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Abkiirzungs- und Symbolverzeichnis

AFM

ATR
FT
IR
LAM
PAS

Vs:a

DESY
HASYLAB
PSD

SAXS
WAXS

A

dhii

hkl

b

H

B’pu

Atomic force microscopy (Rasterkraftmikroskopie)

Attenuated total reflection (Abgeschwichte Totalreflektion)
Fourier Transformation

Infrarot

Longitudinal akustische Moden

Photoakustische Spektroskopie

Streckschwingung (symmetrisch; a(nti)symmetrisch)

Deformationsschwingung

Deutsches Elektronen Synchrotron

Hamburger Synchrotron Strahlungslabor

Position sensitive detector (ortsempfindlicher Detektor)
Small angle X-ray scattering (Rontgenkleinwinkelstreuung)
Wide angle X-ray scattering (Rontgenweitwinkelstreuung)
Wellenldange der Rontgenstrahlung

Netzebenenabstand

Miller’sche Indices

reziproker Netzebenenabstand

Beugungswinkel

lamellare Uberstruktur (Bischichtlamellen)

(normale) hexagonale Phase, hydrophile Kopfgruppen am
Rohrenauenrand

invers hexagonale Phase, hydrophile Kopfgruppen im Réhreninneren
Phase mit fluiden Ketten

Phase mit rigiden Ketten (geneigt), mit hexagonaler Kettenpackung
Phase mit rigiden Ketten (geneigt), mit deformiert hexagonaler

Kettenpackung



DSC
HF

MG
MS
MS/MS
MS"
m/z

NMR

CoA
ER

SC
SM
TEWL

CER
Chol
EEDQ
NaOl
OA
SA
PBS
THF

Differential Scanning Calorimetry
Heat flow (Wérmefluss)
Temperatur

Zeit

molare Masse

Massenspektrometrie

Tandem- Massenspektrometrie

Multiple mass spectrometry (Mehrfach- Massenspektrometrie)

Masse / Ladungsverhiltnis

Nuclear magnetic resonance - Kernspinresonanz

Coenzym A
Endoplasmatisches Retikulum
Stratum corneum
Sphingomyelin

Trans epidermal water loss (Transepidermaler Wasserverlust)

Ceramid

Cholesterol
N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
Natriumoleat

Olsiure

Stearinsdure

Phosphate buffered saline

Tetrahydrofuran

Molenbruch
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Einleitung und Zielstellung

,,Alles, was wir unter Natur verstehen, ist die Grofiaufnahme eines Géinsebliimchens.
Frank Thiess

Fiir alle landlebenden Saugetiere einschlieBlich des menschlichen Organismus ist die Haut ein
essentielles Organ. Thre Bedeutung liegt in ihrer Schutz- und Barrierefunktion begriindet. Des
Weiteren dient die Haut als Sinnesorgan und spielt bei der Warmeregulation des Korpers eine
wesentliche Rolle. Als Applikationsort zur systemischen Gabe von Arzneistoffen gewinnt die
Haut zunehmend an Bedeutung (Dittgen 1998). Das Hauptproblem bei der transdermalen
Gabe von Pharmaka stellt die Haut selbst dar, da sie als Barriereorgan fiir eine Reihe von
Substanzen nur schwer durchdringlich ist.

Es ist seit Jahren bekannt, dass das Stratum corneum (SC), die duBerste Schicht der
Epidermis, von groBer Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut ist.
Durch die im Sédugetierorganismus einzigartige Struktur des SC, in dem verhornte Hautzellen
(Corneocyten) in eine Lipidmatrix aus multiplen lamellaren Lipidschichten eingebettet sind,
wird der effektive Schutz gegeniiber exogenen Noxen sowie eine Minimierung des
transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) ermoglicht (Schurer et al. 1991). Der Ansatzpunkt
fiir eine Uberwindung der Barriere der Haut ist die Beeinflussung der Lipidschichten durch
Penetrationsmodulatoren (Suhonen et al. 1999). Aus diesem Grund widmete man sich in den
vergangenen Jahrzehnten ausfiihrlichen Untersuchungen zur Zusammensetzung und
Organisation der SC Lipide.

Die Zusammensetzung der Lipidmatrix des SC, die von einer komplexen Mischung
verschiedener Ceramide, freier Fettsduren und Cholesterol sowie dessen Derivaten bestimmt
wird, ist in unserem Organismus einmalig. Die extrazelluldren Lipide stammen von
intrazelluldren Zellorganellen, den lamellar bodies, die im Stratum granulosum, einer Schicht
unter dem SC zu finden sind. Die im Stratum granulosum vorkommenden Glykolipide
(Glycosylceramide) sind Vorstufen der Ceramide (Wertz et al. 1982). Den nur im SC in hoher
Konzentration vorkommenden Ceramiden wird bei der Strukturgebung der interzelluldren
Lipidschichten eine besondere Rolle zugeschrieben. Auffallend ist die strukturelle
Heterogenitét der Ceramide, die sich aufgrund ihrer sich unterscheidenden Kopfgruppen und
Seitenketten in verschiedene Klassen einteilen lassen. Welche Bedeutung die einzelnen
Ceramid-Spezies am strukturellen Aufbau des SC haben, ist noch weitgehend unklar. Des
Weiteren ist wenig iiber molekulare Wechselwirkungen der Ceramide mit den anderen SC-

Bestandteilen bekannt.
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Untersuchungen an reinen SC-Lipiden spielen eine wichtige Rolle bei der Strukturaufkldarung
der komplex zusammengesetzten extrazelluldren Lipidmatrix. Eine Aufkldrung der
Eigenschaften der einzelnen SC-Lipide, die mittels verschiedener experimenteller Methoden
erfasst werden konnen, stellen die Grundvoraussetzung fiir das Verstdndnis ihrer Funktion im
SC dar. Uber diesen Weg kann zielgerichtet versucht werden, die Aufgabe und Bedeutung der
jeweiligen Substanzen bei der Strukturausbildung und Barrierefunktion im SC zu ergriinden.
Um die Eigenschaften der natiirlichen Stratum corneum Lipide zu studieren, werden in der
Literatur eine Vielzahl verschiedener physikalischer und bildgebender Verfahren beschrieben.
Da sich die meisten dieser Untersuchungsmethoden nicht am lebenden Organismus
durchfiihren lassen, bedient man sich verschiedener Modellsysteme. Untersucht werden
Lipidmonoschichten, liposomale Systeme (Abraham et al. 1987 & 1988, Wertz et al. 1986)
und Volumenphasen. Meist werden die Lipide aus natiirlichen Quellen, etwa durch Extraktion
von Schweine- oder humaner Haut gewonnen. Uber diese Herangehensweise ist es mdglich,
eine der natiirlichen Situation nahezu identische Lipidzusammensetzung zu charakterisieren.
Untersuchungen an isoliertem Stratum corneum wurden von einigen Arbeitsgruppen ebenfalls
durchgefiihrt (Gay et al. 1994, Golden et al. 1987).

Ein Nachteil der komplexen natiirlichen Systeme besteht jedoch darin, dass die spezifischen
Eigenschaften der einzelnen Lipide in den komplex zusammengesetzten Matrices nicht erfasst
werden konnen. Des Weiteren {iberlagern sich die Eigenschaften der verschiedenen
Substanzen, wodurch eine Interpretation der generierten Daten in vielen Fillen nicht mehr
moglich ist. Werden im Gegensatz dazu synthetisch reine Lipide verwendet, ist man zwar von
der physiologischen Situation weit entfernt, es eréffnet sich jedoch die Mdglichkeit, die
Eigenschaften einer jeden Substanz detailliert zu untersuchen und ihre spezifischen
Wechselwirkungen mit weiteren Stoffen festzustellen.

In der Arbeitsgruppe sind bereits Untersuchungen zum Phasenverhalten von Stratum corneum
Lipiden durchgefiihrt worden. Im Rahmen dieser Arbeiten wurde festgestellt, dass die Lipide
in den untersuchten Systemen nicht miteinander interagieren und in separierten Phasen
vorliegen (Wegener et al. 1996 & 1997, Neubert et al. 1997, Wartewig et al. 1998). Die
Experimente waren auf kalorimetrische und Ramanspektroskopische Methoden beschriankt
und erlaubten daher nur begrenzte Aussagen hinsichtlich der Struktur der Lipide. Es konnte
jedoch festgestellt werden, dass die Alkylketten der Ceramide in den Mischungen einen hohen
Anteil an trans-Konformeren aufweisen.

An diese Untersuchungen ankniipfend sollen weitere ausfiihrliche Experimente durchgefiihrt

werden. Zur Aufklidrung von Lipidstrukturen wird die Rontgenpulverdiffraktometrie als die
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Methode der Wahl angesehen. Mittels der FT-IR Spektroskopie sollen die Strukturen im
polaren Bereich der Lipide charakterisiert werden. Die Raman-Spektroskopie soll verwendet
werden, um die Strukturen der Kohlenwasserstoffketten der Lipide hinsichtlich
Kettenpackung und Kettenordnung zu charakterisieren. Besonderes Augenmerk soll auf die
Verkniipfung der spektroskopischen Methoden mit der Rontgenpulverdiffraktometrie gelegt
werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, verschiedene Ceramid-Spezies und andere relevante Lipide
hinsichtlich ihrer Strukturausbildung zu charakterisieren und mogliche Wechselwirkungen
mit weiteren, im SC vorkommenden Substanzen (Fettsduren, Cholesterol, Wasser) in
ausgewihlten einfachen bindren oder terndren Systemen zu ergriinden. Die Untersuchungen
sollen einen Beitrag zur Aufkldrung der strukturbestimmenden Mechanismen im Stratum

corneum leisten.
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Theoretischer Teil

,Nichts tut dem Mann der Wissenschaft mehr not, als etwas iiber ihre Geschichte zu wissen und {iber die Logik
der Forschung: ... tiber den Weg, Irrtiimer zu entdecken; iiber die Rolle, die die Hypothesen spiclen und die
Einbildungskraft; und iiber die Methode der Nachpriifung.*

Lord Acton

Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die Haut (Cutis) ist ein lebenswichtiges Organ, das den Organismus von der Umwelt abgrenzt
und ihn vor duBleren Belastungen schiitzt. Mit einer Flache 1,5 bis 2,0 m” beim Erwachsenen
ist die Haut das gréfite Organ des Menschen (Wohlrab 2001).

Histologisch ldsst sich die Haut in drei Schichten gliedern. Sie besteht aus der Oberhaut
(Epidermis) und dem darunter befindlichen, bindegewebigen Teil, der Lederhaut (Corium).
Unter der Lederhaut befindet sich die Unterhaut (Subcutis). Sie stellt ein lockeres
Bindegewebe dar, dem mehr oder weniger reichlich Fettlippchen eingelagert sind.

Die duflerste Schicht der Haut, die Epidermis, ist frei von Blutgefdflen. Sie wird wiederum in
mehrere funktionelle Zellschichten untergliedert. Der physiologische Ausgangspunkt ist das
Stratum basale, dem sich Stratum spinosum, Stratum granulosum und als duBBerste Schicht der
Epidermis das Stratum corneum (Hornschicht) angliedern. Das Stratum corneum besteht aus
10 bis 30 Lagen enddifferenzierten, kernlosen, Epithelzellen (Corneocyten, Hornzellen), die

abgestorben sind und in denen keine Zellorganellen mehr zufinden sind.

Stratum corneum
Stratum granulosum Epidermis
Stratum spinosum

Stratum basale

——  Talgdriise )
Dermis

———— Schweissdriise

Haarfollikel

Fettgewebe Subcutis

Abb. 1 Die menschliche Haut (schematische Darstellung).

Wihrend der epidermalen Differenzierung migrieren die Zellen zur Oberfliche der Haut.
Gehen die Zellen in die duBerste lebende Schicht der Epidermis, das Stratum granulosum

iiber, extrudieren die ,,Jamellar bodies* ihren lipidreichen Inhalt in den Extrazellularraum. Aus
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dieser Lipidmatrix bilden sich ausgedehnte, das SC durchspannende lamellare Schichten, die
sich nahezu parallel zu den Corneocytenoberfldchen ausrichten.

Bei der Aufnahme von Arzneistoffen durch die Haut unterscheidet man prinzipiell die
transglanduldre, transfollikuldre, die transzelluldre und die interzelluldre Penetration. Die
Permeation von Arzneistoffen durch das Stratum corneum erfolgt im Allgemeinen
interzelluldr entlang der Lipidschichten (Talreja et al. 2001).

Stark beeinflusst wird die Barrierefunktion der Haut von ihrer Hydratation. Eine Erhéhung
der Hautfeuchte, wie zum Beispiel unter okklusiven Bedingungen, aber auch extreme
Austrocknung konnen eine Steigerung der Penetration bewirken. Die molekularen
Mechanismen der Beeinflussung sind jedoch noch nicht verstanden. Als Modelle werden
hierfiir lediglich Phospholipidsysteme diskutiert (Sparr et al. 2001a). Auch Erkrankungen der
Haut konnen mit einer Erniedrigung der Barriereeigenschaften der Haut verbunden sein

(McIntosh et al. 1999).
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Abb. 2 Mikroskopischer Querschnitt durch das humane Stratum corneum (Talreja et al. 2001).

Das Stratum corneum stellt die Hauptbarriere der Haut dar. Seine komplexe Struktur bedingt
die vielfdltigen Funktionen der Haut, wie Schutz vor physikalischen, chemischen sowie
biologischen Noxen der Umwelt und die Minimierung des epidermalen Wasserverlustes. Die
Hornzellen zeigen eine besondere Anordnung, welche dem Aufbau in einer Ziegelmauer
dhnelt. Dabei wird die Lipidsubstanz in den Interzellularrdumen zwischen den Hornzellen mit
dem Mortel zwischen den Steinen einer Ziegelmauer (,,brick and mortar model®) verglichen
(Michaels et al. 1975). Desmosomen halten die Corneocyten zusammen und stabilisieren die
Struktur des SC. Der proteolytische Abbau der Corneodesmosomen im dulleren Bereich des
SC bewirkt eine Schwichung der Bindungskréifte zwischen den Corneocyten und fordert
damit den Mechanismus der Abschuppung der duBlersten Zellschichten des Stratum corneum

(Egelrud, 2000).
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Wiéhrend in den Schichten der lebenden Epidermis polare Lipide wie Phospholipide und
Glykolipide dominieren (Wertz et al. 1983a&b), findet man im SC vorwiegend Ceramide,
freie Fettsduren und Cholesterol, sowie Derivate des Cholesterols. Die stoffliche
Zusammensetzung dieser Lipidschicht spielt eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung
der Barriereeigenschaften des SC (Mao-Quiang et. al. 1993, Norlen et al. 1999).

Die fiir die Hautbarriere essentiellen lamellaren Schichten konnten von Breathnach et al.
erstmals elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden (Breathnach et al. 1973 & 1975).
Ein methodischer Durchbruch war die RuO4-Nachfixierung, durch welche die Strukturen des
SC wesentlich detaillierter abgebildet werden konnten. Man konnte die ,,lamellar bodies*
sichtbar machen und erkannte eine ungewdhnliche ,breit-schmal-breit“-Abfolge der

Lipidschichten (Madison et al. 1987, Swartzendruber et al. 1989 & 1992).

Abb. 3 Mikroskopischer Querschnitt durch Teile der Epidermis (Madison et al. 1987).

A: ,lamellar body“. B: Fusion eines “lamellar body” mit der Plasmamembran.

C: Durchgingige Lipidschichten im enddifferenzierten Stratum corneum.

Die Existenz der lamellaren Strukturen konnte mittels Rontgenstrukturuntersuchungen
bestitigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass im Stratum corneum zwei lamellare
Wiederholabstinde dominieren, welche Periodizitditen von 6 beziehungsweise 13 nm
aufweisen (White et al. 1988, Bouwstra et al. 1991). Es wird angenommen, dass die 13 nm
Struktur im Stratum corneum bei der Ausbildung der Barrierefunktion der Haut eine
bedeutende Rolle spielt (Bouwstra et al. 1998). Als laterale Anordnung der Alkylketten
(Kettenpackung) der SC-Lipide wird eine Koexistenz zum Teil orthorhombisch, hexagonal
Orientierungen angenommen, die neben einem Teil fluider Lipidketten vorliegen sollen. Bei
Temperaturerhhung wird eine Abnahme der orthorhombischen Strukturen zu Gunsten einer
hexagonalen Anordnung beobachtet. Werden Stratum corneum Proben iiber 90 °C erhitzt,
sind nur noch fluide Phasen zu finden. Uber eine Tiefenprofilierung des Stratum corneum lie

sich feststellen, dass bei physiologischer Temperatur (32 °C) der Anteil der hexagonalen
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Kettenpackung im Vergleich zur orthorhombischen Anordnung in den dufleren Schichten des
SC dominiert (Pilgram et al. 1998 & 1999). Wéhrend im humanen Stratum corneum und im
SC von Méusen orthorhombische Subzellen als laterale Strukturen gefunden wurden (White
et al. 1988, Garson et al. 1991, Bouwstra et al. 1994), beobachtete man bei Schweinehaut eine
hexagonale Orientierung der Alkylketten (Bouwstra et al. 1995). Die Ursachen der
gefundenen Strukturunterschiede und mégliche Auswirkung auf die Barrierefunktion der Haut
sind noch weitgehend unverstanden. Wenig bekannt ist auch {iiber die mittels
spektroskopischen und kalorimetrischen Methoden detektierten Phasenumwandlungen der
SC-Lipide (Gay et al. 1994, Ongpipattanakul et al. 1994).

Es existieren derzeit verschiedene Ansdtze, mit denen versucht wird, den Aufbau der
Lipidschichten modellhaft zu beschreiben. Im ,,Domain mosaic model*“ (Forslind, 1994) stellt
man sich die Lipidmatrix des Stratum corneum als ein diskontinuierliches System vor, indem
kristalline Domainen tiiber Lipide fliissigkristalliner Phasen zusammengehalten werden.
Modifizierte Varianten dieses Modells schlug Norlen (2001 a, b) vor und betitelte seine
Vorstellungen als ,,membrane folding model* und ,,single gel phase model“. Im ,,sandwich
model”“ (Bouwstra et al. 2000 & 2001) wird auf die Anordnung der Lipidschichten
eingegangen. Nach diesem Modell, welches die elektronenmikroskopisch sichtbare , breit-
schmal-breit“-Abfolge der lamellaren Schichten einbezieht, befindet sich innerhalb des 13
nm Wiederholabstandes der SC-Lipidschichten eine fluide Phase (schmal), die von
geordneten Lipidstrukturen (breit) umgeben ist. Die Permeation von Substanzen durch das SC
soll nach diesem Modell hauptsdchlich im Bereich dieser fluiden Phase erfolgen.
Experimentelle Ergebnisse liegen zu dieser Vorstellung jedoch noch nicht vor.

Nach dem ,,Domain mosaic model* von Forslind soll der Permeationsweg entlang fluider
Dominen stattfinden. Diese Verstellung wird von einigen Arbeiten an kiinstlichen
Modellsystemen gestiitzt, in welchen festgestellt wurde, dass Stratum corneum Lipide unter
bestimmten Versuchsbedingungen entmischte Phasen bilden. Diese konnten sowohl mit Hilfe
der DSC als auch mit spektroskopischen Methoden festgestellt werden (Wegener et al. 1996
& 1997). Percot et al. (2001) konnten phasenseparierte Stratum corneum Lipide iiber die
Raman-Mikroskop-Technik abbilden. Mit AFM-Experimenten an Monoschichten aus Stratum
corneum Lipiden konnten die separierten Phasen ebenfalls sichtbar gemacht werden (Ekelund
et al. 2000; Engstrom et al. 2000; Sparr et al. 1999 & 2001b).

Auch elektronenmikroskopische Untersuchungen sind in der Literatur beschrieben. Hiermit
konnte festgestellt werden, dass Calciumionen zur Fusion von aus Stratum corneum Lipiden

préaparierten Liposomen in lamellare Schichten fithren (Abraham et al. 1987 & 1988). Weitere
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Erkenntnisse lieferten NMR-Experimente an Volumenphasen (Abraham et al. 1992), mittels
derer festgestellt werden konnte, dass Stratum corneum Lipidmischungen bei Temperaturen

oberhalb 60 °C invershexagonale Strukturen (Hj—Phasen) ausbilden.

Der Sphingolipid-Stoffwechsel

Die de novo Synthese der Ceramide findet an der cytoplasmatischen Seite des
endoplasmatischen Reticulums (ER) statt. Die Strukturen der Ceramide leiten sich vom
Palmitoyl-CoA und L-Serin ab, welche von der Serin-Palmitoyl-Transferase zum 3-
Oxosphinganin  verkniipft werden. Die 3-Oxosphinganin-Reduktase reduziert die
Carbonylgruppe zur sekunddren Hydroxylgruppe. Mit einer N-Acyltransferase wird die NH,-
Gruppe des entstandenen D-Erythro-Sphinganins mit Fettsdure-CoA-estern acyliert. Es
entstehen die N-Acyl-Sphinganine (Dihydroceramide). Die Dihydroceramid-Desaturase fiigt
die trans-4,5-Doppelbindung ein. Die Ceramidase spaltet die Fettsdure vom Sphingosin ab.

Die Ceramid-Synthase verkniipft die Amidbindung.

[} COOH Serin-Palmitoyl-Transferase HaN, 3-Oxosphinganin-Reduktase n-Desaturasse
—_—
*\4)& H
,  Coa ""‘//
CH,0H

Palmitoyl-CoA L-Serin 3-Oxo-D-Dihydrosphinganin Sphinganin
+ Acyl-CoA
Ceramidase Ceramidsynthase
HN Dehydroceramid-Desaturasse HN
Dihydroceramid /N/\J/\ Ceramid [NS] OH
“on f AN -

SMase + UDP-Glucose
+ CDP-Cholin Glucocerebrosidase
o o)
n ‘C‘) ‘ n f
~ HN, H_o
HN, P —
e ‘\O/\/%\ o
% HO. H
N “u AN iy " OH
oH 6 oH H OH

6

”OH

4-Sphingenin

Sphingomyelin Glucocerebrosid

Abb. 4 Biosynthese der Ceramide im Sdugetierorganismus

Werden die Ceramide im Golgiapparat an ihrer primaren Hydroxylgruppe glycosidiert, bilden
sich die Glycosphingolipide (Cerebroside) (Madison et al. 1998). Die durch Saposin C
(Sphingolipid Aktivator Protein) regulierte Glucocerebrosidase spaltet die Cerebroside
(Wilkening et al. 1998, Doering et al. 1999a). Durch Reaktion mit CDP-Cholin werden aus
den Ceramiden die Sphingomyeline (SM) gebildet. Die Sphingomyelinase spaltet die SM zu
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den Ceramiden (Mathias et al. 1998; Sandhoff et al. 1998). Neben den Glucocerebrosiden, der
Hauptvorstufe der epidermalen Ceramide, werden bestimmte Ceramide des SC durch
Spaltung von Sphingomyelinen gebildet (Uchida et al. 2000).

Die Lipid-Zusammensetzung der epidermalen Zellen dndert sich, wenn sie im Zuge ihrer
Differenzierung zur Korperoberfliche wandern. Die Zellen der basalen Schicht (Stratum
basale) besitzen eine sehr komplexe Lipidzusammensetzung mit Phospholipiden als
Hauptkomponente. Im Stratum granulosum ist der Gehalt an Phospholipiden vermindert,
wiahrend der Gehalt an Cerebrosiden (Glycosylceramide), Ceramiden, Cholesterol und
Cholesterolsulfat als ein Ergebnis der de novo Synthese und der Einlagerung in die Lamellar
bodies hoher liegt. Glycosylceramide sind die Hauptvorstufe der epidermalen Ceramide. Sie
werden zusammen mit anderen polaren Lipiden (Sterole, Phospholipide) und verschiedenen
Hydrolasen iiber spezialisierte sekretorische Zellorganellen, den sogenannten Lamellar
bodies, transportiert. Durch die lysosomale Lipidhydrolasen werden die hydrophilen Lipide in
hydrophobere Lipide gespalten. Beim Ubergang vom Stratum granulosum (SG) zum Stratum
corneum (SC) fusionieren die Lamellar bodies mit der Plasmamembran und extrudieren ihren
Inhalt in den Extrazellularraum des SC (Landmann, 1986, Downing, 1992). Die im Stratum
corneum vorliegenden Lipidmischungen weisen einen sehr hohen Gehalt an Ceramiden (35-
40 %) und freien Fettsduren auf. Phospholipide und Cerebroside sind dagegen nur in Spuren
nachweisbar (Gray et al. 1975, Lampe et al. 1983).

Eine genetische Storung des Sphingolipidstoffwechsels kann aufgrund seiner Komplexitit auf
verschiedenen Ebenen erfolgen und kann zu verschiedenen pathologischen Zustéinden, den
Glycosphingolipidosen fiihren (Schuette et al. 1999, Schmuth et al. 2000). Ist die
Umwandlung der Cerebroside in die Ceramide gestort, etwa durch einen partiellen Defekt der
B-Glucocerebrosidase, wird eine normale Ausbildung der Epidermis unmoglich. Die
betroffenen Sauglinge (collodion babies), welche eine nasse Korperoberfliche, mit drastisch
eingeschrinkter Barrierefunktion aufweisen, sterben kurz nach der Geburt aufgrund des hohen
Fliissigkeitsverlustes. Mit der entsprechenden Punktmutation generierte knock-out-Méause
zeigen ebenfalls eine abnorme Hautausbildung und sterben 24 Stunden nach der Geburt.
Durch analytische Bestimmung der Lipidzusammensetzung der Haut dieser knock-out-Méause
konnte ein hoher Gehalt an Glucosylceramiden zugunsten eines erniedrigten Ceramidanteils

nachgewiesen werden (Doering et al. 1999b).
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Ceramide des Stratum corneum

Wiéhrend Ceramide in fast allen Geweben des Organismus vorkommen und schon in geringen
Konzentrationen als Signalsubstanzen fungieren (Sawai et al. 1999), liegt ihre Bedeutung im
Stratum corneum in der Ausbildung einer Lipidbarriere begriindet. Die im SC vorkommenden
Ceramide zeichnen sich durch eine ausgesprochene strukturelle Heterogenitdt aus.
Gemeinsam ist allen Ceramiden, dass sie aus Sphingoidbasen aufgebaut sind, deren
Stickstoffatome mit Fettsduren amidiert sind. Bei den Sphingoidbasen der Stratum corneum
Ceramide unterscheidet man Phytosphingosine (4-Hydroxysphinganine), Sphingosine
(Sphingenine und Sphinganine) und die 6-Hydroxysphingosine. Fiir die Bindung am
Stickstoffatom kommen Nonhydroxy-, a-Hydroxy- und w-Hydroxyfettsduren in Betracht.
Letztere konnen mit einer weiteren Fettsdure verestert sein. Unter den in der Natur
vorkommenden o-Hydroxyfettsdureceramiden existieren nur die D-Komponenten (Karlsson

etal. 1974).
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Abb. 5 Identifizierte molekulare Strukturen der aus dem Stratum corneum extrahierbaren Ceramide (Chopart

etal. 2002). Die Zahlen entsprechen der Klassifizierung in Anlehnung an das chromatographische
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Laufverhalten (Stewart et al. 1999). Die Bezeichnungen nach Motta et al. (1993)

wurden in Klammern gesetzt.
Die mit polaren Losungsmitteln extrahierten Lipide wurden anhand ihres
chromatographischen Laufverhaltens in sechs Klassen aufgetrennt. Diesen Lipidbanden
wurden chemische Strukturen zugeordnet. Durch stindige Fortschritte auf dem Gebiet der
Lipidanalytik @nderten sich die Ansichten iiber die Ceramid Zusammensetzung im Stratum
corneum in den vergangenen Jahren. Da die neu gefundenen Ceramidstrukturen die
Hauptkomponenten in den Ceramidfraktionen waren, musste die Auffassung iiber das
Ceramidmuster aufgrund der Fehlinterpretationen der Lipidbanden mehrmals grundlegend
novelliert werden. Zur quantitativen Zusammensetzung der Lipidfraktionen liegen in der
Literatur sehr verschiedene, kontroverse Angaben vor (Robson et al. 1994, Stewart et al.
1999, Chopart et al. 2002). Die Ceramiden [AH], [AP], [NH] und [NP] stellen nach
gegenwirtigem Kenntnisstand die mengenmdlig groften Fraktionen dar. Auf eine
prozentuale Darstellung soll in diesem Zusammenhang verzichtet werden.
Die aktuelle Einteilung nach Stewart & Downing (1999) anhand der chromatographischen
Mobilitdt umfasst den Zahlenbereich 1 bis 7 und enthidlt auch gebrochene Zahlen. Eine
generell giiltige Terminologie, die sich an der chemischen Struktur der Ceramide orientiert,
fiihrten Motta et al. 1993 ein. Dabei gibt ein kombinatorisches Buchstabensystem die Struktur
der Ceramide wieder. Der letzte Buchstabe bezeichnet nach dieser Terminologie die Struktur
der Sphingoidbase (S-Sphingosin, P-Phytosphingosin und H-6-Hydroxysphingosin). Die
amidierten Fettsduren konnen iiber ihre Hydroxylierung unterschieden werden. Fettsduren
ohne Hydroxylgruppe werden mit N bezeichnet (nonhydroxy). Omegahydroxyfettsduren
erhalten den Buchstaben O und o-Hydroxyfettsduren den Buchstaben A.
Nach diesem System werden Ceramide mit Cer[EOS] bezeichnet, wenn an ein Ceramid mit
einer Sphingosinseitenkette eine Omegahydroxyfettsdure gebunden ist, an deren Omega-
Hydroxylgruppe eine weitere Fettsdure iiber eine Esterbindung verkniipft ist Mit Cer[NP]
wird das Amid einer Nonhydroxyfettsdure mit Phytosphingosin und mit Cer[AH] das mit
einer Alpha-Hydroxyfettsdure verkniipfte 6-Hydroxysphingosin benannt. Erst kiirzlich
wurden Ceramide einer weiteren Ceramid-Spezies aus humanem Stratum corneum isoliert,
welche aus 6-Hydroxysphingosin aufgebaut sind, die mit einer Nonhydroxyfettsdure amidiert
und mit einer weiteren Nonhydroxyfettsdure am primdren Hydroxylsauerstoff der
Sphingoidbase verestert sind (Chopart et al. 2002). In Anlehnung an Motta wird fiir diese
Struktur die Abkiirzung Cer[NpNH] eingefiihrt.
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Nach der Extraktion der Stratum corneum Lipide bleibt eine esterartig an Proteine der
Corneocyten gebundene Monoschicht aus Ceramiden zuriick.. Erst nach alkalischer
Hydrolyse konnen diese freigesetzt und damit der Analytik zuginglich gemacht werden
(Wertz et al. 1987, Swartzendruber et al. 1987 & 1988, Robson et al. 1994). Uber eine
spezifische Bindung mit Immunogold Antikdrpern konnten Vielhaber et al. (2001) die
kovalent an die Corneocyten-Oberfliche gebundenen Ceramide elektronenmikroskopisch
sichtbar machen. Im direkten Vergleich mit den leicht extrahierbaren SC-Lipiden, die zum
Teil fluide Eigenschaften zeigen, bilden die an die Corneocytenoberfliche gebundenen Lipide
rigidere Strukturen aus (Alonso et al. 2000). Die oberfldchlich gebundenen Ceramide leiten
sich  strukturell vom Sphingosin und 6-Hydroxysphingosin ab, welche mit
o-Hydroxyfettsduren verkniipft sind (Cer[OS] und Cer[OH]). Von letzteren dominieren
einfach ungesittigte mit 32 C-Atomen und gesittigte Fettsdureseitenketten mit 30 C-Atomen
in etwa gleichen Anteilen. Es konnte nachgewiesen werden, dass von den potenziell zur
Verfiigung stehenden Hydroxylgruppen der Ceramide nur die ®-Hydroxylgruppen nicht aber
die Hydroxylgruppen der Kopfgruppen mit den Proteinen der Corneocytenoberfliche
verestert sind. Die Doppelbindung der ungesittigten Acylseitenkette, die in ®-9-Position
angenommen wird, soll zur Fluidisierung der distalen Enden der w-Hydroxylfettsdureketten
beitragen und die Kettenldngenunterschiede egalisieren. Die Formation von Esterbindungen
an Corneocyten-Proteine soll hierdurch biophysikalisch beglinstigt werden (Stewart et al.

