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,Die Haut.

Das grofite Organ des Menschen ist zugleich das am wenigsten beachtete. Dabei
macht es ein Achtel der gesamten Korpermasse aus und bedeckt bei einem
durchschnittlichen Erwachsenen eine Flache von etwa zwei Quadratmetern. Strukturell ist
die Haut ein kunstvolles Geflecht aus Kapillargefdallen, Driisen und Nerven, das sowohl
regulierende als auch schiitzende Funktionen hat. Sie ist unsere sensorische Schnittstelle zur
AuRenwelt, die Grenze, an der unsere Individualitat — unser Ich — endet.”

Simon Beckett , Leichenbldsse”, 2009
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Das humane Stratum corneum (SC) besteht, vereinfacht betrachtet, aus zwei wichtigen
Komponenten: den Korneozyten und den interzelluliren Lipiden, die in einer
Membrandoppelschicht (Bilayer) angeordnet sind. Die interzelluldren Lipide sind
hauptsachlich aus Ceramiden, freien Fettsduren, Triglyceriden und Cholesterol sowie dessen
Derivaten zusammengesetzt [32]. Der Hauptbestandteil Ceramide, die zu der Gruppe der
Sphingolipide gehoren, sind im gesamten Korper anzutreffen, deren Hauptaufgabe in der
Signaltransduktion und der Apoptose besteht. Ganz anders im Stratum corneum, die
Struktur der Ceramide ist hier einzigartig und ihre Aufgabe besteht darin, die wichtigste
Permeabilitatsbarriere zur Umwelt aufzubauen [49,102,195].

Die SC-Ceramide bilden dabei eine sehr heterogene Gruppe, sie bestehen, grob betrachtet,
aus einer Sphingosinbasis an die amidartig eine Fettsdure gebunden ist. Sie sind seit
mehreren Jahrzehnten ein Schwerpunkt der pharmazeutischen Forschung. So waren noch
vor 15 Jahren gerade einmal 8 Ceramidklassen bekannt [153], heute kennt man dagegen
bereits 12 [185]. Dies deckt jedoch nicht die gesamten Strukturvariationen dieser SC-
Lipidgruppe ab. Innerhalb dieser 12 Ceramidklassen existieren jeweils eigene Subspezies,
welche sich als wichtigstes Merkmal in ihrer Gesamtkohlenstoffanzahl unterscheiden [62].
Innerhalb dieser Subspezies gibt es wiederum isobare Subspezies, welche eine gleiche
Summenformel besitzen, aber unterschiedliche Strukturen aufweisen. Man geht davon aus,
dass mehrere hundert verschiedene Ceramide im SC existieren, deren Zusammensetzung
interindividuell variieren kann. Bis heute sind noch nicht alle von ihnen identifiziert und ihre
einzelnen Funktionen sind nur teilweise bekannt. Bekannt ist allerdings, dass die molekulare
Struktur der Ceramide, deren Zusammensetzung, sowie die Zusammensetzung der Lipide
allgemein die Barrierefunktion der Haut erheblich beeinfluRt. So werden viele Krankheiten,
wie Psoriasis, atopische Dermatitis oder die trockene (Winter)Haut mit einer Veranderung
der Lipidzusammensetzung assoziiert [32,36,43].

Fiir die Analytik der Hautlipide und speziell der Ceramide stehen eine Reihe an
Analysemethoden zur Verfiigung. Die Dinnschichtchromatographie (DC) bzw. die
Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC) ermoglicht die Bestimmung der
vollstdndigen Lipidzusammensetzung im Stratum corneum. Die

Hochleistungsflissigchromatographie-Massenspektrometrie  wird  genutzt, um die

1
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Subspezies der Ceramidklassen genauer zu identifizieren und zu quantifizieren. Mittels
tandemmassenspektrometrischer Fragmentierungsexperimente lassen sich schliefRlich die
isobaren Subspezies der Ceramide identifizieren. Die Gaschromatographie wird fiir eine
genaue Analyse der freien Fettsduren herangezogen. Diese vielfaltigen Analysemoglichkeiten
und die einzigartige Zusammenstellung der Stratum corneum Lipide gestalten deren Analytik
sehr herausfordernd. Ziel dieser Untersuchungen ist es, u.a. durch den Einsatz von
definierten Lipiden (Ceramiden) die Therapien von Hauterkrankungen zu optimieren.

