselev ef al., 2005).

Zusammen bewirken die ultralangkettigen Cer und die Phytosphingosin (t18:1)-basierten Cer
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mit ihren Hydroxygruppen eine optimale lamellare Packung der Hautlipide und damit eine
intakte Hautbarriere (Pascher, 1976; Ghadially et al., 1995; Bouwstra et al., 1998; Mojumdar et
al., 2014). Ultralangkettige Cer (wie Cer [EOS], [EOP] und [EOH]) wurden in Pflanzen bisher
nicht detektiert. Jedoch sind Phytosphingosin (t18:0)-Derivate in Form von Phytosphingenin
(t18:1)-GlyCer (z.B. Glc-t18:1 h22/24:0 (28/36)) in groBeren Mengen isolierbar. Sie besitzen
jeweils vier Hydroxygruppen und konnten ein Mittel fiir die Wasserbindung und die
Stabilisierung der Stratum corneum-Lipidmatrix innerhalb der Haut darstellen. Die neu
entdeckten GlyCer-Klassen des Apfeltresters mit vier oder fiinf Hydroxygruppen an anderen
Positionen innerhalb der Sphingobasen (z.B. Glc-8/9-OH-d18:2 h16:0 (1/2), Glc-20H-d18:2
h16/22/24:0 (3/13/25) und Glc-OH-t18:1 h22/24:0 (10/18)) konnten dariiber hinaus weitere
Vorteile der Wasserretention mit sich bringen. Mit dem ,,Phyto““-Cer-Upcycling-Konzept fiir
industrielle Pflanzenabfille konnte eine neue Behandlungsmoglichkeit in der Dermatotherapie
geschaffen werden. Einzig die GlyCer-Gehalte der Pflanzen sind ein limitierender Faktor.

Ob ,,Phyto“-Cer tatsdchlich dhnliche oder gar andere, vorteilhaftere Eigenschaften fiir das
Stratum corneum aufgrund ihrer unterschiedlichen Strukturen (Kettenldngen, Doppelbindungen,
Hydroxygruppen) besitzen, muss zukiinftig herausgefunden werden. Die GlyCer-
Hauptkomponenten der untersuchten Pflanzenmaterialien (Apfeltrester, Weizenkeime,
Kaffeesatz) setzten sich aus den Sphingobasentypen Sphingadienin (d18:2), Sphingenin (d18:1)
und Phytosphingenin (t18:1) sowie unterschiedlichen Fettsdurekettenldangen (C15 bis C28)
zusammen (4.2.10, 5.2.3). Die Strukturen der drei gewonnenen ,,Phyto“-Cer dhneln denen

hiufig vorkommender und essentieller Haut-Cer (Abb. 53).

Sphingadienin- und Sphingosin-Typ Phytosphingenin- und Phytosphingosin-Typ
OH OH OH OH
Z/E
) 18 (CHy), 3 OH -2 18 (CHy), 8 S 2
= : Ho OH :
né: " (CHy); \_"~_] = NH ~_~ (CHy), \/\/\\/ZS( NH
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d18:144£118:0 = Cer[AS], R=0OH (9,6 %") t18:0 h18:0 = Cer[AP], R=OH (8,8 %")

d18:124£18:0 = Cer[NS], R=H (7,4 %") t18:0 18:0 = Cer[NP], R=H (22,1 %")

Abb. 53:  Isolierte ,,Phyto“-Ceramide im Vergleich zu menschlichen
Hautceramiden
Cer — Ceramid, S — Sphingosin (d18:1), P — Phytosphingosin (t18:0), A —
a-hydroxylierte Fettsiure, N — nicht hydroxylierte Fettsiure, ' — t'Kindt er
al., 2012
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Das ,,Phyto“-Cer d18:2 h16:0 (47) dhnelt den Cer [AS, d18:1 h18:0] und [NS, d18:1 18:0] der
Haut, welche zusammen ca. 17 % der Haut-Cer ausmachen (t'Kindt et al., 2012). Weiterhin
stellen die ,,Phyto“-Cer t18:1 h22/24:0 (48/49) artverwandte Derivate der Haut-Cer [AP, t18:0
h18:0] und [NP, t18:0 18:0] dar. Letztere werden fiir die Integritit der Hautbarriere als
besonders wichtig angesehen, weil sie einen grolen Anteil (ca. 31 %) der Cer des Stratum
corneums bilden (t'Kindt et al., 2012). Dennoch bestehen Unterschiede der Struktur pflanzlicher
und menschlicher Cer, wie z.B. die o-Hydroxylierung der Fettsduren oder die AS8-
Doppelbindung. Dass kleinste Molekiilverdnderungen (wie z.B. a-Hydroxylierung von
Fettsiduren) grofle Auswirkungen haben konnen, ist von Engelbrecht et al., 2012, gezeigt
worden. Sie wiesen eine geringere lamellare Systemordnung der Nanostruktur des Stratum
corneums fiir Cer [AP] gegeniiber Cer [NP], die sich nur in der a-Hydroxylierung der Fettsdure
unterschieden, in einer kiinstlich hergestellten Membran nach.

Es wird angenommen, dass Z-Isomere von Lipiden den Wassertransport durch das Stratum
corneum beeinflussen, indem sie ,Locher” in den Lipidschichten bilden, in die sich Wasser
einlagern kann (Potts und Francoeur, 1990). Simulationsveridnderungen der Desaturierung von
Sphingomyelin bewirkten Unordnungen der lamellaren Packung, wenngleich die Auswirkungen
nicht signifikant waren (Niemela et al., 2006). Bei einer Simulationsstudie zur
E/Z-Desaturierung von Phospholipiden (Phosphatidylcholin) ist kein Einfluss der
Doppelbindung auf die Membran gefunden worden (Murzyn et al., 2001). Die im Rahmen
dieser Arbeit isolierten pflanzlichen Cer wiesen 8E- und 8Z-Isomere auf. Die 8Z-Isomere
iibertrafen die 8E-Isomere um das 2-3 fache (Abb. 40). Z-ungesiittigte Fettsiuren (z.B. Olsdure
18:1°%) verindern die Stratum corneum-Lipid-Ordnung durch Stérung der lamellaren Ordnung
(Ongpipattanakul et al., 1991; Naik et al., 1995) und konnen damit als Penetrationsenhancer
dienen (Engelbrecht et al., 2011). Dagegen haben E-Isomere kaum einen Effekt (Golden et al.,
1987b). Ob sich die Z-Isomerie der pflanzlichen Cer auf die lamellare Ordnung auswirkt, muss
untersucht werden. Dies konnte mithilfe von Neutronenstreuungsexperimenten erfolgen, bei
denen die Anordnung und Lage der ,,Phyto“-Cer innerhalb kiinstlich hergestellter Membranen
(,,Phyto*“-Cer, Cholesterol und freie Fettsduren) festgestellt werden kann (Eichner et al., 2016).
Zur Nutzung von ,Phyto“-Cer in der Dermatotherapie muss ein ausreichendes
Penetrationsverhalten in menschliche Haut sichergestellt werden. Das Penetrationsverhalten
unterschiedlicher Cer (z.B. Cer [AP], [NS] und [NP]) in menschliche Haut ist bereits untersucht
worden (Sahle et al., 2013; Sahle et al., 2014; Zhang et al., 2015). Ob ,,Phyto*“-Cer trotz oder
wegen ihrer strukturellen Unterschiede ebenfalls dazu in Lage sind, wurde bisher nicht
beschrieben. Deshalb sind mit den zwei hergestellten ,,Phyto*“-Cer d18:2 h16:0 (47) und t18:1
h22:0 (28) erste Penetrationsversuche in menschliche Haut durchgefithrt worden. Als
Formulierung diente die Basiscreme DAC, eine amphiphile Creme, die einen O/W-Emulgator

(Macrogol-20-glycerolmonostearat) und W/O-Emulgatoren (Glycerolmonostearat 60,
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Cetylalkohol) enthilt. Es konnen lipophile und hydrophile Stoffe eingearbeitet werden.
Aufgrund des Anteils von Propylenglycol (10 %) ist die wiassrige Phase mikrobiologisch stabil.
Eingearbeitet in die halbfeste Grundlage (Cer 0,3 %, Basiscreme DAC) wurde eine
100 miniitige Penetration der Cer in menschliche Haut des Riickens bei 32 °C durchgefiihrt. Die
anschlieende LC-MS-Untersuchung wies die Cer neben anderen Verbindungen in der Haut
nach (Abb. 42). 16,9 und 10,3 % (n=1) der aufgetragenen Cer penetrierten in die Haut (Tab.
43). Jedoch wurde auch ein nicht unerheblicher Teil der Cer-Formulierung in den abgewischten
Uberresten wiedergefunden. Dies zeigt, wie wichtig eine schnelle Penetration von Stoffen in die
Haut ist. Eventuell wurde recht frith ein Steady state (FlieBgleichgewicht) erreicht, der eine
weitere Penetration der Cer erschwert hat. Abhilfe bei zukiinftigen Experimenten konnte die
Franz-Diffusionszelle schaffen. Diese bietet ein gutes Modell fiir die Verfolgung der
Penetration von Stoffen in menschliche Haut (Sahle er al, 2014). Sie besitzt ein
Akzeptorkompartiment (Wasser), das geriihrt wird und so die Diffusionsschicht der Haut so
klein wie moglich hilt. Hiermit konnen die physiologischen Bedingungen realistischer
dargestellt werden als mit dem gewdhlten statischen Aufbau. Fiir zukiinftige Versuche sollte
daher diese alternative Experimentieranordnung verwendet werden.

Die Bestimmung der Cer mithilfe von LC-MS ist eingehend beschrieben worden (4.4) und als
Quantifizierungsmethode gut geeignet. Jedoch stellt die Probenaufbereitung eine gewisse
Anforderung dar, da neben den Cer auch viele weitere konzentrierte Verbindungen (Hautlipide
und Formulierungsriickstinde) die HPLC-Saule passieren. Eine weitere Moglichkeit der Cer-
Quantifizierung aus Hautpenetrationsversuchen kann mit der in dieser Arbeit bereits
vorgestellten AMD-HPTLC-Densitometrie-Methode erfolgen (Abb. A25). Anhand von
Referenzsubstanzen (R1, R2) konnen die Hautlipidklassen der Triglyceride, Sterole, Fettsduren
und Cer identifiziert werden. Da die ,,Phyto“-Ceramidklassen (hier: d18:2 h16:0 (47), t18:1
h22:0 (48)) im Unterschied zu den am hiufigsten vorkommenden Haut-Ceramidklassen
unterschiedliche R-Werte aufweisen (Abb. A25), konnten sie mithilfe der vorliegenden
Methode getrennt voneinander identifiziert und quantifiziert werden.

Es ist bekannt, dass Formulierungen wie Mikroemulsionen sowohl bessere Penetrationserfolge
erzielen als auch die Tiefe der Hautpenetration beeinflussen konnen (Sahle et al., 2014).
Zukiinftig sollten alternative Formulierungsansitze getestet werden, um die Hautpenetration
pflanzlicher Cer zu erhdhen und zu steuern, sodass sie im Stratum corneum in die Lipidmatrix
aufgenommen werden kénnen.