2001).
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Die w-Acylceramide Cer[EOS] sind im Gegensatz zu den m-Hydroxyceramiden aus dem
Stratum corneum extrahierbar. Durch die w-Acylgruppe, bei der es sich fast ausschlieSlich um
Linolsdure handelt, wird die Fettsdureseitenkette drastisch verldngert. Dieser einzigartigen
Lipidstruktur der ®-Acylceramide wird eine groe Bedeutung beigemessen. Bei der

Ausbildung des lamellaren Wiederholabstandes von 13 nm sollen m-Acylceramide mehrere
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Lipidschichten durchspannen kénnen und damit die essentielle strukturgebende Komponente
sein (Bouwstra et al. 1996, 1998 & 2002). Die beiden Doppelbindungen in der
Acylseitenkette von CER[EOS] sind von besonderer Bedeutung. Eine Substitution der
Linolsiure gegen Olsdure fiihrt zu einer drastischen Stdérung der Struktur des SC und der
Barrierefunktion (Melton et al. 1987).

Die anteilige Zusammensetzung der verschiedenen Stratum corneum Ceramide spielt eine
grofle Rolle bei der Homoostase der Hautbarriere. Motta et al. (1993 & 1994) konnten in
psoriatischer im Vergleich mit gesunder Haut eine verminderte Konzentration an Cer[EOS]
feststellen und diese verminderte Cer[EOS] Konzentration mit einem erhdhten
transepidermalen Wasserverlust (TEWL) korrelieren. Auch an Haut von Patienten mit
atopischem Ekzem konnte eine modifizierte Ceramid-Zusammensetzung festgestellt werden

(Bleck et al. 1999, Yamamoto et al. 1991).

Strukturelle Eigenschaften der Stratum corneum Lipide

Ceramide

Die Rontgenbeugung an Einkristallen ist die Methode der Wahl, um die Raumstruktur einer
Verbindung zu bestimmen. Der limitierende Faktor ist dabei die Ziichtung qualitativ
hochwertiger Einkristalle, welches sich besonders bei den Lipiden als duBerst schwierig
erweist.

Zur  Zeit sind  lediglich  Kristallstrukturen von den  zwei  Ceramiden
N-Tetracosanoylphytosphingosin  (C,4CER[NP]) und N-(2D,3D-dihydroxyoctodecanoyl)-
phytosphingosin in der Literatur verfligbar. Letzteres Ceramid wurde in Pflanzen und Pilzen
gefunden und spielt im Sdugetierorganismus nach derzeitigem Kenntnisstand keine Rolle. Die
Kristallstruktur (Pascher et al. 1992) weist jedoch einige interessante Besonderheiten auf. In
der Einheitszelle befinden sich zwei Molekiile, deren Kohlenwasserstoffketten
auseinandergestreckt vorliegen und alternierend mit antiparalleler Orientierung angeordnet
sind. Die Kopfgruppe wird demzufolge von den Alkylketten abgeschirmt. Die Kettenpackung
beider Seiten ist in dieser aufgeklirten Kristallstruktur orthorhombisch senkrecht.

Das auch im SC vorkommende C,4CER[NP] weist einen ausgepriagten Polymorphismus auf
(Dahlen et al. 1979). Von einer der sechs identifizierten Modifikation konnten Dahlen et al.
(1972) die Kristallstruktur bestimmen. In dieser sowie in vier weiteren Modifikationen weisen
die Ceramidmolekiile eine V-formige Konformation auf, in der die C,s-Phytosphingosin- und

die Cys-Fettsdureseitenketten in separaten Subzellen packen. Die beiden Alkylketten eines
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Ceramid-Molkiils schlieBen einen Winkel (o) ein, dessen Spitze die Ceramid-Kopfgruppe
bildet. Nur in einer Modifikation sind beide Seitenketten nebeneinander in einer Subzelle
angeordnet und schlieen folglich keinen Winkel ein.

Des Weiteren sind die Kristallstrukturen des Triacetylsphingosins (O’Connell et al. 1969) und
verschiedener Glycosphingolipide (Pascher et al. 1977, Nyholm et al. 1990, Abrahamsson et
al. 1997) aufgeklart worden. Aufgrund des erhohten Platzbedarfs der Kopfgruppen der
Glycosphingolipide sind fiir diese Substanzklasse nur parallele Anordnungen der Alkylketten
moglich.

Nach den Strukturinformationen der zitierten Einkristalldaten lassen sich demzufolge

prinzipiell drei mogliche Anordnungen der Alkylketten der Sphingolipide unterscheiden:

e parallele Anordnung der Ketten (o = 0°)
e gewinkelte Anordnung der Ketten (0 < o < 180°C)

o gestreckte Form (o0 = 180°C)

& 0o
> W Al
Vo Gal-C,,CER[AS] 4
N
C,.CER[NP] [
e C,.CER[H,P]

3 A -
Y .

F=£

V¢

Abb. 7 Aus Rontgeneinkristalldaten ermittelte 3d-Raumstrukturen von Sphingolipiden.
Kettenanordnung parallel: Gal-C;3CER[AS] Galactocerebrosid (Pascher et al. 1977).
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Sha et al. (1995a & b) untersuchten o-Hydroxyfettsduresphingosine CER[AS] und
Nonhydroxyfettsauresphingosine ~ CER[NS] im hydratisierten und nicht hydratisierten
Zustand. Beide Strukturen wurden aus biologischem Material isoliert. Das synthetische
Analogon Palmitoylsphingosin C;sCER[NS] ist im Rahmen dieser Untersuchungen ebenfalls
einbezogen worden. Im Gegensatz zu C;¢CER[NS] und den natiirlichen CER[NS] zeigten die
hydratisierten AS-Ceramide eine reversible LB’/H;-Umwandlung. Das Ceramid C;sCER[NS]
wurde als Monoschicht an der Wasser-Luft-Grenzfliche untersucht und zeigte abhingig vom
lateralen Druck orthorhombische und hexagonale Anordnungen (Vaknin & Kelly 2000).

Da die Untersuchung an synthetisch reinen Ceramiden durch das Vorhandensein derselben
limitiert werden, bediente man sich in frilheren Untersuchungen auch Ceramid-Analoga
(O’Connell et al. 1969, Mizushima et al. 1996 & 1997). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen lassen sich allerdings aufgrund der strukturellen Abweichungen dieser

Modellsubstanzen von den Ceramiden nur in beschrinktem Maf3e iibertragen.

Cholesterol-Lipid-Wechselwirkungen

Cholesterol ist das wichtigste Sterol hoherer tierischer Organismen. Es kommt in den
verschiedensten Geweben sowohl frei als auch mit Fettsduren verestert vor. Eine wesentliche
Rolle spielt Cholesterol als Bestandteil von Biomembranen.

Aufgrund der groBen Bedeutung von Cholesterol liegen umfangreiche Untersuchungen vor.
Die Kristallstruktur von Cholesterol wurde von Shieh et al. (1977), die des
Cholesterolmonohydrates (CholH,O) von Craven et al. (1976) bestimmt. Das
Phasenverhalten von Cholesterol und Chol'H,O ist bereits aufgekliart. Beim Erhitzen von
Cholesterol werden bei 39 °C eine fest/fest Umwandlung und bei 150 °C das Schmelzen
beobachtet. Chol'H,O dehydratisiert bei 86 °C in die wasserfreie Form. Ist Wasser neben der
dehydratisierten Form vorhanden, wird bei 123 °C ein Ubergang in eine smektische,
fliissigkristalline Phase beobachtet. Der Schmelzpunkt der smektischen Phase (156 °C) liegt
etwas hoher als bei wasserfreiem Cholesterol (Small,1986).

In Biomembranen spielen die Wechselwirkung von Cholesterol mit den anderen
vorkommenden Membranlipiden eine grofe Rolle. In einem Grofteil der publizierten
Arbeiten werden die Interaktionen von Cholesterol mit Phospholipidmembranen diskutiert.
Die Einarbeitung von Cholesterol in natiirliche und kiinstliche Lipidmembranen fiihrt zu
verschiedenen Anderungen der Membraneigenschaften. So werden Membranpermeabilitit
und die laterale Diffusion stark vom Cholesterolgehalt der Membran beeinflusst. Die

Umwandlung vom Gel- in den fliissigkristallinen Zustand wird bei Cholesterolzugabe



Theoretischer Teil 21

verbreitert. Fliissigkristalline Strukturen werden durch Cholesterol rigidisiert und geordnete
Gelphasen fluidisiert. Die Einarbeitung von Cholesterol in kiinstliche Lipidsysteme flihrt zu
einer hoheren Mischbarkeit der Lipide (Sparr et al. 2001b). In mehreren Untersuchungen
filhrte die Einarbeitung von Cholesterol in Membranen verschiedenster Lipide zu einer
Verringerung der Lamellendicke.

Der Mechanismus der Wechselwirkung von Cholesterol mit Membranlipiden ist nur
unzureichend verstanden und wird zur Zeit kontrovers diskutiert. Zwar konnten einige
Arbeiten das Vorhandensein von Wasserstoffbriickenbindungen der 33-Hydroxylgruppe zu
Carbonylsauerstoffatomen der anderen Membran-Lipide nachweisen (Mizushima et al. 1996
& 1997), jedoch wird auch diskutiert, dass diese Wechselwirkung in biologischen Systemen
nur von untergeordneter Bedeutung ist. Nach neueren Erkenntnissen werden die Cholesterol-
Lipid-Wechselwirkungen mit hydrophoben Effekten in Verbindung gebracht. Die
Hydroxylgruppe soll nach diesen Vorstellungen Wasserstoftbriickenbindungen mit
Wassermolekiilen eingehen (Boggs, 1987). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass
Cholesterol invers-hexagonale Strukturen stabilisieren kann wund in verschiedenen
fliissigkristallinen Phasen unterschiedliche nichtkovalente Bindungen eingeht (Hayakawa et
al. 1998). Die Stabilisierung der Membranen durch Cholesterol wird auf eine Behinderung der
Alkylkettenbewegung zuriickgefiihrt (Bhattacharya et al. 2000).

Bei der Ausbildung der lamellaren Strukturen im Stratum corneum wird Cholesterol eine
Schliisselrolle zugeschrieben. Es wurden bereits zahlreiche Rontgenbeugungsexperimente von
Cholesterol mit komplexen Hautlipid-Mischungen natiirlichen Ursprungs durchgefiihrt
(Ongpipattanakul et al. 1994, Bouwstra et al. 1991; 1996; 1998). Zu Wechselwirkungen des
Cholesterols mit chemisch reinen Ceramiden liegen nur punktuelle kalorimetrische
(Wiedmann et al. 1991) und spektroskopische Untersuchungen vor (Wegener et al. 1997;
Chen et al. 2001, Velkova et al. 2002). Die mittels Rontgendiffraktometrie durchgefiihrten
Untersuchungen beschrinken sich auf wasserfreie Systeme (Ohta et al. 2002)
beziehungsweise auf punktuelle Messungen, die keine umfassenden Interpretationen zulassen

(Glombitza et al. 2002).
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Grundlagen der eingesetzten Messmethoden

Differential Scanning Calorimetry

Thermoanalytische Verfahren erlauben den Einfluss der Temperatur auf die physikalischen
Eigenschaften von Substanzen zu messen, wéhrend die Substanz einem geregeltem
Temperaturprogramm unterworfen wird. Die Differential Scanning Calorimetry (DSC) ist die
thermoanalytische Methode, bei der Probe und Referenz dem gleichen Temperaturregime
unterworfen werden und die Warmestrome zu Probe und Referenz gemessen werden. Die
Differenz der Energiezufuhr wird als Funktion der Temperatur dargestellt. Die von der Probe
aufgenommene oder abgegebene Wirme ergibt sich aus den Warmestromdifferenzen . Das
Integral entspricht der Umwandlungsenthalpie der Probe. Bei der leistungskompensierten
DSC werden Probe und Referenz einzeln beheizt. Andert sich im Zuge -einer
Phasenumwandlung die Warmeaufnahme der Probe, wird die Heizleistung tiber die Steuer-
und Regeleinheit automatisch gedndert, so dass Probe und Referenz die gleiche Temperatur
aufweisen (AT=0). Die Temperaturdifferenz wird also kompensiert. Damit ist die
Wirmestromdifferenz zwischen Probe und Referenz gleich der Heizleistungsdifferenz, die als
Funktion der Zeit gemessen wird. Das Messsignal ist folglich fiir endotherme Reaktionen

positiv und fiir exotherme Reaktionen negativ.
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IR- und Raman-Spektroskopie

Die Infrarot (IR)-Spektroskopie und die Raman-Spektroskopie sind Methoden zur Aufnahme
von Schwingungsspektren. Die Spektren beider Methoden ergénzen sich gegenseitig zu einem
vollstdndigen Bild iiber die molekulare Struktur einer Substanz (Wartewig et al. 2002).

Die Grundlage der IR-Spektroskopie ist die Absorption von elektromagnetischer Strahlung im
infraroten Bereich. Dabei gehen die Molekiile in einen angeregten Schwingungszustand iiber.
Die Atome bewegen sich um ihre Gleichgewichtslage, ohne dass sich der Gesamtschwerpunkt
der Molekiile verschiebt. Eine Schwingung ist nur dann IR-aktiv, wenn mit dem
Schwingungsvorgang eine Anderung des Dipolmomentes verbunden ist.

Das Prinzip der Raman-Spektroskopie ist ebenfalls seit langem bekannt. Durch
Wechselwirkung von Molekiilen mit monochromatischer Strahlung lassen sich
Schwingungen indirekt {iber die Polarisation der Elektronenhiille anregen und untersuchen.
Das Auftreten von zusitzlichen Linien im Streuspektrum verglichen mit dem Spektrum der
Lichtquelle wird als Raman-Effekt bezeichnet (Schrader 1995). Aus der Streustrahlung
resultieren der IR-Spektroskopie komplementire Spektren. Man spricht von einer Raman-
aktiven Mode, wenn die Schwingung die elektronische Polarisierbarkeit des Molekiils dndert.
Substanzen oder Strukturen mit starkem Dipolcharakter bewirken nur eine geringe

Ramanstreuung, wiahrend unpolare Atomgruppen starke Ramanbanden geben.
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v=0 Rayleigh- v=0 v=0
Strahlung
IR-Absorption Raman Raman
(Stokes) (anti-Stokes)

Abb. 2 Wechselwirkungen von monochromatischem Strahlung mit Molekiilen.
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IR- und die Raman-Spektroskopie eignen sich, um strukturelle Informationen von Lipiden zu
charakterisieren und ihre physikochemische Eigenschaften zu bestimmen (Mantsch 1998,
Mendelsohn et al. 1998). Auch fiir komplexe Systeme natiirlichen Ursprungs finden die
beiden Methoden Anwendung (Gniadecka et al. 1998).

Prinzipiell unterscheidet man Valenzschwingungen entlang der Bindungsachse und
Deformationsschwingungen quer zur Bindungsachse. Durch Kopplung von Schwingungen

treten Kombinationsschwingungsbanden auf.

!

/ f/ /
v.CH

L, v..CH, 6,CH,
sym. & asym. CH,-stretching scissoring
symmetrische und asymetrische Streckschwingungen Scherenschwingung

CH.- CH.- CH.-
rocking (r) twisting (t) wagging (o)
Schaukelschwingung Torsionsschwingung Nickschwingung

Abb. 3 Normal- und Deformationsschwingungen der CH,-Gruppen in Alkylketten (modifiziert nach
Giinzler et al., 1996). Die Pfeile symbolisieren die Richtung der Auslenkung der Atomkerne.

Mit der Raman-Spektroskopie lassen sich auch Kristallgitterschwingungen bestimmen, die bei
Wellenzahlen < 400 cm™ lokalisiert sind. Bei den longitudinal akustischen Moden (LAM)
schwingt das gesamte Molekiil iiber die gestreckte, all-trans-konformierte Alkylkette. Die
Schwingung wird deshalb auch als ,,accordion-like motion* bezeichnet (Schaufele et al.
1967). Die Bandenposition der LAM wird durch die Linge der Kette und die Masse der
Endgruppen bestimmt (Minoni et al. 1982 & 1984).
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Die Raman-Spektroskopie ist eine niitzliche Methode, um lange Alkylketten enthaltende
Verbindungen hinsichtlich ihrer Struktur zu charakterisieren (Mendelsohn et al. 1989). Im
festen Zustand zeichnen sich die langen Kohlenwasserstoffketten durch eine transplanare
Struktur aus (all-trans). Neben dieser hoch geordneten zick-zack-Anordnung existieren
geringe Anteile mit konformativen Storungen (gauche-Konformere). Die Atomgruppen der
gauche-Sequenzen enthaltenden Kohlenwasserstoffketten zeichnen sich durch ein anderes
Schwingungsverhalten aus als Alkylketten in all-trans-Konformation. Als strukturelle
Parameter zieht man zur Auswertung der Raman-Spektren deshalb verschiedene
konformationsempfindliche Banden heran, um den Anteil an gauche-Konformeren (G) neben
den trans-Konformeren (T) zu bestimmen.

Der spektrale Bereich zwischen 2800 und 3000 cm™ setzt sich aus Fundamentalschwingungen
der symmetrischen und antisymmetrischen CH,-Valenzschwingungen und Oberténen von
Deformationsschwingungen in Fermiresonanz zusammen (Abbate et al. 1982 & 1984). Zur
Auswertung des G/T-Verhidltnisses werden die Bandenpositionen der CH;-
Valenzschwingungen und deren Intensitdtsverhdltnisse genutzt. Zusétzlich zu den ebenfalls
IR-aktiven CH,-Valenz- und Deformationsschwingungen konnen zur Auswertung die C-C-
Geriistschwingungen herangezogen werden, welche sehr sensitiv auf konformative
Anderungen der Alkylketten reagieren. Phasenumwandlungen, die mit Anderungen im G/T-
Verhiltnis  verbunden  sind, konnen  durch  sprunghafte =~ Anderungen  der
konformationsempfindlichen Parametern erkannt werden (Kirchoff et al. 1987).

Im Bereich zwischen 850 und 900 cm™ werden im Raman-Spektrum Banden beobachtet, die
von Kettenend-Bewegungen der Alkylkette herriihren. Die CHjs-rocking Schwingung ruft
unter Beteiligung der CC-Streckschwingungen der terminalen C-C-Bindungen eine scharfe
Bande bei 890 cm™ hervor, wenn die zwei terminalen C-C-Bindungen trans-Konformation
aufweisen (tt). Treten stattdessen gauche-Konformere am Kettenende auf, zeigt sich im
Spektrum eine breite Bande bei 870 cm™ (Brown et al. 1987).

Der Bereich der Deformationsschwingungen ist zwischen 1400 und 1500 cm™ lokalisiert. Die
CH,-Scherschwingungen treten in diesem Bereich in Fermiresonanz mit Obertonen der IR-
aktiven CHj-rocking Schwingungen. Uber diesen Bereich des Spektrums konnen Aussagen
iiber die Kettenpackungen der Lipide erhalten werden. In diesem Zusammenhang konnen
zwei Anordnungen unterschieden werden.: (a) eine Kette pro Einheitszelle (trikline und
hexagonale Kettenpackung) und (b) zwei Ketten pro Einheitszelle (orthorhombische
Kettenpackung). Befinden sich zwei Ketten in der Einheitszelle beobachtet man im Raman-

Spektrum eine Aufspaltung des CH,-Scherschwingungsbereichs in drei Banden, die als



Theoretischer Teil 26

Faktorgruppenaufspaltung bezeichnet wird. In den IR-Spektren beobachtet man in diesem
Falle gleichbedeutende Aufspaltungen der CH,-Scherschwingung und der CH,-rocking Mode.
Befindet sich stattdessen nur eine Kette in der Einheitszelle, zeichnet sich der Bereich der
Scherschwingungen im Raman-Spektrum durch zwei Banden aus. Die CH,-Scherschwingung
und der CH,-rocking Mode der IR-Spektren zeigen dann jeweils nur eine Bande.

Im Gegensatz zur IR-Spektroskopie, bei der Wasser durch seine starke Absorption stérend
wirkt, lassen sich aufgrund der niedrigen Ramanstreuung des Wassers auch Proben mit hohem
Wassergehalt gut charakterisieren. Prinzipiell ist aber auch die IR-Spektroskopie fiir wéssrige
Systeme anwendbar. Dies erfordert jedoch spezielle Anordnungen wie besonders diinne
Kiivetten oder die Verwendung der ATR-Technik (Chen et al. 2001). Vorteilhaft ist es auch,
dass im Gegensatz zur IR-Spektroskopie, Proben durch Glasgefile vermessen werden
konnen, da Glas sowohl fiir die Anregungs- als auch fiir die Streustrahlung durchlissig ist.
Aufgrund dieser Vorziige gestaltet sich auch die Probenpréparation verhdltnismaBig einfach.
Im Gegensatz zur Raman-Spektroskopie kann man mit der IR-Spektroskopie Informationen
iiber die Kopfgruppen der Lipide erhalten. Diese polaren Strukturen liefern eine Reihe von
intensititsstarken Banden, wie die Streck- und Deformationsschwingungsbanden der
Carbonylgruppen und die Streckschwingungen der Hydroxylgruppen. Mit diesen Banden
kénnen beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen und konformative Anderungen an den

polaren Atomgruppierungen spektroskopisch verfolgt werden.

Das Schwingungsverhalten von Molekiilen ldsst sich durch verschiedene Faktoren
beeinflussen. Betrachtet man die Molekiilschwingung von zwei Atomen mit dem Modell
eines eindimensionalen harmonischen Oszillators, der aus zwei Massen m; und m, besteht,
die durch eine mechanische Feder mit der Kraftkonstanten k verbunden sind, ist die

Schwingungsfrequenz v durch folgende Gleichung gegeben:

1 |k o mym,

o u m, +m,

Aus der Gleichung ist ersichtlich, dass die Schwingungsfrequenz v von den Massen der
Atome und den zwischen den Atomen wirkenden Bindungskriften abhingig ist (Glinzler et al.
1996). Damit kann die Schwingungsfrequenz unter Beibehaltung der Bindungskréfte allein
iiber eine Anderung der an der Schwingung beteiligten Massen, zum Beispiel durch einen

Austausch der Atome gegen Isotope, beeinflusst werden. Der Austausch von Wasserstoff
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gegen Deuterium fiihrt zu so starken Anderungen im Schwingungsverhalten, dass es mdglich
ist, die deuterierten und die nichtdeuterierten Strukturen isoliert von einander im Spektrum zu
verfolgen.

Das Schwingungsverhalten wird ebenfalls von sterischen Wechselwirkungen, Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen, mesomeren und induktiven Effekten bestimmt. Auch intermolekulare
Wechselwirkungen haben einen Einfluss auf das Schwingungsverhalten und damit auf die
Schwingungsfrequenz. So kann die Schwingungsfrequenz von Atomgruppen beispielsweise
vom Losungsmittel beeinflusst werden. Ein weiteres Beispiel fiir intermolekulare
Wechselwirkungen sind Assoziate, diese zeichnen sich durch geringe molekulare
Wechselwirkungen aus, die sich in einer Beeinflussung der Spektren widerspiegeln. Als
Beispiel sei hier die Anderung der Carbonylschwingungsbanden bei Fettsiure-
Seifenkomplexen angefiihrt (Tandon et al. 2001). Ein besonderer Fall der molekularen
Wechselwirkungen liegt bei Wasserstoffbriickenbindungen vor. Die Beeinflussung der H-
Briickenbindungen zeigt sich in einer langwelligen Verschiebung der O-H- und der C-O-

Valenzschwingungen und einer Verbreiterung der Deformationsschwingungsbanden.
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Rontgenbeugung

Grundlage dieser Messmethode ist die Beugung von Rontgenstrahlen beim Durchdringen
eines Systems mit geordneten Strukturen. Durch die Wechselwirkung eines
monochromatischen Rontgenstrahls der Wellenldnge (A) mit den Atomen einer
Netzebenenschar kommt es zum Auftreten eines Maximums im Streudiagramm bzw. einer
Schwirzung auf dem Rontgenfilm.

Die einfallenden Rontgenstrahlen erzeugen an jedem Gitterpunkt spharische Kugelwellen, die
sich iiberlagern und zu einer neuen Wellenfront zusammenlaufen. Je nach Einfallswinkel (0)
der Rontgenstrahlung kann es zur Ausloschung oder Verstirkung der Wellenziige kommen,
die von zwei benachbarten Netzebenen mit dem Netzebenenabstand dyy; hervorgehen.

Bei Pulveraufnahmen enthalt das
durchstrahlte Probenvolumen ein

feinkorniges Kristallmaterial, indem alle fiir

die Interferenzbedingungen notwendigen

Finfallswinkel realisiert werden. Zur

Verstairkung  (konstruktive  Interferenz) — e
kommt es, wenn der Gangunterschied genau der Wellenldnge (A) oder eines ganzzahligen
Vielfachen (nA) entspricht. Der funktionelle Zusammenhang wird von der Bragg’sche

Reflexionsgleichung (1) beschrieben:

nA = 2dyy sind (1)
dpx =nA / sinb (2)
s=D*=1/d 3)
s”h = D¥pg = h2a*2 + k2b*2 + 12c*2 + 2kl b*c*cosar* + 2lhc*a*cosp* + 2hk a*b*cosy*  (4)

(* .... reziproke Variablen)

Aus den Maxima der Streukurven konnen nach Umformulierung der Bragg’schen Gleichung
die Netzebenenabstinde bestimmt werden (2). Diese sind umgekehrt proportional zu den
reziproken Netzebenenabstinden (3) und werden mit den Miller’schen Indices h, k und 1
gekennzeichnet. Um ein triklines Gitter zu indizieren, miissen sechs unabhéngige Variablen
des reziproken Gitters, die Gitterachsen a*, b*, c¢* und die Winkel o*, B*, y* der reziproken
Einheitszelle, gefunden werden. Den Netzebenen werden die ganzzahligen, ebenfalls

unbekannten Miller’schen Indices (h,k,]) zugeordnet. Diese verkniipfen funktional die
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Gitterparameter einer Elementarzelle mit den experimentell ermittelten reziproken Abstéinden
im reziproken Raum (4). Durch das Fehlen von Reflexen nach Ausléschungsregeln erschwert
sich die Auswertung noch weiter. Eine Indizierung erfolgt daher leichter bei einfacheren
Gittertypen mit hoherer Symmetrie (kubisch, orthorhombisch, tetragonal und hexagonal).

Die Aufkldrung von Kristallstrukturen langkettiger Verbindungen wird durch die
Schwierigkeit ausreichend groB3e Kristalle zu ziichten limitiert. Verschiedene Parameter, die
Aussagen zur Struktur erlauben, konnen aus Rontgenpulveraufnahmen abgeleitet werden.
Dies ist moglich, da sich bei langkettigen Verbindungen verschiedene Eigenschaften des
dreidimensionalen Gitters auf zweidimensionale Gitter reduzieren lassen.