Von Interesse ist aulRerdem, ob andere Krankheiten, die nicht direkt mit Verdanderungen der
Haut in Verbindung gebracht werden, einen EinfluR auf die Lipidzusammensetzung des SC
besitzen. So kommt unter anderem die Schizophrenie ins nahere Blickfeld. Vor allem, da die
Haut, das Gehirn und die Hirnhaut in der Embryonalentwicklung aus dem gleichen Keimblatt,
dem Ektoderm, entstehen. Veranderungen in der Lipidstruktur wurden bereits in der
Hirnhaut und der weiBen Materie des Gehirns entdeckt [172,181]. Zum Beispiel ist eine
verringerte Hautreaktion auf Niacin bei den Schizophreniepatienten ein direkter Hinweis auf
eine verminderte Prostaglandinsynthese. Daraus ldsst sich schluBRfolgern, dass bei
Schizophreniepatienten eine geringere Menge an Arachidonsdure, einem wichtigen
Ausgangsstoff flir die Prostaglandine, vorhanden ist [170,191], was sich unter Anderem in
einem verminderten Schmerzempfinden duBert. Daraus kann man eventuell ableiten, dass
der gesamte Fettsdaurestoffwechsel von Schizophriekranken verdandert ist, was in einer
veranderten Lipidzusammensetzung im Stratum corneum resultiert.

In dieser Arbeit sollen daher die Stratum corneum Lipide unter verschiedenen
Fragestellungen mit unterschiedlichen Analysemethoden genauer untersucht werden. Im

Einzelnen ergeben sich folgende Ziele:

- Umfassende Identifizierung der Subspezies der einzelnen Ceramidklassen.

- Entwicklung einer optimalen Trennmethode fir die Ceramidklassen mit

anschlieender tandemmassenspektrometrischer Untersuchung.

- Durchfiihrung von Fragmentierungsexperimenten an Ceramidstandards mit

nachfolgender Strukturaufklarung der gefundenen Fragmente.
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Durchfiihrung von Fragmentierungsexperimenten an nativen SC-Ceramiden zur
genaueren ldentifizierung der Kettenldngen der isobaren Subspezies als

Einflussmoglichkeit auf die Hautbarriere.

Untersuchung der Lipidverteilung im Stratum corneum von Schizophreniepatienten

im Vergleich zu gesunden Probanden mittels HPTLC.

Untersuchung des Gehaltes an ungesattigten Fettsduren im SC, die fir den
Prostaglandinstoffwechsel von groRRer Bedeutung sind. Verglichen werden soll hierbei
der Anteil im Stratum corneum von Schizophreniepatienten mit dem Anteil im

Stratum corneum von gesunden Probanden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Der Aufbau der Haut

Mit einer Oberfliche von 2 m? ist die Haut das groRte Organ des Menschen. Sie ist die
dullere Begrenzung des Menschen zur Umwelt und hat eine ausgepragte Schutzfunktion
gegenilber chemischen, biologischen und physikalischen Noxen. Des Weiteren verhindert sie
eine zu starke Austrocknung und Uberhitzung des Koérpers iiber die Regulierung des
transepidermalen Wasserverlusts (TEWL) [54]. Mit 7-10% des Korpergewichts ist sie ein
wichtiges Sinnes-, Immun- und Sekretionsorgan [142].

Histologisch ldsst sich die Haut in 3 funktionelle Schichten unterteilen: die Subcutis
(Unterhaut), die Dermis (Korium, Lederhaut) und die Epidermis (Oberhaut) (Abb. 1)
[142,181].

Stratum cormeum
Stratum grasulosum Epidermis
Stratum spinosum
Strkurm basale

Dermiis

Haarfallikel

Fet - Subcutis

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der menschlichen Haut

Die Subcutis, die Unterhaut, besteht aus lockerem Bindehautgewebe, in das Agglomerate
von Fettzellen eingelagert sind. Ihre Funktionen sind die Speicherung von Nahrstoffen und

der Schutz des Korpers vor Kalte. Das Bindegewebe der Subcutis ist durchzogen von Nerven,
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die die Sinnesorgane fiir Berlhrung, Druck, Temperatur und Schmerz bilden, und von
BlutgefaRen, wodurch die Erndhrung der gesamten Haut gewahrleistet wird. Hier findet sich
der Ursprung der Schweidriisen, Talgdriisen und Haarfollikel [142].