Bisher wurden ,,Phyto“-Cer als die Zielobjekte fiir eine Dermatotherapie betrachtet. Ein
weiterer Aspekt ist die direkte Verwendung der GlyCer-angereicherten Fraktionen als ,,Phyto*-
Cer-Quelle. Die perorale Einnahme von GlyCer (Amorphophallus konjac) senkte den TEWL
bei Patienten mit atopischem Ekzem (Miyanishi et al., 2005). GlyCer (aus Reis) verringerten

nach peroraler Einnahme den Wasserverlust und verbesserten die Barrierefunktion der Haut
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(Shimoda et al., 2012). GlyCer und Sphingomyeline sind die Hauptausgangsstoffe fiir die
Bildung von Cer fiir das menschliche Stratum corneum (Hamanaka et al., 2002). Sie befinden
sich zusammen mit den hydrolytischen Enzymen (Glucosylceramid-f-Glucosidase und
Sphingomyelinase) in lamelldren Granula und werden in den Interzellularraum zwischen
Stratum corneum und Stratum granulosum sekretiert (Vielhaber et al., 2001; Breiden und
Sandhoff, 2014). Dass GlyCer essentielle Vorprodukte von Cer sind, die die epidermale
Barrierefunktion aufrechterhalten, wurde bereits nachgewiesen (Jennemann et al., 2007).
Substituierte pflanzliche GlyCer konnten daher das Speicherdepot der Stratum corneum-Lipide
erweitern. Fine Hydroylse zu ,,Phyto“-Cer wiirde dann in vivo erfolgen, die aufwendige
in silico-enzymatische Hydrolyse wiirde umgangen werden. Es ist auch bekannt, dass eine
funktionierende GlyCer-Hydrolyse zu einem Metabolismusgleichgewicht und damit der
epidermalen Barrierefunktion der Haut zutriglich ist (Holleran ef al., 1992). Ob dermal extern
zugefiihrte pflanzliche GlyCer in den iiberlebenswichtigen Metabolismus eingefiihrt werden
konnen, wurde bisher nicht untersucht. Ob jedoch die Penetration der pflanzlichen GlyCer in
das Stratum corneum moglich ist, miisste analysiert werden. Auf der anderen Seite wurden in
psoriatischer Haut niedrigere Konzentrationen von Glucocerebrosidasen nachgewiesen
(Alessandrini et al., 2004), was den erforderlichen Abbau beeinflussen wiirde. In Psoriasis
erkrankter Haut wurden auch reduzierte Mengen Prosaposin (Vorstufe von Saposin, einem
Sphingolipid-Aktivator-Protein), das der Stimulation der Glucocerebrosidase und sauren
Sphingomyelinase dient, gefunden (Alessandrini ef al., 2001). Auch hier wire die notwendige
Hydrolyse zu Cer gestort. Gaucher-Kranke, die nicht iiber die Glucocerebrosidase verfiigen,

wiren der Therapie mit pflanzlichen GlyCer génzlich ausgeschlossen.

5.5 Screening und Quantifizierung von Glycosylceramiden mittels AMD-HPTLC

Die TLC stellt eine einfache, kostengiinstige und effektive Trennungsmoglichkeit komplexer
Matrices dar (Cheng et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit sollte neben den Methoden zur
Isolierung und Strukturaufkldrung auch eine Screeningmethode zur Quantifizierung pflanzlicher
GlyCer entwickelt werden. Die Quantifizierung mit TLC war nicht moglich, da die geringen
GlyCer-Konzentrationen innerhalb der Extrakte nach einfacher isokratischer Entwicklung keine
scharfen Banden erkennen lieBen (Abb. 44). Fiir die densitometrische Quantifizierung sind
scharfe Banden jedoch eine Voraussetzung. Dies wurde mithilfe der AMD-HPTLC erreicht. Die
Verwendung der AMD-HPTLC-Technik wurde bereits fiir andere pflanzliche Extrakte
beschrieben (Olah et al., 1998; Scholl et al., 2001; Markowski et al., 2006). Mit einem
25-Schritt-Gradienten aus Methanol, Ethylacetat, Toluen, Dichlorethan sowie Ammoniaklésung
und wasserfreier Ameisensdure zur Modifikation wurden Pflanzenextrakte getrennt (Gocan et
al., 1996). In dieser Arbeit wurde eine zur Haut-Cer-Analyse etablierte AMD-HPTLC-Methode
(Farwanah et al., 2002; Opitz et al., 2011) adaptiert und modifiziert (3.2.4), um der Polaritit der
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Zielstruktur GlyCer Rechnung zu tragen. Der Austausch von Ethanol durch Methanol fiihrte fiir
GlyCer zu schirferen Banden. AuBlerdem wurde ein Methanol-reiches Plateau zu Beginn der
Entwicklung fiir die Konzentrierung der Banden eingefiihrt. Farwanah er al., 2002, nutzten
urspriinglich Aceton als Mischungsvermittler fiir Chloroform und Ethanol. Der Zusatz von
Aceton bewirkte keine chromatographische Verdnderung nach dem Austausch von Ethanol
durch Methanol und wurde entsprechend verworfen. Der Gradient wurde in Richtung einer
polareren Chloroform-Methanol-Mischung verschoben, um die glycosylierten Verbindungen
(GlyCer und Sterolglucoside) ausreichend aufzutrennen. Die AMD-HPTLC-Methode wurde mit
einer Referenzsubstanz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen) validiert und GlyCer anhand einer
Kalibrierfunktion quantifiziert. Es wurde gezeigt, dass die AMD-HPTLC eine effektive und
reproduzierbare Methode zur Auftrennung eines pflanzlichen Lipidgemisches und zur

Quantifizierung der darin enthaltenen pflanzlichen GlyCer ist (Tab. 52).

Tab. 52:  Validierung der AMD-HPTLC-Methode

Parameter Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen)
Ry 0,33 +£ 0,003

Kalibrierbereich [ng/Bande] 25-1000

LOD [ng/Bande] 10

LOQ [ng/Bande] 25

Kalibrierfunktion y= -0,0069x> + 23,643x + 66,31

Korrelationskoeffizient R? 0,9999+0,0001

Nach einer einfachen Probenaufarbeitung (Extraktion und ein erster Trennungsschritt in
organische und wdssrige Bestandteile) wurden GlyCer mit der vorgestellten AMD-HPTLC-
Densitometrie-Methode in den angereicherten Extrakten aller Pflanzenmaterialien
nachgewiesen. Da drei Pflanzenmaterialien (Apfeltrester, Weizenkeime und Kaffeesatz) einer
vollstindigen GlyCer-Aufreinigung unterzogen wurden (n=1, Tab. 47), konnten die ermittelten
Gehalte nach AMD-HPTLC-Quantifizierung mit diesen verglichen werden. Es wurden
Wiederfindungsraten zwischen 93 % (Apfeltrester) und 117 % (Weizenkeime) nachgewiesen

(Tab. 53).

Tab. 53:  Glycosylceramid-Gehalte nach Aufreinigung und nach
Quantifizierung mit AMD-HPTLC-Densitometrie

det. — detektiert, nicht quantifizierbar; WFR — Wiederfindungsrate

Pflanzenmaterial Mgyce/ 100 g Ausgangsmaterial [mg] WER [%]
Extraktion und Quantifzierung mit AMD-
Isolierung HPTLC-Densitometrie
Apfeltrester 28,9 26,8 92,7
Weizenkeime 33,7 39,5 117,2
Kaffeesatz 4.4 det. -

GlyCer-Mengen des Apfeltresters und der Weizenkeime wurden mit 26,8 mg und 39,5 mg je
100 g Pflanzenmaterial bestimmt und waren mit den GlyCer-Gehalten nach einer vollstindigen

Aufreinigung vergleichbar.
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Im dthiopischen Pflanzenmaterial wurden GlyCer-Mengen zwischen 9,4 und 23,1 mg je 100 g
Pflanzenmaterial nachgewiesen. Sie stellen damit eine mogliche und vor allem interessante
Quelle fiir die Gewinnung von ,,Phyto“-Cer dar. Aufgrund teils erheblicher Unterschiede der
GlyCer-Gehalte einzelner Pflanzenarten der gleichen Familie, ldsst sich die Notwendigkeit einer
effizienten Screening-Methode erkennen. Mit den vorgestellten Methoden konnen GlyCer-
Gehalte unterschiedlicher Pflanzenmaterialien nach einer einfachen Probenaufbereitung
bestimmt werden. Diese Zeit- und Kostenersparnis des GlyCer-Nachweises im Gegensatz zur
vollstindigen Aufreinigung birgt neue Moglichkeiten auf der Suche nach Pflanzenmaterialien,
die fiir eine ,,Phyto“~-Cer-Gewinnung in Frage kommen.

Eine Quantifizierung der GlyCer in Kaffeesatz war aufgrund der Bestimmungsgrenze von
25 ng/Bande (LOQ, S/N=10) nicht mehr moglich. Dennoch, die Densitometrie ist eine effektive
Detektionsmethode fiir diinnschichtchromatographische Trennungen komplexer Matrices
(Farwanah er al., 2002; Opitz et al., 2011). Die Vorteile der verwendeten Densitometrie-
Detektion gegeniiber einer visuellen Detektion lagen in der Nachweisgrenze. Wihrend im
Kaffeesatz nach Lipid-Veraschung visuell (mit dem menschlichen Auge) keine GlyCer
nachgewiesen wurden, war die Detektion bei 546 nm im Reflexionsmodus unter
Lichtausschluss dazu in der Lage (LOD, S/N=3, 10 ng/Bande).

Die mithilfe der AMD-HPTLC quantifizierten Banden wurden auf enthaltene GlyCer
untersucht. Die GlyCer-Banden wurden priparativ aufgereinigt (TLC) und mittels HPLC-MS
erhaltene GlyCer identifiziert. Einige GlyCer traten familieniibergreifend in Rosaceae, Poaceae
und Fabaceae auf. Das Sphingadienin (d18:2)-basierte GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7) war in allen
LC-MS-untersuchten Fabaceae-Arten, die Phytosphingenin (t18:1)-basierten GlyCer Glc-t18:1
h22/24:0 (28/36) aussschlieBlich in den Albizia-Arten nachweisbar. Ein phylogenetischer
Zusammenhang von Sphingobasen und Fabeae-Arten (z.B. Vicia, Pisum) ist bereits berichtet
worden (Minamioka und Imai, 2009). Die Familie der Fabaceae besteht aus 31 Tribus (Lewis,
2005). Die hier untersuchten Pflanzenarten gehoren drei Tribus an (Acacia etbaica: Acaciae,
Robinia pseudoacacia: Robiniae, Albizia: Ingeae; Lewis, 2005), die auch unterschiedliche
GlyCer-Zusammensetzungen aufwiesen, wenngleich die sehr kleine Fallzahl zu beriicksichtigen
ist. In Acaciae und Robiniae sind Sphingadienin (d18:2)-basierte GlyCer, in Ingeae
Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin (t18:1)-basierte GlyCer nachgewiesen worden.

Es war auffillig, dass die gleichen Sphingobasen (d18:2 und t18:1) und Fettsduren (h16:0, h22:0
und h24:0) wie auch schon beim Apfeltrester, Weizenkeimen und Kaffeesatz die GlyCer
bildeten (vgl. 5.2.3). In anderen Studien wurden diese Sphingobasen und Fettsduren ebenfalls
als Hauptbestandteile der GlyCer diverser Fabaceae identifiziert (Kojima et al, 1991a;
Minamioka und Imai, 2009). Fiir 30 Fabeae-Arten sind die beiden Isomere t18:1°* und t18:1%%
als Hauptbestandteile der GlyCer bestimmt worden (Minamioka und Imai, 2009). Jedoch wurde

in anderen Studien aulerdem die Sphingobase Sphingenin (d18:1) nachgewiesen (Kojima et al.,
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1991a). Fehlende Nachweise dieser Sphingobase in den hier untersuchten Fabaceae-Samen sind
auf geringe Gehalte oder artspezifische Unterschiede zuriickzufiihren.