Die Charakterisierung ein- zwei- oder dreidimensionalen Gitter von Lipiden erfolgt zunichst
iber die Auswertung der Reflexe im Rontgenkleinwinkelbereich. Die verschiedenen
Uberstrukturen von Lipid/Wasser- Aggregaten (Bischichten, Zylinder, Mizellen, etc.)
zeichnen sich durch charakteristische Positionen ihrer Bragg’schen Reflexe im
Rontgenbeugungsdiagramm aus (Seddon, 1990). Die charakteristischen Abfolgen der
reziproken Abstinde ( sy = 1/dpk) sind flir verschiedene Uberstrukturen im Folgenden

zusammengefasst:

1. Lamellar: s, =l/d (1;2;3;4;...)
2. Hexagonal: s, =2vVh>+k>—hk/3a (1;3;2;47; V125413 )
3. Kubisch: S =\Vh: +k>+1* /a (1; \/5;\/5;2; \/g; \/g; \/§;3 )

Langkettige Lipide zeigen meist schon im nicht hydratisierten, kristallinen Zustand eine
lamellare Uberstruktur. Zu den hydratisierten lamellaren Strukturen mit geordneten
Alkylketten (all-trans) z&hlt man die Gelphase Lg’, die Ripple-Phase und die Subgel-Phase
L¢. Als L, Phasen werden lamellare Lipidstrukturen bezeichnet, deren Alkylketten ungeordnet
sind und einen hohen Anteil an gauche-Konformeren aufweisen (Nagle et al. 2001).

Bei den hexagonalen Uberstrukturen unterscheidet man normale hexagonale Phasen /), in der
sich die hydrophilen Kopfgruppen am AuBlenrand der hexagonal angeordneten Rohren
befinden und die invers hexagonalen Phasen Hj. In Letzteren ordnen sich die hydrophilen
Molekiilteile der Lipide und Wasser im Rohreninnern und werden von den weniger polaren

Strukturen umgeben.
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Der Rontgenweitwinkelbereich erlaubt Aussagen iiber die laterale Anordnung der Lipidketten
(Kettenpackung). Zur Bestimmung der Kettenpackung kann ein zweidimensionales reziprokes
Gitter zugrundegelegt werden. Die kleinste wiederkehrende Einheit wird dabei als Subzelle
bezeichnet (Abrahamsson et al. 1978). Die Anzahl der Variablen wird in ecinem

schiefwinkligen Gitter einer Elementarzelle von sechs auf drei in der Subzelle reduziert.
$’hk = h?a*? + k?b*? + 2hk a*b*cosy* (schiefwinklig)
shk = 4/3 a*?(h*+k? + hk) (hexagonal)
$?h = h?a*? + k?b*? (orthorhombisch)

Im graphischen Verfahren nach Vand (1948) werden die experimentell ermittelten s-Werte
der Reflexe als Kreisbdgen mit gleichem Koordinatenursprung in ein zweidimensionales Netz
eingezeichnet. In einem indizierten Gitter schneidet jeder Kreisbogen unter Beachtung der

Ausléschungsregeln mindestens eine Masche des Netzes.

(2-3) (22) (2) 0) e (20) (22) (23)

Sl (09
I I : T I l I T I T
4 3 2 1
s 1/nm

Abb. 8 Graphische Indizierung der Weitwinkelreflexe der deformiert hexagonalen Kettenpackung in der
Rotatorphase von n-Docosan (40 °C). Die Punkte des zweidimensionalen reziproken Gitters sind
mit Kreuzen gekennzeichnet. Dariiber befinden sich die dazugehdrigen Miller’schen Indices. Zur
Veranschaulichung wurde die dazugehdrige Rontgenaufnahme in die Abbildung integriert (unten
rechts). Die roten Hilfslinien verlaufen durch die Maxima der Beugungsreflexe und entsprechen den

Radien der Kreisbogen.
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Experimenteller Teil

»Nur dort, wo gewisse Vorginge (Experimente) auf Grund von GesetzmdfSigkeiten sich wiederholen bzw.
reproduziert werden konnen, nur dort kénnen Beobachtungen, die wir gemacht haben, grundsdtzlich von
jedermann nachgepriift werden.

Sir Karl Raimund Popper

Verwendete Substanzen und Chemikalien

CER[AS] (Ceramid Typ IV; Lot 46H5520) wurde von Sigma Chemie bezogen. Aufgrund der
hohen Reinheit, die von Sigma mit >99 % (a-Hydroxyacylsphingosin) angegeben wurde,

konnte dieses Ceramid ohne weitere Aufarbeitungsschritte verwendet werden.

CER[NP] (Ceramid III; GBR 24196, Batch: S001) wurde mit einem Gehalt >94 % (berechnet
als N-Stearylphytosphingosin (MG: 584,5 g/mol) durch Cosmoferm (Netherlands) zur
Verfligung gestellt. Die Substanz wurde in einer Retrosynthese aus biotechnologisch
gewonnen Phytosphingosin und dem Séurechlorid der Stearinsdure hergestellt.

Um die Reinheit zu erhohen, wurde CER[NP] vor Beginn der Untersuchungen aus THF bzw.

einer Chloroform/Methanol-Mischung umkristallisiert.

Ci3.1CER[NP] (Ceramid Typ III B; Batch: 62380028) mit einem Gehalt >94 % (berechnet als
N-Oleoylphytosphingosin (MG: 582,5 g/mol) und C;5,CER[NP] (Ceramid Typ III A; Batch:
62150002) wurden mit einem Gehalt >94 % (berechnet als N-Linolylphytosphingosin (MG:
580,5 g/mol) durch Cosmoferm (Netherlands) zur Verfiigung gestellt.

CER[AP] (Ceramid VI, Batch 62110005) wurde mit einem Gehalt >94 % (berechnet als N-o-
Hydroxystearylphytosphingosin (AP), MG: 600,0 g/mol) durch Cosmoferm (Netherlands) zur
Verfligung gestellt. Die Substanz wurde sdulenchromatographisch gereinigt und iiber einen
Losungsmittelgradienten in D- und L-CER[AP] getrennt. Die CER[AP]-Proben wurden
umkristallisiert und iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Nach beschriebener Aufbereitung
wiesen beide Diastereomere eine Reinheit >99 9%  (berechnet als N-o-
Hydroxystearylphytosphingosin (AP), MG: 600,0 g/mol) auf.

Die stereochemische Reinheit beider Diastereomeren wurde diinnschichtchromatographisch
iiberpriift. Hierbei wurden die Substanzen iiber eine Farbreaktion mit Bromthymolblau

nachgewiesen und densitometrisch quantifiziert. Die L-Komponente konnte mit einer
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Reinheit >99 % (berechnet als N-L-a-Hydroxystearylphytosphingosin L-CER[AP]) erhalten

werden. N-D-o-Hydroxystearylphytosphingosin (D-CER[AP]) zeigte nach beschriebener

Autbereitung noch einen 5-10 %igen Anteil von L-CER[AP].

OH
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/kfo \/\/\/\/\/\/\/\/\fo
CERIAS] HN OH CER[NP] HN OH
X "0H v~ "OH
OH
OH
WVVWO /\/\/\/\:/\/\/\/\fo
p-cerap; PN OH CigiCER3[NP]  HN OH
v~ "OH < "oH
OH OH
OH
\/\/\/\/\/\/\/\/YO \/\/\:/t/\/\/\/\fo
L-CERI[AP] HN OH C15:2CER[NP] HN OH
7 "OH - "'OH
OH OH

Abb. 9 Strukturformeln und Nomenklatur der untersuchten Ceramide.

Die zur Priiparation der Lipidsysteme verwendete Olsiure wurde mit einer Reinheit >99 %
(Olsdure fiir biochemische Zwecke; K21110181) von MERCK (Darmstadt, D) bezogen.
Natriumoleat und der ,,Acid-Soap“-Komplex wurden aus obiger Olsiure mittels Methode
nach Kung und Goddard pripariert (Raudenkolb, Diplomarbeit 1999). Das Phasenverhalten
von Olsdure, Natriumoleat und des ,,Acid-Soap“-Komplexes wurde in fritheren
Untersuchungen rontgendiffraktometrisch und schwingungsspektroskopisch charakterisiert

(Tandon et al. 2000a, 2000b & 2001).

Cholesterol (LOT 54H8429) wurde mit einer Reinheit >98 % von der Firma SIGMA

(Taufkirchen, D) bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Die zur Synthese und zur Umkristallisation der Ceramide verwendeten Losungsmittel wurden

vor Gebrauch destilliert und getrocknet.
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Die untersuchten Glycolipide wurden am Institut fiir Pharmazeutische Chemie synthetisiert
(Schmidt et al. 2002). Die einkettigen Lipide unterscheiden sich in den Zuckerkopfgruppen,
den Kettenldngen und der Verkniipfung der Ketten mit der Kopfgruppe. Die Substanzen MS
51, 87 und 88 enthalten Thiaspacer. Die Substanz Gal 16-2 enthélt zwei Ethoxyspacer. Gal
20-0 und Gal 16-0 enthalten keine Spacer.

Wihrend es sich bei MS 88 um ein Glucopyranosid und bei MS 87 um ein Desoxypyranosid
handelt, enthalten die vier anderen Glycolipide B-glycosidisch verkniipfte Galaktose als
Zuckerkopfgruppe. Gemeinsam ist allen untersuchten Glycolipiden die B-glycosidische

Verkniipfung an 1-Position des jeweiligen Zuckers.

OH

Ho 4 o/\/\s/\/\/\/\/\/\/\/\

1-O-[(4-Thia)icosyl]-B-D-glucopyranosid ~ MS 88

1-O-[(4-Thia)icosyl]-2-desoxy-B-D-glucopyranosid ~ MS 87

1-O-[(4-Thia)icosyl]-B-D-galactopyranosid ~ MS 51

N\ P P N

Gal 16-0

Ho i N e N P N N N

Gal 16-2

R N NG N 2 N 2 N N\

Gal 20-0

Abb. 10 Strukturformeln und Nomenklatur der untersuchten einkettigen Glykolipide.
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Synthese und Analytik des deuterierten CER[NP]

Das partiell deuterierte Ceramid N-djs-Stearoyl-Phytosphingosin (d;sCER[NP]) wurde iiber
eine modifizierte Methode nach Miiller et al. (2000) in einer Retrosynthese aus
dss-Stearinsédure (CDN Isotopes) und Phytosphingosin gewonnen.

Die deuterierte Stearinsdure wurde zundchst mittels FT-Raman-Spektroskopie und
Massenspektrometrie analysiert. Es konnte festgestellt werden, dass die Substanz als geringe
Verunreinigung (<2 %) Wasserstoffatome enthélt. Phytosphingosin (D-ribo-1,3,4-trihydroxy-
2-aminooctadecan) wurde von Cosmoferm (Delft, Niederlande) bezogen und konnte aufgrund
der hohen Reinheit (>90 %), die diinnschichtchromatographisch iiberpriift wurde, ohne
weitere Aufbereitung zur Synthese eingesetzt werden. Die dss-Stearinsdure und
Phytosphingosin wurden vor Beginn der Synthese 24 Stunden iiber Phosphorpentoxid
getrocknet.

Im Gegensatz zu Duclos (2001), welcher mit dem entsprechenden Fettsdurechlorid die
Amidverkniipfung durchfiihrte, wurde das auch in der Peptidchemie angewandte
Acylierungsreagenz  EEDQ  (N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin)  genutzt
(Belleau, 1968). Dabei reagiert in einer Einstufenreaktion das aus EEDQ und der Fettsédure
intermedidr entstehende Mischanhydrid (II) selektiv mit der primdren Aminogruppe des
Phytosphingosins, ohne das in groBerem Ausmall Ester der primdren und sekundiren
alkoholischen Gruppen entstehen oder Racemisierungen an den chiralen Kohlenstoffatomen
stattfinden (Zacharie, 1995). Aufgrund des relativ hohen Preises der deuterierten Stearinsdure
wurde mit einem stochiometrischen Uberschuss von EEDQ und Phytosphingosin gearbeitet.
Die Reaktion wurde bei 50°C unter Argonbegasung  durchgefiihrt und
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser
abgebrochen, als nach 48 Stunden mehr als 90 % der deuterierten Stearinsdure umgesetzt
waren. Das Rohprodukt wurde zweimal mit Wasser gewaschen und an Kieselgel unter
Verwendung eines Chloroform/Methanol/THF Gradienten chromatographiert, aus THF
umkristallisiert und 72 Stunden iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Identitdt und Reinheit
wurden mittels Elementaranalyse, Massenspektrometrie, DSC, Hl-NMR, CB-NMR,
Rontgenpulverdiffraktometrie und IR-Spektoskopie bestimmt (S. Anhang S. 123ff). Die
Zuordnungen der chemischen Verschiebungen der NMR-Spektren erfolgte mit
ChemDrawUltra und Literaturangaben (Li et al. 2002). Als Referenz fiir die analytischen
Untersuchungen wurde das undeuterierte CER[NP] verwendet. Die chemische Reinheit des
d3sCER[NP] kann mit >99 % (berechnet als N-Stearoylphytosphingosin) angegeben werden.

Uber die Massenspektrometrie konnte ein D-H Austausch an den beiden
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o-Kohlenstoffatomen festgestellt werden (ca. 30 % -CDH-CO-, -CD,-CO-). Diese
Isotopenverunreinigung, die in geringerem Male schon bei der deuterierten Stearinsdure
festzustellen war, wird durch die Aciditit der o-Methylengruppe hervorgerufen, deren
Deuteriumatome in protischen Losungsmitteln gegen Wasserstoff ausgetauscht werden. Der
Einfluss des Isotopenaustausches in o-Position wirkt sich jedoch nicht stérend auf die
schwingungsspektroskopischen Untersuchungen zum Phasenverhalten aus und ist daher
vernachldssigbar. FEine Synthese in deuterierten Losungsmitteln wire nicht nur
unverhéltnismédBig teuer, sondern wiirde in jedem Fall zum vollstindigen Austausch der
Wasserstoffatome an den Hydroxylgruppen und der Amidbindung fiihren und damit die
Vergleichbarkeit der IR-Spektren mit denen des nichtdeuterierten CER[NP] erschweren.
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Methoden

Kalorimetrische Messungen

Die DSC-Messungen wurden mit einem Kalorimeter DSC-7 der Firma Perkin-Elmer
(Norwalk, Connecticut, USA) durchgefiihrt. Das DSC-7 ist ein leistungskompensiertes,
isoperiboles Kalorimeter, dessen zwei Probenhalter mit trockenem Stickstoff umspiilt werden.
Die zur Enthalpie- und Temperaturbestimmung erforderliche Kalibrierung wurde mit den
Standardsubstanzen Indium (Ts = 429,75 K; AH = 28,47 J/g) und Wasser (Ts = 273,15 K; AH
= 334 J/g) durchgefiihrt. Fiir die durchgefiihrten DSC-Messungen wurden die Lipidproben in
Aluminiumkapseln mit einer Prazisionswaage (Autobalance AD4 Perkin-Elmer) eingewogen.
Zur Korrektur von Gerit- und Kapselschwankungen wurde eine Basislinie, die mit einer
gleich hergestellten Leerkapsel aufgenommen wurde, von der Messkurve subtrahiert. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe des Analysenprogramms von Perkin-Elmer.

FT-Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektren wurden mit dem FT-Raman-Spektrometer RFS 100 der Firma Bruker
(Ettlingen, D) aufgenommen. Als Lichtquelle diente ein Nd:YAG Laser mit der
Anregungswellenldnge von 1064 nm. Die am Probenort auftreffende Laser-Leistung betrug
280 mW. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses wurden 200 Scans koaddiert.
Die Interferogramme wurden mit einer ,,Blackman-Harris 4-Term“-Funktion apodisiert und
Fourier transformiert. Die mit einer Auflosung von 4 cm™ erhaltenen Raman-Spektren
wurden einer ,,Zero Filling“-Prozedur (Faktor 2) unterzogen. Die Aufnahme und Auswertung
der Raman-Spektren erfolgten mit dem Softwareprogramm OPUS NT (Bruker, Ettlingen).

Die Variation der Probentemperatur wurde mit einem speziellen Glasdewar realisiert in dem
die in einem NMR-R&hrchen oder in einer Rontgenkapillare untergebrachte Probe von einem
Gasstrom variabler Temperatur umspiilt wurde. Der Gasstrom wurde mit Hilfe einer
Temperaturregeleinheit (Eurotherm) temperiert. Als Gasquelle fiir die
Tieftemperaturmessungen diente verdampfender Stickstoff, fiir alle Messungen oberhalb
25 °C wurde Pressluft verwendet. Zur Stabilisierung der Messtemperatur wurde die Probe
nach Temperaturdnderung von 2 K 5 Minuten equilibriert. Die Temperatur der Probe wurde

mit Hilfe eines im Regelkreis integrierten Temperaturmessfiihlers kontrolliert.
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Fir die Aufnahme der Rontgenkapillaren wurde eine spezielle Halterung entwickelt. Der
Einsatz von Rontgenkapillaren im Vergleich zur Anordnung mit NMR-Rd6hrchen iiberzeugte

durch einige Vorteile bei gleichbleibender Qualitit der Raman-Spektren:

e FEine genauere Justierung der Probe im Strahlengang

e Minimierung des Substanzbedarfs auf etwa 1 mg

e Es ist nur eine Probe fiir Rontgenbeugung und Raman-Spektroskopie erforderlich.
Dadurch wird nicht nur der Substanzbedarf verringert, sondern auch die
Vergleichbarkeit der Messmethoden verbessert.

e Der Wassergehalt in der Probe bleibt konstant.

e Durch die geringere Wandstirke der Kapillare (0,01 mm) erfolgt die
Wairmeiibertragung zur Probe schneller. Die geringere Schichtdicke der Probe
verkiirzt die Equilibrierzeit nach einem Temperaturschritt.

e Durch den Zeitgewinn kann der Verbrauch an Fliissig-Stickstoff bei
Tieftemperaturmessungen reduziert werden.

e Die Kosten einer Kapillare belaufen sich auf ca. 1 €. Thr Einsatz ist somit deutlich

giinstiger als die Verwendung der bisher eingesetzten NMR-Rohrchen (ca. 10 €).

FT-IR-Spektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte in Transmissionstechnik mit einem
Infrarotspektrometer Vector 22 der Firma Bruker (Ettlingen, D). Das mit einem ,,Shuttle*
ausgestattete Gerdt erlaubte eine abwechselnde Proben- und Leerkanalmessung. Die
kristallinen Lipidproben wurden vor Aufnahme der Spektren in einer Kugelmiihle vermahlen.
Spektren wurden sowohl durch Messung von Kaliumbromid-Presslingen als auch von
Verreibungen mit Nujol erhalten. Die Variation der Probentemperatur wurde iiber beheizbare
Bariumfluoridfenster realisiert. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses wurden 32
Scans koaddiert. Die Interferogramme wurden mit einer ,,Blackman-Harris 3-Term“-Funktion
apodisiert und Fourier transformiert. Die mit einer Auflsung von 2 cm™ erhaltenen IR-
Spektren wurden einem ,,Zero Filling* (Faktor 2) unterzogen.

Neben der Transmissionstechnik wurden bei Raumtemperatur IR-Spektren mit einem
Infrarotspektrometer IFS 28 der Firma Bruker (Ettlingen, D) aufgenommen, das wahlweise
mit einer ATR-Zelle oder einer photoakustischen Messzelle Modell 200 MTEC (Ames, USA)

betrieben werden konnte.
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Die photoakustische Messzelle wurde mit Helium gespiilt. Die zu untersuchenden
Mischungen wurden in spezielle Messing-Probenpfannen iiberfiihrt und unter Anwendung der
"step-scan"-Technik mit Phasenmodulation vermessen. Die Messungen wurden mit
Modulationsfrequenzen von 45-195 Hz, einer Modulationsamplitude von 2 Apene(1,25 pm)
und 10 Koadditionen durchgefiihrt. Als Referenz diente bei allen photoakustischen
Messungen eine "Carbon Black"-Probe. Die Interferogramme wurden mit einer ,,Norton-
Beer“-Funktion apodisiert und Fourier transformiert. Die mit einer Auflssung von 10 cm’™
erhaltenen IR-PA-Spektren wurden einem ,,Zero Filling* (Faktor 2) unterzogen.

Die mit einem Zinkselenidkristall ausgestattete ATR-Zelle wurde vor Beginn der Messungen
mit trockener Luft gespiilt. Von den ATR-Spektren wurde ein Leerspektrum subtrahiert, das
vor Beginn der Probenmessung aufgenommen wurde. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-
Verhiltnisses wurden 32 Scans koaddiert. Die Interferogramme wurden mit einer ,,Blackman-
Harris 3-Term“-Funktion apodisiert und Fourier transformiert. Die mit einer Auflésung von 4
cm’ erhaltenen IR-ATR-Spektren wurden einem ,,Zero Filling (Faktor 2) unterzogen.

Die Auswertung aller IR-Spektren erfolgte ebenfalls mit der OPUS-NT-Software von Bruker.
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Rontgenpulverdiffraktometrie

Die rontgendiffraktometrischen Messungen wurden mit der Apparatur STADI P von
STOE&CIE (Darmstadt, D) durchgefiihrt. Als Rontgenquelle diente eine Kupferrontgenréhre,
die mit 35 kV und 60 mA betrieben wurde. Mit Hilfe eines Primérstrahlmonochromators
(PSD) wurde die Kupfer Ky Linie (A = 0,1541 nm) vom Spektrum isoliert. Ein
ortsempfindlicher Detektor (PSD) gestattete eine durchgéngige Aufnahme im Streubereich
von 0 < 2Theta < 44° (0 < s < 4,7 nm™") mit einer Auflésung von 0.03° (0,0034 nm™). Nach
jeder Neujustierung des Monochromators wurde der PSD mit den Referenzsubstanzen p-
Brombenzoesdure und Korund kalibriert.

Nach Normierung der Beugungskurven auf das Maximum ihrer Primérstrahlintensitit wurde
von jeder Beugungskurve die Beugungskurve einer leeren Rontgenkapillare subtrahiert. Bei
den eingesetzten Rontgenkapillaren handelte es sich um Markréhrchen  mit einem
Durchmesser von 1,5 mm und einer Wandstéirke von 0,01 mm. Kristalline Substanzen wurden
vor ihrer Messung auf eine Grofle von zirka 0,1 mm zerkleinert, um eine Vorzugsorientierung
zu vermeiden. Zur Unterstiitzung der Statistik wurden die Kapillaren wéahrend der Messungen
um ihre Langsachse rotiert. Die Variation der Probentemperatur wurde durch eine beheizbare
Gasphase um die Rontgenkapillare ermoglicht. Die Kiihlung erfolgte iiber einen
Wasserkreislauf und bei Messtemperaturen unter 20 °C zusétzlich durch verdampfenden

Stickstoft.

Zusitzliche  Rontgenaufnahmen wurden am  Messplatz A2 des  Hamburger
Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB) am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY)
durchgefiihrt. Bei dem Messplatz A2 handelte es sich um eine doppeltfokussierende
Rontgenkamera. Die Monchromatisierung des weilen Synchrotronstrahls erfolgte mit einem
Germanium-Einkristallmonochromator, dessen (111)-Netzebene bei einem Streuwinkel von
26 = 26.5° eine Wellenldnge von 0,150 nm reflektiert. Der Monochromator fokussierte den
Strahl durch eine leichte Kriimmung in horizontaler Richtung, die Fokussierung in vertikaler
Richtung erfolgte iiber die Kriimmung eines vor dem Monochromator horizontal
angeordneten Nickelspiegel. Hierdurch lieB sich die Grofe des Rontgenstrahles am Ort des
Fokus auf etwa 0,5 mm vertikal und 2 mm horizontal einstellen. Die Wellenlidnge des auf die
Probe treffenden Strahles betrdgt fest eingestellte 0,150 nm (etwa 8 KeV). Der Abstand

zwischen Probe und Detektor konnte zwischen 5 cm und 300 cm variiert werden.
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Zur simultanen Detektion der Reflexe im Klein- und Weitwinkelbereich wurden zwei separate
PSD mit unterschiedlichem Abstand zur Probe genutzt. Diese Versuchsanordnung gestattete
die Aufnahme von Reflexen im SAXS im Bereich von 0 < s < 0.5 nm™' und im WAXS von
1,8 <s <3 nm™. Die Detektorauflosung betrug im SAXS 0,0014 und im WAXS 0,005 nm™.
Die Kalibrierung des SAXS PSD erfolgte mit einer Rattail-Probe (d = 65 nm), die des WAXS
PSD iiber die Weitwinkelreflexe der p-Brombenzoesiure. Nach jeder Anderung der
Detektorposition wurde die Kalibrierung wiederholt. Die Versuchsanordnung gestattete
ebenfalls temperaturabhingige Messungen. Die Proben wurden in Markrohrchen mit einem

Innendurchmesser von 1,0 mm und einer Wandstérke von 0,01 mm eingeschmolzen.
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Abb. 12 Versuchsanordnung am Messplatz A2 (HASYLAB, DESY)

Die Auswertung und Bearbeitung der Beugungskurven wurde mit Microcal Origin
durchgefiihrt. Die Intensitdt der Kurven wurde normiert und eine Leeraufnahme subtrahiert.
Zur Erhohung der Genauigkeit bei der Positionsbestimmung und zur Intensitétsbestimmung
der Reflexe wurden diese mittels Lorentz-Funktionen gefittet. Die Indizierung der

Weitwinkelreflexe erfolgte nach dem grafischen Verfahren von Vand (1948).
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Ergebnisse und Diskussion

., Hypothesen sind Netze, nur der wird fangen, der auswirft ....

Novalis

N-Docosan

Das Cjy-n-Alkan Docosan wurde als Modell- und Referenzsubstanz im Rahmen der
Untersuchungen zum Packungsverhalten der Ceramide charakterisiert. Aus der Literatur war
bekannt, dass sich n-Docosan vor dem Ubergang von der kristallinen Phase (trikline
Kristallzelle, trikline Subzelle) in die Schmelze in eine Rotatorphase umwandelt, in der die
Kohlenwasserstoffketten hexagonal (LB’y) angeordnet sind (Craievich et al. 1985; Denicolo
et al. 1983). In den DSC Heizkurven werden zwei endotherme Umwandlungen detektiert. Die
Umwandlungstemperaturen und Enthalpien stimmen mit den in der Literatur beschriebenen
Daten iiberein (Small, 1986). Auch die Rontgenaufnahmen zeigen beim Autheizen die

bekannte Phasenabfolge.
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Abb. 13 Rontgenkonturplot (Hohenprofil der Streuintensititen) von n-Docosan. Der Winkelbereich ist in vier
Abschnitte zerlegt, in denen die Streuintensitdten separat skaliert wurden (0<>0,25<>1,9<>3,0<>4,7 nm'l). Im
unteren Bildteil ist das Temperaturprogramm dargestellt. Die Phasenbezeichnungen befinden sich iiber dem
Konturplot. Die blauen Pfeile kennzeichnen die Reflexe der hexagonalen Kettenpackung. Die WAXS-Reflexe
der Rotatorphase mit deformiert hexagonaler Kettenpackung sind mit den Miller’schen Indices gekennzeichnet
(rot). Die Reflexe der ersten vier Ordnungen der lamellaren Uberstruktur der kristallinen Phase wurden mit

schwarzen Pfeilen hervorgehoben.
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Bis zur ersten Umwandlung ist die Substanz kristallin und zeigt mehrere scharfe Reflexe im
WAXS-Bereich. Im Kleinwinkelbereich sind vier dquidistante Reflexe einer lamellaren
Uberstruktur zu erkennen. Die Rotatorphase wurde bei einer Probentemperatur von 44 °C
erfasst. Im Zuge der Umwandlung der kristallinen Phase zur Rotatorphase verschieben sich
die Schichtreflexe im SAXS zu kleineren Winkeln. Die Vergroferung des Schichtabstandes
kommt durch die Anderung der Neigungsachse der Alkylketten zustande. Im
Weitwinkelbereich wird nur noch ein Reflex beobachtet, der fiir eine hexagonale
Kettenpackung typisch ist. Der korrespondierende V3 -Reflex im Ultraweitwinkelbereich
bestitigt die hexagonale Struktur.

Zusitzlich wurde das Phasenverhalten von n-Docosan beim Abkiihlen untersucht. Dabei
konnte festgestellt werden, dass aus der Schmelze zundchst die Rotatorphase mit hexagonaler
Kettenpackung (LB’y) hervorgeht. Aus dieser Phase bildet sich jedoch nicht unmittelbar der
kristalline Ausgangszustand. Die Rotatorphase mit hexagonaler Kettenpackung (LB’y)
wandelt sich zuvor in eine weitere Rotatorphase mit einer deformierten hexagonalen
Subzellenpackung (LB’py) um. Diese Anderung wird durch die Aufspaltung des WAXS-
Reflexes und des \/5 -Reflexes deutlich. Die Umwandlung von LB’y in LP’py wirkte sich
jedoch nicht auf den Wiederholabstand der lamellaren Uberstruktur aus. In der Phase LB’py
sind kontinuierliche Verschiebungen der Kettenreflexe zu erkennen, wéhrend der
Schichtabstand keine Anderungen erfihrt.

Eine deformierte hexagonale Phase (LP’py) wurde bislang nur bei ungeradzahligen n-Alkanen
gefunden (Doucet et al. 1981), wahrend fiir geradzahligen n-Alkane die Existenz dieser
Struktur noch nicht beschrieben worden ist. Aus der Lf’py Phase geht schlieBlich bei
weiterem Abkiihlen die trikline Phase hervor, deren Rontgenreflexe mit denen der

Ausgangsstruktur identisch sind.