Ohne scharfe Abgrenzung erfolgt der Ubergang zur mit BlutgefiRen, Nervenbahnen und
Lymphgefdalen durchdrungenen Dermis [174], welche sich nochmals unterteilt in das
Stratum papillare und das Stratum reticulare. Das Stratum papillare ist diinn, zell- und
gefalireich und gewahrleistet die Nahstoffversorgung der epidermalen Zellen. Das Stratum
reticulare besteht hauptsachlich aus verflochtenen kaum dehnbaren Kollagenfasern, in die
netzartig verknipfte dehnbare Elastinfasern eingelagert sind. Diese sorgen fir die hohe
Elastizitdat und Zugfestigkeit der Haut. Weitere Bestandteile dieses Bindegewebes sind nicht
keratinisierte Zellen, die Fibroblasten, Histiocyten und Mastzellen, die in eine gelartige
Grundsubstanz eingebettet sind [142,181].

Die oberste Schicht der Haut bildet die gefaBlose Epidermis, welche von innen nach auBen in
das Stratum basale (Basalschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht), Stratum
granulosum (Kornerschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht) und das Stratum corneum

(Hornschicht) gegliedert ist (Abb. 2).

Korneozyt
Stratum ., cornified envelope”
corneum :

—— Lamellare Lipidschichten

Stratum 3
granulosum Keratohyalingranula

Odland body
Stratum
spinosum

Desmosomen
Stratum
basale — Hemidesmosomen

Basalmembran

Abb. 2: Schematischer Aufbau der Epidermis (modifiziert nach [71])
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Mit einer Dicke von 30 um bis 1,6 mm ist die Epidermis aus einem mehrschichtigen
ziegelsteinartigen  keratinisierendem  Plattenepithel aufgebaut. Die eigentlichen
Epidermiszellen sind die Keratinozyten, die durch komplex aufgebaute Proteinausstiilpungen
an den Zellmembranen, den sogenannten Desmosomen, zusammengehalten werden. Neben
den verhornten Zellen sind Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen in der
Epidermis vorzufinden.

Es findet mit der epidermalen Differenzierung in der gesamten Epidermis ein wichtiger
Vorgang statt. Die betroffenen Zellen erfahren in morphologischer, histologischer,
metabolischer und funktioneller Hinsicht eine drastische Verdanderung.

Die zylindrischen Zellen des Stratum basale zeichnen sich durch eine hohe mitotische
Aktivitat aus, wodurch immer neue Zellen entstehen, die in obere Zellschichten verschoben
werden. Daraus gehen die Stachelzellen hervor, die das Stratum spinosum bilden. Sie
erfahren dabei eine deutliche VolumenvergréBerung und eine Abflachung wéhrend der
Differenzierung. In den Stachelzellen werden Keratinosomen, die sogenannten Odland
bodies (OB), sichtbar. Diese enthalten die hydrolytische Enzyme und Vorstufen der
epidermalen Lipide [57,70,120,127,187].

Im Stratum granulosum beginnt die Verhornung (Keratinisierung) der Zellen, aullerdem
geben die OB ihren Inhalt in den Interzellularraum ab [45,119].

In der Glanzschicht, dem Stratum lucidum sind die Zellen bereits so stark abgeflacht, dass
keine Zellgrenzen mehr erkennbar sind.

Das Stratum corneum stellt das Endprodukt der Zelldifferenzierung dar [48,51]. Aus den
lebenden Keratinozyten sind mittlerweile kernlose, sehr grofle, abgeflachte, dehydrierte
Korneozyten entstanden. Die sie verbindenden Desmosomen werden hier enzymatisch
durch Proteasen abgebaut und es erfolgt die Desquamation, die Abschuppung der
Korneozyten [23,68,83,121,168]. Die Proteasen benotigen einen pH-Wert von 4 - 5,5 fiir eine
optimale Funktion. Dieser wird einerseits gewahrleistet durch die Fettsduren im Stratum
corneum (SC), die sowohl endogen synthetisiert, als auch durch bakterielle Lipasen
freigesetzt werden. Andererseits hilft eine Milchsdauresekretion aus ekkrinen Driisen bei der
pH-Einstellung der Haut. Ein saurer Oberflachen-pH-Wert von 4 - 5,5 ist allerdings nicht nur
wichtig fir die Enzymaktivitdit sondern hilft bei der Abwehr gegen pathogene Keime
[67,123]. Eine Verschiebung des pH-Wertes in einen alkalischeren Bereich kann die Aktivitat

der Proteasen beeinflussen und somit in einer abnormalen Desquamation gipfeln [67,123].
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Von der Zellneubildung bis zur Abschuppung vergeht eine Zeit von 28 - 30 Tagen. Somit
prasentiert sich die Epidermis als dynamisches Gewebe, das fortlaufend durch

Zellneubildung, Keratinisierung und Abschuppung erneuert wird [121,123].