Glc-d18:2 h16:0 (7) wurde erstmals im Samen aller hier untersuchten Albizia-Arten
nachgewiesen. In anderen Pflanzenteilen (Rinde und Bliiten) von Albizia-Arten (A. julibrissin
und A. lebbeck) sind bisher Glc-d18:2 h16:0 (7) und Glc-t24:1 h16:0 detektiert worden (Jung et
al., 2004; Kang et al., 2007; El-Gamal et al., 2015). Dariiber hinaus wurden die
Phytosphingenin (t18:1)-GlyCer (Glc-t18:1 h22/24:0, (28/36)) im Samenmaterial der Albizia-
Arten gefunden. Minamioka und Imai, 2009, fanden ebenfalls den Phytosphingenin (t18:1)-Typ
in A. julibrissin als hidufigste Sphingobase. Fiir Acacia-Arten sind bisher kaum Untersuchungen
der GlyCer-Zusammensetzung bekannt. Minamioka und Imai, 2009, fanden hohe Gehalte der
Sphingobasen d18:2 und t18:1 in den Bléttern von A. baileyana. Dies ist der erste Bericht iiber
ein GlyCer (Glc-d18:2 h16:0 (7)) in A. etbaica. Robinia pseudoacacia sollte als
Vergleichsmaterial einer zuginglichen Pflanzenart aus Deutschland dienen. Fiir sie wurde das
intakte GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7) nachgewiesen, was sich mit den Untersuchungen von
Minamioka und Imai, 2009, deckte, die den Sphingadienin (d18:2)- und Phytosphingenin
(t18:1)-Typ als vorwiegende Sphingobasen nachgewiesen hatten. Die Detektion von
Spurenverbindungen war mit den vorgestellten Methoden nicht moglich. Fiir weitergehende
Untersuchungen stehen jedoch die Methoden der GlyCer-Isolierung (3.2.1) zur Verfiigung.
GlyCer wurden mittels HPLC-MS an priparativ (TLC) gewonnenen Proben identifiziert. Die
Massenspektrometrie ist eine Methode zur Strukturaufkldrung, die indirekt (durch Abkratzen
und Aufarbeiten) oder mittlerweile auch direkt (auf der Platte) mit der TLC gekoppelt werden
kann (Cheng et al., 2011). Die indirekte Kopplung von TLC und MS wurde in der vorliegenden
Arbeit erfolgreich etabliert (4.5.4). Wihrend mittels AMD-HPTLC die GlyCer-Klasse
identifiziert und quantifiziert wurde, ist die Kopplung von priparativer TLC und HPLC-MS fiir
eine Identifizierung der einzelnen Verbindungen innerhalb der GlyCer-Klasse genutzt worden.
Die Probenaufbereitung mittels priparativer TLC war jedoch aufwendig. Mittlerweile ist die
massenspektrometrische Detektion direkt auf einer TLC-Platte moglich. So sind per Desorption
Electrospray Ionization (DESI)-MS bereits Lipide nach 2D-HPTLC (Paglia et al., 2010) oder
Sphingolipide nach TLC (Seng et al., 2014) qualitativ bestimmt worden. Bei dieser Technik
wird eine Elektrospray-Losung (z.B. Methanol/Wasser) auf die TLC-Platte gerichtet und die
darin befindlichen Verbindungen desorbiert und zugleich ionisiert (Takats et al., 2004). Die
Ionen gelangen dann iiber ein Inferface direkt in das Massenspektrometer. Eine andere Technik
ist die Direct Analysis in Real Time (DART). Hierbei wird ein geheizter ionisierter Gasstrom
(z.B. Helium) zur thermischen Desorption und Ionisierung der Verbindungen auf der TLC-
Oberfliche verwendet (Cody et al, 2005). Bei beiden Techniken ist keine weitere
Probenaufbereitung notwendig. Aufgrund der scharfen Banden der AMD-HPTLC-Methode
konnten GlyCer direkt von der HPTLC-Platte nachgewiesen werden.
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5.6 ,,Phyto*-Ceramid-Gewinnung durch Upcycling industrieller Abfallprodukte
Pflanzliche GlyCer werden z.B. aus Sojabohnen oder Reis gewonnen (Avanti Polar Lipids,
2016; Oryza, 2016). Es sind GlyCer-Gehalte von 20-35 mg in Sojabohnen (Gutierrez et al.,
2004; Takakuwa et al., 2005; Wang et al., 2006b) und 19-41 mg je 100 g Trockengewicht in
Weizen (Tab. 3, Sugawara und Miyazawa, 1999; Vesper et al., 1999; Takakuwa et al., 2005;
Zhu et al., 2013) ermittelt worden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass industrielle
Abfallprodukte zur Gewinnung von GlyCer genutzt werden konnen. Abfallprodukten wie
Apfeltrester, die z.B. als Tierfutter dienen (Ajila et al., 2015), wurde mithilfe der hier
vorgestellten Methoden zu einem Upcycling verholfen. Teure und seltene Naturstoffe wie
,,Phyto“-Cer sind aus pflanzlichen GlyCer nach enzymatischer Hydrolyse mit einer humanen
rekombinanten Glucocerebrosidase (Imiglucerase, Cerezyme®) gewonnen worden. Die
erhaltenen Mengen von GlyCer lagen bei 29 mg (Apfeltrester) und 34 mg (Weizenkeime) je
100 g Pflanzenmaterial. Fabaceae-Samen konnten ebenfalls als ergiebige Quelle pflanzlicher
Cer dienen (9-23 mg/100 g Pflanzenmaterial). Kaffeesatz ist als Ausgangsstoff fiir eine
,Phyto“-Cer-Gewinnung aufgrund der geringen Mengen an GlyCer nicht verwendbar. GlyCer-
Mengen von bis zu 100 mg je 100 g Pflanzenmaterial sind in Apfeltrester bestimmt worden
(Ogawa et al., 2014). Ahnliche GlyCer-Gehalte sollten fiir eine ergiebige und effiziente
,,Phyto“-Cer-Gewinnung Ausgang sein, um eine Alternative der biotechnologischen Gewinnung
von Haut-Cer darzustellen. Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Methoden ist eine
weiterfilhrende effiziente Suche nach dem passenden Pflanzenmaterial moglich. Neben dem
Screening und der Quantifizierung von GlyCer in Pflanzenmaterialien sind Methoden zur
Isolierung, Strukturaufkldrung und Hydrolyse eingehend beschrieben worden.

Wihrend die hier untersuchten Pflanzenmaterialien industriellen Abfall darstellen, kann auch
eine Optimierung der Pflanzen hinsichtlich der pflanzeneigenen GlyCer-Konzentration in
Betracht gezogen werden. Es ist bekannt, dass man durch die Akklimatisierung von
Kulturpflanzen (z.B. Secale cereale, Avena sativa) den Gehalt und die Zusammensetzung von
Sphingolipiden beeinflussen kann. Durch die GewShnung an kaltes Klima konnte der GlyCer-
Gehalt gesenkt werden (Lynch und Steponkus, 1987; Uemura und Steponkus, 1994). Fiir
Aluminium-resistente Weizenkulturen ist nach Aluminium-Exposition dagegen eine Erhthung
des GlyCer-Gehaltes nachgewiesen worden (Zhang et al., 1997). Es konnte sein, dass auch der
Zeitpunkt der Ernte des jeweiligen Pflanzenmaterials fiir den GlyCer-Gehalt entscheidend ist.
Die GlyCer-Gehalte von Sojabohnen sanken mit der zunehmenden Samenentwicklung, was mit
der Abnahme des relativen Anteils von Membranen, die GlyCer enthalten, innerhalb des
Samens zu erkldren war (Wang et al., 2006a). Ob derartige Beeinflussungen die GlyCer-
Mengen in Pflanzen erhdhen konnen, muss gepriift werden. Dabei diirfen die vorherigen
industriellen Prozesse nicht negativ beeinflusst werden, da die ,,Phyto*“-Cer-Gewinnung nur in

Form eines Upcycling-Prozesses aus pflanzlichen Uberresten wirtschaftlich sinnvoll ist.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit pridsentiert Methoden zur effizienten Gewinnung und Identifizierung
von ,Phyto“-Cer aus pflanzlichen Industrieabfallstoffen (Apfeltrester, Weizenkeime und
Kaffeesatz). Die Gesamtlipide wurden extrahiert und die Sphingolipidklasse GlyCer
sdulenchromatographisch isoliert. Es wurden GlyCer-Mengen von 28,9 mg (Apfeltrester), 33,7
mg (Weizenkeime) und 4,4 mg (Kaffeesatz) je 100 g Pflanzenmaterial bestimmt. Wihrend fiir
Malus domestica (Apfel) und Triticum aestivum (Weizen) bereits GlyCer berichtet worden sind
(Sullards et al., 2000; Takakuwa et al., 2005; Zhu et al., 2013; Ogawa et al., 2014), konnten in
Coffea arabica (Kaffee) erstmals GlyCer nachgewiesen werden. Trotz des Rostvorgangs des
Kaffees und der Perkolation mit heiBem Wasser sind die GlyCer als intakte Verbindungen
isoliert worden. Ein Vergleich mit ungerdsteten Bohnen ist bisher nicht erfolgt.

Mithilfe einer pridparativen HPLC-MS wurden die GlyCer-angereicherten Fraktionen aller
Pflanzenmaterialien weiter aufgetrennt und analysiert. Ein Problem in der GlyCer-Analytik
stellt die Verfiigbarkeit von Referenzsubstanzen dar (siehe 1.1.3). Die strukturelle Variabilitit
(sieche 1.1.1) und schlechte UV-Detektion (Farwanah et al., 2003) erfordert besondere
diskriminierende Analysetechniken. Mithilfe der vorgestellten Methoden (HPLC-MS, HRMS,
MS/MS und NMR-Experimente) wurde die Strukturaufklirung an aufgereinigten
Leitsubstanzen (Glc-d18:2 h16:0 (7), Glc-d18:1 h16:0 (9), Glc-t18:1 h22:0 (28)) nachgewiesen
und auf GlyCer-Mischfraktionen angewendet. Diese enthielten zwischen einem und sechs
GlyCer. Von einer totalen Aufreinigung aller GlyCer konnte damit abgesehen werden. Die
Praktikabilitit und Effizienz der Methoden gegeniiber anderen Techniken wurde erlédutert.

Es wurden insgesamt 46 GlyCer nachgewiesen, die sich hauptsidchlich aus drei Sphingobasen
(d18:1°%7  d18:2°*F%2  (18:1°*"%) sowie gesittigten und einfach ungesittigten,
a-hydroxylierten Fettsduren (C15 bis C28) zusammensetzten. Alle GlyCer-Verbindungen waren
mit S-Glucose assoziiert. Einfach ungesittigte Fettsduren wurden nur in Weizenkeimen
nachgewiesen. Eine ungewohnliche, zweifach ungesittigte Fettsdure (Glc-t18:1 h24:2 (20))
wurde ebenfalls in Weizenkeimen massenspektrometrisch aufgekliart. Drei GlyCer wurden als
Hauptkomponenten artiibergreifend bestimmt: Glc-d18:2 h6:0 (7), Glc-t18:1 h22:0 (28) und
Glc-t18:1 h24:0 (36). Dihydroxy (d)-Basen waren vorzugsweise mit kurzkettigen (C16-20),
Trihydroxy (t)-Basen mit langkettigen Fettsduren (C22-26) assoziiert. Eine Sphingatrienin
(d18:3)-Base wurde erstmals in Weizenkeimen nachgewiesen (Glc-d18:3 h20:0 (14)).
AuBerdem wurden drei neuartige, bisher nicht bekannte GlyCer auf Basis des Sphingadienin
(d18:2)-Typs aus dem Apfeltrester isoliert. Diese enthielten eine zusétzliche Hydroxy- (Glc-8-
OH-d18:2 h16:0 (1), Glc-9-OH-d18:2 h16:0 (2)) oder Ketogruppe (Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4)).
Ahnliche Verbindungen sind bisher nur in Pilzen nachgewiesen worden (Qi et al., 2000; Choi et
al., 2012). Zwei weitere GlyCer-Klassen auf Basis des Sphingadienin (d18:2)-Typs mit zwei
zusitzlichen Hydroxygruppen (Glc-20H-d18:2 h16/22/24:0 (3/13/25)) und des Phytosphingenin
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(t18:1)-Typs mit einer weiteren Hydroxygruppe (Glc-OH-t18:1 h22/24:0 (10/18)) wurden
massenspektrometrisch nachgewiesen. Uber die Bedeutung dieser besonderen GlyCer-
Zusammensetzungen innerhalb der Pflanzen ist bisher nichts bekannt.