Die Umwandlung von LB’y zu LB ’py konnte ebenfalls mittels DSC nachgewiesen werden.
Bei einer Abkiihlrate von 5 K/min wird der Umwandlungspeak von L’y zu LB’py nicht
aufgelost und von der Umwandlung fliissig-isotrop zu LB’y tiberlagert. Mit Abkiihlraten von

1 K/min und kleiner lassen sich beide Peaks gut voneinander trennen.
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Vergleicht man die Raman-Spektren der kristallinen, fliissigen und der Rotatorphasen, so

zeigen diese deutliche Unterschiede. Im kristallinen n-Docosan beobachtet man Bereich der

CH,-Valenzschwingung bei 2860 cm™

eine kleine Bande, welche ein Charakteristikum der

triklinen Kettenpackung darstellt. Diese Bande {iberlagert sich mit der symmetrischen CH,-

Valenzschwingung (vsCH,). Die Verschiebung der v,CH;-Bande zu einer niedrigeren
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Abb. 15 FT-Ramanspektren und Bandenzuordnung in den verschiedenen Phasen von n-Docosan.
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Wellenzahl im Zuge der Umwandlung von der kristallinen zur Rotatorphase ist nicht auf eine
Zunahme der trans-Konformere zuriickzufiihren, sondern auf das Verschwinden der Bande
bei 2860 cm™', die weder in den Rotatorphasen noch in der Schmelze zu finden ist.

Ursache dieser Bande sind Kopplungen benachbarter Kohlenwasserstoffketten im kristallinen
Zustand (Snyder et al. 1978). Die Zunahme an gauche-Konformeren bei der Umwandlung der
kristallinen Phase in die Rotatorphase ldsst sich stattdessen mit anderen
konformationsempfindlichen Banden nachweisen (Strobl et al. 1983; Pink et al. 1980; Snyder
et al. 1993). Besonders auffallend sind die Anderungen der Bandenform der CH,-twisting
Schwingung sowie der Intensititen der antisymmetrischen CH,-Valenzschwingung, der CC-
Valenzschwingung und der CH;-rocking Schwingung.

Uber einen Vergleich der verschiedenen Bandenparameter wird erkennbar, dass die CHs-
rocking Bande in ihrer Intensitit beim Ubergang von der kristallinen Phase (all trans) in die

Rotatorphase mehr beeinflusst wird als die CC-Geriistschwingungen (v;CC und v,CC).
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Abb. 16 Anderung von Bandenparametern der Ramanspektren von n-Docosan beim Abkiihlen. (A) Position
der Bande v,CH,. (B) Normierte Intensitit der v,CH,-Bande. (C) Normierte Intensitit der v,CC-Bande. (D)
Intesitdt der CHj-rocking Bande. B-C wurden auf die Intensitit des vCH-Valenzschwingungsbereiches von

2800-3000 cm™! normiert. Die Hilfslinien kennzeichnen die LP’py-Phase.
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Auch die Intensitit der v,CH,-Bande dndert sich weniger stark als die der CHs-rocking Mode.
Da die CHs-rocking Bande bei 891 cm’™ nur vorhanden ist, wenn die zwei duBersten CC-
Bindungen trans-Konformation aufweisen (tt) und im Gegensatz dazu sowohl die CC- als
auch die CH,-Streckschwingungsbanden die konformativen Anderungen der gesamten Kette
widerspiegeln, ldsst sich schlussfolgern, dass sich in den Rotatorphasen die gauche-
Konformere hauptsidchlich an den Kettenenden befinden. Dieses Resultat steht im Einklang
mit theoretischen Berechnungen (Ryckaert et al. 1987) und spektroskopischen Daten, die von
IR-Messungen an spezifisch deuterierten ungeradzahligen n-Alkanen stammen (Maroncelli et
al. 1985).

Die CH,-Scherschwingungen zeigen bei den Phaseniibergingen Anderungen in den
Bandenpositionen und Bandenintensititen, die Anderungen im Packungsverhalten der
Alkylketten  widerspiegeln  (Snyder 1979). In keiner der Phasen ist eine
Faktorgruppenaufspaltung der CH,-Scherschwingungen zu beobachten. Obwohl die
deformiert hexagonale Kettenpackung im engeren Sinne eine orthorhombische Struktur ist,
die zwei nichtparallele Ketten in der Subzelle enthdlt, zeigt diese Phase keine
Faktorgruppenaufspaltung. Dies wird auf ein geringeres Kopplungsvermdgen der in der

Rotatorphase weiter entfernten benachbarten Alkylketten zuriickgefiihrt.
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Abb. 17 Temperaturabhidngige Verschiebung der Bandenpositionen der CH,-Scherschwingung

in den FT-Ramanspektren von n-Docosan.
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Ceramid AS

Dieses Ceramid stellt ein Amid des Sphingosins mit o-Hydroxyfettsduren dar und entspricht
damit der Struktur des Ceramid 5 [AS] (Siehe S.15f). Dieses kommerziell erhéltliche Ceramid
wurde durch Hydrolyse einer aus Rinderhirn isolierten Cerebrosidfraktion gewonnen.
Aufgrund der durch den natiirlichen Ursprung bedingten Schwankungen der Kettenldngen ist
dieser Substanz ein multimodales Molmassenspektrum eigen (S. Anhang S.119). Durch
thermische Degradation konnten die o-Hydroxyfettsduren abgespalten werden (Neubert et
al.1998). Es zeigte sich, dass die Langen der Hydroxyfettsduren im CER[AS] von 18 bis 26
Kohlenstoffatomen variieren, wihrend die Sphingosinketten einheitlich 18 Kohlenstoffatome
enthalten. Die Hauptfraktion stellt das eine Fettsdurekette mit 24 Kohlenstoffatomen
enthaltende o-Hydroxytetracosanoylsphingosin (MG: 666 g/mol) dar.

Eine Phasenseparation, die durch die unterschiedlichen Fettsdurekettenléngen bedingt ist,
konnte nicht beobachtet werden. Rontgenbeugungsaufnahmen zeigen im Kleinwinkelbereich
eine Folge vier dquidistanter Beugungsmaxima, die eine einheitliche lamellare Uberstruktur

widerspiegeln. Aus den
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Abb. 18 Rontgendiffraktogramme des trockenen CER[AS]

beginnend bei 20 °C (Wotzel, 1999). Die Intensititen im SAXS-
Kleinwinkelreflexe nur geringe  Bereich sind logarithmisch aufgetragen.

Anderungen.

diese Reflexe ebenso wie die

Wird der Schmelzpunkt erreicht, verschwinden sowohl die scharfen Klein- als auch die
Weitwinkelreflexe. CER[AS] schmilzt bei einer Temperatur von 95,6 °C unter einem
drastischen Anstieg von gauche-Konformeren und einem vollstdndigen Zusammenbruch der
lamellaren Uberstruktur zu einer isotropen Fliissigkeit. Im Kleinwinkelbereich wird ein breiter

Reflex mit einem Maximum bei 0.32 nm™ und im Weitwinkelbereich ein ebenfalls breiter
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' beobachtet, der eine Phase mit

Reflex (Halo) mit einem Maximum bei 2,2 nm
geschmolzenen Ketten signalisiert.

Die Kiristallisation aus der Schmelze CER[AS] fithrt zur Ausgangsstruktur. Die
Phasenumwandlung vom kristallinen zum fliissig isotropen Zustand ist damit vollstindig

reversibel.

Ceramid AS und Wasser

Mit kalorimetrischen und punktuellen rontgendiffraktometrischen Untersuchungen (Sha et al.
1995) wurde das Phasenverhalten von o-Hydroxyfettsduresphingosinen (AS) bereits
charakterisiert. Es konnte festgestellt werden, dass die Struktur der untersuchten Ceramide
von der Hydratation abhingig ist. Durch die Zugabe von Wasser (>20 %) konnte die
Hauptumwandlungstemperatur der AS auf 80 °C abgesenkt werden. Nach dieser
Umwandlung bildet sich eine invers hexagonale Phase. Wegener (Dissertation, 1997) konnte
die kalorimetrischen Untersuchungen wiederholen und mit Ramanspektroskopischen
Untersuchungen ergédnzen.

Abb. 19 Rontgenkonturplot. CER[AS]

110) s
+ Wasser (25 + 75 m%) aufgenommen -
am STADI P. Im Bereich von 0,25 -
1,9 nm' wurden die Intensititen
logarithmisch aufgetragen. Die beiden
blauen Pfeilspitzen kennzeichnen den

7"2. und den 12"2-Reflex der H,-
Phase. Die Kettenreflexe der Lf’-
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Phase wurden mit den roten Pfeilen

hervorgehoben. Die Vertikale Linie ] —

0.0 , , *. —
il i = ot

Lagerung der Probe. I
Zeit

kennzeichnet eine 14-tdge isotherme
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Um den Einfluss von Wasser auf die Struktur von CER[AS] ndher zu untersuchen, wurden
ausfithrlichere Rontgenbeugungsexperimente durchgefiihrt. Diese zeigen bei Zugabe von
Wasser zum trockenen CER[AS] zunidchst Reflexlagen, die mit denen des trockenen
CERJAS] identisch sind. Wasser iiberlagert als diffuse Streuung mit einem Maximum um 3,2
nm”' das Beugungsmuster von CER[AS]. Eine 14-tigige Lagerung der Probe bei

Raumtemperatur und ein Erhitzen der Probe bis zur Hauptumwandlungstemperatur konnten
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keine Anderungen im Rontgenbild und damit auch keine strukturellen Anderungen
hervorrufen. Nach der Hauptumwandlung beobachtet man auch bei den hydratisierten
CERJ[AS] Proben eine diffuse Streuung (Halo) im Weitwinkelbereich. Im Gegensatz zum
trockenen System werden im Kleinwinkelbereich neue Reflexe gefunden. Mittels
hochauflésender Synchrotronstrahlung (DESY, HASYLAB) konnten drei starke Reflexe im
Rontgenkleinwinkelbereich detektiert werden, deren reziproke Abstinde den ersten drei
Ordnungen einer invers hexagonalen Phase (1; \/g; 2) entsprechen. Aus diesen ersten drei

Ordnungen direkt auf eine hexagonale Ordnung (H;;) zu schlieen ist nicht statthaft, da eine

kubische Struktur diese drei Reflexe ebenfalls zeigt (Seddon, 1990). Uber den J7 -Reflex

kann die hexagonale Struktur verifiziert werden. Dieser lag fiir Probentemperaturen < 86 °C
noch innerhalb des messbaren Bereichs des Detektors. Mit dem STADI P konnte der +/7 -

Reflex auch fiir hohere Temperaturen nachgewiesen werden. Der intensitdtsschwache /12 -
Reflex war noch andeutungsweise zu erkennen. Obwohl die Intensitdt dieses Reflexes im
Bereich des Grundrauschens des Detektors lag, kann auch dieser aufgrund seiner

temperaturabhéngigen Verschiebung zur Verifizierung des hexagonalen Gitters herangezogen

werden. Eine kubische Struktur muss abgelehnt werden, da V2 - und +/5 -Reflexe fehlen.
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Abb. 20 Rontgenaufnahme des hydratisierten CER AS beim Autheizen beginnend in der Gelphase L unter
Nutzung von Synchrotronstrahlung (DESY, HASYLAB). SAXS logarithmisch skaliert.
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Aus den drei ersten, intensititsstarken Reflexen wurde der Réhrendurchmesser bestimmt. Es
konnte festgestellt werden, dass sich bei Temperaturerhohung der Hy-Phase die
Rohrenmittelpunkte der hexagonalen Uberstruktur kontinuierlich, nahezu linear annihern,
von 6.42 nm bei 78 °C auf 5,45 nm bei 96 °C. Diese Querschnittsverringerung der hexagonal

angeordneten Rohren ist beim Abkiihlen reversibel (S. Anhang S.120).

Réhrendurchmesser [nm]

24777
76 78 8 8 84 86 8 90 92 94 9 98

Temperatur [°C]

Abb. 21 Temperaturabhéngigkeit des Rohrendurchmessers in der Hy-Phase des hydratisierten CER[AS].

Bei 80 °C kommt es zur Ausbildung eines zusétzlichen Reflexes bei 0,21 nm’!, welcher bei
weiterem Aufheizen bei 82 °C noch zu erkennen ist und bei héheren Temperaturen nicht mehr
beobachtet werden kann. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei diesem Reflex um den
ersten Schichtreflex einer fliissigkristallinen Lo-Phase handelt, aus welcher gewohnlich die
Hy-Phasen hervorgehen (Seddon, 1990). Untermauert wird diese Annahme durch eine
Schulter am Reflex der 3. Ordnung der hexagonalen Uberstruktur, diese entspricht in ihrer
Position dem Reflex der 2. Ordnung der lamellaren Uberstruktur.

Wird die invers hexagonale Phase abgekiihlt, kommt es zu einer sprunghaften Zunahme von
trans-Konformeren im Bereich der Alkylketten. Es bildet sich eine lamellare Gelphase, deren
fiir eine eindimensionale lamellare Uberstruktur (5,67 nm bei 78 °C) charakteristischen
Reflexe im Kleinwinkelbereich bis zur 7. Ordnung detektiert werden konnen. Die
Kohlenwasserstoffketten zeigen in dieser Gelphase eine hexagonale Kettenpackung (Lj’).
Beim Abkiihlen der Gelphase vergroBert sich der Lamellenabstand (5,85 nm bei 20 °C) unter
simultaner Verringerung des lateralen Flichenbedarfs der Alkylketten. Die Struktur der

Gelphase bleibt von der Kristallisation des Wassers sowohl hinsichtlich der Kettenpackung
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als auch des Lamellenabstandes nicht unbeeinflusst. Der scharfe, hexagonale Kettenreflex
erfahrt beim Auftreten der Eispeaks eine geringe Verbreiterung und der lamellare
Wiederholabstand verringert sich sprunghaft auf 5,78 nm. Beim Erhitzen der Probe beginnend
bei 20 °C vergroBert sich der Lamellenabstand zunéchst bis zum Aufschmelzen des Eises
kontinuierlich und erreicht eine Ausdehnung von 5,84 nm. Der WAXS-Bereich zeigt nach
dem Aufschmelzen des Eises den scharfen, isolierten Reflex der hexagonalen Kettenpackung.
Durch weiteres Erhitzen der Gelphase wird zunédchst eine kontinuierliche Verringerung des
Lamellenabstandes der Gelphase und eine Aufweitung der Kettenpackung beobachtet. Bei
einer Temperatur von 60 °C ist eine sprunghafte Verringerung des Lamellenabstandes
festzustellen. Aus dem scharfen Reflex im Weitwinkelbereich gehen drei Reflexe hervor. Bis
zum Erreichen des Kettenschmelzens entsprechen die Klein- und Weitwinkelreflexe
vollkommen denen des nichthydratisierten CER[AS]. Wird in diesem Zustand die
Probentemperatur nicht bis zum Erreichen der Hauptumwandlungstemperatur erhoht, sondern
auf Raumtemperatur abgekiihlt, kann die dehydratisierte Form des Ceramides beibehalten
werden. Eine strukturelle Anderung bedingt durch eine Einlagerung von Wasser bei
Temperaturen unterhalb des Kettenschmelzens (kalte Hydratisierung) konnte auch nach
mehrtagiger Lagerung nicht beobachtet werden. Der lamellare Wiederholabstand ist nicht nur
aufgrund der fehlenden Wasserschicht deutlich geringer als in der Gelphase. Die
Hauptursache der Reduktion des Schichtabstandes ist auf die stirkere Neigung der
Alkylketten zur Bischichtnormalen des trockenen CER[AS] im Vergleich zur Gelphase
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Abb. 22 Temperaturabhiingige Anderungen des lamellaren Wiederholabstandes des hydratisierten CER[AS]
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(links). Strukturvorschlag zur multilamellaren Anordnung der Ceramide in der Gelphase des

CERJ[AS] unter Einbeziehung des ermittelten Bischichtabstand (d) (rechts).
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zuriickzufiihren. Die starke Kettenneigung wird durch die breiten WAXS-Reflexe erkennbar
(Tardieu et al. 1973). Sowohl in der trockenen als auch in der hydratisierten Form des
CERJAS] sind die Fettsdure- und Sphingosinseitenketten nebeneinander angeordnet.

Bei erneutem Erhitzen der Probe in den Bereich der fliissig-kristallinen Phase, bildet sich
nach Abkiihlung wieder die lamellare Gelphase mit hexagonaler Kettenpackung. Eine
Wechselwirkung von Wasser mit CER[AS] ldsst sich demnach nur durch ein Erhitzen der
Substanz iiber ihren Kettenschmelzpunkt (heile Hydratisierung) und nachfolgendes Abkiihlen
der fliissig-kristallinen H;-Phase erreichen.

Die Untersuchungen zur Hydratation von CER[AS] wurden mittels FT-Raman-Spektroskopie
in einer den Rontgenbeugungsexperimenten analogen Weise durchgefiihrt. Beim Erhitzen der
in Wasser dispergierten CER[AS] Proben unterscheiden sich die Spektren erwartungsgemaf
zunéchst nicht von denen des wasserfreien CER[AS], da unterhalb des Kettenschmelzpunktes
keine Hydratisierung von CER[AS] mdglich ist. Die niedrige Bandenposition der
symmetrischen CH,-Valenzschwingung von 2848,6 cm™ (25 °C) signalisiert einen hohen

Anteil an trans-Konformeren im Bereich der Alkylketten.
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Abb. 23 Ramanspektren von CER[AS] (dispergiert in Wasser).
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Die sprunghafte Verschiebung der symmetrischen CH,-Valenzschwingung zu hoéheren
Wellenzahlen (2851,5 cm™) erfolgt, wie schon von Wegener et al. (1997) beschrieben, bei
niedrigeren Temperaturen (76 °C) als beim trockenen CER[AS]. Die Raman-Spektren der H;;-
Phase und der fliissig isotropen Phase zeigen keine charakteristischen Unterschiede, da in
beiden Phasen die Alkylketten verknéult sind.

Beim Abkiihlen der bis iliber den Kettenschmelzpunkt erhitzten hydratisierten Probe
verschiebt sich die symmetrische CH,-Valenzschwingung (v{CH,) zuriick zu 2848,7 cm™. Im
Gegensatz zum trockenen CER[AS], dessen Bandenposition nach der Kristallisation der
Ketten bis zur Abkiihlung auf Raumtemperatur nahezu unverindert bleibt, verschiebt sich die
vsCH,—Bande der hydratisierten Probe nach der Kristallisation der Ketten auch bei weiterem
Abkithlen sukzessive zu niedrigeren Wellenzahlen (2846,3 cm™ bei 25°C). Diese
kontinuierliche Bandenverschiebung ist beim Erhitzen reversibel. Wihrend in fritheren
Arbeiten festgestellt wurde, dass sich hydratisiertes und wasserfreies CER[AS] nicht in ihren
Raman-Spektren unterscheiden (Wegener et al. 1997), konnen mit den aktuellen
Untersuchungen signifikante Unterschiede erkannt werden. Befindet sich die hydratisierte
Probe bei Raumtemperatur in der Gelphase LP’ lassen sich die Raman-Spektren schon allein
iiber die Position der v{CH,-Bande gut von denen der nicht hydratisierten Probe abgrenzen.
Weitere auffallende Unterschiede werden bei der Auswertung des Intensitdtsverhiltnisses der
CH,—Streckschwingsbanden  (v,CH,/v{CH;) und der Bandenform des CH,-

Scherschwingungsbereichs beobachtet.
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Abb. 24 Temperaturabhiingige Anderungen der CH,-Streckschwingungen in den Ramanspektren beim

Aufheizen und Abkiihlen von CER[AS]. Ausgehend von einer Dispersion aus dehydratisiertem

CERJ[AS] und Wasser (25/75 m%). Bandenposition der symmetrischen CH,-Streckschwingung

(links). Normiertes Intensitdtsveréltnis der Banden der asymmetrischen CH,-Streckschwingung

gegen die symmetrische CH,-Streckschwingung.
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Ceramid NP

Bei der untersuchten Verbindung handelt es sich um die synthetische Reinsubstanz
N-Stearoylphytosphingosin (MG: 584,5 g/mol). Die Verbindung entspricht der unter den
Hautlipiden vorkommenden Struktur des mit einer nichthydroxylierten Fettsdure verkniipften
Phytosphingosins CER[NP] (Siehe S.13f). Das Ceramid konnte iiber verschiedene
Umkristallisationsmethoden modifikationsrein erhalten werden. Aus einer verdiinnten Losung
in einer Chloroform/Methanol-Mischung kristallisiert CER[NP] bei langsamer Abkiihlung in
Form diinner faserartiger, bis zu 10 mm langen Nadeln. Diese Modifikation des CER[NP]
wurde als o-Phase bezeichnet. Beim Erhitzen der o-Phase ist bei 31 °C eine endotherme
Phasenumwandlung zu beobachten. Die entstandene P-Phase schmilzt bei 125 °C. Wird
CER[NP] aus der Schmelze abgekiihlt, kristallisiert die B-Phase. Durch Abkiihlung kann die
B-Phase reversibel in die o-Phase umgewandelt werden.

Aus einer gesittigten Losung in THF kristallisiert CER[NP] in der &-Phase. Bei 70 °C
wandelt sich die &-Phase irreversibel in die B-Phase um, welche dann wiederum durch
Abkiihlen in die o-Phase tiberfithrt werden kann. Eine direkte Umwandlung der 6-Phase in
die o-Phase und Umwandlungen von o bezichungsweise B in die 6-Phase konnten nicht

beobachtet werden.

Abb. 25  DSC-Kurven  von  CER|NP]. 127
(a) 1. Aufheizen kristallisiert aus einer Chloroform/
Methanol-Mischung. (b) 1. Aufheizen kristallisiert
aus THF. (c) Abkiihlen nach (b). (d) 2. Autheizen
nach (c).
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Die Phasenumwandlungstemperatur von der o- in die B-Modifikation ist abhingig von den
Kristallisationsbedingungen. Werden die Phasen durch sehr schnelles Abkiihlen
(AT=5K/min) oder durch schnelle Evaporation des Losungsmittels im
Vakuumrotationsverdampfer erhalten, ist die Phasenumwandlung zu niedrigeren
Temperaturen verschoben. Unter den experimentellen Bedingungen, mit denen die
Rontgendiffraktogramme, die FT-IR und die FT-Raman-Spektren aufgenommen wurden, war

die Phasenumwandlungstemperatur von o in 3 stets bei 31 °C und die Riickumwandlung von
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B in o im Abkiihlexperiment bei 18°C. Bei den DSC-Messungen waren die
Phasenumwandlungen teilweise zu niedrigeren Temperaturen verschoben. In den
Untersuchung von Garidel (2002), bei denen CER[NP] ohne Umkristallisation eingesetzt
wurde, konnte die B-a-Umwandlung nach Abkiihlen der Schmelze nicht beobachtet werden.

Je nach entsprechender Kristallisationsmethode bzw. Temperaturprogramm lassen sich die
kristallinen Phasen des CER[NP] (o, B und d) bei 20 °C erhalten. Zur Rontgeneinkristall-
strukturanalyse waren die Kristalle der CER[NP]-Phasen leider nicht geeignet. Von den

Modifikationen o, 3 und & wurden deshalb Rontgenpulverdiffraktogramme aufgenommen.
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Abb. 26 Rontgenpulverdiffraktogramme
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Erwartungsgemall unterscheiden sich die drei Modifikationen in ihren Pulveraufnahmen
signifikant. Allen gemeinsam ist die eindimensionale lamellare Uberstruktur, deren
Dimension durch drei dquidistante Reflexe, die den ersten drei Ordnungen der lamellaren

Struktur entsprechen, bestimmt wurde. Der lamellare Wiederholabstand unterscheidet die drei
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Die Modifikation o weist mit 3,65 nm (20 °C) den geringsten, B mit 3,85 nm (20 °C) einen
etwas groBeren und § mit 4,5 nm (20 °C) den weitesten lamellaren Abstand auf. Uber eine
Auswertung der Kleinwinkelreflexe der Rontgenmessungen konnte eine temperaturabhingige
Beeinflussung des Schichtabstandes festgestellt werden.

Die Phasenumwandlungen widerspiegeln sich als sprunghafte Anderungen im lamellaren
Wiederholabstand.  In  allen  kristallinen = Phasen ist eine  kontinuierliche
Temperaturabhéngigkeit des Schichtabstandes zu beobachten. Wéhrend die meisten Lipide
eine Verringerung des lamellaren Wiederholabstandes aufgrund einer temperaturabhéngigen
Zunahme von gauche-Konformeren zeigen, vergroBert sich der Lamellenabstand von
CER[NP] in allen Phasen kontinuierlich. Diese Anderung kann nicht mit Anderungen im
trans/gauche-Verhiltnis in Verbindung gebracht werden und erfordert daher eine andere
Interpretation.

Um von den Pulveraufnahmen die Molekiilstruktur im Raum ableiten zu koénnen, wurde
zunichst mit Einkristalldaten des strukturell dhnlichen, sich von CER[NP] lediglich durch
eine Kettenverldangerung um sechs Kohlenstoffatome unterscheidenden
Tetracosanylphytosphingosins (C,4CER[NP]) gearbeitet (Dahlen et al. 1972). Dieses
homologe Ceramid wurde in einer triklinen Einheitszelle (a = 0,6181 nm, b = 0,4929 nm,
c=3,7278 nm, o = 90,96°, B = 91,30° v = 105,51°) kristallisiert. In der von Dahlen
aufgeklarten Struktur konnen die Alkylketten der Fettsdure und des Phytosphingosins
aufgrund des Platzbedarfs der Kopfgruppe nicht in einer Ebene zusammen angeordnet sein.
Sie zeigen stattdessen V-formig, einen Winkel von 101° einschlieBend, auseinander. Beide
Ketten sind in Form trikliner Subzellen mit paralleler Ausrichtung der Ketten (Tj)

angeordnet.

Abb. 28 3D-Strukturen von C,,CER[NP] (links) und C,sCER[NP] (rechts).

Elementarzellen wurden entlang der a und b Achsen 1fach und entlang der c-Achse 2fach angefiigt.
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Zur Modellierung der Kristallstruktur von CER[NP] wurde unter Beibehaltung von a =
0,6181 nm, b = 0,4929 nm und der Winkel o, 3 und y die Einheitszelle durch eine Verkiirzung
der Fettsdureseitenkette um sechs Kohlenstoffatome in c-Richtung auf ¢ = 3,2032 nm
modifiziert (Forster, 2000).

Aus der modellierten Kristallstruktur konnte ein theoretisches Beugungsbild einer
Rontgenpulveraufnahme  simuliert ~ werden.  Vergleicht man die  simulierten
Rontgendiffraktogramme von C;gCER[NP] und C,4CER[NP], kann man sowohl in Position
und Intensitdt der Reflexe Unterschiede feststellen. Lediglich die Lage der (hk0)-Reflexe ist
bei beiden Verbindungen identisch (S. Anhang S.121). Aufgrund ihrer geringen Intensitét
eignen sich die (hk0)-Reflexe nur schwer zur Auswertung der Pulveraufnahmen. Die

Schichtreflexe konnen dagegen sehr gut zur Auswertung herangezogen werden.
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Abb. 29 Mit Cerius’ simulierte Streukurven von C;sCER[NP] und C,4CER[NP] (Forster, 2000).
Die Miller’schen Indices bezeichnen die Schichtreflexe (001)-(004) und die (hkO)-Reflexe.
Die Streuintensititen wurden auf den 001-Reflex normiert. Die relativen Intensititen der (hkO)-

Reflexe fiir C;sCER[NP] (M) und C,,CER[NP] (@) sind eingezeichnet.
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Durch einen direkten Vergleich der Streukurve des simulierten C;sCER[NP] mit den
gemessenen Streukurven von CER[NP] kann die simulierte Struktur falsifiziert werden, da
keine der gemessenen Streukurven mit der simulierten Streukurve identisch ist. Die
Molekiilstruktur des C,4CER[NP] ldsst sich demzufolge nicht unmittelbar auf CER[NP]
anwenden. Eine Interpretation der zahlreichen Kristallreflexe im Weitwinkelbereich der
Beugungskurven war aufgrund der unzureichenden Indizierung der Pulveraufnahmen nicht
moglich. Dennoch konnen iiber die Reflexe im Kleinwinkelbereich Aussagen tiiber die
Struktur von CER[NP] getroffen werden. Vergleicht man den lamellaren Wiederholabstand
der simulierten Kurve (d = 3,20 nm) mit den aus den gemessenen Streukurven ermittelten
Werten, so weisen letztere deutlich groere Schichtabstinde auf (3,6 < d < 4,5 nm). Unter
Annahme der V-formigen Struktur deutet diese Aufweitung des Gitters in c-Richtung auf

einen groBeren Winkel zwischen den beiden Alkylketten des Ceramides hin.
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Abb. 30 Vergleich moglicher molekularer Raumstrukturen von CER[NP].
Rechts: Das durch Kettenverkiirzung von C,sCER[NP] (Dahlen et al. 1972) modellierte
C;3sCER[NP]. Links: Die vorgeschlagene Struktur der 8-Phase von CER[NP], die aus der Struktur
des C;sCER[NP] durch Drehung der Phytosphingosinseitenkette um sp’-hybridisierte CC-
Bindungen der Kopfgruppe (gelb unterlegt) erhalten wurde. Die mdglichen intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen, die Abstinde der terminalen CH;-Gruppen und der Winkel
(CH;-N-CH») sind eingezeichnet.
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Eine Anderung dieses Winkels kann ohne Stérung der Bindungslingen und -winkel allein
durch Drehungen der Kettenachsen um die sp’-hybridisierten CC-Bindungen der CER[NP]-
Kopfgruppe ermoglicht werden.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die gewinkelte Struktur der Ceramide im Stratum
corneum nicht von Bedeutung sein kann, da die resultierende laterale Phasenseparation der
SC-Lipide mit einer drastischen Einschrdnkung der Barrierefunktion verbunden wire.
Wesentlich wahrscheinlicher ist hier die gestreckte Konformation der Ceramide, wie sie in der
0-Phase von CER[NP] erreicht wird. In dieser Anordnung durchspannen die
Ceramidmolekiile zwei Lipidschichten und kdnnen somit die lamellaren Strukturen des SC
stabilisieren. Unter Annahme der gestreckten Konformation der Ceramide ist auch erklarbar,
weshalb die Schichtabstinde der Lipidschichten des SC durch eine Variation des
Wassergehaltes des Stratum corneum nicht beeinflusst werden.