2.2 Das Stratum corneum

Das SC weist je nach Korperregion eine Dicke von 0,3Bum — 1mm auf. Sie ist als dullere
Schicht der Haut die eigentliche Barriere gegen externe Noxen und wichtig fiir das Uberleben
eines Lebewesens [56,69,142]. Es lasst sich nochmals unterteilen in das duRere locker
gepackte Stratum disjunctum und das innere, dichter geordnete Stratum compactum [142].
Vereinfacht lasst sich der Aufbau des SC mit dem Ziegelstein-Moértel-Modell nach Elias
beschreiben, wobei lange (35 - 45 um), abgeflachte (0,5 — 1,5 um dick) kernlose,
abgestorbene, dehydrierte Korneozyten die Ziegelsteine bilden, welche in eine hoch
geordnete Lipidmatrix, den Mortel, eingebettet sind [32,51]. Die Korneozyten sind im innern
mit Keratinfilamenten gefiillt und nach auBen durch eine verhornte Hille aus
guervernetzten Proteinen, dem Cornified envelope, begrenzt [45,108]. An die dulRere Schicht
dieser Proteine sind w-Hydroxyceramide kovalent gebunden und bilden somit den Cornified
lipid envelope (CLE). Dadurch wird eine Verbindung zwischen den eher hydrophilen
Korneozyten und der hydrophoben Lipidmatrix aufgebaut [84,108,200]. Die Lipide des CLE
bilden eine Vorlage, welche die Orientierung des Lipidbilayers vorgibt [204], und kbnnen erst
nach alkalischer Hydrolyse, d.h. der Aufspaltung der Esterbindung, aus dem SC extrahiert
werden [176,200]. Sowohl das CLE als auch die interzelluldre Lipidmatrix, welche
hauptsachlich aus Ceramiden (CER), freien Fettsdauren (FFA) und Cholesterol (Chol) besteht,
tragen zur Barrierefunktion bei [7,44,126,149]. Die Lipide werden in den lamellaren
Koérperchen, den OB der Epidermis (Stratum spinosum, Stratum granulosum) synthetisiert,
extrahiert und bereits dort zu komplexen bilamellaren Systemen geordnet [69,121,203].
Nach ihrer Exozytose aus den OB fiillen die Lipide den gesamten Interzellularraum zwischen
den Korneozyten aus. Wie elektronenmikroskopische Untersuchungen mittels Gefrierbruch
zeigten, sind die Lipidlamellen parallel zur Korneozytenoberflaiche angeordnet
[19,24,48,54,56].

Fir die Ausbildung der Bilayerstruktur ist hauptsachlich das w-Acyl-Glycosylceramid
verantwortlich, welches eine ausgestreckte Konformation bevorzugt und somit als

Verbindung zwischen zwei aufeinanderliegenden Doppelschichten zu sehen ist. Experimente
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zeigten, dass sich nach Zugabe von w-Acyl-Glycosylceramid zu einer Mischung aus SC-Lipiden
die zuvor gebildeten Liposomen aggregieren und sich abflachen [120,121].

Das SC erweist sich als aktives Gewebe, das biochemische und biosensorische Vorgange
anregt und somit in Interaktionen mit dem darunter liegenden Gewebe tritt, obwohl das SC
ausschlieRlich kernlose, also biologisch tote Zellen enthalt [80,90,184]. So lost eine
Schadigung des SC eine Antwortkaskade in den darunter liegenden Geweben zur

Wiederherstellung der Barrierefunktion aus [50,207].

2.3 Die Stratum corneum-Lipide

Die SC-Lipide werden unterschieden in die frei extrahierbaren und die kovalent gebundenen
Lipide, die erst nach alkalischer Verseifung herausgelost werden konnen. Die frei
extrahierbaren Lipide sind bilamellar angeordnet und bestehen zu 50 - 60% aus CER, zu 18 -
25 % aus Chol und zu 10 - 22 % aus FFA [32,45,69,127,192,195,204], wobei sich jeweils die
polaren und unpolaren Molekiilteile innerhalb des Bilayers gegeniberstehen [46,103]. Die
Lipidzusammensetzung im SC ist einzigartig und kann je nach Koperregion variieren
[32,75,117,174,204]. Die Zusammensetzung und der Gehalt der Lipide kdonnen auBerdem
beeinflusst werden durch die Jahreszeiten, das Alter, das Geschlecht, die Rasse, die
Erndhrung, Krankheiten und Umwelteinfliisse auf die jeweilige Person und sie unterliegt
einer interindividuellen Variabilitat [32,36,38,39,72,84,107,148,161,209]. Es ist erwiesen,
dass im Alter und im Winter der Gehalt an Lipiden im SC sinkt, wodurch eine trockene Haut
verursacht wird. Das Verhaltnis der Lipide zueinander bleibt dabei unverdandert. Im Alter ist
eine verringerte Biosyntheseaktivitdt die Ursache dafir. Im Winter wird auf Grund der
niedrigen Temperatur eine verringerte Biosyntheseaktivitdt vermutet [161]. Allerdings folgt
dieser Veridnderung keine Anderung im TEWL, in der Hydratation und bei der Abschuppung
der Haut [10,161].