Neben den massenspektrometrischen Detektionsarten wurden umfangreiche NMR-Experimente
an GlyCer und den ,,Phyto“-Cer durchgefiihrt. Anhand von Leitsubstanzen (Strukturaufkldrung
mit HSQC, HMBC, COSY, TOCSY, ROESY) wurden chemische Verschiebungen festgestellt,
die auf bestimmte GlyCer-Strukturen (NH, Zucker, a-Hydroxylierung, Doppelbindungen)
hinwiesen. Anhand dieser Signale wurde ein 'H-NMR-Fingerprinting auf alle Fraktionen (A1-
12, W1-12, C1-5) angewendet, das die enthaltenen GlyCer-Komponenten nachweisen konnte.
Mittels 1D-TOCSY-Experimenten bei selektiver Anregung von vier Protonsignalen im Molekiil
(NH; A8,9; 2°; 17 und 5”) wurde die gesamte Grundstruktur der einzelnen GlyCer aufgeklart.
Die vorliegenden Daten (MS, MS/MS, HRMS, 1D- und 2D-NMR) vereinfachen zukiinftige
Untersuchungen bekannter und unbekannter GlyCer. Mit dem '"H-NMR-Fingerprinting ist eine
schnelle Methode zur Bestitigung von GlyCer in GlyCer-angereicherten Fraktionen beschrieben
worden. Bei unbekannten Verbindungen dienen weiterhin 2D-NMR-Experimente der
Aufklirung.

Dariiber hinaus wurde eine einfache und effektive Quantifizierungsmethode entwickelt, die ein
Screening unterschiedlicher Pflanzenmaterialien auf GlyCer-Mengen erlaubt. Eine validierte
AMD-HPTLC-Densitometrie-Methode identifizierte und quantifizierte erfolgreich GlyCer nach
einfacher Aufarbeitung. Apfeltrester, Weizenkeime und Kaffeesatz wurden untersucht, um die
Funktionalitdit der Methode nachzuweisen. Ein Screening wurde an sechs weiteren
Pflanzenmaterialien &thiopischer und deutscher Herkunft (Samen von Albizia grandibracteata,
Albizia gummifera, Albizia lebbeck, Albizia schimperiana, Acacia etbaica und Robinia
pseudoacacia) durchgefiihrt. Sie zeigten Gehalte von 9,4 bis 23,1 mg/100 g Pflanzenmaterial.
Apfeltrester und Weizenkeime stellen bisher die ertragreichsten industriellen Abfallgiiter fiir
eine ,,Phyto“-Cer-Gewinnung dar, wenngleich weitere Fabaceae-Samen zukiinftig auf ihre
GlyCer-Gehalte eingehend untersucht werden sollten.

Die Aussagekraft der AMD-HPTLC-Methode wurde mithilfe einer LC-MS-Untersuchung
erweitert. Dafiir wurden mit priparativer TLC jene Banden isoliert, die der GlyCer-Referenz
innerhalb der AMD-HPTLC entsprachen. Auf diese Weise wurden ohne vollstindige
Aufreinigung der Extrakte erstmals GlyCer in A. grandibracteata, A. gummifera, A.
schimperiana und A. etbaica nachgewiesen. Glc-d18:2 h16:0 (7) ist in allen Fabaceae, Glc-t18:1
h22:0 (28) und Glc-t18:1 h24:0 (36) in allen Albizia-Arten nachgewiesen worden. Eine weitere
und effiziente Moglichkeit der Identifizierung der Verbindungen innerhalb einer TLC-Bande
stellt die direkte Kopplung zwischen TLC und MS dar. Eine vielversprechende Kopplung einer
TLC mit einem hochauflosenden MS konnte in der Desorption Eloctrospray Ionisation (DESI)-

Technik gefunden werden, welche die Analyten aus der stationidren Phase desorbiert und
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zugleich ionisiert. Zukiinftige Entwicklungen konnten eine effektive quantitative AMD-
HPTLC-Methode mit direkter hochauflosender Analyten-Identifizierung (DESI-HRMS)
vereinen.

Fir die Gewinnung von ,,Phyto“-Cer aus GlyCer muss die hydrolytische Spaltung der
Zuckerkopfgruppe vom Cer-Rest erfolgen. Im Rahmen der vorgestellten Arbeit wurden
chemische und enzymatische Hydrolysemethoden fiir die Gewinnung von ,,Phyto“-Cer aus
isolierten pflanzlichen GlyCer untersucht. Dabei wurde eine einfache saure (HCIl-) Hydrolyse
und eine oxidative Reduktionshydrolyse mit methanolischer HCI als ungeeignet bestimmt, weil
der Zucker entweder nicht abgetrennt wurde oder es zu Fragmentierungen der GlyCer
gekommen ist. Auch die enzymatische Hydrolyse mit unspezifischer f-Glucosidase (aus
Mandeln) fithrte zu keiner Abtrennung der Zuckereinheit. Alle gewonnenen pflanzlichen
GlyCer wurden schlieBlich mit einer rekombinanten humanen Glucocerebrosidase
(Imiglucerase, Cerezyme®) quantitativ hydrolysiert. Drei GlyCer des Apfeltresters (Glc-d18:2
h6:0 (9), Glc-t18:1 h22:0 (28) und Glc-t18:1 h24:0 (36)) sind in ,,Phyto*“-Cer (d18:2 h6:0 (46),
t18:1 h22:0 (47) und t18:1 h24:0 (49)) umgesetzt worden. Nachteile der Hydrolyse mit
Imiglucerase sind die Verfiigbarkeit und Kosten des Enzyms fiir die Humantherapie. Eine
wirtschaftlich effiziente Hydrolysetechnik muss daher erst noch gefunden werden. Jedoch
wurde dieser Ansatz der enzymatischen Hydrolyse von GlyCer in ,Phyto“-Cer erstmals
nachgewiesen.

Hautkrankheiten wie Psoriasis und Neurodermitis sind mit verringerten Cer-Gehalten der
Stratum corneum-Lipide assoziiert (Motta et al., 1993; Motta et al., 1994; Di Nardo et al.,
1998). AuBlerdem wurde ein Mangel bestimmter Cer-Klassen (ultralangkettige und
hydroxyreiche Cer) in der Haut der Erkrankten nachgewiesen (Motta et al., 1993; Ishikawa et
al., 2010). ,,Phyto“-Cer konnten mit ihren Hydroxygruppen und langkettigen Fettsdureresten
positiv zur Wiederherstellung der krankhaften Hautbarriere beitragen. Dafiir muss die Struktur
von ,,Phyto““-Cer aufgekldrt und ihre Bedeutung fiir die Therapie verstanden werden. Wéhrend
die Aufklarung der Struktur mit den vorgestellten Methoden (3.2.2) mdglich ist, muss die
Bedeutung der ,,Phyto“-Ceramide innerhalb der Lipidmatrix des Stratum corneums noch
aufgezeigt werden. Dies konnte beispielsweise mittels Neutronenstreuung von kiinstlich
zusammengesetzten, multilamellaren Membranen aus den Hauptbestandteilen der Lipidmatrix
(,,Phyto*“-Cer, Cholesterol und freie Fettsduren) tiberpriift werden (Eichner et al., 2016).

Die Nutzung von ,Phyto“-Cer in der Dermatotherapie ist nur moglich, wenn sie in
ausreichendem Mafle in die Haut penetrieren konnen. Zum Nachweis wurden erste
Penetrationsversuche von ,,Phyto“-Cer in menschliche Haut mit den gewonnenen ,,Phyto*“-Cer
d18:2 h16:0 (46) und t18:1 h22:0 (47) durchgefiihrt. 16,9 und 10,3 % der aufgetragenen
»Phyto“-Cer  wurden unabhingig von menschlichen Haut-Cer in der Haut

massenspektrometrisch nachgewiesen. Im Gegensatz zu ,klassischen Emulsionen bieten
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Mikroemulsionen eine effizientere Moglichkeit, Cer in die Hautschichten zu iiberfithren (Sahle
et al., 2013; Sahle et al., 2014). ,,Phyto“-Cer sollten in Mikroemulsionen eingearbeitet und in
groBen Mengen in das Stratum corneum eingefiihrt werden konnen. Versuche dahingehend sind
noch nicht beschrieben und sollten angestrebt werden.

Fir die Verwendung von Naturstoffen am Menschen z.B. in der Dermatotherapie muss
sichergestellt werden, dass keine Gesundheitsgefdhrdungen durch sie oder den
Aufreinigungsprozess vorliegen. Die GlyCer-Fraktionen wurden mithilfe des kanzerogenen,
gesundheitsschidlichen Chloroforms isoliert. Chloroform muss daher aus der Aufreinigung
ausgeschlossen werden. Die Extraktion wurde bereits ohne Chloroform erfolgreich
durchgefiihrt. Dichlormethan koénnte Chloroform aufgrund der #dhnlichen organischen, aber
weniger gesundheitsgefihrdenden Eigenschaften in Bezug auf die Lipidextraktion ersetzen
(Cequier-Sanchez et al, 2008). Ob dies fiir die Fliissig-Fliissig-Extraktion und die
sdulenchromatographische Trennung an Kieselgel auch zutrifft, muss gepriift werden.
Zusammenfassend ist es mithilfe der vorgestellten Methoden mdglich, unterschiedliches
Pflanzenmaterial auf GlyCer und deren enthaltenen Mengen zu screenen (AMD-HPTLC). Aus
entsprechenden Kandidaten konnen mittels Aufreinigungs- (Extraktion, SC, priparative HPLC-
MS) und enzymatischer Hydrolysemethoden (Glucocerebrosidase-Assay) ,,Phyto“-Cer
gewonnen werden. Diese konnen schlieBlich strukturell aufgeklidrt (HPLC-MS, MS/MS,
HRMS, NMR) werden und sollten in Vergleichsstudien zu menschlichen Haut-Cer auf ihr
Penetrationsverhalten und physikochemische Eigenschaften im Stratum corneum der
menschlichen Haut eingehend untersucht werden. Ob ,,Phyto“-Cer den Haut-Cer in der
dermatologischen Therapie ebenbiirtig oder vielleicht sogar aufgrund ihrer strukturellen
Unterschiede (Hydroxygruppen und Doppelbindungen) iiberlegen sind, muss zukiinftig geklért

werden.
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8 ANHANG

Referenzsubstanzen
Abb. Al: TLC der Referenzlosung 1 (A), 2 (B) und 3 (C)

R1 - Referenzlosung 1 (Lipide): CO - Cholesterololeat, GT -
Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — f-Sitosterol, LS — Linolséure, GlySter
— Glycosylsterol (S-Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen); R2 — Referenzlosung 2 (Ceramide): Cer —
Ceramid, S — Sphingosin (d18:1), P — Phytosphingosin (t18:0), A — a-
hydroxyliert, N — nicht hydroxyliert; R3 — Referenzlosung 3 (Hydrolyse):
Cer — Ceramid (d18:2 h16:0 (47)), LS - Linolsdure, GlyCer -
Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), Sph — Sphingosin
(d18:1)