In der Kopfgruppe von CER[NP] findet man mehrere funktionelle Gruppen mit hohem
Dipolcharakter, die mit der IR-Spektroskopie gut nachzuweisen sind. Unter Annahme einer
Winkeldnderung sollte die Konformation der Kopfgruppe entsprechend beeinflusst werden.

Die IR-Spektren der drei CER[NP] Modifikationen sind in der folgenden Grafik abgebildet.
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Abb. 31 IR-Spektren der kristallinen CER[NP]-Phasen (gemessen als Nujol-Verreibung in Transmission

zwischen BaF,-Fenstern)
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Die Amidbindung befindet sich strukturell im Zentrum des Ceramid Molekiils. Im
Infrarotspektrum liefert die Amidbindung mehrere Banden, die zur Charakterisierung der
Amidstruktur herangezogen werden konnen. Die Amid [-Bande (80 %
C=0-Streckschwingung) und die Amid II-Bande (60 % C-N-H-Deformations-, und 40 %
C-N-Streckschwingung) sind besonders empfindlich in Bezug auf konformative Unterschiede
in der Ndhe der Amidbindung und spiegeln ebenfalls Verschiedenheiten wider, die auf
unterschiedliche Wasserstoftbriickenbindungen zurilickzufithren sind. Fiir alle drei Phasen
kann aufgrund der Wellenzahlen der AmidI- und II-Banden von starken
Wasserstoffbriickenbindungen ausgegangen werden. Zum Vergleich zeigte eine 1 %ige
Lésung von CER[NP] in THF bei 20 °C die Position der Amid I-Bande bei 1675 cm™ und die
der Amid II-Bande bei 1518 cm’™.
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Abb. 32 Temperaturabhéngigkeit der Bandenpositionen der Amid I- (oben) und der Amid II-Bande (unten)
in den IR-Spektren von CER[NP].
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Sowohl die Amid I als auch die Amid II-Bande verschieben sich temperaturabhingig
innerhalb der kristallinen Phasen kontinuierlich und im Bereich der Phasenumwandlungen
sprunghaft. Die kontinuierlichen Bandenverschiebungen, die auf eine stetige Lockerung der
Wasserstoffbriickenbindungen zuriickzufiihren sind, korrelieren mit der konstanten,
temperaturabhidngigen Aufweitung des Lamellenabstandes innerhalb der Phasen.

Die Vergroferung des lamellaren Wiederholabstandes kann mit einer kontinuierlichen
Aufweitung des Winkels der beiden Kohlenwasserstoftketten erklért werden. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Wasserstoftbriickenbindungen durch die Aufweitung des
Winkels beeinflusst werden. Aus den beobachteten Bandenverschiebungen konnen
Abstandsénderungen der an den Wasserstoftbriicken beteiligten Atome abgeleitet werden.
Eine  VergroBerung des  Abstandes  filhrt zu  einer  Schwichung  der
Wasserstoffbriickenbindung. Wird ein kritischer Abstand der Atome {iberschritten, kommt es
zum Zusammenbruch der Wasserstoffbriicke(n) und gegebenenfalls zur Ausbildung anderer,
neuer Wasserstoffbriicken. Wodurch die sprunghaften Verschiebungen der Amidbanden im

Bereich der Phaseniibergidnge erklart werden konnen (Raudenkolb et al. 2002).

Die Raman-Spektren der kristallinen CER[NP]-Phasen zeigen ebenfalls charakteristische
Unterschiede. Im Gegensatz zur IR-Spektroskopie, welche mit KBr-Presslingen und
Nujolverreibungen durchgefiihrt wurde, konnte die Substanz direkt vermessen werden.

Auch bei den Raman-Spektren lassen sich Unterschiede in den Bandenpositionen der Amid -
Banden feststellen. Diese entsprechen den Resultaten der FT-IR-Experimente. Apparativ
bedingt konnte mit der Versuchsanordnung der FT-Raman-Spektroskopie ein breiterer
Temperaturbereich untersucht und somit auch Spektren der fliissigen Phase von CER[NP]
aufgenommen werden. Betrachtet man fiir die verschiedenen CER[NP]-Phasen die Banden
der Schwingungen der Kohlenwasserstoffketten, so kann man {iber den gesamten spektralen
Bereich strukturell bedingte Unterschiede in den Raman-Spektren feststellen. In allen
kristallinen Phasen weisen die Alkylketten einen hohen Anteil an trans-Konformeren auf.
Dies zeigt sich in der niedrigen Wellenzahl der symmetrischen CH,-Streckschwingung, in den
Intensitdten der CC-Geriistschwingungen und der Bandenform der CH,-twisting Schwingung.
Die ausgeprigte Bande der CHs-rocking Schwingung bei 891 cm™ zeigt an, dass die zwei am
Kettenende befindlichen CC-Bindungen trans-Konformation (tt) aufweisen. In der B-Phase
lasst sich ein deutlich hoherer Anteil an gauche-Konformeren als in o und d feststellen. Dafiir
sprechen die Bandenverbreiterung der CH,-twisting Mode, die Verschiebung der

symmetrischen und der Intensitétsriickgang der antisymmetrischen CH,-Valenzschwingung.
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Scherschwingung in der 8-Phase und die fiir die trikline Kettenpackung charakteristische Bande

bei 2860 cm™ sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

2854 T T T —T T T —T T L T T T T T T T T T
i T 1.0e, .
m 1. Aufheizen *e 4 \
4 2. Aufheizen 4 1
2852 - 1 08+ K .
@Schmelze o e B Schmelze
4 1; 1 “ 1
2850 - o { = %€ "s“ i
* © .
3 4 3 04- *te,. 1
4 . *
2848 L R . ‘W L [ * oo
1 ; “.oo“B 1 = 0.2 . "N‘ B
2846 L\ soumt®® . 1 . 1
o 0.0 e, we o
T + T T T T T T T T T T T T X T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140

Temperatur [°C]

Temperatur [°C]

Abb. 34 Temperaturabhiingige Anderungen im Bereich der CH,-Streckschwingungen. Verschiebung der

viCH,—Bande (links). Intensitit der v,CH,~Bande normiert auf die Gesamtfliche des

CH-Streckschwingungsbereichs von 2800-3000 cm™ (rechts). Im eingefiigten Diagramm der

rechten Abbildune: Normierte Intensitit der Bande bei 2860 cm™.
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Mit der Phasenwandlung von o zu [ verschiebt sich die antisymmetrische CH,-
Valenzschwingung von 2846 auf 2846,5 cm™'. Diese Verschiebung ist zwar nur marginal,
kann jedoch aufgrund des stufenartigen Verlaufs mit der Phasenumwandlung in Verbindung
gebracht werden und widerspiegelt somit die durch die Phasenumwandlung bedingte
konformative Anderung in den Alkylketten von CER[NP]. Aufgrund der Bandenverschiebung
zu hoheren Wellenzahlen ist von einer geringen Abnahme der Kettenordnung auszugehen.
Der Anteil an gauche-Konformeren nimmt in der 3-Phase kontinuierlich zu, bleibt aber bis
zum Erreichen des Schmelzpunktes von CER[NP] gering.

Die o-Phase zeigt zwischen v4(CH;) und v,(CH,) bei 2860 cm’ eine kleine Bande. Das
Vorhandensein dieser Bande ist fiir trikline Kettenpackungen typisch (Snyder et al. 1978). Die
gleiche Bande wurde auch bei in den Spektren von n-Docosan gefunden. In den Phasen 3 und
d kann diese Bande nicht beobachtet werden. Die v{(CH;)-Bande der 8-Phase unterscheidet
sich durch ihre breite Form von denen der anderen Phasen. Diese Bandenverbreiterung wird
mit intermolekularen Kopplungen benachbarter Ketten in Verbindung gebracht.

Drastische Unterschiede lassen sich auch in der Bandenintensitit der v,(CH;)-Bande im
relativen Verhéltnis zur vy(CH,)-Bande erkennen. Die Phasen o und B zeigen einen anderen
temperaturabhédngigen Verlauf des Intensititsverhéltnisses v,(CH;) / v{(CH,). Die spektralen
Verschiedenheiten der drei Phasen im Bereich der CH,-Streckschwingungen sind auf
Anderungen im trans/gauche Verhiltnis (Zerbi et al. 1981a & b) und/oder auf
unterschiedliche Kettenpackungen zuriickzufiihren (Abbate et al. 1982 & 1984). Die Obertone
der CH,-Scherschwingungen bewirken iiber Fermiresonanzwechselwirkung mit den CH,-
Streckschwingungen Anderungen des komplex zusammengesetzten Spektralbereichs von
2800-3000 cm™ (Snyder et al. 1979).

Im Unterschied zu den Phasen o und [ weisen die Spektren der & Phase longitudinal
akustische Moden (LAM) auf, die auf eine all-trans Orientierung liber das gestreckte Molekiil
schlieBen lassen. Noch auffilliger sind die Unterschiede im Bereich der CH;-
Scherschwingungen. Dieser Bereich des Raman-Spektrums widerspiegelt die Unterschiede im
Packungsverhalten der Kohlenwasserstoffketten der verschiedenen CER[NP]-Phasen. Die
Raman-Spektren zeigen in diesem Bereich typischerweise ein Bandenduplett. Befinden sich
jedoch zwei Alkylketten in einer Subzelle, wie bei einer orthorhombisch senkrechten
Orientierung der Alkylketten, findet man eine weitere Bande bei niedrigerer Wellenzahl.
Diese sogenannte Faktorgruppenaufspaltung wurde nur in den Spektren der d-Modifikation
von CER[NP] gefunden. Die Aufspaltung verschwindet beim ersten Aufheizen der Substanz
mit der Phasenumwandlung von & zu B unwiederbringlich. In den FT-IR Spektren (in KBr)



Ergebnisse und Diskussion 63

werden gleichbedeutende Aufspaltungen der CH,-rocking Bande bei 720 und 730 cm™ und
der CH,-Scherschwingung beobachtet (S. Anhang S. 123).

In den Modifikationen o und B wird der spektrale Bereich der CH,-Scherschwingung durch
eine Uberlagerung von vier Banden bestimmt. Mittels Kurvenanpassung konnte dieser
Bereich in zwei Dupletts zerlegt werden, die auf zwei verschiedene Kettenpackungen deuten.
Die Phasen o und 3 unterscheiden sich in diesem Bereich signifikant. Position, Intensitéit und
Form der gefitteten Dupletts bezeichnen im Falle der o-Phase die Uberlagerung einer
triklinen und einer hexagonalen Subzelle. In der B-Modifikation wird die Scherschwingung
der hexagonalen Subzelle von einer weiteren, nicht eindeutig zugeordneten Kettenpackung
tiberlagert. Der relative Anteil der hexagonalen Kettenpackung ist in der 3-Phase wesentlich
grofer als in der a-Phase. Auch der Bereich der CH,-Scherschwingung in den Spektren der o-
Phase zeigt neben den fiir eine orthorhombische Kettenpackung typischen Banden noch
zusitzliche Banden, die zu einer Uberlagerung fiihren, so dass eine neben der

orthorhombischen Kettenpackung noch eine weitere Anordnung vorhanden sein muss.



Ergebnisse und Diskussion 64

Ceramid NP (mit d;s-Stearinsaureseitenkette)

Zur gezielten Untersuchung der Seitenketten des CER[NP] wurden die Wasserstoffatome der
Stearinsdureseitenkette durch Deuterium ersetzt (Siehe S. 34f). Aus der Literatur ist bekannt,
dass ein derartiger Isotopenaustausch nur geringe Anderungen im Phasenverhalten hervorruft
(Mendelsohn et al. 1976 & 1978, Chen et al. 2000). Schon die DSC-Kurven konnten zeigen,
dass das partiell deuterierte Ceramid N-dss-Stearoylphytosphingosin (d;sCER[NP]) in der bei
CER[NP] mit 8 bezeichneten Modifikation vorliegt und die gleichen Phasenumwandlungen
wie das undeuterierte CER[NP] zeigt.

Abb. 34 Rontgenkonturplot d;sCER[NP].
Die Phasenbezeichnungen befinden sich
iber der Abbildung. Der Reflex des
Zersetzungsproduktes wird durch den
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Die temperaturabhiingigen RoOntgenaufnahmen entsprechen denen der undeuterierten
Substanz. Auch die ermittelte Phasenabfolge ist mit CER[NP] identisch. Die untersuchte
deuterierte Probe war jedoch nicht modifikationsrein und enthielt 11 £2 % d;sCER[NP] in
der B-Phase, welche durch charakteristische Reflexe zu identifizieren war und iiber diese
quantifiziert werden konnte. Dieser Anteil zeigt auch die reversible o/B-Umwandlung. Nach
der Umwandlung von der o- in die B-Modifikation liegt d;sCER[NP] phasenrein vor und
wandelt sich beim Abkiihlen vollstindig in die o-Modifikation um. Aus der auf 150 °C
erhitzten Schmelze kristallisiert beim Abkiihlen die B-Phase in unverdnderter Struktur. Ein
beim Abkiihlen ab 100 °C neu auftretender Reflex bei 0,65 nm™ wird einem unbekannten
thermischen Zersetzungsprodukt zugeordnet. Der Anteil konnte aufgrund der fehlenden
Referenz nicht genau quantifiziert werden und wird, da keine weiteren Reflexe detektiert

wurden, auf weniger als 1 % geschitzt. Die Struktur von d;sCER[NP] wird von dieser
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geringen Verunreinigung jedoch nicht beeinflusst. Beachtet man die Maximaltemperatur der
Probe von 150 °C, ldsst sich feststellen, dass d;sCER[NP] eine auBerordentlich hohe
thermische Stabilitdt aufweist. D3sCER[NP] unterscheidet sich damit beispielsweise vom
o-Hydroxysphingosin (AS), welches sich schon bei 120 °C zersetzt (Neubert et al. 1998).

Sowohl iiber die Auswertung der IR- als auch der Raman-Spektren des d;sCER[NP] konnte
gezeigt werden, dass die nichtdeuterierte Phytosphingosinkette und die deuterierte
Fettsdaurekette von den Phasenumwandlungen beeinflusst werden. Die Bandenverschiebungen
der v,(CH,)- und der vy(CH,)-Bande zeigen dies ohne Zweifel. Im Gegensatz zur Olsdure bei
deren y-oo Umwandlung sich nur die Kettenpackung des CHj-seitigen Kettenabschnittes
andert, wiahrend der carboxylseitige Kettenabschnitt unbeeinflusst bleibt (Tandon et al.
2000a), andert sich bei den fest/fest-Umwandlungen des CER[NP] das gesamte Molekiil
sowohl im Bereich der Kopfgruppe als auch beider Ketten. Die Indizierung der Rontgen-
Reflexe der verschiedenen kristallinen Phasen von CER[NP] wird im Gegensatz zur Olsiure

durch die Phasenumwandlungen nicht wesentlich erleichtert.
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Abb. 35 Temperaturabhidngigkeit der Bandenpositionen der symmetrischen und antisymmetrischen CD,-
Valenzschwingungen (links) und CH,-Valenzschwingungen (rechts) in den IR-Spektren von
d;sCER[NP] (KBr-Pressling).

Es ist beachtenswert, dass sich sowohl die symmetrische als auch die antisymmetrische CH,-
Valenzschwingung bei der Umwandlung von der o- in die 3-Phase zu kleineren Wellenzahlen
verschieben, wihrend sich die entsprechenden CD,-Valenzschwingungen zu groferen

Wellenzahlen verschieben.
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Abb. 36 Temperaturabhidngigkeit der Bandenpositionen der symmetrischen und antisymmetrischen CD,-

Valenzschwingungen (links) und CH,-Valenzschwingungen (rechts) in den Raman-Spektren von

d;sCER[NP]. Die Pfeile kennzeichnen die Messung der nach dem 1. Autheizen abgekiihlten Probe.

Ein gleichartiger Fall wurde fiir die dy7;- und ds;-Acylsphingosine CER[NS] beschrieben
(Chen et al. 2000). In diesen Untersuchungen wurde in Folge einer fest/fest-Umwandlung
eine dhnliche Verschiebung festgestellt. Im Gegensatz zu d;sCER[NP] verschob sich in den
Untersuchungen von Chen et al. die symmetrische CD,-Valenzschwingung der deuterierten
Fettsdaureketten zu niedrigeren Wellenzahlen. Dieser Effekt war unerwartet und konnte von
Chen nicht ndher erkldrt werden. Sicher ist jedoch, dass diese Verschiebung nicht auf eine
Zunahme der Kettenordnung zuriickgefiihrt werden kann. Vielmehr kann die Verschiebung
mit durch Anderung der Kettenpackung hervorgerufenen Effekten in Verbindung gebracht
werden. In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse der Untersuchungen an n-Docosan
einzubeziehen (s. S.41). Beim Ubergang von der triklinen Phase in die Rotatorphase von n-
Docosan wird ebenfalls eine Verschiebung der symmetrischen CH,-Valenzschwingung zu
kleineren Wellenzahlen beobachtet, obwohl der Anteil an gauche-Konformeren zunimmt.

Vergleicht man nun die Verschiebungen der symmetrischen CH,-Valenzschwingung des
undeuterierten CER[NP] mit denen des d;sCER[NP], wird augenfillig, weshalb die
Verschiebung in CER[NP] nur marginal ausfdllt. Hier iiberlagern sich die positive
Verschiebung der v{(CH,)-Bande der Fettsdureseitenkette und die negative Verschiebung der
vs(CH;)-Bande der Phytosphingosinseitenkette. Die spektroskopischen Befunde sprechen fiir
eine trikline Packung der Phytosphingosinseitenketten in der «-Phase, wihrend die
Fettsdureseitenketten in der o-Phase definitiv nicht in einer triklinen Packung angeordnet sein

konnen.
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Interessanterweise Weise zeigen die Raman-Spektren der 8-Modifikation von d;sCER[NP] im
Gegensatz zum undeuterierten CER[NP] keine Faktorgruppenaufspaltung der CH,-
Scherschwingungsbanden. Gleichbedeutend werden auch in den FT-IR-Spektren keine
Aufspaltungen der CH,-Scherschwingungsbanden und der CH,-rocking Bande beobachtet (S.
Anhang S.123). Daraus lédsst sich schlussfolgern, dass in der 0-Phase von CER[NP] und
d;sCER[NP] nur die Fettsdureseitenketten und nicht die Phytosphingosinseitenketten in Form
orthorhombisch senkrechter Subzellen angeordnet sind. In den Phasen o und 3 zeigen weder
die Phytosphingosin- noch die Fettsdureseitenketten eine orthorhombisch senkrechte
Kettenpackung.

Die Subzellendimension der Fettsdureseitenkette in der 8-Phase konnte nach Indizierung der
WAXS-Reflexe bestimmt werden (S. Anhang S.122). Aus einer bei 20 °C erhaltenen
Rontgenaufnahme wurden ermittelt: a* = 0,745 nm, b* = 0,488 nm und y= 90°. Die Subzelle
zeigt eine temperaturabhingige Expansion sowohl in a*- als auch in b*-Richtung. Diese
kontinuierlichen Anderungen konnten zur Verifizierung der indizierten Beugungsreflexe
genutzt werden. Die iibrigen Reflexe im Weitwinkelbereich werden auf Kristallreflexe und
auf Reflexe der Kettenpackung der Phytosphingosinseitenketten zuriickgefiihrt, welche nicht
indiziert werden konnten.

Es lésst sich ableiten, dass Fettsdure- und Sphingosinseitenketten in allen Phasen getrennt
voneinander vorliegen und die Moglichkeit besitzen, in verschiedenen Subzellen angeordnet
zu sein. Damit unterscheiden sich die kristallinen CER[NP]- und d;sCER[NP]-Phasen vom
Kristall des N-(2D,3D-dihydroxyoctodecanoyl)-phytosphingosins (Pascher et al. 1992),
dessen nebeneinander angeordnete Fettsdure- und Phytosphingosinketten alternierend
aufeinanderfolgen und zusammen in orthorhombisch senkrechten Subzellen packen.

Des Weiteren kann aus rontgendiffraktometrischen und den spektroskopischen
Untersuchungen auf eine gewinkelte, V-formigen Molekiilstruktur geschlossen werden,
welche der Struktur des C,4CER[NP] dhnelt. Der von den beiden Kettenachsen beschriebene
Winkel ist jedoch groBer als im Fall des C,4CER[NP], was sich anhand des entsprechend
erweiterten lamellaren Wiederholabstand im Vergleich mit dem der simulierten C;sCER[NP]

Struktur belegen ldsst.
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Ceramid NP und Wasser

CER[NP] wurde mit einem Uberschuss an destilliertem Wasser versetzt und kalorimetrisch
untersucht. Die Hauptumwandlung wird durch die Zugabe des Wassers nicht unter 100 °C
herabgesetzt. Weil das Experiment durch den Siedepunkt des Wassers limitiert wurde, konnte
der Einfluss des Wassers auf den Kettenschmelzpunkt von CER[NP] nicht untersucht werden.
Die fest-fest-Umwandlung von der o-Phase in die B-Phase zeigt sich sowohl hinsichtlich
Phasenumwandlungstemperatur als auch der Umwandlungsenthalpie vom Wasseriiberschuss
nicht beeinflussbar. Auf Untersuchungen zum Wasserbindungsvermdgen iiber die
Auswertung des Eispeaks konnte deshalb verzichtet werden.

Die Rontgenbeugungsuntersuchungen zum wissrigen System wurden mit einer Dispersion
aus CER[NP] in Wasser durchgefiihrt. Als Ausgangsstruktur wurde zum einen die B-Phase
und zum anderen die 6-Phase von CER[NP] in getrennten Experimenten eingesetzt. Beim
Abkiihlen der B-Phase entsteht wie auch im trockenen System die o-Phase. Kristallisiert das
Wasser aus, zeigen sich die charakteristischen Eisreflexe im Rontgenweitwinkelbereich. Die
Struktur von CER[NP] bleibt davon unbeeinflusst, da alle Kristallreflexe des CER[NP] in der

o-Phase unverdndert in ihrer Intensitdt und Position vorliegen.
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Abb. 37 Rontgenkonturplot einer CER[NP]-Wasser-Dispersion (25/75 m%). (beginnend in der B-Phase)
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Wird CER[NP] aus der 6-Phase im Wasseriiberschuss abgekiihlt, dndert sich auch hier die
Struktur nicht. Auch beim Auftreten der Eisreflexe bleiben die Reflexe von CER[NP] sowohl
im Klein- als auch im Weitwinkelbereich unverdndert. Die Phasenabfolge der kristallinen
Phasen entspricht der trockenen Probe. Beim Erhitzen der 8-Phase entsteht demzufolge, wie
auch beim wasserfreien System, die B-Phase, die sich beim Abkiihlen in die o-Phase
umwandelt. Wird die o-Phase erhitzt, entsteht wieder die B-Phase. Ein Einfluss des Wassers
auf die Struktur der B-Phase war nicht festzustellen.

Im Gegensatz zu CER[AS] kann sich Wasser bei CER[NP] nicht in den Bereich der
Kopfgruppen einlagern und dadurch den lamellaren Wiederholabstand vergrofSern. Die

Annahme der V-formigen Molekiilkonformation wird hierdurch zusitzlich untermauert.
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Abb. 38 Rontgenkonturplot einer CER[NP]-Wasser-Dispersion. (beginnend in der 6-Phase)

Es ist davon auszugehen, dass die Temperatur des Kettenschmelzens von CER[NP] bei
Anwesenheit von Wasser erniedrigt wird. Dieser Zustand kann jedoch nicht erreicht werden,
da der Schmelzpunkt von CER[NP] weiterhin iiber dem Siedepunkt des Wassers liegt,
wodurch der experimentell erfassbare Temperaturbereich limitiert wird. Um den Einfluss von
Wasser auf die fluiden Strukturen von CER[NP] zu untersuchen, miissten drucksichere

Versuchsanordnungen verwendet werden.
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Ceramide C13;1CER[NP] und C13;2CER[NP]

Die beiden Ceramide N-Oleolylphytosphingosin (C15.1CER[NP]) und
N-Linoloylphytosphingosin (C;3.;CER[NP]) vom Typ der Nonhydroxyacyl-phytosphingosine
(CER[NP]) kommen nach derzeitigem Kenntnisstand nicht im Stratum corneum vor. Die
Einfilhrung von ein (C;s3.;CER[NP]) bezichungsweise zwei trans-Doppelbindungen
(Ci32CER[NP]) in die Fettsdureseitenkette von AP fiihrt zu einer Erniedrigung der
Hauptumwandlungstemperatur im Vergleich zum gesittigten CER[NP]. Dadurch wird es
moglich, den Einfluss von Wasser auf NP-Ceramide mit geschmolzenen Ketten unter
Normaldruck zu untersuchen.

Zunéchst wurden jedoch beide Ceramide im trockenen Zustand charakterisiert. Wie beim
gesidttigten  N-Stearoylphytosphingosin  (CER[NP]) vergroBert sich der lamellare
Wiederholabstand von Cig.;CER[NP] und von C;3,CER[NP] mit steigender Temperatur
kontinuierlich. Die lamellaren Abstinde unterscheiden die beiden Substanzen. Der
Lamellenabstand des einfach ungesittigten C;s.;CER[NP] (3,85 nm; 20 °C) ist 0,2 nm groBBer
als der des C;3,CER[NP] (3,65 nm; 20 °C).

Ein Polymorphismus wie beim CER[NP] konnte bei beiden Substanzen nicht beobachtet
werden. Weder C;5.;CER[NP] noch C,3,CER[NP] zeigen fest/fest-Phasenumwandlungen.
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Abb. 39 Rontgenkonturplot von Ci5.;CER[NP]. Die Ordnungen der lamellaren Uberstruktur wurden mit

ihren Miller’schen Indices gekennzeichnet.
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FT-IR-spektroskopische Untersuchungen konnten zeigen, dass die Kopfgruppenstruktur
(Wasserstoffbriickenbindungen) von C;s;CER[NP] und C;3,CER[NP] denen der -
Modifikation des geséttigten CER[NP] entsprechen (S. Anhang S.129). Sowohl die NH- und
OH-Streckschwingungsbanden als auch die Amid I- und die Amid [I-Banden der Spektren
von C;5.;CER[NP] und C,5,CER[NP] entsprechen in ihrer Bandenposition, Bandenform und
Intensitdt denen des Spektrums von CER[NP] in der -Phase. Es sind eindeutige Unterschiede
im Vergleich mit dem PA-Spektrum des CER[NP] festzustellen, da sich die Substanz
CER[NP] unter den experimentellen Bedingungen in der ai-Modifikation befand.
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Abb. 40 Roéntgenkonturplot von Ci4,CER[NP]. Die Ordnungen der lamellaren Uberstruktur wurden mit

ihren Miller’schen Indices gekennzeichnet.

Nach Beendigung des Kettenschmelzens zeigen C;g.;CER[NP] und C,3,CER[NP] im
Rontgenweitwinkelbereich ein Halo und im Kleinwinkelbereich eine diffuse Streuung. Eine
charakteristische Uberstruktur ist nach dem Kettenschmelzen nicht mehr feststellbar. Die
Ausbildung einer invers hexagonalen Phase Hp beziehungsweise einer lamellaren
fliissigkristallinen Phase Lo bei Temperaturen oberhalb des Kettenschmelzens konnte nicht

beobachtet werden. Die Proben sind optisch isotrop.
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Werden die Substanzen im Beisein von Wasser iiber den Schmelzpunkt erhitzt, kann keine
lamellare Uberstruktur mehr nachgewiesen werden. Die Abkiihlung der in Wasser
dispergierten fluiden Phase fiihrt reversibel zur Ausbildung der Ausgangsstruktur. Eine heifle
Hydratisierung wie beim CER[AS] ist demnach nicht moglich. Die Struktur des einfach-
ungesdttigten C;g.;CER[NP] wird weder vor noch nach dem Aufschmelzen der Alkylketten
von Wasser beeinflusst. Lediglich die Temperatur des Kettenschmelzens wird durch den

Zusatz von Wasser um etwa 20 K herabgesetzt.
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Ebenso verhilt es sich auch mit C,3,CER[NP]. Wie beim gesittigten CER[NP] bewirkt eine
Zugabe von Wasser keine strukturellen Anderungen. Die Reflexlagen sind mit denen der
trockenen Substanz identisch. Auch die Kristallisation von Eis dndert die Strukturen der
Ceramide nicht, da sowohl die Schichtreflexe im SAXS als auch die Reflexe im WAXS der
Ceramide beim Auftreten der Eisreflexe unbeeinflusst bleiben.