Eine Besonderheit der Lipide im SC besteht unter anderem darin, dass mehr als ein Drittel
eine Kettenldnge von liber 22 Kohlenstoffatomen haben, die die Funktionen des SC immens
beeinflusst [45]. In den lebenden Zellmembranen kommen hauptsachlich kiirzere Lipide mit
15 - 18 Kohlenstoffatomen vor [69]. Der TEWL bei normaler Oberflaichentemperatur der
Haut wird verhindert durch ein close-packing der Lipide, welches unterstiitzt wird, durch die
van der Waals-Krafte zwischen den lipophilen Enden der Lipidketten im SC. Die Struktur der

Lipide bewirkt, dass sich bei Kontakt mit Wasser eine Doppelmembran ausbildet, wobei der
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Ill

hydrophile ,Kopfteil” dem Wasser zugewandt und der lipophile ,Schwanz“ dem Wasser
abgewandt ist. Zu starke Bewegungen der Ketten werden durch die van der Waals-Kréafte
verhindert. Diese sich ausbildende Bilayer-Struktur stellt einen duRerst guten Schutz
gegeniber vielen vor allem schadigenden Substanzen dar. Gerade sehr polare oder sehr
unpolare Stoffe missen wahrend der Penetration durch Regionen in denen sie sich nicht
l6sen [69].

Bereits kleinste Verdanderungen in der Lipidzusammensetzung im SC haben einen drastischen
EinfluR auf das Phasenverhalten des Lipidsystems und somit auf die Barrierefunktion [147].
So werden Hautkrankheiten wie atopische Dermatitis, Psoriasis und Ichtyose mit

veranderten Lipidzusammensetzungen im  SC in  Zusammenhang  gebracht

[38,43,100,149,208].

2.3.1 Die Stratum corneum-Ceramide

Die mengenmalig grofSten Vertreter der SC-Lipide sind die Ceramide, die zu der Klasse der
Sphingolipide gehoren. Bisher sind vier Sphingoidbasen bekannt, die amidartig an eine
Fettsdure (FA) gebunden sein konnen: Sphingosin (S), Phytosphingosin (P), 6-
Hydroxysphingosin (H) und Dihydrosphingosin (dS). Die Fettsduren konnen a-hydroxyliert
(A), nicht-hydroxyliert (N) oder w-hydroxyliert (O) sein, wobei letztere wiederum mit einer

Fettsdure, meist Linolsaure, verestert (E) sind (Tab. 1) [139,160].

Tab. 1: Strukturelemente der Ceramide

Basis Chemische Struktur Fettsdure Chemische Struktur

Sphingosin (S) - a-hydroxyliert (A) OH
/\/\/\/\/\/\/:N\AC_' \W\/M\(O

OH

Phytosphingosin (P) Mw nicht-hydroxyliert W/Wo

OH
e | (N)
6-Hydroxy- o w-hydroxyliert (O) HOWYO
sphingosin (H) MANV\(:;CH O
OH

Dihydrosphingosin MC’H
(dS) o
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Die Kettenlange der Sphingoidbasis kann hierbei zwischen 12 und 22 Kohlenstoffatomen
variieren, die am haufigsten vorkommende Kettenlange ist C18 [32,74,188,201]. Die
Fettsaurekettenlange variiert zwischen C16 und C40 [32,74,188,201,203]. Sowohl die
Fettsdure als auch die Sphingoidbasis kdnnen dabei aus einer geraden oder ungeraden
Anzahl an Kohlenstoffatomen bestehen [88]. Aus der Kombination der vier Basen und der
drei FA resultieren zwolf verschiedene, frei extrahierbare Ceramidklassen, wobei alle zwolf

bereits fur das humane SC nachgewiesen werden konnten (Abb. 3) [132,136,185].