A

CO, GT, -
SQ . - e

BS

LS

GlySter

GlyCer

Rl CO GT SQ BS LS Gly Gly

Ster Cer
B C
| A1t B Y 5 8 oo
Cer[NS]
Cer[AS]
Cer[NP] i
Cer[AP] Cer
GlyCer
Sph
R2 NS AS NP AP R3  Cer LS Gly Sph

Cer
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Abb. A2:

Cer[NS]
Cer[NP]
Cer[AS]
Cer|AP

GlySter —_—
GlyCer

AMD-HPTLC der Referenzlosung 1 (A), 2 (B) und 3 (C)

R1 - Referenzlosung 1 (Lipide): CO - Cholesterololeat, GT -
Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — S-Sitosterol, LS — Linolséure, GlySter
— Glycosylsterol (S-Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen); R2 — Referenzlosung 2 (Ceramide): Cer —
Ceramid, S — Sphingosin (d18:1), P — Phytosphingosin (t18:0), A — a-
hydroxyliert, N — nicht hydroxyliert; R3 — Referenzlosung 3 (Hydrolyse):
Cer — Ceramid (d18:2 h16:0 (47)), LS - Linolsdure, GlyCer -
Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), Sph — Sphingosin
(d18:1)

A

SQ —

CO —

GT —
LS

BS

R1 SQ CO TG LS BS Gly Gly
Ster Cer

LS

Cer

GlyCer

Sph

NS NP AS AP R3 Cer LS Gly Sph
Cer
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Extraktions- und Isolierungsverliufe

Abb. A3: Lipidextraktions- und Isolierungsverlauf der Weizenkeime

SC - Sidulenchromatographie, Referenzen: CO — Cholesterololeat, GT —
Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — -Sitosterol, LS — Linolséure, GlySter

— Glycosylsterol (S-Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen)

(Gemahlenes)
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n-Hexen-
H,0 Wissrige
(55:20:25) Phasc
{verworfcn)
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Phase PO‘aﬁlgl {Kicscl- SroBe  (Scphadex Polaritgt — MS
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(1 MeO11- MeOT1 1,0
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GlySter
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Abb. A4: Lipidextraktions- und Isolierungsverlauf des Kaffeesatzes
SC - Sidulenchromatographie, Referenzen: CO — Cholesterololeat, GT —
Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — S-Sitosterol, LS — Linolséure, GlySter
— Glycosylsterol (S-Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen)
(Gemahlenes)

Pflanzenmaterial

Isopropanol-
n-1Tcxan-
1,0 Wissrige
{5520:25) Phasc
(verworfen)
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Referenz lipid- ;ﬁéﬁ\\ Phase Polaritg"r (Kicscl-  GmBe  (Sephadex Polariut MS
Mix  extrakt o cricl.  gel60) grpes LIF20)  peor. (RP1S)
(1:1:1y MeCH- MeCOH H,0
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CO, GT, -
5Q
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GlySter
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Abb. A5: Lipidextraktion der Fabaceae-Samen
R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — p-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (f-
Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen); AGr — Albizia grandibracteata, AGu — Albizia gummifera,
AL — Albizia lebbeck, AS — Albizia schimperiana, AE — Acacia etbaica,
RP — Robina pseudoacacia
Tsopropanol- ClIClL;- Wéissrlge
n-Hexan- MeOH- Phase
Wasser H,( (verworfen)
(Gemahlenes)  (55:20:25) Total- (L1:D)
Pflanzen- lipid- Polaritit Organische
material extrakt Phase
CO, GT, . - . .
LY LT Rl R )
ps |
LS - - - - -
GlySter -
GlyCer
- —
=T =T T
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Abb. A6: TLC der angereicherten Extrakte von Apfeltrester und -kernen

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — p-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (f-

Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen), Tr — Trester, Ke — Kerne

CO.GT. |
BS | .
LS -_—

GlySter

GlyCer

Rl Tr Ke
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Reinheit isolierter Fraktionen

Abb. A7: TLC der Apfeltresterfraktionen (A1-12)

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — p-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (5-

Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen)

CO, GT,
- T — -

BS| W -

LS || - -~
GlySter —
GlyCer

Rl Al A2 A3 A4 A5 A6 Rl A7 A8 A9 Al0 All Al2

Abb. A8: TLC der Weizenkeimfraktionen (W1-12)

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — S-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (f-

Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen)

. - > -

pS | W -

LS | - e
GlySter | —
GlyCer

Rl W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 Rl W8 W9 WI0 Wil WI2
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Abb. A9: TLC der Kaffeesatzfraktionen (C1-5)

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — p-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (f-
Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen)

CO, GT,
s |

BS |

GlySter | «

GlyCer

Rl CI ¢c2 €3 C4 C5

Abb. A10: HPLC-MS der Apfeltresterfraktionen (A1-12)
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Abb. A11: HPLC-MS der Weizenkeimfraktionen (W1-12)
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Abb. A12: HPLC-MS der Kaffeesatzfraktionen (C1-5)
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Identifizierung der Glycosylceramide (HPLC-MS)

Abb. A13: TIC und extrahierte Ionen ([M+H]") der Apfeltresterfraktionen (A1l-

Abundanz

12)

Es ist die Cer-Grundstruktur der GlyCer bezeichnet. Alle GlyCer haben

Glucose als Kopfgruppe (Glc-). * - Strukturvorschlag
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Abb. A14: TIC und extrahierte Ionen ((M+H]") der Weizenkeimfraktionen (W1-

Abundanz

12)

Es ist die Cer-Grundstruktur der GlyCer bezeichnet. Alle GlyCer haben
Glucose als Kopfgruppe (Glc-).
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Abb. A15: TIC und extrahierte Ionen ((M+H]") der Kaffeesatzfraktionen (C1-5)

Abundanz

Es ist die Cer-Grundstruktur der GlyCer bezeichnet. Alle GlyCer haben
Glucose als Kopfgruppe (Glc-).
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Fragmentierung der Glycosylceramid-Klassen (MS/MS)

Abb. A16: MS/MS-Spektren von Glc-d18:1 h16:0 (9) und Glc-d18:3 h20:0 (14)
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Relative Abundanz

Abb. A17: MS/MS-Spektren von Glc-d18:2 h20:1 (12), Glc-t18:1 h24:1 (29) und
Glc-t18:1 h24:2 (20)
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Abb. A18: MS/MS-Spektren von Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4), Glc-8/9-OH-d18:2
h16:0 (1/2), Glc-20H-d18:2 h24:0 (25) und Glc-OH-t18:1 h24:0 (18)

* — Fragmente konnten nicht zugeordnet werden.

Glc-8-keto-d18:2 h16:0 (4)

(+)E SI-MS? (MS!: 750,5) (-)ESI-MS? (MS!: 726,5)
100 - Z, 100 - Z,
D 15704 546.,4
524,2
o
4962
50 1 o' o 30 5631{05
478, 588.4 v/ >
010 F X 23 U o« 3284
b 0 b
0 1 Ll' T il T 0 . T u T . T L
200 400, 0‘% 5600 800 1000 200 400 600 800 1000
Glc-8/9-OH-d18:2 h16:0 (1 und 2)
(+)ESI-MS2? (MS!: 752,5) (-)ESI-MS? (MS': 728,5)
100 A 0 100 - Z,
498,3 548 5
o' Zy | Y,
50 480,3 504 W 5304]566,5
E F 324,2
303,1,465,2 U wm
§ 346,1 271,4 | 710,5
g 0 T 0 bl lll ‘ LI l 1
2 200 40050{3)'1 600 800 1000 200 400 600 800 1000
§ ’ Glc-20H-d18:2 h24:0 (25)
= (+)ESI-MS? (MS': 880,6) (-)ESI-MS? (MS': 856,6)
& 100 Z, 100 A w Z,
700,5 438,5 676,6
0}
50 - 514,3 50 | y,
, v | Yy Zy |694,6
O L2 s U 658.3
E 49635242 ’ , 383.5 "’
3191 F [ o || X0 M Sl D
| 4812|5423 e
0 T L ll T T 0

200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Glc-OH-t18:1 h24:0 (18)

(+)ESI-MS? (MS': 882,5) (-)ESI-MS? (MS': 858,6)
100 - Z, M | 100 - W
702,5 (864,5 438,5
o)
. 516,4
50 4 3641 650 p |y, 50 A Y,
4982 526,3 |720.5 U Zy 16966
E F 3835 0786
3211 4832 | D |
0 JJII LIlLI .L.L..InlL 0 |‘ - :-
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z

187



ANHANG

ESI-MS/MS von Glycosylceramiden

Tab. Al

— Strukturvorschlag, ® _ Jonen nicht detektiert in MSI, aber indirekt in

a

, C — Kaffee, Glc — Glucose,

ime

ke

izen
Zuc — Zuckereinheit, acyl — Acylkette (Fettsdure), LCB — Sphingobase

A — Apfeltrester, W — We

b}

MS/MS
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Abb. A19: MS/MS-Spektren zum Doppelbindungsnachweis der Fettsiure (FS,
DMDS-Derivate)

Glc-t18:0 h22:0+4SCH,

(-)ESI-MS SID50% (Full) (-)ESI-MS? (MS!: m/z 447,5)
100 1 11834 100 FS+SCH,

£ 399,5
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e 47501, 83249524 353.4

0 0
100 300 500 700 900 150 250 350 450
m/z
Fragmentierung der ,,Phyto*“-Ceramide (MS/MS)
Abb. A20: MS/MS-Spektren von t18:1 h24:0 (49)
* — Fragmente konnten nicht zugeordnet werden.
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Hydrolyse von Glycosylceramiden

Abb. A21: Proteinsequenz von Imiglucerase (DB00053)

DrugBank Version 5.0 (http://www.drugbank.ca/drugs/DB00053, Stand:
06.07.2017)

ARPCIPKSFGYSSVVCVCNATYCDSFDPPTFPALGTFSRYESTRSGRRMELSMGPIQANHTGTGLL
LTLQPEQKFQKVKGFGGAMTDAAALNILALSPPAQNLLLKSYFSEEGIGYNIIRVPMASCDFSIRT
YTYADTPDDFQLHNFSLPEEDTKLKIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTSPTWLKTNGAVNGKGSL
KGQPGDIYHQTWARYFVKFLDAYAEHKLQFWAVTAENEPSAGLLSGYPFQCLGFTPEHQRDFIA
RDLGPTLANSTHHNVRLLMLDDQRLLLPHWAKVVLTDPEAAKYVHGIAVHWYLDFLAPAKAT
LGETHRLFPNTMLFASEACVGSKFWEQSVRLGSWDRGMQYSHSIITNLLYHVVGWTDWNLALN
PEGGPNWVRNFVDSPIIVDITKDTFYKQPMFYHLGHFSKFIPEGSQRVGLVASQKNDLDAVALM
HPDGSAVVVVLNRSSKDVPLTIKDPAVGFLETISPGYSIHTYLWRRQ

Tab. A3: BSA-Verdiinnungsreihe (Bradford-Test)
SL — Stamml6sung (20 mg/ml)

Konzentration Verdiinnungen der SL Herstellung
2000 pg/ml 1:10 100 ul SL + 900 ul H,O
250 pg/ml 125 pl 1:10 + 875 ul H,O
200 pg/ml 1:100 100 pl 1:10 + 900 pl H,O
150 pg/ml 75 ul 1:10 + 925 ul H,O
100 pg/ml 1:200 500 pl 1:100 + 500 pl H,O
50 pg/ml 1:400 500 pl 1:200 + 500 pl H,O

Abb. A22: Kalibriergerade mit BSA (Bradford-Test)