Im Unterschied zum Oleoylphytosphingosin tritt beim Lineoylphytosphingosin vor Erreichen
des Kettenschmelzens zwischen 60 und 80 °C ein Koexistenzbereich lamellarer und
hexagonaler Uberstrukturen auf. Die Intensitit der Reflexe der lamellaren Struktur nimmt mit
Zunahme der hexagonalen Struktur ab. Beim Aufschmelzen der Ketten verschwinden die
Kleinwinkelreflexe beider Uberstrukturen simultan. Aus der fluiden Phase bilden sich beim
Abkiihlen beide Uberstrukturen wieder. Wird die Probe auf Temperaturen < 60 °C abgekiihlt,

ist nur noch die lamellare Uberstruktur nachweisbar.
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Ceramid AP

Das von Cosmoferm zur Verfiigung gestellte CER[AP] (Siehe S.15 f) ist ein Gemisch zweier
Diastereomeren, das synthetisch aus der racemischen DL-o-Hydroxystearinsdure und
Phytosphingosin gewonnen wurde. Das unbehandelte Diastereomerengemisch wurde bereits
von Garidel (2002) mittels DSC und FT-IR-ATR charakterisiert. Da Diastereomere
grundsétzlich  unterschiedliche physikochemische Eigenschaften aufweisen, ist es
naheliegend, die reinen Diastereomeren separat zu untersuchen. Das Diastereomerengemisch

wurde im Rahmen dieser Arbeit nur mit DSC charakterisiert.
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Abb. 44 Strukturformeln von CER[AP]. Die linke Struktur mit dem R-konfigurierten Kohlenstoffatom in
a-Position zur Carbonylgruppe ist D-CER[AP]. Bei der rechten Formel handelt es sich um
L-CER[AP].

Durch sdulenchromatographische Aufbereitung konnte das von Cosmoferm zur Verfiigung
gestellte Diastereomerengemisch priparativ in D- CER[AP] und L- CER[AP] getrennt
werden. Fiir die Rontgenbeugungsexperimente und spektroskopische Untersuchungen wurden

nur die reinen Fraktionen verwendet.

Abb. 45 Diinnschichtchromatographische Trennung von Ceramid AP.
Detektion mit Bromthymolblau. o L DL
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L-CER[AP]

Das aus einer Chloroform/THF-Mischung kristallisierte =~ L-CER[AP] zeigt im
Rontgenkleinwinkelbereich drei dquidistante Reflexe, die einer lamellaren Uberstruktur mit
einem Schichtabstand von 4,43 nm entsprechen. Im Weitwinkelbereich werden mehrere
scharfe Reflexe beobachtet, die fiir eine hochgeordnete Kristallstruktur sprechen. In
Anlehnung an die Terminologie der kristallinen Phasen von CER[NP] wurde die
Ausgangsstruktur von L-CER[AP], welche den weitesten Lamellenabstand aufweist, mit &
bezeichnet. Beim Erhitzen der Substanz wurde bei 90 °C eine fest/fest-Umwandlung
beobachtet. Im Zuge dieser Phasenumwandlung verringert sich der lamellare
Wiederholabstand sprunghaft von 4,44 nm auf 3,89 nm (100 °C). Diese kristalline, mit {3
bezeichnete Phase erreicht bei 120 °C das Kettenschmelzen. Hierdurch verringert sich der
Schichtabstand erneut sprunghaft auf 3,63 nm (125 °C). Es entsteht eine fliissigkristalline
Phase mit lamellarer Uberstruktur (Lo-Phase). Durch Abkiihlen der Lo-Phase wird der 3.9

nm Abstand erreicht.
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Dieser verringert sich bei weiterem Abkiihlen auf 3,7 nm bei 20 °C. Bei etwa 58 °C wird eine
Stufe beobachtet, die als Phasenumwandlung interpretiert wird. Die hierbei entstehende
kristalline Modifikation von L-CER[AP] wurde als o-Phase bezeichnet. Interessanterweise
treten bei Temperaturen unterhalb dieser Phasenumwandlung drei neue Reflexe zwischen den
Reflexen (001) und (002), zwischen (002) und (003) und oberhalb des (003)-Reflexes auf.
Diese ebenfalls dquidistanten Reflexe wurden als Schichtreflexe der 3., 5. und 7. Ordnung

einer weiteren lamellaren Uberstruktur mit einem Wiederholabstand von 7,15 nm (20 °C)
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indiziert. Die zu diesem Wiederholabstand gehorigen Reflexe der 2., 4. und 6. Ordnung
werden von den Schichtreflexen der ersten drei Ordnungen des 3,8 nm Abstandes iiberlagert
und konnen nicht identifiziert werden. Dieser lange Wiederholabstand zeigt eine
temperaturabhiingige Aufweitung, die mit den Anderungen des kiirzeren Wiederholabstandes

direkt korreliert.
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Im Rontgenweitwinkelbereich werden eine Vielzahl von Beugungsreflexen detektiert. deren
Indizierung nicht einfach ist. Betrachtet man die fest/fest-Umwandlung, so ist festzustellen,
dass zwei starke Reflexe bestehen bleiben, mehrere Reflexe verschwinden und neue
hinzukommen. Da im Kleinwinkelbereich fiir jede Phase nur jeweils eine spezifische
Uberstruktur gefunden wurde, kann davon ausgegangen werden, dass der Weitwinkelbereich
das Beugungsmuster zweier Kettenpackungen wiederspiegelt von denen eine Kettenpackung
konstant bleibt und die andere sich dndert. Das Vorliegen mehrerer Kettenpackungen in einer
Phase konnte auch bei CER[NP] gefunden werden. Die Zuordnung der Reflexe zu den beiden
Subzellen wird durch die entsprechende Trennung wihrend der Phasenumwandlung

erleichtert.
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Leider stehen zur Interpretation keine Einkristalldaten zur Verfiigung, die im Falle der
Olsdure die Indizierung erleichterten (Tandon et al. 2000). Mit spektroskopischen
Untersuchungen konnte anhand der Faktorgruppenaufspaltung der CH,-Scherschwingung
eine antiparallele Orientierung der Ketten nachgewiesen werden.

Eine Zugabe von Wasser im Uberschuss éndert die Phasenabfolge nicht. Allerdings wird die
Phasenumwandlungstemperatur des  Kettenschmelzens drastisch  herabgesetzt. Die
fliissigkristalline Lo-Phase wird im vollstindig hydratisierten System schon bei etwa 90 °C
erreicht. Die Phasenabfolge beim Abkiihlen ist mit der wasserfreien Probe identisch.

Auch hier werden bei Temperaturen < 50 °C zusitzliche Reflexe im Kleinwinkelbereich
beobachtet, die einer lamellaren Struktur mit einem Schichtabstand von 7 nm entsprechen.
Wird  die  Kristallisationstemperatur ~ des ~ Wassers erreicht, werden  im
Rontgenweitwinkelbereich Eisreflexe sichtbar. Der breite Untergrund, welcher durch die
Rontgenbeugung des fliissigen Wassers hervorgerufen wird, verschwindet erwartungsgemal.
Die reversible Kristallisation des Wassers bewirkt bei den Schichtreflexen keine Anderungen.
Der lamellare Wiederholabstand verringert sich weiterhin kontinuierlich auf 3,62 nm (-20 °C)
und bleibt von der Eiskristallisation unbeeinflusst. Bei erneutem Erhitzen verschwinden bei
0 °C die Eisreflexe zu Gunsten des breiten Streuprofils des fliissigen Wassers. Der lamellare
Wiederholabstand vergroBert sich mit steigender Temperatur. Die Kristallreflexe von
L-CER[AP] im Weitwinkelbereich werden von der Eiskristallisation ebenfalls nicht

beeinflusst. Die Reflexlagen von L-CER[AP] sind mit denen der trockenen Probe identisch.

Abb. 49 Temperaturabhiangige Verschiebung des

lamellaren Wiederholabstandes in der L-CER[AP]-
Wasser-Dispersion (25/75 m %). Die Umwandlung

der B-Phase in die o-Phase ist mit einem Pfeil

gekennzeichnet. Im oberen Bildfenster:
Temperaturabhidngigkeit des langen lamellaren
Wiederholabstandes ~ der  kristallinen  o-Phase
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Fiir eine Dispersion aus L-CER[AP] und Wasser wurde die Temperaturabhingigkeit der
Raman-Spektren untersucht. In den bei Raumtemperatur aufgenommenen Raman-Spektren

signalisieren die Position der symmetrischen CH,-Streckschwingungsbande und die
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intensitdtsstarken =~ CC-Streckschwingungsbanden  eine  hohe  Orientierung  der
Kohlenwasserstoffketten, die nahezu vollstindig a/l-trans Konformation aufweisen. Bis zur
ersten Phasenumwandlung ist nur eine sehr geringe Zunahme an gauche-Konformeren
festzustellen. Des Weiteren lédsst sich eine Aufspaltung der CH,-Scherschwingung in drei
Banden beobachten, die im Verlaufe der Umwandlung in die B-Phase verschwindet. Diese
Faktorgruppenaufspaltung zeigt eine orthorhombische Orientierung (OL) der Alkylketten an,
bei der zwei Alkylketten in einer Subzelle angeordnet sind. Mit Hilfe der IR-Spektroskopie
konnten gleichbedeutende Aufspaltungen der CH,-Scherschwingung und der CH,-rocking
Mode beobachtet werden.

Neben den Anderungen im Bereich der Scherschwingung wurden beim Ubergang von der 8-
in die P-Phase eine sprunghafte = Verschiebung der symmetrischen CH,-
Streckschwingungsbande und ein Intensitdtsriickgang der antisymmetrischen CH,-
Streckschwingungsbande beobachtet. Die scharfen Banden der symmetrischen und
antisymmetrischen CC-Streckschwingung verlieren an Intensitdt zu Gunsten eines Anstiegs
der breiten Bande bei 1090 cm™. Des Weiteren indert sich die Bandenform der CH,-twisting-
Bande, welche in der B-Phase von einer ausgepragten Schulter tiberlagert wird. Die Bande der
CHs-rocking Schwingung bei 891 cm™ erfihrt eine deutliche Verbreiterung. Alle aufgefiihrten
Anderungen lassen auf eine Zunahme von gauche-Sequenzen in den Kohlenwasserstoffketten

von L-CER[AP] in Folge der d-B-Umwandlung schlief3en.
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Abb. 50 Ramanspektren und Bandenzuordnung von Ceramid L-AP + Wasser (25/75 m%).
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Zusitzlich dndern sich Position und Bandenform der Amid [-Bande (vC=0). Eine strukturelle
Beeinflussung der Kopfgruppe bedingt durch die Umwandlung von der 6- in die [3-
Modifikation ist aus diesen Anderungen bereits ableitbar. Da die Amid-Banden nur schwach
Raman-aktiv sind, sollten temperaturabhidngige IR-Messungen folgen, die umfangreichere

Aussagen tiiber die Kopfgruppen liefern konnen.
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Abb. 51 Temperaturabhéngigkeit der Bandenposition der symmetrischen CH,-Valenzschwingung (v CH,)

(links). Die Intensitét der v,CH, -Bande wurde auf die v;CH,—Bande normiert (rechts)

Die Raman-Spektren der aus der B-Phase durch Abkiihlen entstehenden o-Phase zeigen im
Vergleich zu den Spektren der B-Phase einen geringeren Anteil an gauche-Konformeren. In
beiden Phasen kann eine kontinuierliche Verschiebung der symmetrischen CHo-
Streckschwingungsbande zu hoheren Wellenzahlen beobachtet werden. Der Phaseniibergang
von der o~ in die PB-Phase wird durch die sprunghafte Intensititsinderung der
antisymmetrischen CH,-Streckschwingungsbande im Vergleich zur symmetrischen CH,-
Streckschwingungsbande erkennbar. Weitere sprunghafte Anderungen werden beim
Ubergang in die fliissigkristalline Phase beobachtet. Bei 98 °C liegen die Alkylketten von
L-CER[AP] vollstindig verkndult vor. Die scharfen CC-Streckschwingungsbanden sind in

diesem Zustand nicht mehr festzustellen.
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D-CER[AP]

Das wasserfreie D-CER[AP] kristallisiert in einer lamellaren Uberstruktur mit einem
Schichtabstand von 4,5 nm. Diese mit o bezeichnete Phase zeigt beim Autheizen eine
Phasenumwandlung in die Phase B, in Folge derer sich im Kleinwinkelbereich die
Schichtreflexe zu kleineren Beugungswinkeln verschieben. Zusitzlich kommt es zur
Ausbildung zweier Reflexe einer neuen Uberstruktur, die nicht mit dem breiten Halo im
WAXS korreliert werden konnen. Diese beiden Reflexe erfahren eine temperaturabhéngige
Verschiebung zu groBBeren Beugungswinkeln. Das Kettenschmelzen vollzieht sich iiber einen

breiten Temperaturbereich beginnend bei etwa 80 °C und ist bei 100 °C abgeschlossen.

Abb. 52 Rontgenkonturplot des
trockenen Ceramid D-AP
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Mit dem Einsetzen des Kettenschmelzens sind Reflexe einer fliissigkristallinen Lo Phase der
ersten und zweiten Ordnung zu finden. Diese Schichtreflexe zeigen dhnlich dem L-CER[AP]
eine temperaturabhéngige Verschiebung zu grofleren Streuwinkeln. Zusitzlich werden noch
weitere schwache Reflexe zwischen 0,6 und 1,2 nm™ beobachtet, die nicht indiziert werden
konnten. Beim Abkiihlen kommt es zu einer langsamen Rekristallisation einer lamellaren
Struktur mit hexagonaler Kettenpackung. Diese Phase ist beim Abkiihlen bis auf 20 °C stabil.
Die fliissigkristalline Phase bleibt bis 20 °C nachweisbar. Eine Umwandlung in eine Phase
mit orthorhombisch orientierten Ketten wurde unter den experimentellen Bedingungen nicht
beobachtet. Das Auftreten von mehreren Subzellen wie beim oben beschriebenen L-CER[AP]

kann aus den Messungen an L-CER[AP] nicht abgeleitet werden.
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Wird D-CER[AP] im Uberschuss Wasser zugesetzt, beobachtet man beim Aufheizen eine
lamellare Struktur, die mit der nicht hydratisierten Probe identisch ist. Die fest/fest-
Umwandlung konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Mit der Phasenumwandlung verschiebt
sich der lamellare Wiederholabstand sprunghaft von 4,5 auf 4,7 nm.

(110) Eis

Abb. 53 Rontgenkonturplot einer
(102) Eis Ceramid D-AP + Wasser Dispersion

(25/75 m%).
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Bei 90 °C schmelzen die Alkylketten. Im Kleinwinkelbereich werden oberhalb dieser
Temperatur drei dquidistante Reflexe gefunden, die den ersten drei Ordnungen einer
lamellaren Uberstruktur zugeordnet werden konnen. Die La-Phase zeigt einen lamellaren
Wiederholabstand von 4,0 nm. Beim Abkiihlen der Lo-Phase kristallisiert die lamellare Phase
mit einem lamellaren Abstand von 4,7 nm. Durch weiteres Abkiihlen des D-CER[AP] konnte
keine weitere Phasenumwandlung gefunden werden. Der lamellare Wiederholabstand zeigt
im Gegensatz zu L-CER[AP] nur eine sehr geringe temperaturabhingige Aufweitung von
4,70 nm (-20 °C) zu 4,72 nm (80 °C). Von der Eiskristallisation bleibt D-CER[AP] sowohl

hinsichtlich Kettenpackung als auch Uberstruktur unbeeinflusst.
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In den Raman-Spektren zeigen die konformationsempfindlichen Banden eine hohe Ordnung
der Alkylketten von D-CER[AP] an. Im Gegensatz zu L-CER[AP] beobachtet man weder vor

dem ersten Aufheizen noch nach dem Abkihlen aus der Lo-Phase eine

Faktorgruppenaufspaltung der CH,-Scherschwing. Somit packen die Alkylketten von D-

CER[AP] in keiner der gefundenen Phasen in orthorhombischen Subzellen.

0.1 - L, (98°C)

nach 1. Aufheizen

Raman Einheiten

CH,
rocking vor dem 1. Aufheizen

25°C

0.0 T T T T T
1000 1200 1400 1600 2800 2900 3000
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Abb. 56 Ramanspektren und Bandenzuordnung von Ceramid D-AP + Wasser (25/75 m%).
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Abb. 55 Temperaturabhdngigkeit der Bandenposition der symmetrischen CH,-Valenzschwingung (links).

Intensitét der v,CH,—Bande normiert auf die viCH,—Bande (rechts).

Im Bereich der Amid I-Bande, im CH,-Scher- und im CH,-Streckschwingungsbereich der
Raman-Spektren konnen vor beziehungsweise nach dem ersten Autheizen auffillige
Unterschiede beobachtet werden. Die antisymmetrische CH,-Streckschwingung zeigt nach

dem Abkiihlen eine deutlich geringere Intensitét als vor dem Autheizen.
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Vergleichende Betrachtung von L-CER[AP] und D-CER[AP]

Unter den in der Natur vorkommenden o-Hydroxyfettsdureceramiden existieren nur die
D-Komponenten (D-CER[AP]). Nach Karlsson et al. (1974) zeigt deren Hydroxylgruppe in
die vom Molekiil entfernte Richtung, wodurch intermolekulare Wechselwirkungen ermoglicht
werden. Im Molekiil der unnatiirlichen L-Komponente (L-CER[AP]) hingegen, soll die
o-Hydroxylgruppe sehr nahe zum Carbonyl-Sauerstoffatom der Amidbindung stehen und zu
dieser eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung ausbilden kénnen. Eine derartige
intramolekulare Kompensation der polaren Strukturen wiirde zu einer deutlichen Erniedrigung
der Polaritdt im Vergleich zur natiirlichen D-Form (Pascher 1976) fithren, woraus eine

unterschiedliche chromatographische Mobilitdt resultieren wiirde.

Abb. 57 Raumstrukturen von Ceramid CER[AP] (links L- CER[AP] und rechts D- CER[AP]).
Die Molekiile wurden so ausgerichtet, dass die Phytosphingosinseitenketten beider Molekiile in die
Papierebene zeigen. Die Molekiilteile, welche im Bildhintergrund liegen, wurden heller gezeichnet.
Im Unterschied zu L-AP, dessen Fettsdureseitenkette ebenfalls in die Papierebene zeigt (hell), richtet

sich die Fettsdureseitenkette des D-AP zum Betrachter (dunkel).

Eine einfache Computersimulation mit Chem3D und WebLabViewer konnte jedoch zeigen,
dass weder in D-CER[AP] noch in L-CER[AP] intramolekulare Wasserstoffbriicken von der
o-Hydroxylgruppe zum benachbarten Carbonylsauerstoff moglich sind. Das nicht identische
chromatographische Laufverhalten der beiden Diastereomeren wird daher zundchst mit der
unterschiedlichen Raumstruktur in Verbindung gebracht. In der gestreckteren D-Form werden
die Hydroxylgruppen in einem anderen Ausmal} sterisch abgeschirmt als in der spitzeren
L-Form. Diese konformativen Unterschiede wirken sich auch noch im Zustand mit
ungeordneten Ketten aus, der letztlich in einer Losung vorliegt, und bestimmen damit die
Verteilungsvorginge an der stationdren Phase in der Chromatographie. Die hohere
chromatographische Mobilitdt des L-CER[AP] ist in diesem Sinne begriindbar. Ein weiterer

in diesem Zusammenhang zu betrachtender Aspekt ist die mogliche Dimerenbildung von
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Ceramiden, die bereits als 1:1-Ceramid-Addukte fiir CER[NP] mit Hilfe der
Massenspektrometrie gefunden wurden (Trommer, 2002a). Da die CER[NP]-Addukte in der
Kapillarelektrophorese stabil sind (Trommer, 2002b), werden als Ursache fiir den
Zusammenhalt starke intermolemolekulare Wechselwirkung diskutiert. Weil eine
Adduktbildung iiber Wasserstoffbriickenbindungen in der mobilen Phase ebenfalls zu einer
Kompensation der polaren Strukturen fiihrt, wird das chromatographische Laufverhalten von
der Art und dem Ausmall dieser nichtkovalenten Bindungen zwischen den Molekiilen der
Addukte bestimmt.

Obwohl beide Substanzen identische Alkylketten besitzen, zeigen diese jedoch signifikante
Unterschiede im Packungsverhalten der kristallinen Phasen. Eine orthorhombisch senkrechte
Orientierung der Lipidketten mit zwei Ketten in einer Subzelle konnte nur in der d-Phase des
L-CER[AP] nachgewiesen werden.

Ganz offensichtliche Unterschiede zeigen auch die IR-Spektren, die neben dem
Packungsverhalten der Alkylketten auch Eigenschaften der Kopfgruppe widerspiegeln. Die
Aufspaltung der CH,-scissoring und der CH,-rocking Schwingungen in den IR-Spektren von
L-CER[AP] untermauern die Strukturinformationen der Ramanspektroskopischen Ergebnisse.
Besonders auffallend sind jedoch die verschiedenen Bandenpositionen der Amid I und II-
Banden der beiden Diastereomeren sowie der Bereich der OH- und NH-
Streckschwingungsbanden. Diese Differenzen in den IR-Spektren werden auf verschiedene
Moglichkeiten zur Ausbildung inter- und intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen

zuriickgefiihrt.
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Aus der niedrigen Position der Amid I-Bande Ildsst sich ableiten, dass das
Carbonylsauerstoffatom von L-CER[AP] weniger stark tiber Wasserstoffbriickenbindungen
beeinflusst wird als in D-CER[AP].

Auch die fliissigkristallinen Strukturen des trockenen D-CER[AP] unterscheiden sich von
denen des L-CER[AP]. Zwar zeigen beide Diastereomeren nach dem Kettenschmelzen
lamellare Uberstrukturen, jedoch unterscheiden sich die Schichtabstinde der Lo-Phasen,
obwohl beide Substanzen identische Kettenldngen besitzen. Wahrend L-CER[AP] in der Lo~
Phase einen Lamellenabstand von 3,6 nm aufweist, ist der lamellare Wiederholabstand von
D-CER[AP] mit 3,9 nm deutlich groer. Auch in den kristallinen Phasen weist L-CER[AP]
den geringeren Schichtabstand auf. Dieser Unterschied ldsst sich durch die Lage der beiden
Alkylketten im dreidimensionalen Raum begriinden. Lésst man intermolekulare
Wechselwirkungen aufBlen vor und betrachtet nur die singuldren Molekiile, so schlieen die
Ketten beider Substanzen einen Winkel ein, der im L-CER[AP] deutlich spitzer ist, als im D-
CERJAP]. Der Schichtabstand von 4,7 nm bei D-CER[AP] ldsst sich nur durch eine nahezu
gestreckten Konformation erkldren, die anndherungsweise senkrecht zur Lamellenebene
ausgerichtet ist.

Die Lamellenabstinde beider Diastereomeren bleiben von der Kristallisation des Wassers
unbeeinflusst. Daraus kann man schlussfolgern, dass sich Wasser nicht zwischen die polaren
Ceramid-Kopfgruppen einlagern kann.

Vergleicht man die strukturellen Eigenschaften der beiden CER[AP]-Ceramide mit CER[AS]
und CER[NP], nehmen die CER[AP]-Ceramide eine Zwischenstellung ein. Die kristallinen
Phasen des L-CER[AP] &dhneln sowohl hinsichtlich des Packungsverhaltens als auch der
Uberstruktur sehr denen des CER[NP]. Auch lisst sich Wasser nicht in die Struktur der
CER[AP]-Ceramide integrieren, solange diese geordnete Alkylketten aufweisen.

Schmelzen jedoch die Ketten von CER[AP] zeigen CER[AP]-Ceramide im Gegensatz zu
CER[NP] eine fliissigkristalline Uberstruktur. Diese ist jedoch nicht wie bei CER[AS]

hexagonal sondern lamellar (Lo).
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Ceramid-Olséure Mischsysteme

Olsiure (OA) ist ein Hauptbestandteil der Fettsiurefraktion der SC-Lipide. In Mischungen
mit natiirlichen SC-Lipiden werden die Phasenumwandlungstemperaturen der Lipide durch
OA deutlich herabgesetzt. Im Stratum corneum soll OA ebenso fluidisierend auf
hochgeordnete Lipide wirken, womit ihre penetrationsfordernde Eigenschaft begriindet
werden kann (Ongpipattanakul et al. 1991).

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen wurde Olsiure mit CER[NP] in
verschiedenen molaren Verhéltnissen (11; 26; 44; 47 und 53 mol% CER[NP]) dispergiert. In
der Probe mit 53 mol% CER[NP] war der Olsdureanteil mit dem Natriumsalz zu 30 %

verseift. Zur Préparation der Systeme kamen drei verschiedene Methoden zur Anwendung:

1. Mechanische Dispersion durch mehrmaliges Zentrifugieren
2. Préazipitation aus einem Losungsmittelgemisch (Chloroform/Methanol 2:1) mit

nachfolgender Trocknung unter Vakuum

3. Wiederholtes kurzzeitiges Erhitzen in den isotropen Zustand und Abkiihlen im Eisbad
X (CER|NP)) X (0A) X (Na/OA) Methode
A 0,11 0,89 0 3
B 0,26 0,74 0 3
C 0,44 0,56 0 2&3
D 0,47 0,53 0 1
E 0,54 0,46 0,3 2

Tabelle 1 Probenplan zur Préparation verschiedener Cer[NP]/OA-Mischungen.

Die Lipidkonzentration wurde als Molenbruch (X) angegeben

Die chemische Stabilitdit der Lipide wurde mittels Diinnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie tiberpriift und war bei allen Praparationsmethoden gewéhrleistet.

Im untersuchten Konzentrationsbereich liegt das System CER[NP]/OA entmischt vor.
Unabhédngig vom  Mischungsverhdltnis und  Préparationsverfahren  zeigen die
Rontgenpulveraufnahmen bei Raumtemperatur das Beugungsmuster von CER[NP] in der
B-Phase mit einem lamellaren Wiederholabstand von 3,9 nm, welches von einem Halo der
fliissigen Olsdure iiberlagert wird. Bei Abkiihlung des Systems kristallisiert bei 8 °C die
Olsiure in der o-Modifikation (d = 4,2 nm) und ist im Roéntgendiffraktogramm anhand ihres

Beugungsmusters zu erkennen.
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Bei weiterem Abkiihlen wandelt sich die OA in die 7y-Modifikation um. Die v/o-
Phasenumwandlung, die bei allen Mischungen beobachtet wurde, erlaubt eine spezifische
Zuordnung der Reflexe der beiden Lipidkomponenten in den Rontgenaufnahmen. Auch die
CER[NP]-Struktur kann anhand ihrer o/B-Umwandlung eindeutig identifiziert werden.
Hinsichtlich der Phasenumwandlungstemperatur der o/f-Umwandlung differieren die drei
Praparationsmethoden. Bei den Lipidmischungen, die nach Methode 1 und 2 prépariert
wurden, vollzieht sich die Umwandlung des CER[NP] bei 30 °C und nach Methode 3 bei
10 °C. Da derartige Differenzen in den Umwandlungstemperaturen schon beim reinen
CER[NP] auftraten, wurde die Temperatur der fest/fest-Umwandlung von CER[NP] nicht als
Parameter zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen CER[NP] und OA
herangezogen. Zur Identifizierung der Rontgenreflexe der verschieden CER[NP]-Phasen und

Abgrenzung von den Reflexen der Olsiure ist die Beobachtung der Umwandlung von groem

Nutzen.
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Abb. 59 Rontgenkonturplot einer dquimolaren OA / CER[NP] — Mischung (D). Die schwarzen Pfeile (rechts)
kennzeichnen die Schichtreflexe von CER[NP]. Die blauen Pfeile signalisieren die charakteristischen
Anderungen im Streuprofils der OA bei ihrer Umwandlung von der y- in o-Modifikation. Die
Umwandlung von CER[NP] von der o~ in die B-Phase wurde mit roten Pfeilen hervorgehoben. Zum
besseren Verstdndnis der Abbildung wurde iiber dem Konturplot ein Zustandsdiagramm mit der

Phasenabfolge der Lipide eingefiigt. Die fluide Phase wurde hierin mit ,.f7.“ Abgekiirzt.
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Bis zur Hauptumwandlung des CER[NP], dessen Umwandlungstemperatur durch einen
dquimolaren Olsiureanteil um nahezu 30 Kelvin herabgesetzt wird, befinden sich die Lipide
in separierten Phasen. Nach Erreichen des Kettenschmelzens von CER[NP] ist keine
geordnete Uberstruktur mehr nachweisbar. Die Probensubstanz ist optisch isotrop.

Liegt ein Teil der OA (30 mol%) verseift vor, lassen sich Reflexe des 1:1 Fettsdure-Seife
Komplexes nachweisen, der durch die iiberschiissige OA und CER[NP] schon bei etwa 25 °C
in fliissige OA und darin gelostes Natriumoleat zerféllt. In dieser Fliissigkeit liegt CER[NP]
als dispergierte kristalline Phase vor und zeigt bei 70 °C die fest/fest-Umwandlung von der o-
in die B-Modifikation. Im Bereich von 100-110 °C schmelzen die Ketten von CER[NP]. Bei
Temperaturen oberhalb 110 °C wird im WAXS nur noch eine diffuse Streuung (halo)
detektiert, welche den ungeordneten Zustand der Ketten charakterisiert. Die Probe ist in
diesem Zustand optisch isotrop.

Mit Hilfe der Raman-Spektroskopie konnen die entmischten Phasen iiber ihre indirekt
Phasenumwandlungen nachgewiesen werden. Diese geben sich anhand spezifischer

stufenformigen Anderungen von Bandenparametern der Schwingungsspektren zu erkennen.
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Beim Autheizen der Probe beginnend bei —20 °C beobachtet man die erste Stufe bei —5 °C.
Durch die Zunahme von gauche-Konformeren im CHj-seitigen Kettenabschnitt wird bei der
Umwandlung der Olsiure von der y- in die o-Phase die Position der symmetrischen CH,-
Valenzschwing (vsCH;) zu hoheren Wellenzahlen verschoben und die Intensitdt der
antisymmetrischen CH,-Valenzschwing (vCH,) verringert (Tandon et al. 2000). Eine
weitere Stufe erfolgt beim Schmelzen der Olsdure. Die stufenférmigen Verschiebungen in

Folge der Umwandlung des CER[NP] von der a- in die B-Modifikation sind nur schwer
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festzustellen. Unterschieden konnen die Phasen o und [ durch den unterschiedlichen
temperaturabhidngigen Anstieg der viCH,-Bande, der in der o-Phase nahezu null ist, wihrend
sich die v{CH,-Bande in der B-Phase bei Temperaturerh6hung zu héheren Wellenzahlen

verschiebt.