OH
CER [EOS] CER [EOdS]

O 6}
/ﬂ/’j/ﬁ\/& /ﬁ/:\/H\AO /O
H14Cs 0 H11Cs 5
5 27 27HN

o
HN o oH
OH ~ OH

HO OH
CER [EOP] CER [EOH]

\/\/\A/\/\/\/\/Yo \A/\/\/\/\/\/VYO

HN HN
~ OH

OH

CER[NS] CER [NdS]

\/\/\A/\/\/\/\/YO \WW/O

HN
OH AN OH
OH A OH

CER [NP] OH CER [NH] OH

OH OH
\/\/\/\/\/\/\/\)\T/O \/\/\/\/\/\/\/\)\(O
=
HN HN
/\/\/\/\/\/\/\rOH /\/\/\/\/\/\/\I\OH
N OH

OH
CER[AS] CER [AdS]
OH

OH
WM/M/O \/\/\/\/\/V\/\)\(O
HN OH HN o
OH X OH
CER [AP] OH CER [AH] OH
Abb. 3: Darstellung der derzeit bekannten CER-Klassen
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Daneben existieren die Ceramide, die kovalent an die Proteinhiille des Cornified envelope
der Keratonozyten gebundenen sind. Nach dem CER[OH] wurden aulRerdem CER[OS] und
CER[OP] entdeckt [87,176,202].

Das urspriinglich verwendete Nummerierungssystem fiir die Nomenklatur der CER wurde
deren diinnschichtchromatographischem Laufverhalten entnommen (CER (1-6)): je hoher die
Polaritit des Ceramids, desto  kirzer war die Laufstrecke auf der
Diinnschichtchromatographie (DC)-Platte und desto hoéher die Nummer [197]. Da aber
immer mehr Ceramide entdeckt wurden, lieRen sie sich nicht mehr ohne Probleme in das
Konzept der Nummerierung einordnen. Somit wurde der oben beschriebene
Buchstabencode eingefiihrt, der die strukturellen Elemente der Ceramide benennt
[139,160].

Mit Hilfe der DC ist es gelungen 7 CER-Klassen zu trennen und zu identifizieren, CER[EQS],
CER[NS], CER[NP], CER[EOH], CER[AS], CER[AP] und CER[AH] [160]. 1999 fanden Stewart et
al. heraus, dass die Fraktionen von CER[AS] und CER[NH] auf der DC uberlappen. Diese
lieRen sich erst nach einer Acetylierung trennen, wobei sich herausstellte, dass CER[NH] den
groBeren Anteil einnimmt [173]. Vietzke et al. entdeckten 2001 CER[NdS] [188], was spater
von Farwanah et al. [61] und von Ponec et al. bestatigt wurde, wobei Ponec et al. zusatzlich
das CER[EOP] nachwiesen [151]. Masukawa et al. beschrieben 2008 das CER[AdS] im SC
[132], nachdem sie es 2006 bereits im menschlichen Haar gefunden hatten [133]. Zuletzt
konnte 2011 das CER[EOQdS] im humanen SC nachgewiesen werden [185].

Die prozentuale Zusammensetzung der SC-Ceramidklassen ist in Tab. 2 dargestellt.
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Tab. 2: Zusammensetzung der SC-Ceramidklassen [25]

Bezeichnung des Ceramids Massenanteil [%]
CER[EOS] 6,5
CER[EOdS] 0,4
CER[EOP] 1,1
CER[EOH] 4,3
CER[NS] 7,4
CER[NdS] 9,8
CER[NP] 22,1
CER[NH] 14,5
CER[AS] 9,6
CER[AdS] 1,6
CER[AP] 8,8
CER[AH] 10,8
CER[OS] 0,7
CER[OP] 0,2
CER[OH] 0,4

2.3.1.1 Synthese der Ceramide

Die Ceramidneubildung findet in den Keratinocyten des Stratum granulosum statt. Diese
gelangen dann mit Hilfe der OB zum SC und werden dort lber Exocytose freigegeben
[45,105,106,119]. Die Grundbestandteile der Basis werden aus Palmitoyl-CoA und Serin
durch die Serin-Palmitoyl-CoA-Transferase gebildet, welches den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt darstellt [6,32]. Uber verschiedene Zwischenstufen entsteht somit ein
Sphinganin, welches im nachfolgenden Schritt durch die Ceramidsynthasen (CERS) mit einer
FFA n-acetyliert wird [6,32,80,106]. Die CERS sind in 6 Gruppen unterteilbar und zeigen eine
deutliche Spezifitdt in Bezug auf Lange und den Sattigungsgrad der zu bindenden Fettsdure.
So zeigt die CERS 1 eine Praferenz gegeniiber C18-FA, CERS 5 und CERS 6 bevorzugen C16-FA
und CERS 2 und CERS 3 binden die langerkettigen FA an die Sphinganine [6,135,136]. Nach
der Synthese der CER werden diese sofort umgewandelt in Glycosylceramide und
Sphingomyeline, um so als Vorstufe in den OB ,gelagert” zu werden [63,105,136]. Die OB,
welche reine Sekretionsorganellen darstellen, sind eiformig, von einem Membran-Bilayer
umgeben und enthalten neben den Lipidvorstufen die fir die Aufspaltung wichtigen Enzyme.