0,500 »
c=53236- A +6,8302
0,400 - R2=0,9932
g
= 0,300 ~
)
S
S
2 0,200 ~
<
0,100 -
0,000 . . . . .
0 50 100 150 200 250

Konzentration [ug/ml]

Tab. A4: Ergebnisse der Bradford- und der photometrischen (280 nm)

Proteinbestimmung
Bradford-Bestimmung Photometrische
Proteinbestimmung (280 nm)
Probe Absorption Konzentration Absorption Konzentration
(1:20 Verd.) [mg/ml] (1:20 Verd.) [mg/ml]

1 0,098 1,18 0,085 1,00

2 0,084 1,03 0,094 1,10

3 0,076 0,95 0,088 1,03

Mittelwert - 1,05 - 1,04
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Quantifizierung von Glycosylceramiden (AMD-HPTLC)

Tab. A5: Elutionsgradient der AMD-HPTLC (AMD 2)

Schritt Methanol Chloroform n-Hexan Ethylacetat Laufstrecke Trocknungszeit Vorkon-

[%] [%] [%] [%] [mm] [min] ditionierung
1 30 70 0 0 11 1,5 Ja
2 30 70 0 0 14 1,5 Ja
3 30 70 0 0 17 1,5 Ja
4 30 70 0 0 20 1,5 Ja
5 27 73 0 0 23 1,5 Ja
6 24 76 0 0 26 1,5 Ja
7 21 79 0 0 29 1,5 Ja
8 18 82 0 0 32 1,5 Ja
9 15 85 0 0 35 1,5 Ja
10 12 88 0 0 38 1,5 Ja
11 9 91 0 0 41 1,5 Ja
12 6 94 0 0 44 1,5 Ja
13 3 97 0 0 47 1,5 Ja
14 1 99 0 0 50 1,5 Ja
15 0 100 0 0 53 1,5 Ja
16 0 0 70 30 59 1,5 Ja
17 0 0 90 10 65 1,5 Ja
18 0 0 100 0 71 1,5 Ja

Abb. A23: HPTLC-Densitogramm der Kalibrierung (25-1000 ng/Bande Glc-
d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen)

Der LOD (S/N=3) von 10 ng/Bande fiir Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen)
wurde experimentell bestimmt.

Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen)

f‘g R-Wert: 0,33
£ _ .
5= .
s = :
£Ex s
s .
s :
&0 ' '
= /\ 1l |
; | ;
Ny | =
& & 00 Ny
<&
< 1(% a
0/ ~
| I [ [ I I I I |
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Laufstrecke [mm]

Tab. A6: Reproduzierbarkeit der Laufstrecke der eingesetzten Lipidreferenzen

Drei HPTLC-Platten wurden nach AMD-Densitometrie ausgewertet (n=3).
CO - Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ — Squalen, BS — S-Sito-
sterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (5-Sitosterolglucosid),
GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), RSD —
relative Standardabweichung

Substanz R-Wert
1 2 3 @#+RSD RSD [%]
GlyCer 0,329 0,332 0,335 0,332+0,003 0,96
GlySter 0,394 0,397 0,394 0,395+0,002 0,46
BS 0,760 0,760 0,779 0,767+0,011 1,43
LS 0,819 0,822 0,830 0,824+0,006 0,69
GT 0,863 0,867 0,873 0,868+0,005 0,56
(6{0) 0,927 0,932 0,930 0,930+0,002 0,26
SQ 0,987 0,992 0,989 9,89+0,002 0,25
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Tab. A7: Kalibrierfunktion von Glc-d18:2 h16:0 (7, Sojabohnen, AMD-HPTLC-
Densitometrie)

Ref. — Referenz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), RSD - relative
Standardabweichung, LOD (S/N=3): 10 ng/Bande, Quantifizierbarer
Bereich > LOQ (S/N=10): 25-1000 ng/Bande

Probe mg,/Bande Signalintensitéit RSD
[ng] [AU] [%]
1 2 3 @+RSD
Ref. 25 640,9 624,50 586,0 617,1+28,2 4.6
Ref. 50 1287,3 1200,4 1156,1 1214,6%66,7 5,5
Ref. 200 4766,0 44822 45223 4590,17+153,59 3,35
Ref. 400 8708,8 8296,4 8373,1 8459,44219,3 2,6
Ref. 600 11859,8 11338,0 11804,5 11667,4+286,6 2,5
Ref. 1000 16786,1 16580,5 17014,20 16793,6£216,9 1,3

Tab. A8:  Wiederholprazision des LOQ (n=6) einer HPTLC-Platte

Ref. — Referenz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), LOQ (S/N=10), RSD
— relative Standardabweichung

Probe mg/Bande Mgycer/Bande RSD
[ng] [ng/10pl] [%]
1 2 3 4 5 6 g+RSD
Ref. 25 254 252 244 243 239 242 2457+0,60 24

Tab. A9: Quantifizierung des pflanzlichen Materials mit AMD-HPTLC-
Densitometrie

* — Detektiert, aber auBerhalb des quantifizierbaren Bereiches; RSD —
relative Standardabweichung (n=3), A — Apfeltrester, W — Weizenkeime,
C — Kaffeesatz, AGr — Albizia grandibracteata, AGu — Albizia gummifera,
AL — Albizia lebbeck, AS — Albizia schimperiana, AE — Acacia etbaica,
RP — Robina pseudoacacia, Extr. — angereicherter Extrakt (2 mg/ml),
Ausg. — Ausgangsmaterial

Probe mGlyCer/ mGlyCer/ MExtr, mGIyCer/ mAusg. mGlyCer/ Anteil/
Bande 1 mg gesamt 100 g 100 g
1 2 3 ¢+RSD RSD[%] Extr. Extr. Ausg. Ausg.
[ng/10ul] [pgl [g] [mg] [g] [mg] [%]
A 1339 133,7 126,0 131,2+45 34 6,6 30,42 200,6 750,0 26,8 0,027
w 76,7 75,8 80,8 77,8+2,7 34 39 30,37 118,6 300,0 39,5 0,040
C det.* det.* det.* - - - 30,44 - 300,0 - -
AGr 93,1 95,1 101,8  96,7+4,6 4,7 4.8 2,1 10,1 100,0 10,1 0,010
AGu 65,4 68,1 68,9 67,5+1,8 2,7 34 6,8 23,1 100,0 23,1 0,023
AL 93,5 93,8 93,8 93,7+0,2 0,2 4,7 2,0 9.4 100,0 9,4 0,009
AS 69,6 67,4 71,6 69,5+2,1 3,0 3,5 52 18,2 100,0 18,2 0,018
AE 43,8 44,7 40,8 43,1£2,0 4,7 2,2 8,3 18,3 100,0 18,3 0,018
RP 66,4 72,9 67,3 68,9£3,5 5,1 34 5,6 19,6 100,0 19,6 0,019
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Tab. A10: Richtigkeit und Prizision der AMD-HPTLC-Quantifizierung
Die Priézision innerhalb einer Analyse wurde bestimmt als RSD (n=3 je
Platte), die Prizision zwischen Analysen als WFR und RSD (n=3 je Platte
an 5 Tagen). Die Richtigkeit wurde bestimmt nach dem Standard-
Additionsverfahren und ausgedriickt als WFR und RSD. Pr. — Probe, Ref.
— Referenz (Glc-d18:2 h16:0 (7), Sojabohnen), AGu — Albizia gummifera,
WEFR - Wiederfindungsrate, RSD — relative Standardabweichung
n Pr. Mgt/ Mgiyce/Bande RSD Differenz RSD WFR RSD
Bande Mittel- Differenz WFR
wert
[ng/10p1] [ng/10p1] [%] [ng] [%] [%] [%]
1 2 3 g=RSD
1 Ref. 25 25,4 25,6 24,9 25,3+0,4 14 101,2+1,4
2 25,5 26,3 26,1 26,0+0,4 1,6 103,9+1,7
3 26,8 26,5 25,7 26,3+0,6 22 105,3+2.3
4 26,2 27,3 25,8 26,4+0,8 2,9 105,7£3,1
5 25,3 25,9 25,1 25,4+0,4 1,6 101,7£1,7
[ 25,9+0,5 2,0 103,6%2,1 2,0
1 Ref. 400 394.,8 378,0 419,1 397,3+£20,7 52 99,3+5,2
2 396,5 386,2 406,8 396,5+10,3 2,6 99,1£2,6
3 436,7 421,2 4539 437,3%16,4 3,7 109,3+4,1
4 4441 436,6 4414 440,7+£3.8 0,9 110,2+0,9
5 4339 410,9 417,9 420,9+11,8 2,8 105,229
[ - - - 418,5+21,1 5,0 104,6+5,3 5,0
1 Ref. 1000 945,3 909,2 982,8 945,8+36,8 3,9 94,6+3,7
2 938.,8 883,1 982.8 934,9+50,0 5,3 93,5%5,0
3 1049,5 1064,7 1038,7 1051,0£13,1 1,2 105,1£1,3
4 974,1 951,7 1062,8 996,2+58,8 5,9 99,6+5,9
5 1006,9 9776 9464 977,0£30,3 3,1 97,7£3,0
[ 981,0%46,1 4,7 98,1+4,6 4,7
1 AGu 0 64,5 64,5
2 + 63,8 63,8
3 Ref. 58,9 58,9
4 59,5 59,5
5 62,7 62,7
[ - 61,9+2,5 4,1
1 AGu 25 88,9 88,9 24,4 97,6
2 + 92,6 92,6 28,8 115,2
3 Ref. 88,5 88,5 29,6 1184
4 86,1 86,1 26,6 106,4
5 90,3 90,3 27,6 1104
[ 89,324 2,7 27,4+2,0 7,3 109,6£8,1 74
1 AGu 100 166,7 166,7 102,2 102,2
2 + 177.1 177,1 113,3 113,3
3 Ref. 176,2 176,2 117,3 117,3
4 176,2 176,2 116,7 116,7
5 173,7 173,7 111,0 111,0
[ 174,4£3 .4 1,9 112,1£6,1 54 112,1£6,1 54
1 AGu 400 4842 4842 419,7 104,9
2 + 469,0 469,0 405,2 101,3
3 Ref. 508.,5 508,5 449,6 112,4
4 512,9 512,9 4534 1134
5 464.,8 464.,8 402,1 100,5
4] 487,9+22,1 4,5 426,0+24,2 5,7 106,5+6,1 5,7
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Abb. A24: LC-MS-Identifizierung der Glycosylceramide nach préaparativer TLC
* — Verunreinigungen (Sitosterolglucosid und Weichmacher)

2: Gle-d18:2 h20:0 (22)
3: Gle-d18:1 h20:0 (26)
4: Glc-t18:1 h22:0 (28)

1: Gle-d18:2 h16:0 (7) 5: Gle-t18:1 h24:0 (36)
DA RP
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=
1
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=
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Abb. A25: AMD-HPTLC zur Quantifizierung von ,,Phyto*“-Ceramiden

R1 — Referenzlosung 1: CO — Cholesterololeat, GT — Glyceroltrioleat, SQ
— Squalen, S — S-Sitosterol, LS — Linolsdure, GlySter — Glycosylsterol (5-
Sitosterolglucosid), GlyCer — Glycosylceramid (Glc-d18:2 h16:0 (7),
Sojabohnen). R2 — Referenzlosung 2: Cer — Ceramid, S — Sphingosin
(d18:1), P — Phytosphingosin (t18:0), A — a-hydroxyliert, N — nicht
hydroxyliert
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|
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NMR-Experimente — Glvcosylceramide
Glc-d18:2 52 116:0 (7)
Abb. A26: "H-NMR-Spektrum von Glc-d18:2*****Z h16:0 (7, Pyridin-d;)

Ausschnitte A-I, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
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Abb. A27: “C-NMR-Spektrum von Glc-d18:2****2 116:0 (7, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm)
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2A4E,8E/Z h16:

2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-d18

.All
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(7

* — Signale liegen iibereinander, E/Z-Isomere zusammengefasst
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Gle-t18:1°%7 h22:0 (28)
Abb. A28: "H-NMR-Spektrum von Gle-t18:1*%% h22:0 (28, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-I, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
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Abb. A29: “C-NMR-Spektrum von Glc-t18:1°**% h22:0 (28, Pyridin-ds)
Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm)
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0 (28)

128821323

2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-t18:

Tab. A12

— Signale liegen iibereinander, E/Z-Isomere zusammengefasst

a

q.9-H 9D e9-H ‘.S -H a9
e.9-H 9D -H “.$H €9
«SH o) A.9°H ®.9H ‘vH «$
«H 0 «SH W& H i
«€H 5] W HWTH o
.9-H
WCTH O BYH WSH wib H w€H WIFH TH ‘AIH ®I-H WEH WIFH e
«I*H MEe) HN “.$-H “€H ‘.T-H ‘€-H ‘T"H ‘q1-H ‘®I-H WTH ol
J£ayon7
(*HD) .12-D *HD) .Tz-D HOD (°HD) .1T-H (*HD) .1T-H 47z
(*HD) .2T-D “(*HD) .0T-D HO-D - 2 - Iz
“HO-H (*HD) .2T-D “(*HD) .0T-D HO-D (*HD) .TT-D".$-H ‘A.v-H ‘B.p-H ‘d.€H C.€-H .TH (*HD) .TT-H ‘.$-H ‘d.+-H ‘®.r-H ‘A.€-H B.£-H “.TH (*HD) .¢T-H “.S-H 0T-9
SH (*HD) .90 “#-D (*HD) .$-D (*HD) .9-H ‘A.-H ‘T.p-H ‘d.€H ®.€-H “.T-H (*HD) .9°H ‘d.¥-H ‘B.y-H ‘d.€-H ®.£-H .T-H (*HD) 9°H ‘A+-H ‘B.y-H S
A.7-H (*HD) .$-D €D Rge) HN “.$-H ‘®.p-H ‘9.€-H ®.¢-H ".TH (*HD) .9-H *.S-H ‘9.€-H ®.£-H “.TH S-H ‘®.p-H ‘A.€-H B.E-H .
e p-H (*HD) $-D €D Rae) HN “$-H ‘4.4-H ‘9.€H ®.£-H (*HD).9H ‘.$-H ‘.€-H ‘B.£-H “.TH S-H ‘A.7-H ‘d.€-H ®.¢-H ey
q.€H FD D 1D £ HN ‘4.%-H ‘®4-H .€-H . TH (*HD) .9-H'.S"H ‘A+-H ®p-H ‘®.L-H'.TH A.4-H ‘Bp-H BE-H TH a.€
ee-H #2020 1D £ HN “.S-H ‘4.¢-H ‘®.4-H ‘A.€-H .T-H (*HD) 9-H *.S-H ‘4.-H ‘®.4-H ‘A.€-H .TH A.7-H ‘e.4-H ‘9.€-H “.TH LXY
TH FD €D 1D kae) HN “.$-H ‘4.-H ®4-H ‘A.€-H B.6H (*HD).9H ‘.$-H ‘A.+-H ‘B.y-H ‘d.€-H ®.L-H A.€-H ®.&-H &
- 2 - 2 - ol
a2unyspa,]
®.9°H “.TH ‘«I-H ‘d.v-H ®y-H ‘4.€
HN HN J-D°€DTD 1D - -H ®¢-H “T-H ®$-H vH ‘¢-H ‘TH “AI-H ®I-H 9-H ‘6-H ‘t~H ‘€-H ‘T-H AI-H ‘®1-H TH HN
(*HD) L1-D “HD) 81-D HOD (*HD) L1-H (*HD) L1 81
(FHD) 81-0 “(*HD) 91-D HOD - - - L1
“HO-H (*HD) 81-D “(*HD) 91-D HOD (FHD) 81-D “(*HD) 11-H ‘0I-H ‘6'H ("HD) 81-H ‘T11-H ‘0I-H ‘6-H ‘8-H ‘L-H (*HD) 81-H ‘T11-H 91-Tl
11-H (*HD) TI-D ‘01D (FHD) 11-D (FHD) 81-D ‘“HO-D'0I-H ‘6'H (*HD) TI-H ‘01-H ‘6°H ‘8-H ‘L-H (*HD) TI-H 01-H I
0I-H (*HD) 11-D 56D 8D 01-D THO-D “(*HO) 11-H ‘6-H ‘8-H (*HD) TI-H ‘T1-H ‘6"H ‘8-H ‘L-H (*HD) 11-H ‘6°H ‘8-H o1
6-H 11-0°01-D ‘LD 6D (FHO) TI-H ‘I1-H ‘01-H ‘8-H ‘L"H (*HD) TI-H ‘T1-H ‘01-H ‘8-H ‘L-H ‘99-H ®9-H ‘t-H 0I-H ‘8-H 6
(HD) T1 (CHO) TI-H ‘11
8-H $-H 01-D°L-D ‘9D 8D  -H ‘I1-H ‘0I-H ‘6"H ‘L-H ‘99-H ®9-H ‘9S-H ‘®S-H  -H ‘01-H ‘6-H ‘L-H “99-H ‘®9-H ‘4S-H ‘BS-H ‘v-H ‘¢-H 6'H L"H 8
LH L'H 160 %8-0 9D ‘6D LD 01-H ‘6"H ‘8-H ‘49-H ‘®9-H ‘4$-H ‘®S-H ‘v-H O1-H ‘6"H ‘8-H “99-H ‘®9-H ‘4$-H ‘t$-H v-H ‘€-H 8-H ‘q9-H ‘®9-H L
A9-H a9-H 8D °L-D 6D ‘O 9D 8-H ‘L-H “99-H ‘4$-H ®S-H ‘v-H ‘¢-H ‘T-H HN ‘6-H ‘8-H ‘L-H ®9-H ‘4S-H ®S-H ‘v-H ‘€-H L-H ‘®9-H ‘q$-H ‘®S-H q9
©9-H ©9-H 8-D°L-D SO ‘D 9D 8-H ‘L-H “99-H 4$-H ®S-H'¥-H ‘¢-H'T-H HN ‘6-H ‘8-H ‘L-H ‘49-H ‘4$-H ‘®$-H ‘v-H ‘€-H L-H 'Q9-H ‘9$-H ‘®$-H €9
as-H as-H L-D°9D v [Se) ‘8-H ‘L-H ‘99-H ®9-H ‘®S-H “-H ‘€-H ‘T"H HN ‘6-H ‘8-H ‘L"H ‘49-H ‘®9-H ‘®S-H ‘v-H ‘€-H ‘T-H 49-H ‘®9-H ®S-H ‘v-H ag
eG-H eS-H L-D°9D [Se) 6-H ‘8-H ‘L-H ‘49-H ‘®9-H ‘95-H ‘7-H ‘¢-H ‘T-H HN ‘6-H ‘8-H ‘L-H ‘49-H ‘®9-H ‘9-H ‘¥-H ‘€-H ‘T-H Q9-H ‘®9-H ‘4$-H ‘v-H e
HN ‘6'H ‘8
v-H vH vH 926D €D TD [a®) HN ‘Q9-H ‘®9-H ‘4$-H ‘®S-H ‘€-H ‘T-H ‘AI-H ‘®I-H  -H ‘LH ‘99-H ®9-H ‘q$-H ‘®S-H ‘€-H ‘T-H ‘AI-H ‘®1-H A$-H ‘eS-H ‘€-H ¥
HN ‘8$-H
€H €H SO ‘vOTD 1D €0 HN ‘Q9-H ‘®9-H ‘4$-H ‘®S-H ‘v-H ‘T-H ‘AI-H ‘®I-H  ‘L-H ‘Q9-H ‘®9-H “4¢-H ®S-H v-H T-H ‘qI-H ‘®I-H v-H ‘TH €
HN ®.9-H ".TH'I
TH TH J-D°€D 1D D  -H ‘99-H ‘®9-H ‘qS-H ®S-H ‘v-H ‘€-H ‘dI-H ®I-H HN ‘99-H ®9-H ‘q$-H ‘®S-H ‘¥-H ‘€-H ‘41-H ‘®1-H HN ‘€-H ‘41-H ‘®I-H T
aI-H ar-H JD°€D D -0 HN “.I-H ‘v"H ‘€-H ‘TH ®I-H HN ‘q$-H ‘t-H ‘¢-H ‘T-H ®I-H T-H ®I-H qat
el-H el-H JD°€DTD -0 HN “.I-H ‘7°H ‘€"H ‘T"H ‘q1-H HN ‘q$-H ‘t-H ‘€-H ‘T-H ‘a1-H T-HAI-H e[
asnqo3unydg
ZH STF ZH 0TF ZH SpF ZHOTF
‘wdd 565y ‘wdd L1 ‘wdd gos‘s ‘wdd ggs‘g
«H
TH ‘&H ‘vH 6/8-H HN
ASDOoL-a1 ASdolL-ar Asdol-ar Asdol-ar D4INH DOSH p.Cic (0} ASJ0L XS0D ‘sod

201



ANHANG

Glc-d18:1*** h16:0 (9)

Abb. A30: "H-NMR-Spektrum von Glc-d18:1*%* h16:0 (9, Pyridin-ds)

Da mehr als ein GlyCer innerhalb der Fraktion vorlagen, wurden zum
Vergleich die Daten der GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7, rot) und Glc-t18:1
h22:0 (28, blau) ebenfalls dargestellt. So erfolgte eine Unterscheidung der
relevanten Signale. Ausschnitte A-I, referenziert auf TMS (0 ppm), J —
Kopplungskonstante [Hz]
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203

1759 1757 175,5

Abb. A31: “C-NMR-Spektrum von Glc-d18:1** h16:0 (9, Pyridin-ds)

Da mehr als ein GlyCer innerhalb der Fraktion vorlagen, wurden zum
Vergleich die Daten der GlyCer Glc-d18:2 h16:0 (7, rot) und Glc-t18:1
h22:0 (28, blau) ebenfalls dargestellt. Die '*C-NMR-Signale von Glc-
d18:1 h16:0 (9) wurden in einer Fraktion nachgewiesen, in der Glc-d18:2
h16:0 (7) eine weitere Hauptkomponente war. Die Zuordnung der Signale
erfolgte teilweise iiber 2D-NMR (HSQC, HMBC). Ausschnitte A-I,
referenziert auf TMS (0 ppm)
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— nicht detektiert (weitere GlyCer mit #hnlichen chemischen

132 hie:

2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-d18

n.d.