Um die separierten Phasen sichtbar zu machen, wurde die Rasterkraftmikroskopie (AFM)
eingesetzt. In der Literatur existieren nur Untersuchungen von Monoschichten aus
Hautlipiden, die durch Spreitung von Lipidlésungen an Wasseroberflichen mittels Langmuir-
Blodgett-Technik erhalten wurden (Ekelund et al. 2000; Engstrom et al. 2000; Sparr et al.
1999 & 2001).

Um eine Abbildung aus einer Volumenphase zu erhalten, wurde eine Mischung von CER[NP]
und OA im molaren Verhiltnis (1:1) nach Methode 3 pripariert und bei Raumtemperatur
zwischen zwei Glimmerplatten gebrochen. Zuniichst wurden Ubersichts-Scans iiber eine
Probenfliche von 1 pm? durchgefiihrt. Darauf folgten zielgerichtete Zoom-Scans in
ausgewdhlte Bereiche der Probe. Die CER[NP]-Phasen lassen sich gut iiber ihre hoch
geordnete lamellare Struktur von der bei 20 °C fliissigen Olsdure unterscheiden, die keine
charakteristische Morphologie zeigt (Raudenkolb et al. 2001). In der nach Methode 3
préparierten Probe zeigen die entmischten Phasen eine laterale Ausdehnung von 100 bis 500

nm.
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Abb. 61 AFM-3D-Abbildung einer CER[NP]/OA-
Mischung (D). Aufgenommen bei 20 °C im none-
contact Modus. Die Abbildung wurde iiber eine ,,3™

order plane leveling® Prozedur bearbeitet.
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Abb. 62 Hochaufgeloste AFM-Aufnahme (zoom
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Es war ebenfalls moglich, aus der Volumenphase Lipidschichten abzuscheiden (S. Anhang S.
135). Uber Locher bezichungsweise Fehlstellen dieser abgeschiedenen Schichten konnte eine
Schichtdicke von 2,3 - 2,7 nm bestimmt werden. Aufgrund dieser Gréenordnung ist deshalb

von Ceramid-Monoschichten auszugehen (Hauser 2001).

Wird die isotrope Schmelze der CER[NP]/OA-Mischung (D) langsam abgekiihlt, bildet sich
eine neue Phase (X) deren lamellare Uberstruktur einen Wiederholabstand von 4,6 nm
aufweist. Die dquidistanten Schichtreflexe im SAXS sind bis zur 5. Ordnung nachweisbar. Im
Gegensatz zum Verhalten von CER[NP] vergroBert sich der Lamellenabstand dieser Struktur
beim Abkiihlen kontinuierlich. Das Auftreten dieser neuen, lamellaren Uberstruktur
korrespondiert mit ebenfalls neuen Reflexen im Weitwinkelbereich (Raudenkolb et al. 2000).

Der Reflex mit der hochsten Intensitdt 14sst sich einer hexagonalen Kettenpackung zuordnen.

Ein mit der gleichen Temperaturabhingigkeit verlaufender V3 Reflex im UltraWAXS

Bereich bestitigt diese Annahme.
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Abb. 63 Rontgenkonturplot der CER[NP]/OA-Mischung (D). Das linke Viertel (bis zum blauen Pfeil)
entspricht Abb. 59. Die schwarzen Pfeile (rechts) kennzeichnen die Schichtreflexe des
Lamellenabstandes von 4,6 nm der Phase (X). Die aufgelosten OA-Schichtreflexe sind mit kurzen
roten Pfeilen hervorgehoben. Im Zustandsdiagramm iiber dem Konturplot wurde die fluide

Lipidphase mit ,.f1.“ abgekdirzt.
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Neben den Reflexen der hexagonalen Kettenpackung treten noch weitere Reflexe auf, die der
Struktur der Phase (X) zugeordnet werden kénnen. Es kann davon ausgegangen werden, dass
neben der hexagonalen Kettenpackung noch weitere Anordnungen vorherrschen. Die anderen

zur neuen Struktur gehdrigen Reflexe konnten nicht indiziert werden.
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Reflexe kristalliner Phasen von CER[NP] sind nach dem Abkiihlen aus der Schmelze nicht
mehr nachweisbar, wenn die molare Konzentration der Olsdure 50 % und mehr betrigt.
Stattdessen kristallisiert bei weiterem Abkiihlen die Olsdure aus. Die iiber ihre Kristallreflexe
bei Temperaturen unter 10 °C zu erkennen ist. Die separierten Olsiure-Dominen zeigen die
reversible fest/fest-Umwandlung der reinen Olséure.

Beim Abkiihlen der teilweise verseiften OA-CER[NP]-Mischung aus der fluiden Phase bildet
sich bei 100 °C ebenfalls die lamellare Phase (x) mit einem Wiederholabstand von 4,6 nm.
Bei weiterem Abkiihlen kristallisiert bei etwa 80 °C CER[NP] in der B-Modifikation. Die
Intensititen der Reflexe CER[NP] sind jedoch deutlich geringer als vor dem Aufschmelzen.
Wird der Abkiihlvorgang fortgesetzt, ldsst sich die Umwandlung von CER[NP] in die
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o-Modifikation beobachten. Auch die Reflexe des Fettsdure/Seife-Komplexes sind
nachweisbar.

Bei erneutem Erhitzen der Probe zerfillt zunichst der Fettsiure/Seife-Komplex in Olsdure
und Natriumoleat. Die separierten CER[NP]-Doménen zeigen die fest/fest-Umwandlung von
der o~ in die B-Modifikation. CER[NP] ist bei 80 °C vollstindig aufgeschmolzen. Hingegen
behilt die Phase (X) ihre hoch geordnete Struktur aufrecht und geht erst bei Temperaturen
iber 100 °C in den fluiden Zustand tiber. Im Vergleich zum ersten Aufheizen ist der
Temperaturbereich des Schmelzens der [B-Phase um mehr als 30 °C herabgesetzt. Des
Weiteren ist beachtenswert, dass beim Abkiihlen unter 10 °C keine Reflexe von Olsiure-
Dominen erkennbar sind. Demzufolge ist das Auftreten der Phase (X) mit einer Verringerung
der Olsdure- sowie der CER[NP]-Konzentration verbunden.

Die im  Rontgenexperiment auf 136 °C  erhitzte @ Probe  wurde  einer
diinnschichtchromatographischen Analyse unterworfen. Neben den Banden von Olséure und
CER[NP] kann eine zusitzliche Bande nachgewiesen werden, welche in der thermisch
unbehandelten Mischung nicht festzustellen ist. Die Intensitdt der CER[NP]-Bande ist in der
thermisch behandelten Probe deutlich vermindert.

Die nach dem Abkiihlen der geschmolzenen Lipidmischung erhaltene Phase (X) mit dem
lamellaren Wiederholabstand von 4,6 nm kann damit auf chemische Wechselwirkungen der
Komponenten zuriickgefilhrt werden. Die neu auftretende Bande gibt keine
Ninhydrinreaktion, entfirbt Brom etwas schwicher als Olsdure und kann mit
Bromthymolblau angefdrbt werden. Die Substanz hat demzufolge keine freie primaére
Aminogruppe und enthdlt mindestens eine C=C Doppelbindung. Die hohere Mobilitéit auf der
DC-Platte im schwach sauren Laufmittel l4sst auf eine weniger polare Verbindung als Olsdure
und CER[NP] schlieBen. Die Aciditit der Substanz ist deutlich geringer als die der Olsdure

und entspricht in etwa der der Ceramide.

Abb. 66 DC-Trennung der CER[NP]/OA-Mischung (D).
Vor dem Erhitzen (A). Nach dem Erhitzen auf 136°C im
Rontgenexperiment (X). Referenz CER[NP] (C3). Referenz CER[AS]
(C4). Referenz OA (OA). Detektion: Brom-Losung, Bromthymolblau.
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Um eine hohere Ausgangsmenge der Substanz zu erhalten, wurde CER[NP] mit einem
molaren Uberschuss an Olsdure (1:2) gemischt, mit Argon iiberschichtet und im Olbad auf
110 °C und damit {iber den Kettenschmelzpunkt von CER[NP] erhitzt. Bei dieser Temperatur
war die Probe fliissig und optisch isotrop. Es konnte eine Gasentwicklung festgestellt werden.
Das farblose, kontinuierlich entweichende Gas konnte mittels Kupfer(Il)-sulfat als
Wasserdampf identifiziert werden. Nach zwei Stunden bei 110 °C wurde die Probe auf
Raumtemperatur abgekiihlt und diinnschichtchromatographisch analysiert. Neben den Banden
der Ausgangssubstanzen konnte auch die nach dem Rontgenexperiment beobachtete Bande
identifiziert werden. Fiir die Ausbildung der neuen Verbindung ist folglich eine
Probentemperatur oberhalb des Kettenschmelzens von CER[NP] und die Anwesenheit von
Olsdure erforderlich, da CER[NP] als Reinsubstanz auch in der fluiden Phase bei
Temperaturen von 150 °C chemisch stabil ist. Durch einen Zusatz des Fettsdure-Seife-
Komplexes konnte der Ablauf der Reaktion signifikant geghemmt werden.

Die Substanz wurde sdulenchromatographisch isoliert und verschiedenen Analysenmethoden
zugefiihrt. Mittels Massenspektrometrie konnte ein Masse-Ladungsverhéltnis m/z = 848,8
bestimmt werden, die der Masse eines Monoacylesters von CER[NP] zugeordnet werden
kann (S. Anhang S. 130). Zusétzlich wurden noch Peaks mit m/z = 283,3 und 564,6
identifiziert, die bislang nur in MS/MS-Experimenten an CER[NP] gefunden wurden. Beim
Defragmentieren des 848,8 Signals resultieren Peaks mit m/z = 283,3; 316,4 und 564,6. Eine
weitere Defragmentierung des 564,6 Signals flihrte zu den Masse-Ladungsverhéltnissen
308,3; 281,3 und 265.4.

Da die primére alkoholische Hydroxylgruppe die reaktivste im CER[NP] Molekiil ist, kann
angenommen werden, dass diese und nicht die sekunddren alkoholischen Gruppen von der
Fettsdure acyliert werden. Signale mit Masse-Ladungsverhidltnissen, die zweifach oder
dreifach acylierten CER[NP]-Molekiilen entsprechen, konnten nicht detektiert werden. Dies
kann auf eine sterisch bedingte Minderung der Reaktivitit nach Acylierung der primiren
alkoholischen Gruppe zuriickgefiihrt werden (Dobner 2002).

Uber eine Reaktion nach Malaprade kann die Substanz zwischen den vicinalen
Hydroxylgruppen unter Beibehaltung der Esterbindung gespalten werden. Ein
Referenzversuch mit reinem CER[NP] wurde bereits durchgefiihrt (S. Anhang S. 132). Die
entstehenden Ketoverbindungen wurden mit Natriumborhydrid zum Alkohol reduziert, um
bei der Massenspektrometrie das Ionisationsvermdgen im Elektrospray zu erhohen. Durch
Identifizierung des m/z-Signals 356,3 im Negativionen-Modus ist bewiesen worden, dass die

Spaltung von CER[NP] zwischen den vicinalen Hydroxylgruppen moglich ist. Ein analoger
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Versuch mit der neu isolierten Substanz steht noch aus. Wird hierbei im Negativmodus ein
Masse/Ladungsverhidltnis von 620,0 detektiert, kann die Struktur des mit der primiren
alkoholischen Gruppe veresterten CER[NP] als verifiziert gelten.

Der chromatographisch isolierte Monoacylester wurde vom Losungsmittel befreit, in
deuteriertem Chloroform (CDCl;) aufgenommen und mit NMR untersucht (S. Anhang S.
134). Die C"*-NMR-Spektren zeigen bei 130 ppm zwei Signale, die das Vorhandensein der
CC-Doppelbindung in der Verbindung bestitigen. Die Signale bei 177,6 und 174,1 ppm
werden zwei unterschiedlichen Carbonylfunktionen zugeordnet. 174,1 gibt die Amidstruktur
wieder. Der Peak bei 177,6 entspricht eher einer freien Fettsdure als einem Ester. Eine
hydrolytische Spaltung der Esterbindung bei Probenlagerung muss daher besonders bei
Anwesenheit von Fettsduren in Betracht gezogen werden. Die Ergebnisse der FT-IR-
Untersuchungen untermauern die NMR-Ergebnisse. Hier konnten ebenfalls zwei
Carbonylschwingungen (C=0 stretching) nachgewiesen werden, die einer Amidbindung und
einer Carbonylgruppe einer freien Fettsdure zugeordnet werden kénnen (S. Anhang S. 129).
Obwohl die Temperatur fiir die Bildung dieser neuen Substanz in vitro jenseits des
physiologischen Bereichs der Haut liegt, erscheint die Substanz diskussionswiirdig.

Eine analoge Verbindung eines an der primidren Hydroxylgruppe veresterten Ceramides vom
Sphingosin-Typ wurde kiirzlich als eine Fraktion der humanen Stratum corneum Ceramide
vorgestellt (Chopart et al. 2002). Es ist demnach auch unter physiologischen Bedingungen
moglich die primére alkoholische Gruppe der Ceramide, mit Fettsduren zu verestern. Da sich
nach bisherigen Kenntnisstand die Ceramidstrukturen nach einem Baukastensystem
zusammensetzen, kann das Vorhandensein der in vitro durch Erhitzen erzeugten Substanz im
Stratum corneum durchaus als wahrscheinlich angesehen werden.

Zur Aufklarung des Phasenverhalten von Lipiden ist die Durchfithrung temperaturabhingige
Messungen eine gingige Herangehensweise. Analytische Untersuchungen zu chemischen
Wechselwirkungen sind allerdings in diesem Zusammenhang nur in wenigen Arbeiten zu
finden. Aus diesem Grund sollten einige Arbeiten der Vergangenheit iiber das
Phasenverhalten von Ceramiden in Mischsystemen kritisch beurteilt werden.

In diesem Zusammenhang sind auch Untersuchungen an humanem Stratum corneum und
extrahierten SC-Lipiden zu betrachten, in denen festgestellt wurde, dass sich die
Lipidstrukturen nach dem Abkiihlen aus der fluiden Phase vom Ausgangszustand

unterscheiden (Bouwstra et al. 1991 & 1992).
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Ceramid- Cholesterol Mischsysteme

Rontgenpulveraufnahmen des unbehandelten Cholesterols konnten zeigen, dass es sich bei der
eingesetzten Substanz um das Monohydrat (Chol' H,O) handelt. Die Reflexlage stimmen mit
denen aus der Literatur bekannten Positionen iiberein (Loomis et al. 1979). Erwartungsgeméf
zeigt CholH,O beim Erhitzen die Umwandlung zur wasserfreien Form (Chol). Im
Wasseriiberschuss fiihrte die Abkiihlung erst nach mehreren Stunden zur vollstdndigen

Ausbildung des Chol'H,O. Diese zeitabhingige Hydratisierung wurde bereits in der Literatur

beschrieben.
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Abb. 67 Rontgenkonturplot einer Cholesterol-Wasser-Dispersion (50/50m%). Nach dem ersten Autheizen
(links) wurde die Probe 12 Stunden bei 20 °C temperiert, bevor der 2. Heizlauf gestartet wurde
(rechts).

Cholesterol (Chol'H,O) wurde jeweils mit CER[NP] und mit CER[AS] in &quimolaren
Verhiltnissen in  Chloroform/Methanol ~ (2:1)  gelost und  nachfolgend im
Vakuumrotationsverdampfer =~ vom  Losungsmittel  befreit. Die  homogenisierten
Lipidmischungen wurden mit destilliertem Wasser hydratisiert, in Markréhrchen

eingeschmolzen und mehrere Tage bei Raumtemperatur gelagert.
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Cholesterol + CER[NP] (50/50 mol%)

Untersuchungen zum Mischungsverhalten von Cholesterol und CER[NP] ohne Wasserzusatz
wurden erst kiirzlich publiziert (Ohta et al. 2002). Die mit méiBiger Auflosung erhaltenen
Rontgendaten zeigen Nichtmischbarkeit der Lipide. Uberraschenderweise wurde in dieser
Arbeit auf den Polymorphismus von CER[NP] und Cholesterol nicht eingegangen.

Im Rontgenpulverdiffraktogramm des hydratisierten Systems iiberlagern sich die Reflexe
beider Komponenten. Cholesterol liegt in der Mischung als Monohydrat vor und CER[NP] in
der B-Phase. Die Reflexlagen und Intensitdten stimmen mit denen der Einzelsubstanzen
iiberein. Beim Erhitzen verschwinden die Reflexe des Chol'H,O bei 80 °C, die Reflexe des
CER[NP] =zeigen die fiir die Reinsubstanz beschriebenen temperaturabhingigen

Verschiebungen im Klein- und Weitwinkelbereich.

Chol*H,0 CERINP] Chol*H,0
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Abb. 68 Rontgenkonturplot einer &dquimolaren Cholesterol/CER[NP]-Mischung im Wasseriiberschuss
(25/75 m%). Die kurzen schwarzen Pfeile (rechts) kennzeichnen die starksten Kristallreflexe von
Chol'H,0. Die Kristallreflexe von CER[NP] sind mit langen roten Pfeilen und die ersten drei

Ordnungen der La-Phase mit griinen Pfeilen (innerhalb des Plots) hervorgehoben.

Die Reflexe des CER[NP] werden bis 98 °C beobachtet, allerdings sinkt ihre Intensitét
kontinuierlich beginnend mit dem Aufschmelzen des Cholesterols. Der kontinuierliche

Intensitétsriickgang der CER[NP]-Reflexe signalisiert eutektisches Schmelzen und kann mit
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einem Aufschmelzen der Uberschusskomponente nach Schmelzen der Cholesterol-reichen
eutektischen Zusammensetzung CER[NP] gedeutet werden. Demnach kann die Lage des
Eutektikums auf der Cholesterol-reichen Seite des Phasendiagramms angenommen werden.
Im Unterschied zu den wasserfreien Cholesterol/CER[NP]-Mischungen bei denen die
eutektische Zusammensetzung bei 108 °C schmilzt (Ohta et al. 2002), wird das erste
Aufschmelzen der eutektischen Zusammensetzung schon bei 70 °C beobachtet. Bei 98 °C
betrigt der kristalline CER[NP]-Anteil weniger als 10 %. Der vollstindig fluide Bereich kann
bedingt durch den Siedepunkt des Wassers experimentell nicht erreicht werden. Im
Weitwinkelbereich nimmt das Halo in dem Mal3e zu, wie die Intensitidten der Kristallreflexe
sich vermindern. Mit der Intensitdt des Halo’s im WAXS korrespondieren drei dquidistante
SAXS-Reflexe, die eine eindimensionale lamellare Uberstruktur widerspiegeln. Es entsteht
demzufolge eine fliissigkristalline Phase mit lamellarer Uberstruktur (L), die fluides
CER[NP] und Cholesterol enthilt. Diese Lo-Phase liegt phasensepariert vom kristallinen
CER[NP] vor. Die temperaturabhédngige Intensititszunahme der Reflexe der La-Phase kann
mit einem Einbau von aufschmelzenden CER[NP]-Molekiilen in Verbindung gebracht
werden.

Alle Anderungen sind beim Abkiihlen reversibel. Reflexe des dehydratisierten Cholesterols
koénnen weder beim Aufheizen noch beim Abkiihlen identifiziert werden. CholH,O bildet
sich ohne zeitliche Hysterese jedoch mit schérferen, ausgepriagteren Reflexen aus der fluiden
Phase zurtick.

Aus diesem Experiment geht hervor, dass Cholesterol in wissriger Umgebung die rigide
Struktur von CER[NP] fluidisieren kann. Die neu gebildete Lo-Phase, die sich aus
Cholesterol und geschmolzenem CER[NP] zusammensetzt, existiert schon etwa 60 Kelvin

unterhalb der Hauptumwandlung des reinen CER[NP].
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Cholesterol + CER[AS] (50/50 mol%)

Bei Raumtemperatur beobachtet man die Reflexlagen von CER[AS] und
Cholesterolmonohydrat. Beim Abkiihlen sind die Eispeaks des Wassers zu erkennen. Wird die
Mischung erhitzt, so verschwinden die Kristallreflexe des CholH,O. Es entsteht allerdings
nicht das dehydratisierte Cholesterol, welches iiber dessen Kristallreflexe zweifelsfrei zu
identifizieren wére. Stattdessen kann man im Weitwinkelbereich die Ausbildung eines Halo’s

feststellen. Die Kristallreflexe des Chol' H,O im Kleinwinkelbereich verschwinden ebenfalls.

Chol*H,0 Ly H L, CholH,0
+ CER[AS] + CER[AS]
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Abb. 69 Rontgenkonturplot einer dquimolaren Cholesterol / CER[AS] — Mischung im Wasseriiberschuss
(25/75 m%). Die Intensititen wurden logarithmisch aufgetragen. Die schwarzen Pfeile (rechts)
kennzeichnen die stirksten Kristallreflexe von CholH,O. Die Reflexe von CER[AS] sind mit
roten Pfeilen hervorgehoben. Die ersten drei Ordnungen der fliissigkristallinen Phasen: Lot (griin),

H;; (blau).

Die Verschiebung der Schichtreflexe des CER[AS] zu kleineren Winkeln signalisiert eine
Aufweitung des lamellaren Schichtabstandes. Wird die Probe noch weiter erhitzt, schmelzen
die Alkylketten des CER[AS]. Ab diesem Punkt verkleinert sich der Lamellenabstand bei

weiterem Aufheizen. Ab etwa 80°C werden Reflexe einer hexagonalen Uberstruktur
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beobachtet, diese verschieben sich mit steigender Probentemperatur kontinuierlich zu
grofleren Winkeln. Der Rohrendurchmesser nimmt demzufolge mit steigender Temperatur ab.
Die Streuintensitit der Reflexe der hexagonalen Uberstruktur nimmt mit steigender
Temperatur zu, wihrend die Intensititen der Reflexe der lamellaren Uberstruktur kleiner
werden und bei 98 °C nicht mehr zu erkennen sind. Verglichen mit dem Heizlauf treten beim
Abkiihlprozess keine neuen Phasen auf. Die temperaturabhingigen Verschiebungen der
Rontgenreflexe verlaufen nahezu konform. Bedingt durch eine temperaturabhéngige
Hysterese bei der Kristallisation des Chol'H,O, ist die Existenz des geordneten CER[AS]
neben dem fliissigen Cholesterols iiber einen breiteren Temperaturbereich als beim Aufheizen
der Probe zu beobachten. Beachtenswert ist, dass nach dem Schmelzen des Chol'H,O der
lamellare Abstand der Ceramid-Phase wéchst. Nach Beendigung des Kettenschmelzens von
CER[AS] verkleinert sich der Lamellenabstand der entstandenen La-Phase kontinuierlich mit

steigender Temperatur.
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Abb. 70 Lamellarer Wiederholabstand in der hydratisierten dquimolaren CER[AS] / Cholesterol-Mischung.
Die Abstandsbestimmung erfolgte iiber die Reflexlage des Schichtreflexes der 4. Ordnung.
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Das Phasenverhalten der dquimolaren Ceramid-Cholesterol-Mischung unterscheidet sich von

dem der hydratisierten Reinsubstanzen im Folgenden:

e Das Kettenschmelzen von CER[NP] und CER[AS] erfolgt bei deutlich niedrigeren
Temperaturen.

e Es tritt eine lamellare, fliissigkristalline Phase (Lo auf, in der sowohl Cholesterol
als auch CER[NP] beziechungsweise CER[AS] enthalten ist.

e In der Mischung aus CER[AS] und Cholesterol geht aus der La-Phase bei
weiterem Erhitzen eine Hy-Phase hervor.

e Die Rontgenreflexe des dehydratisierten Cholesterols waren in den Mischungen
mit CER[NP] und CER[AS] nicht zu beobachten.

e Chol'H,O bildet sich aus der fluiden Phase ohne zeitliche Hysterese zuriick.

e Die Ausbildung der Gelphase mit hexagonaler Kettenpackung des CER[AS] wird

durch Cholesterol unterdrickt.

Da die Absenkung der Temperatur des Kettenschmelzens von CER[AS] durch einen Zusatz
von Cholesterol bereits von Wegener (1997) mittels FT-Raman-Spektroskopie festgestellt
wurde, konnte auf eine nochmalige Durchfiihrung der spektroskopischen kalorimetrischen
Untersuchungen verzichtet werden.

Ahnliche Untersuchungen an Mischungen von N-Stearoylsphingosin (CER[NS]) und
Cholesterol flihrten Chen et. al. (2001) durch. Hierbei kam die FT-IR Spektroskopie zum
Einsatz. Eine Absenkung der Umwandlungstemperatur durch Zugabe von Cholesterol wurde
auch fiir das in dieser Studie eingesetzte Ceramid festgestellt. Aussagen zu Phasenabfolge und
Struktur der Lipide im fliissigkristallinen Zustand konnten iiber die spektroskopischen

Untersuchungen jedoch nicht erhalten werden.
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Untersuchungen zum Phasenverhalten hydratisierter Glycolipide

Im Zusammenhang dieser Arbeit wurde eine Reihe von Glycolipiden untersucht, die sich zum
einen in ihrer Zuckergruppe und ihrem Aglycon unterscheiden (Schmidt et al. 2002). Da von
den Thiaglycosiden nur wenige Milligramm zur Verfiigung standen, beschriankten sich die
durchgefiihrten Untersuchungen auf das Phasenverhalten der vollstindig hydratisierten
Lipide. Die Hydratisierung wurde durch Versetzen der Lipide mit einem Uberschuss PBS

(phosphate buffered saline) und Erhitzen {iber den Kettenschmelzpunkt erreicht.
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Abb. 71 Rontgenkonturplot des hydratisierten Gal 20-0 (75 m% PBS). Die langen Pfeile indizieren die

Kettenreflexe der orthorhombischen Kettenpackung in der Gelphase.

Die untersuchten voll hydratisierten Systeme der verschiedenen Glycolipide bilden lamellare
Uberstrukturen und zeigen ein generelles Phasenverhalten mit einer Gel/Gel-Umwandlung
und einer Umwandlung von einer Gel in die fliissigkristalline Lo-Phase. Exemplarisch sollen
daher nur die Untersuchungen an Gal 20-0, dem einkettigen Galaktopyranosid mit einer
Alkylkette von 20 Kohlenstoffatomen, wiedergegeben werden. Die Rontgenaufnahmen der

anderen 5 untersuchten Glycolipide sind im Anhang (S. Anhang S. 136ff) abgebildet.
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Die Alkylketten in den Gelphasen LB’ sind geneigt und verzahnt. Bei Temperaturen unter
0 °C zeigen die untersuchten Glycolipide eine lateral orthorhombische Orientierung (OL) der
Alkylketten. Beim Erhitzen erfolgt eine Umwandlung in eine Gelphase mit hexagonaler
Anordnung der Alkylketten (H). Die Eiskristallisation in der Gelphase fiihrt zu einer
deutlichen Verringerung des Lammellenabstandes wihrend die Kettenpackung unbeeinflusst
bleibt. Innerhalb der Gelphasen bleibt der lamellare Wiederholabstand nahezu unbeeinflusst.
Auch die Anderung der Kettenpackung fiihrt nicht zu sprunghaften Anderungen im SAXS-

Bereich.
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Abb. 72 Lamellarer Wiederholabstand beim Abkiihlen des Gal 20-0 in Wasseriiberschuss (75 m% Wasser).

Die Rontgenbeugungsmessungen zeigen im Weitwinkelbereich zwei scharfe Reflexe bei 0,41
nm (110) und 3,7 nm (020) im Existenzbereich der orthorhombischen Kettenpackung. Die
experimentell ermittelten Reflexlagen und Intensitidten stimmen mit den von Maulik et al.
(1990) berechneten Beugungskurven iiberein. Die Positionen der beiden Reflexe dndern sich
graduell bei Temperaturdnderung. Bei der Umwandlung von orthorhombisch zu hexagonal
verschmelzen die beiden Peaks zu einem starken Reflex (010). Dieser verschiebt sich
temperaturabhéngig aufgrund einer kontinuierlichen Aufweitung des Gitters zu kleineren
Beugungswinkeln und verschwindet beim Erreichen der Lo-Phase, in der die ungeordneten
Alkylketten die Ausbildung eines Halo’s im Rontgenweitwinkelbereich bewirken.

Die Umwandlungstemperatur der Gel/Gel-Umwandlung ist abhingig von der Kettenlédnge,

Spacerlinge und der Zuckerkopfgruppe.
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Mit der FT-Raman-Spektroskopie lassen sich die Wechselwirkungen der Alkylketten in den
verschiedenen Packungen verfolgen. Bei -20 °C zeigt das hydratisierte Gal 20-0 deutlich eine
Faktorgruppenaufspaltung der CH,-Scherschwingung. Dies deutet darauf hin, dass sich zwei
Alkylketten in den Subzellen befinden. Beim Ubergang zur hexagonalen Kettenpackung
verschwindet das fiir die O.-Packung charakteristische Bandentriplett. Beachtenswert ist, dass
sich die durch die Faktorgruppenaufspaltung hervorgerufene Bande bei Temperaturerh6hung
zundchst zu hoheren Wellenzahlen verschiebt und in ihrer Intensitéit stark abnimmt. Nahe der
Phasenumwandlung OL/H ist sie nur noch als Schulter bei 1420 cm™ zu erkennen, deren
genaue Position sich durch Bandenzerlegung oder iiber die zweite Ableitung des Spektrums

bestimmen lasst.
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Abb. 73 Ramanspektren und Bandenzuordnung des Gal 20-0. In den Spektren mit orthorhombischen
Kettenpackungen kennzeichnen Pfeile die Faktorgruppenaufspaltung der CH,-Scherschwingung

und eine Schulter im Bereich der symmetrischen CH,-Valenzschwingung.
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Abb. 74 Anderung von Bandenparametern in den Ramanspektren von Gal 20-0 beim Aufheizen.
(A) Bandenposition der v{CH,. (B) Bandenintensitit der v,CH,. normiert auf die Intensitit des
gesamten  VCH-Valenzschwingungsbereiches von 2800-3000 cm™. (C) Intensititsverhaltnis
VCCauuche/V2CC. (D) Bandenposition der CHjscissoring. Die Hilfslinien kennzeichnen die Gel/Gel-
Umwandlung.