Fir die Aufspaltung der CER-Vorstufen sind die B-Glycosyl-Cerebrosidase und die
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Sphingomyelinase wichtig, des Weiteren sind Phospholipasen enthalten, die die
Phospholipide in FFA und Glycerol aufspalten [63,80,105,136,184]. Fiir eine optimale
Funktion benotigen diese Enzyme einen pH-Wert von 5 [63]. Die OB verbinden sich mit der
Zellmembran am Ubergang zwischen dem Stratum granulosum und dem SC, um die Lipide
freizugeben [32]. Nachdem die Lipide ausgeschittet wurden, breiten sie sich zwischen den
Korneozyten aus und koaleszieren, bis sie schlielllich den gesamten Interzellularraum
ausfillen [26]. Wird die Barriere der Haut, also das SC verletzt, kommt es zu einer
verstarkten Ausschiittung und Synthese der OB, um die Barriere wieder zu schlieBen. Der
Grund hierfiir ist ein Calcium-Gradient in der Epidermis. Nach der Verletzung des SC kommt
es zu einem erhohten TEWL, wodurch die Calciumionenkonzentration in Stratum
granulosum steigt. Diese Konzentrationsanderung gibt das Signal zur Steigerung der
Lipidsynthese und zur Ausschittung des Inhalts der OB [25,63], wobei eine zeitlich sehr
begrenzte Reaktion stattfindet [32,50,84]. Diese Reparaturmechanismen sind abhangig von
verschiedenen Faktoren, wie Alter und Stress [40,72].

Das Fehlen der B-Glycosyl-Cerebrosidase und Sphingomyelinase fiihrt zu einer gestérten
Barriere. In Folge davon steigt der TEWL, da sowohl die proteingebundenen als auch die
freien CER fehlen, die fiir die Ausbildung einer ausreichenden Barriere wichtig sind [105].
Das fiuhrt wiederum zu Hautkrankheiten mit verdnderter Barrierefunktion, wie Psoriasis,

atopische Dermatitis und Altershaut [22,25,91,126,136].

2.3.1.2 Bedeutung der Ceramide

Die wichtigste Aufgabe der CER liegt in der epidermalen Barrierefunktion gegeniiber
exogenen Noxen [49,102,195]. Sie bilden gemeinsam mit Chol und den FFA Bilayer aus und
tragen somit zur Hydratation des SC und zum Schutz gegen TEWL bei [32,56,196,199].

Die Kohlenstoffketten der CER sind unverzweigt, lang, hydrophob und vorwiegend gesattigt.
In den hydrophoben Regionen der Bilayer liegen die CER in orthorhombischer oder
hexagonaler Packung vor, wodurch sich die Wasserdurchladssigkeit verringert [21,53,69].
Bisher hat kaum eine der CER-Klassen eine spezifische Funktion zugewiesen bekommen. Die
Strukturen der w-hydroxylierten CER (CER[EOH], CER[EOP], CER[EOS]) kommen nur im SC
vor. Diese, vor allem das CER[EOS], haben hierbei eine wichtige Funktion in der Organisation
der Lipiddoppelschicht [16,20,136], da es bei einem Mangel an essentiellen Fettsduren zu

einem Einbau von Olsdure anstatt der Linolsdure im Molekiil kommt, was eine verdnderte
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Fluiditat, wie einen gesteigerten TEWL und ein gestortes epidermalen Gleichgewicht nach
sich zieht [36,202]. Im Winter kommt es ebenfalls zu einem erhdhten Einbau von Olsiure
anstatt Linolsdure, wodurch die so genannte Winterxerose verursacht wird [36]. Linolsdure
nimmt in gesundem SC einen Anteil von 72 % der veresterten FA im CER[EOS] ein [88].
Obwohl die Ceramide eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Bilayer einnehmen, sind sie
allein nicht in der Lage sich in dieser Form anzuordnen [32]. Die Heterogenitdt der CER-
Klassen und der FFA ist wiederum wichtig fir die Struktur und Fluiditat des ,Mortels” bei

normaler Kérpertemperatur, um eine aktive Barriere aufrecht zu erhalten [147].