Tab. A13

Verschiebungen, Zuordnung nicht eindeutig moglich), * — Signale liegen

iibereinander
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Glc-8-keto-d18:2"**"F h16:0 (4)
Abb. A32: "H-NMR-Spektrum von Glc-8-keto-d18:2****F h16:0 (4, Pyridin-ds)
Ausschnitte A-I, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
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Abb. A33: “C-NMR-Spektrum von Glc-8-keto-d18:2"***F h16:0 (4, Pyridin-d;)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm)
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2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-8-keto-d18

h16

Tab. A14

04
* — Signale liegen iibereinander
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Glc-8-OH-d18:2***F h16:0 (1) und Glc-9-OH-d18:2***7F h16:0 (2)

Abb. A34:

d18:2***"E h16:0 (2, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-I, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
[Hz), griin: 8-OH-d18:2***°£ h16:0 (1), blau: 9-OH-d18:2***7 h16:0 (2)
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Abb. A35: “C-NMR-Spektrum von Glc-8-OH-d18:2***% h16:0 (1) und Glc-9-

OH-d18:2***7% h16:0 (2, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm), griin: 8-OH-d18:24E%F
h16:0 (1), blau: 9-OH-d18:2***7E h16:0 (2)
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2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-8-OH-d18

h16

Tab. A15
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2D- und 1D-TOCSY-NMR-Korrelationen von Glc-9-OH-d18

h16

Tab. A16
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1D-TOCSY-NMR-Experimente — Glycosylceramide

Abb. A36: 1D-TOCSY-NMR-Spektren ausgewihlter Glycosylceramide (Pyridin-
ds)

A: Gle-d18:22*5352 116:0 (7), B: Gle-d18:1%% h16:0 (9) und C: Glec-
t18:12% h22:0 (28); Signale (fett), deren Spin-System aufgeklirt werden
sollte, sind selektiv angeregt worden.
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Abb. A37:

1D-TOCSY-NMR-Spektren
(Pyridin-ds)

der neuartigen  Glycosylceramide

A: Glc-8-keto-d18:2°*5% (4), B: Glc-8-OH-d18:2***°F h16:0 (1, griin) und
Glc-9-OH-d18:2***"* h16:0 (2, blau); Signale (fett), deren Spin-System
aufgeklirt werden sollte, sind selektiv angeregt worden.
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NMR-Experimente — ,,Phyto‘‘-Ceramide
d18:2*****~ h16:0 (47)
Abb. A38: "H-NMR-Spektrum von d18:2*****2 h16:0 (47, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
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Abb. A39: “C-NMR-Spektrum von d18:2*****”2 116:0 (47, Pyridin-ds)
Ausschnitte A-C, referenziert auf TMS (0 ppm)
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0 (47)

2A4E,8E/Z h16:

2D-NMR-Korrelationen von d18:

Tab. A17

— Signale liegen iibereinander, E/Z-Isomere zusammengefasst

a

£D°TD - q.7-H ®.p-H ‘Q.€-H ®.€-H ".TH «<H HO-.T
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t18:1°%%2 h22:0 (48)

217

Abb. A40: "H-NMR-Spektrum von t18:1°**“ h22:0 (48, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
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Abb. Ad41: *C-NMR-Spektrum von t18:1°%*% h22:0 (48, Pyridin-ds)
Ausschnitte A-C, referenziert auf TMS (0 ppm)
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t18:1°%*% h24:0 (49)

Abb. A42: "H-NMR-Spektrum von t18:1°**% h24:0 (49, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-F, referenziert auf TMS (0 ppm), J — Kopplungskonstante
[Hz], Signale, die nicht dem Cer zugeordnet wurden, sind durchgestrichen.
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Abb. Ad43: “C-NMR-Spektrum von t18:1°**% h24:0 (49, Pyridin-ds)

Ausschnitte A-C, referenziert auf TMS (0 ppm)
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0

12382 K24

0 (48) und t18:

1232 123:

2D-NMR-Korrelationen von t18

" 49)

Tab. A18

Die 2D-Korrelationen fiir t18:1°%% h22:0 (48) und t18:1°%*% h24:0 (49)
waren identisch. Daher sind sie gemeinsam aufgefiihrt. n.best. — nicht

bestimmt (Aufnahme: 0-8,5 ppm), * — Signale liegen iibereinander, E/Z-

Isomere zusammengefasst
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E/Z-Isomerenverhéltnisse der hydrolysierten ,,Phyto‘-Ceramide

Tab. A19

— C-Signale liegen iibereinander; Das Verhiltnis E/Z wurde iiber die
Flichenverhiltnisse der '*C-NMR-Signale bestimmt (Breiten und Héhen

der Signale waren vergleichbar).

a

Verhiltnis der Signalfliichen

der E/Z-Isomere

E-Isomer

Z-Isomer

Ceramid

Fliiche

Breite
1,21
1,76
0,88
0,82
0,93
1,05
1,07
1,07

Hohe

ppm
132,43

Fliche

Breite
1,21
1,76
1,07
1,12
1,14
1,21
1,14
1,14

ppm Hohe

132,54

Pos.

2,5:1

16,19
59,40

0,6
1,7
0,9
1,0
24,7

39,28

1.5
1,7
1,9
1,7

44.6

4
5
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8
9
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130,38
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Vergleich NMR-Spektren — Glycosylceramide und ,,Phyto’’-Ceramide

Abb. Ad4: Vergleich der 'H- und *C-NMR-Spektren von Gle-t18:1**% h22:0 (28)
und t18:1°**”% h22:0 (48, Pyridin-ds)

A: 'H-NMR-Spektrum, B: *C-NMR-Spektrum, Cer — Ceramid, GlyCer —
Glycosylceramid, referenziert auf TMS (0 ppm)
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1H-NMR-Fingerprinting

Abb. A45: "H-NMR-Fingerprinting der Apfeltresterfraktionen (A1-12, Pyridin-
ds)

Referenziert auf TMS (0 ppm)
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Abb. A46: "H-NMR-Fingerprinting der Weizenkeimfraktionen (W1-12, Pyridin-
ds)

Referenziert auf TMS (0 ppm), * — Lage nicht bestitigt, da keine
Referenzsubstanz vorlag.
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Abb. A47: "H-NMR-Fingerprinting der Kaffeesatzfraktionen (C1-5, Pyridin-ds)
Referenziert auf TMS (0 ppm)
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Tab. A20: Identifizierung von ,,Phyto‘‘-Ceramiden

UV-Spektren wurden mit einem Jasco V-560 UV/Vis Spectrophotometer,
IR (ATR) Spektren mit einem Thermo Nicolet 5700 FT-IR Spektrometer
aufgenommen. Schmelzpunkte wurden iiber einen Boetius-Apparat
ermittelt. Optische Rotationen sind mit einem Jasco P-2000 Polarimeter,
CD-Spektren mit einem Jasco J-815 CD Spektrophotometer gemessen
worden.

(2S,3RAE,8E/Z)-2N-[(2'R)-2'-hydroxyhexadecanoylamino]-4(E), 8(E/Z)-octadecadien-1,3-
diol, d18:2*****# h16:0 (47): 25,5 mg, weiBes amorphes Pulver, Smp. 77-80 °C. — TLC R;0,62
(CHCI;-MeOH 85:15 V/V). — [a]3* = +12,6 (c = 3,14; CHCly/MeOH 1:1 V/V). — UV (MeOH)
Amax @ (I0g £): 261 (2,55). — IR vy (MeOH): 3332 (breit, O—H, N-H), 2919 (C-H), 2850 (C-H),
1633 (C=0, C=C), 1536 (C=C, N-H), 1467 (C-H), 1378 (C-H, C-N), 1316 (C-0), 1177 (C-0),
1048 (C-0), 721 (=C-H) cm™".

(25,3S,4R,8E/Z)-2N-[(2'R)-2'-hydroxydocosanoylamino]-8(E/Z)-octadecan-1,3,4-triol,
t18:1°%7 h22:0 (48): 11,3 mg, weiBes amorphes Pulver, Smp. 108-112 °C. — TLC R; 0,58
(CHCI3-MeOH 85:15 V/V). — [a]3* = +17.5 (c = 3,57; CHCl/MeOH 1:1 V/V). - UV (MeOH)
Amax @ (log €): 260 (2,62). — IR v.x (MeOH): 3332 (breit, O-H, N-H), 2917 (C-H), 2850 (C-H),
1643 (C=0, C=C), 1537 (C=C, N-H), 1467 (C-H), 1378 (C-H, C-N), 1258 (C-0O), 1043 (C-0),
720 (=C-H) cm ™.

(25,3S,4R,8E/Z)-2N-[(2'R)-2'-hydroxytetracosanoylamino]-8(E/Z)-octadecan-1,3,4-triol,
t18:1°%7 h24:0 (49): 11,8 mg, weiBes amorphes Pulver, Smp. 128-133 °C. — TLC R; 0,58
(CHCI3-MeOH 85:15 V/V). — [a]3* = +13,3 (c = 3,6; CHCl;/MeOH 1:1 V/V). — UV (MeOH)
Amax @ (log €): 259 (2,90). — IR vy (MeOH): 3320 (broad, O-H, N-H), 2916 (C-H), 2849 (C-
H), 1653 (C=0, C=C), 1541 (C=C, N-H), 1471 (C-H), 1376 (C-H, C-N), 1253 (C-O), 1047
(C-0), 717 (=C-H) cm™".
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Tab. A21: Identifizierung von neuartigen Glycosylceramiden: Malusid I-I1II (4, 1,
2)

UV-Spektren wurden mit einem Jasco V-560 UV/Vis Spectrophotometer,
IR (ATR) Spektren mit einem Thermo Nicolet 5700 FT-IR Spektrometer
aufgenommen. Schmelzpunkte wurden iiber einen Boetius-Apparat
ermittelt. Optische Rotationen sind mit einem Jasco P-2000 Polarimeter,
CD-Spektren mit einem Jasco J-815 CD Spektrophotometer gemessen
worden.

1-O-(p-D-glucopyranosyl)-(2S,3R,4E,9E)-2N-[(2'R)-2'-hydroxyhexadecanoylamino]-8-oxo-
4(E), 9(E)-octadecadien-1,3-diol, Glc-8-keto-d18:2***°F h16:0, Malusid I (4): 2,5 mg, weiBes
amorphes Pulver, Smp. 154-157 °C. — TLC R;0,27 (CHCI;-MeOH 85:15 V/V). — [a]3*= +8,3
(c = 1,00, CHCl3/MeOH 1:1 V/V). — UV (MeOH) Ana a (log €): 222 (4,00). — CD (MeOH)
[6]216 +2131 deg cm® X dmol ™. — IR vy, (MeOH): 3348 (breit, O-H, N-H), 2921 (C-H), 2852
(C-H), 1700-1720 (C=0), 1635 (C=0, C=C), 1540 (C=C, N-H), 1457 (C-H), 1375 (C-H, C-
N), 1166 (C-0), 1076 (C-0), 1037 (C-0), 721 (=C-H) cm™".

1-O-(p-D-glucopyranosyl)-(2S,3R,4E,9E)-2N-[(2'R)-2'-hydroxyhexadecanoylamino]-8-
hydroxy-4(E), 9(E)-octadecadien-1,3-diol, Glc-8-OH-d18:2***°% h16:0, Malusid II (1) und
1-O-(p-D-glucopyranosyl)-(2S,3R,4E,7E)-2N-[(2'R)-2'-hydroxyhexadecanoylamino]-9-
hydroxy-4(E), 7(E)-octadecadien-1,3-diol, Glc-9-OH-d18:2***"* h16:0, Malusid III (2)
(Gemisch aus 1 und 2, molekulares Verhiltnis ca. 2:3): 2,7 mg, weilles amorphes Pulver — TLC
R¢0,17 (CHCI3-MeOH 85:15 V/V). — UV (MeOH) Ap. a (log €): 264 (3,14). — IR vy (MeOH):
3336 (breit, O-H, N-H), 2921 (C-H), 2852 (C-H), 1646 (C=0, C=C), 1541 (C=C, N-H), 1457
(C-H), 1376 (C-H), 1165 (C-0), 1074 (C-0), 1033 (C-0), 720 (=C-H) cm".
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Abb. A48: Schematische Darstellung der Glycosylceramid-Synthese in Pflanzen

Modifiziert nach: Lynch und Dunn, 2004, Pata et al., 2010 und Berkey et
al., 2012. Sphingolipide stellen durch vielfdltige Sphingobasen- und
Fettsauremodifikationen eine  variable  Stoffgruppe dar. Diese
Modifikationen werden nach der Cer-Synthese vollzogen. Die meisten
enzymatischen Schritte sind bisher nur in vitro nachgewiesen worden.
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