In der Vergangenheit sind kontinuierliche Anderungen im Scherschwingungsbereich mit dem
Wachstum von Microdomainen korreliert worden (Snyder et. al., 1992, 1993 & 1995), deren
GroBe aus DSC-Messungen abgeleitet wurde. Dieser Effekt spielt bei den fiir die Glycolipide
beschriebenen Verschiebungen nur eine untergeordnete Rolle. Die Anderungen lassen sich
mit den kontinuierlichen Verschiebungen der a- und b-Werte der Subzelle korrelieren, die
eine kontinuierliche temperaturabhiingige Aufweitung zeigen. Es ldsst sich daraus ableiten,
dass sich die Kopplung der Alkylkettenschwingungen, die in der orthorhombisch gepackten
Subzelle moglich ist, durch eine temperaturabhingige Anderung der Subzellenparameter
beeinflussen lésst.

Die symmetrische CH,-Streckschwingung zeigt beim Ubergang von der Gel- in die fluide
Phase eine drastische Verschiebung ihrer Bandenposition (von 2847 auf 2851 cm™). Da diese
Anderung mit einer Abnahme sowohl der symmetrischen als auch der antisymmetrischen

CC-Streckschwingung korreliert, kann man auf eine Zunahme von gauche-Konformere
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schliefen. Interessanterweise zeigt diese Bande beim Erhitzen der Gel-Phasen zunidchst eine
Verschiebung zu kleineren Wellenzahlen. Dies kann nicht mit einer Zunahme an trans-
Sequenzen in Verbindung gebracht werden, da simultan die Intensititen der symmetrischen
und antisymmetrischen CC-Streckschwingungsbanden kontinuierlich abnehmen. Aus dieser
Tatsache muss man zweifelsfrei schlussfolgern, dass der Anteil an gauche-Sequenzen in den
Alkylketten der Gelphase mit steigender Temperatur steigt. Die Verschiebung der viCH,-
Bande muss daher eine andere Ursache haben. Eine Erklarung liefert der Vergleich mit dem
temperaturabhéngigen  Verlauf der  CH,-Scherschwingungsbanden.  Solange  die
Faktorgruppenaufspaltung registriert wird (bis etwa 20 °C) verschiebt sich die viCH,-Bande
zu kleineren Wellenzahlen. Ist die Aufspaltung nicht mehr zu sehen, erhoht sich die
Wellenzahl der v{CH,~Bande temperaturabhiingig bis zum Ubergang in die fluide Phase.
Dieser Effekt kann folgendermaflen gedeutet werden. Im orthorhombischen Subzellensystem
fiihrt die Kopplung mit den benachbarten Alkylketten zu einer Formédnderung der viCH,-
Bande. Bedingt durch eine benachbarte Bande hoherer Wellenzahl, die als Schulter die
vsCH,-Bande iiberlagert, resultiert eine Verschiebung des Bandenmaximums zu hoéheren
Wellenzahlen. Nimmt die Kopplungsfahigkeit ab, wie bei der Egalisierung der
Kettenentfernung im Zuge des Ubergangs von einer orthorhombischen zu einer hexagonalen
Kettenpackung, verringert sich die Intensitdt dieser Bande. Die v{CH,—Bande wird dabei
scheinbar zu einer niedrigen Wellenzahl verschoben, ohne dass sich das relative Verhéltnis
von trans- und gauche-Sequenzen dndert.

Die Phasenumwandlungen der neben Gal 20-0 untersuchten Glycolipide (Gal 16-0, Gal 16-2,
MS 51, MS 87 und MS 88) konnten ebenfalls mit Hilfe der FT-Raman-Spektroskopie verfolgt
werden. Auch bei diesen Glycolipiden war die Korrelation der rontgendiffraktometrischen
Ergebnisse mit den spektroskopischen Daten moglich. Auf eine ausfiihrliche Darstellung soll

jedoch im Rahmen dieser Arbeit verzichtet werden.
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Zusammenfassung

,»Der modus tollens der Vernunfischliisse, die von den Folgen auf die Griinde schlieflen, beweiset nicht allein
ganz strenge, sondern auch iiberaus leicht. Denn wenn auch nur eine einzige falsche Folge aus einem Satz
gezogen werden kann, so ist dieser Satz falsch.

Imanuel Kant

Die Aufkliarung der Ursache der einzigartigen Barriereeigenschaften des Stratum corneum ist
im Hinblick auf die Entwicklung neuer penetrationsbeeinflussender Vehikelsysteme von
wesentlicher Bedeutung.
Da die Ceramide als Hauptkomponente der Stratum corneum Lipide malBgeblich an der
Strukturausbildung und der Barrierefunktion der Haut beteiligt sind, beschiftigt sich der
Hauptteil der vorliegenden Arbeit mit der strukturellen Charakterisierung verschiedener
Ceramid-Spezies. Die Untersuchungen zum Phasenverhalten wurden sowohl an trockenen
Systemen als auch im Beisein von Wasser durchgefiihrt. Als Methoden kamen neben
kalorimetrischen und spektroskopischen Verfahren auch die Rontgenpulverdiffraktometrie
zum Einsatz.

e Der Einfluss von Wasser und Temperatur
Alle untersuchten Ceramide zeichnen sich bei Raumtemperatur durch hoch geordnete
lamellare Strukturen aus. Liegen die Ceramide rein, nicht mit anderen Lipiden gemischt vor,
zeigen die Alkylketten einen hohen Anteil an trans-Konformeren, welcher bis zu
unphysiologisch hohen Temperaturen erhalten bleibt. Ein alleiniger Zusatz von Wasser tragt
nicht zu einer Fluidisierung der Ketten bei.

e Die Strukturen der Ceramide
Unter den geordneten Strukturen der Ceramide werden drei Arten von Anordnungen
unterschieden, welche die Lage der Lipidketten widerspiegeln. Im Falle der Gelphase des
CERJAS] wird aus den experimentellen Befunden eine parallele Anordnung der Alkylketten
abgeleitet. Es konnte festgestellt werden, dass sich bei dieser Konformation eine
Wasserschicht zwischen den Kopfgruppen benachbarter Ceramid-Monoschichten einlagern
kann. Analog verhalten sich auch die Gelphasen der untersuchten einkettigen Glycolipide. Im
Gegensatz zu der parallelen Anordnung wird bei den Ceramiden vom Typ CER[AP] und
CER[NP] eine gewinkelte Anordnung der beiden Alkylketten gefunden. Fettsdure- und
Sphingoidseitenketten sind bei diesen Substanzen V-férmig angeordnet. Der Winkel ist in

einem weiten GroBenbereich variabel und bestimmt malBgeblich den lamellaren



Zusammenfassung 107

Wiederholabstand dieser Ceramid-Spezies. Sowohl bei CER[AP] als auch CER[NP] tritt noch
die dritte mogliche Anordnung, die gestreckte Sphingolipid-Konformation auf.
Es konnte festgestellt werden, dass in der gestreckten und in der gewinkelten Anordnung der
Ceramide eine Wechselwirkung mit Wasser ausgeschlossen ist. In diesen Anordnungen
schirmen die in  entgegengesetzte  Richtungen  zeigenden  Fettsdure- und
Phytosphingosinseitenketten die Kopfgruppe des Ceramides vom Wasser ab. Des Weiteren
sind alle polaren Strukturen der Ceramidmolekiile durch inter- und intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindungen abgesittigt und stehen nicht zur Bindung mit Wasser zur
Verfiigung. In diesen Anordnungen ist es moglich, dass sich die beiden Ketten in separaten
Subzellen gruppieren. Aus diesem Grund wurde ein Ceramid synthetisiert (d;sCER[NP]), in
dessen Fettsiureseitenkette die Wasserstoffatome durch Deuterium substituiert sind. Uber
spektroskopische  Untersuchungen konnte die Fettsdurekette getrennt von der
Phytosphingosinkette untersucht werden. Dabei wurde festgestellt, dass die Phytosphingosin-
und die Fettsdureseitenkette verschiedene Kettenpackungen aufweisen und die beobachteten
Phaseniiberginge neben der Struktur der Kopfgruppe und auch das Packungsverhalten beider
Ketten beeinflussen.

e FEinfluss der Kopfgruppe (Ceramid-Klasse)
Im Rahmen der Untersuchungen an Ceramiden konnte festgestellt werden, dass die
Strukturausbildung der Ceramide in  Volumenphasen maligeblich von der
Kopfgruppenstruktur dieser Verbindungsklasse beeinflusst wird. Diese Beziehung der
chemischen Struktur zur dreidimensionalen Raumstruktur der Molekiile wird besonders bei
den hydratisierten Systemen im Bereich nach dem Kettenschmelzen deutlich.
Die Ceramide vom a-Hydroxysphingosin-Typ CER[AS] bilden nach dem Kettenschmelzen
eine invers hexagonale Uberstruktur (Hy-Phase) aus. Nach erfolgter Hydratisierung fiihrt die
Abkiihlung der Hy-Phase zur Ausbildung einer Gelphase mit hexagonaler Kettenpackung. In
dieser Phase ist ein geringer Teil des Wassers an die Kopfgruppe des Ceramides gebunden.
Die Hauptmenge des Wassers befindet sich allerdings separiert in Bulkphasen. Eine
Schwellung der Lipidschichten {iiber eine Variation des Wassergehaltes konnte in den
durchgefiihrten Experimenten nicht beobachtet werden.
Wihrend die mit einer nichthydroxylierten Fettsdure verknilipften Ceramide vom
Phytosphingosin-Typ CER[NP] nach dem Kettenschmelzen keine charakteristische
Uberstruktur mehr ausbilden kénnen, zeigen die mit einer o-Hydroxyfettsiure amidierten

Phytosphingosine nach dem Kettenschmelzen eine lamellare Uberstruktur (Lo-Phase).
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e FEinfluss der Doppelbindungen in den Fettsdureseitenketten
Eine Modifizierung der NP-Ceramide durch die Einfiihrung von ein (C;s3.;CER[NP]) bzw.
zwei (C132CER[NP]) Doppelbindungen in den Fettsdureseitenketten wirkte sich vorrangig auf
die Hauptumwandlungstemperatur aus, die durch die Einfiihrung einer Doppelbindung um ca.
30 Kelvin herabgesetzt wurde. Eine La- oder Hp-Phase konnten bei Cig.;CER[NP] nicht
beobachtet werden. C,3,CER[NP] zeigte im Temperaturbereich des Kettenschmelzens eine
Koexistenz der lamellaren, kristallinen Struktur neben einer schwach ausgeprigten
hexagonalen Uberstruktur, welche beide nach Beendigung des Kettenschmelzens nicht mehr
nachzuweisen waren. Die Strukturen der untersuchten Ceramide vom Typ NP (CER[NP],
d;sCER[NP], Ci5.;CER[NP] und C;g,[NP]) lieBen sich nicht durch die Zugabe von Wasser
beeinflussen. Lediglich die Umwandlungstemperaturen der Ceramide wurden in den
wasserhaltigen Proben deutlich herabgesetzt.

e Der Einfluss der Konfiguration der a-Hydroxylgruppe
Die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in o-Position der Fettsdureseitenkette der Ceramide
vom Phytosphingosin-Typ bewirkt hingegen drastische strukturelle Anderungen. Uber einen
direkten Vergleich der D- mit der L-Form der a-Hydroxystearoylphytosphingosine (AP)
konnte der Einfluss der Konfiguration der a-Hydroxylgruppe untersucht werden. L-CER[AP]
zeigte einen ausgeprigten Kristallpolymorphismus, der dem des CER[NP] dhnelt. Es konnten
drei kristalline Phasen gefunden werden, die sich sowohl in der lamellaren Uberstruktur als
auch im Packungsverhalten der Alkylketten unterscheiden. Die Substanz geht nach dem
Kettenschmelzen in eine fliissigkristalline Lo-Phase iiber. Die Zugabe von Wasser bewirkte
eine deutliche Herabsenkung der Phasenumwandlungstemperatur des Kettenschmelzens aber
keinerlei strukturelle Beeinflussung oder Anderungen in der Phasenabfolge. Das Pendant
D-CER[AP], welches der in der Natur vorkommenden Form des CER[AP] entspricht,
unterscheidet sich strukturell deutlich von L-CER[AP]. Die kristallinen Phasen und die Lo-
Phase des D-CER[AP] weisen deutlich groBere lamellare Abstinde auf als die des
L-CER[AP]. Mit spektroskopischen Verfahren konnte gezeigt werden, dass sich die beiden
Diastereomeren sowohl in der Art der Kettenpackung als auch in der Struktur der Kopfgruppe
von einander abgrenzen lassen.

e Der Einfluss von Cholesterol
Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausgewéhlte Ceramide auf mogliche Wechselwirkungen mit
anderen im Stratum corneum relevanten Substanzen untersucht. Die Ceramide vom Typ
CER[NP] und CER[AS] zeigen evidente Wechselwirkungen mit Cholesterol. In den

vollstindig hydratisierten Mischsystemen bewirkt der Zusatz von Cholesterol nicht nur eine
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Herabsenkung der Hauptumwandlungstemperatur sondern auch die Ausbildung einer
fliissigkristallinen Lo-Phase, welche bei den reinen Lipiden nicht auftritt. Diese wandelt sich
in den Mischungen mit AS-Ceramiden, nicht aber in den CER[NP]/Cholesterol-Mischungen,
in eine fliissigkristalline Phase mit invers hexagonaler Uberstruktur (Hy) um.
e Der Einfluss von Olsiure
Obwohl bekannt ist, dass Olsdure die Barrierefunktion des Stratum corneum stark
beeinflussen kann, zeigten die Modellmischungen mit CER[NP] in allen Verhéltnissen die
phasenseparierten Einzelkomponenten. Mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) konnten die
separierten Phasen der Einzelkomponenten abgebildet werden. Allerdings konnte in den
Systemen aus Olsiure und CER[NP] nach Abkiihlung der Schmelze eine neue Phase
gefunden werden. Das Auftreten dieser neuen Phase, die zundchst mit Hilfe der
Rontgenpulverdiffraktometrie identifiziert wurde, ist jedoch nicht auf physikochemische
Wechselwirkungen von Olsiure und CER[NP], sondern auf die Bildung einer neuen Substanz
zuriickzufiihren. Aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Untersuchungen ist von einer
Veresterung der priméren Hydroxylgruppe des CER[NP] mit der Fettsdure auszugehen. Die
physiologische Relevanz dieser neuen Verbindung ist noch nicht geklért, da sie noch nicht im
Stratum corneum identifiziert wurde. Thre Existenz in vitro kann jedoch als wahrscheinlich
angesehen werden.
e Glycolipide

Die charakterisierten einkettigen Glycolipide kommen dagegen in humaner Haut definitiv
nicht vor. Der Wert der Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit ist in erster Linie in
experimenteller Hinsicht zu sehen. Alle untersuchten Glycolipide zeigen ein generelles
Phasenverhalten mit einer Gel-Gel-Umwandlung und einem Ubergang in eine lamellare
fliissigkristalline Phase. Die Ergebnisse aus den Rontgenbeugungsexperimenten konnten gut
mit den Ramanspektroskopischen Untersuchungen korreliert werden. Dabei konnten die
Phasenumwandlungen mit beiden Methoden nachgewiesen werden. Eine Korrelation der
Verschiebung der Kettenreflexe in den Rontgenauthahmen der Gelphasen der Glycolipide mit
den temperaturabhiingigen Anderungen von Bandenparametern der CH,-Schwingungen der
Raman-Spektren wurde erstmals durchgefiihrt. Fiir zukiinftige Experimente mit Glycolipiden
der humanen Haut (Glucocerebroside) und anderen Lipiden stellen diese Untersuchungen eine

wichtige Voraussetzung dar.
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Ausblick

Die wichtigste Motivation der Menschen, die in die Wissenschaft gehen, war urspriinglich und ist wohl auch
heute die Suche nach der Wahrheit.

Carl Friedrich von Weizsicker

Die Aufklirung der Strukturen und Wechselwirkungen der Lipide und Lipidmischungen
wurde in dieser Arbeit durch temperaturinduzierte Phasenumwandlungen, Mischungs- und
Entmischungsvorgéinge realisiert. Diese Verfahrensweise hat den Vorteil, dass durch die
Temperaturabhiangigkeit der Messkurven, die Phasenzuordnung wesentlich erleichtert,
beziehungsweise erst ermdglicht wird. Im Stratum corneum spielen Temperaturdnderungen
bei der Ausbildungen der Lipidschichten keine wesentliche Rolle. Strukturelle
Beeinflussungen werden hier durch biochemische Modifizierungen der Lipide (Spaltung oder
Kniipfung von Ester- oder glycosidischen Bindungen) und Anderung der Umgebung (pH-
Wert, lonenstérke und Wassergehalt) hervorgerufen.

In zukiinftigen Untersuchungen sollte diesem Aspekt Rechnung getragen werden. Neben einer
Ausweitung auf weitere verfiigbare Stratum corneum Ceramide kann eine Einbeziehung der
Glucocerebroside, den natiirlichen Vorstufen der Ceramide, als sinnvoll betrachtet werden.
Des Weiteren sollte untersucht werden, in welcher Struktur die Ceramide nach enzymatischer
Spaltung der Glucocerebrosiden mittels Glucocerebrosidase in situ vorliegen. Fiir folgende
Arbeiten mit natiirlichen, in der Haut vorkommenden Glycolipiden (Glucocerebroside), sind
die durchgefiihrten Experimente an den untersuchten einkettigen Glycolipiden als wesentliche
Voruntersuchungen zu betrachten.

Um von den Rontgenaufnahmen umfangreicherer Aussagen iiber die Struktur der Lipide
treffen zu konnen, sollten sich Struktursimulationen anschlieBen, in die Informationen der
experimentellen Ergebnisse iiber Kettenpackung, Wasserstoffbriickenbindungen und
Uberstruktur eingebracht werden kénnen. Um die Kettenpackung und Kettenneigung der
Ceramide eindeutig zu bestimmen, kann versucht werden, die gewonnen Ergebnisse aus
Volumenphasen mit Daten aus Experimenten an Lipidmonoschichten in Verbindung zu

bringen.
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Anhang

Degradation von CER[AS] (Sigma)

Abb. A 1
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Elektrospray Massenspektren von CER[AS] im Negativ-lonenmodus. (a) unbehandelte Probe,
(b) nach thermischer Behandlung (2 h 120 °C). Die Masse/ Ladungsverhiltnisse 581, 538, 652,

666, 680 und 694 entsprechen Ceramiden mit a-Hydroxyfettsduren der Kettenldngen 18, 20, 22,
24,26 und 28 (Neubert et al., 1998).
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Rontgenkonturplot von CER[AS]
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Rontgenkonturplot einer CER[AS]-Wasser-Dispersion  (25/75 m%). Oben: WAXS.
Unten: SAXS. Das Temperaturprogramm der Messserie befindet sich unterhalb, die
Phasenbezeichnung oberhalb der Konturplots. Die ersten drei Ordnungen des lamellaren
Wiederholabstands sind mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Innerhalb des Konturplots
sind die ersten vier Ordnungen der Hj-Phase rot und die ersten zwei Ordnungen der

Lo-Phase griin gekennzeichnet.
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Indizierung der simulierten Kristalle mit Cerius’

Powder diffraction data: C;3CER[NP]
Radiation used = XRAY

Wavelength = 1.54178
H K L D-SPACING 2-THETA INTEGRATED INTENSITY
0 0 1 32.0148 2.760 2.44713E+06 100.00 %
0 0 2 16.0074 5.521 51239.0 2.09 %
0 0 3 10.6716 8.285 113295. 4.63 %
0 0 4 8.0037 11.054 10286.3 0.42 %
1 0 0 5.9535 14.88 45689.9 1.87
0 1 0 4.7482 18.687 54075.5 2.21
1 -1 0 4.3187 20.565 3383.04 0.14
1 1 0 3.3055 26.973 2471.82 0.1
2 0 0 2.9768 30.018 2227.39 0.09
2 -1 0 2.8952 30.884 1744 .11 0.07
1 -2 0 2.4417 36.808 7536.28 0.31
0 2 0 2.3741 37.896 322 0.01
2 1 0 2.2639 39.817 9762.17 0.4
2 -2 0 2.1594 41.832 1195.63 0.05
3 -1 0 2.0353 44 .515 147.779 0.01
1 2 0 2.0263 44 .721 420.824 0.02
3 0 0 1.9845 45.717 826.538 0.03
Powder diffraction data: C,4CER[NP]
Radiation used = XRAY
Wavelength = 1.54178
h k 1 d-spacing 2-theta Integrated intensity
0 0 1 37.2579 2.371 0.313501E+07 100.00 %
0 0 2 18.6290 4.743 202480. 6.46 %
0 0 3 12.4193 7.117 87799.7 2.80 %
0 0 4 9.3145 9.495 67962.9 2.17 %
1 0 0 5.9535 14.88 34379.6 1.1
0 1 0 4.7482 18.687 24484 .2 0.78
1 -1 0 4.3187 20.565 19752 0.63
1 1 0 3.3055 26.973 1104.87 0.04
2 0 0 2.9768 30.018 2369.18 0.08
2 -1 0 2.8952 30.884 2261.84 0.07
1 -2 0 2.4417 36.808 7797.5 0.25
0 2 0 2.3741 37.896 884 .154 0.03
2 1 0 2.2639 39.817 7156 .37 0.23
2 -2 0 2.1594 41.832 1137.64 0.04
3 -1 0 2.0353 44 .515 249.421 0.01
1 2 0 2.0263 44 .721 217.732 0.01
3 0 0 1.9845 45.717 596.406 0.02
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Indizierung der WAXS-Reflexe der 6-Phase von CER[NP]

CERI[NP] (8 20°C): Gitterparameter a=0.7450nm, b=0.488nm, y=90°
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Abb. A 3 Graphische Indizierung der Kettenreflexe von CER[NP] in der &-Phase bei
20 °C. Die Kreuze kennzeichnen die Punkte des reziproken zweidimensionalen Gitters mit den
Miller’schen Indices. In der eingefiigten Grafik (unten rechts) ist die Streukurve (WAXS) der
8-Phase abgebildet. Die Radien der Kreisbogen entsprechen den reziproken Abstinden der

Beugungsreflexe (s) der Rontgenaufnahme.
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IR-Spektrum von d3;sCER[NP]
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Abb. A 4 FT-IR Spektren der drei Modifikationen von d;sCER[NP] aufgenommen als KBr-Pressling.
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Abb. A 5 FT-IR Spektren (ATR) von d;sCER[NP] und CER[NP] in der 8-Phase.
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Raman-Spektrum von d;sCER[NP]

//
| ! | ! | ! | // | ! | ! |
0.2 1
1 ©..CERINP] (-Modifkation)
P 30°C
.E M
>
S 0.1
£
©
o
| d,sA
m
vo- y
//
| ! | ! | ! | // | ! | ! |
800 1000 1200 1400 2000 2500 3000

Wellenzahl [cm™]

Abb. A 6 FT-Ramanspektren von d;sCER[NP] in der 8-Phase.

Darunter das Spektrum der perdeuterierten Stearinsdure (d;sSA).
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NMR-Spektren von d;sCER[NP]
H'-NMR-Spektren
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Abb. A 7 H'-NMR Spektren von d;sCER[NP] geldst in ds-THF die Kohlenstoffatome der Strukturformel

(oben rechts) tragen die mit ChemDraw berechneten chemischen Verschiebungen.
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C-NMR-Spektren (in dg-THF)
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Abb. A 8 C"*-NMR-Spektren von d3sCER[NP] geldst in dg-THF die Kohlenstoffatome der Strukturformel

(oben rechts) tragen die mit ChemDraw berechneten chemischen Verschiebungen.
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Massen-Spektren von d;sCER[NP]
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Abb. A 9 Negativ lonenmodus LCQ-Massenspektrum des d;sCER[NP]. 617,7 = [M-H]’; 1235,8 = [2 M-H]".
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Abb. A 10 Tandem-Massenspektrum des d;sCER[NP] im Negativ-lonen-Modus. Defragmentierung von 617,7.
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Fragmentierungsmuster von d;sCER[NP]
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Abb. A 11 Die Interpretation der Massenspektren erfolgte mittels geeigneter Software (ChemDrawU]ltra) und
unter Nutzung von Literaturangaben (Vietzke et al. 2000).
Die Zuordnung der Masse/Ladungsverhiltnisse (m/z) wurde mittels MS"-Experimenten an

d;sCER[NP] und an CER[NP] verifiziert.
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IR-PA-Spektren von Cy3.;CER|[NP] und Cy5,,CER[NP]
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Abb. A 12 FT-IR-PA-Spektren von Cig,CER[NP] (oben) und C;3.;CER[NP] (mitte). Zum Vergleich das

Spektrum von CER[NP] in der a-Modifikation (unten). Die abgebildeten Spektren wurden mit

Step-Scan Technik mit einer Modulationsfrequenz von 45 Hz aufgenommen.
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IR-Spektrum von AcylCER|[NP]
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Abb. A 13 FT-IR-Spektrum (ATR) von AcylCER[NP] (oben) nach chromatographischer Abtrennung von
CER[NP]. Das Spektrum der Olsdure wurde als Referenz abgebildet (unten).
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Massen-Spektrum von AcylCER[NP]
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Abb. A 14 Negativ Ionenmodus LCQ-Massenspektrum einer thermisch behandelten Mischung aus Olséure und

CER[NP] nach chromatischer Abtrennung von CER[NP].
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Abb. A 15 Negativ Jonenmodus LCQ-Tandem-Massenspektrum auf das m/z-Signals 548,9.
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Malaprade-Spaltung von CER[NP]
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Abb. A 16 Reaktionsmechanismus der Malaprade-Spaltung von CER[NP] (links) und von AcylCER[NP]

(links).
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Relative Intensitat
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17 Negativ Ionenmodus LCQ-Massenspektrum nach Malaprade-Spaltung von CER[NP] und

anschlieBender Reduktion mit Natriumborhydrid (NaBH,).
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Abb. A 18 Tandem-Massenspektrum (Negativ-lonen-Modus) nach Malaprade-Spaltung von CER[NP] und

anschlieBender Reduktion mit Natriumborhydrid (NaBH,). Defragmentierung des m/z-Signals 356.
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NMR-Spektren von AcylCER[NP]
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Abb. A 21 AFM-Aufnahmen abgeschiedener Lipidschichten aus einer dquimolaren Mischung von Olsiure
und CER[NP].
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Rontgenkonturplots der hydratisierten Glycolipide
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Abb. A 22 Rontgenkonturplot des hydratisierten Gal 16-0 (75 m% PBS).
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Abb. A 23 Rontgenkonturplot des hydratisierten Gal 16-2 (75 m% PBS).
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Abb. A 24 Rontgenkonturplot des hydratisierten MS 51 (75 m% PBS).
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Abb. A 25 Rontgenkonturplot des hydratisierten MS 88 (85 m% PBS).
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Abb. A 26 Rontgenkonturplot des hydratisierten MS 87 (85 m% PBS).
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Ubersicht der verwendeten Software

OPUS (Optical User Software)

Programm zur Spektrometersteuerung und Spektrenauswertung.

Betriebssystem: Win2000,0S/2, kommerziell erhéltliches Produkt der Fa. Bruker, Ettlingen,
Deutschland.

WinXPow

Programm zur Diffraktometersteuerung und Auswertung.

Betriebssystem: WinNT, kommerziell erhiltliches Produkt der Fa. STOE & CIE, Darmstadt,
Deutschland.

VisXPow

Programm zur Diffraktometersteuerung, Auswertung und Export von Rontgendaten.
Betriebssystem: MSDOS, Kommerziell erhiltliches Produkt der Fa. STOE & CIE, Darmstadt,
Deutschland.

OT02A4S8C
Programm zur Normierung und Export der experimentellen Daten am DESY Hamburg.

ORIGIN

Programm zur Analyse und graphischen Prasentation wissenschaftlicher Daten, Peak Fitting
Module.

Betriebssystem Windows 98/NT/2000, Kommerzielles Produkt der Fa. Microcal Software,
Inc. Northampton, MA, USA.

Origin-Programm zum Einlesen und Normieren von Rontgendaten im ASCII-Format. Autor:
Dirk Wétzel, Dr. G. Forster

Origin-Programm zur Gitter-Berechnung und graphischen Indizierung von Rontgenreflexen
nach Vand (1948), Autor: Dr. Giinter Forster

Contour plot, Origin-Template zur graphischen Darstellung von Rontgendaten. Autor: Dr.
Glinter Forster

CS Chem Office

Programmpaket zur Molekiildarstellung, Simulation und Berechnung von
Molekiileigenschaften. (ChemDrawUltra, Chem3DPro) Betriebssystem: Win2000/NT,
Kommerziell erhéltliches Produkt der CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA, USA.

WebLabViewer Lite
Programm zur Molekiildarstellung und Simulation.
Betriebssystem: Win2000/NT, Freeware, Molecular Simulations Inc. (MSI, Accelrys).
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