2.3.2 Die freien Fettsdauren des Stratum corneum

Neben Cholesterolsulfat gehoren die freien Fettsduren zu den Lipiden im SC, die ionisch
vorliegen koénnen und notwendig sind zur Ausbildung einer Lipiddoppelschicht
[106,193,204]. Sie sind unter anderem verantwortlich fir den leicht sauren pH-Wert von 4 -
5,5 auf der Hautoberflaiche und beeinflussen das Phasenverhalten der anderen Lipide
[67,106]. Die neutralen Lipide hingegen sind einerseits wichtig fiir die Ausbildung der
Barriere, andererseits flir die ablaufende Desquamation aufgrund ihrer Beeinflussung der
temperaturbedingten Phasendnderung. Diese Phasendnderung verringert sich mit
steigender Sattigung und steigender Kettenldange der FFA [51,144].

Im SC sind FFA verschiedener Kettenlangen (C14 - C28) vorzufinden, wobei die Anzahl an
Kohlenstoffatomen gerade und ungerade sein kann und die Fettsduren gesattigt und einfach
oder mehrfach ungesattigt vorkommen [26,32,143,144,202,204]. In Studien wurde
herausgefunden, dass ca. 40 - 50 % der FFA unverzweigt und gesattigt sind und ebenfalls ca.
40 - 50 % unverzweigt und ein- oder mehrfach ungesattigt sind. Der Rest der FFA hat eine
Verzweigung innerhalb der Kohlenstoffkette, die wiederum gesattigt oder ungesattigt sein
kann. Etwa 10% der gesamten FFA haben dabei eine ungerade Anzahl an Kohlenstoffatomen
[117,143]. Die haufigsten gesattigten FFA sind hierbei C18, C22 und C24, unter den
ungesattigten  FFA kommt die Linolsdure (C18:2) am  haufigsten vor
[15,26,32,143,144,147,180,202,204]. Prinzipiell sind in den Lipiden des SC im Gegensatz zu
den Membranen in anderen Korperregionen ungewohnlich lange Kohlenstoffketten zu
finden [45,63].

Die Fettsauresynthese findet zu groBen Teilen in der Epidermis statt [63,86]. Der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist hierbei die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu
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Malonoyl-CoA, katalysiert durch das Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase. Aus Acetyl-CoA,
welches als Startermolekiil dient, und Malonoyl-CoA werden wiederum durch den
Fettsduresynthasekomplex Fettsduren hergestellt [85,106,194]. Bei Fettsdauren mit einer
ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen kommt Propionyl-CoA anstatt Acetyl-CoA zum
Einsatz [25,143,147]. Nach Verletzung des SC und somit der Barriere werden die
entsprechenden Enzyme aktiviert, was eine erhdhte Synthese der FFA nach sich zieht
[63,85,106,194].

Die gebildeten FFA werden in Phospholipide umgewandelt und zusammen mit den anderen
Lipiden bzw. deren Vorstufen in den OB gespeichert. Nach der Exozytose werden die
Phospholipide durch Phospholipasen wieder in FFA und Glycerol aufgespalten [63,86].

Wie bereits erwahnt, sind neben den gesattigten FFA auch ungesattigte, also essentielle FFA
im SC vertreten. Da diese vom Koérper nicht selbst synthetisiert werden kénnen, missen sie
aus der Nahrung stammen, wobei unbekannt ist, wie sie vorrangig als Phospholipide in das
SC gelangen [63,67]. Diese essentiellen FFA bzw. das Verhdltnis von gesattigten zu
ungesattigten FFA haben einen grofRen EinfluB auf die Bilayerstruktur und somit auf die
Barrierefunktion des SC und den TEWL [26,178]. Vor allem Linolsaure (C18:2) spielt hierbei
eine grolRe Rolle. Wenn diese ersetzt wird durch Olsiure oder Arachidonsiure, welche eine
Vorstufe der Prostaglandine (PG) darstellt, steigt der TEWL an. Durch topische Applikation
von Linolsdure kann dieser Vorgang korrigiert werden [26,52].

Der EinfluB der FFA auf den sauren pH-Wert der Haut, also der Ausbildung eines
Sauremantels, ist neben der Bilayerausbildung deren Hauptfunktion. Dieser Sauremantel,
der neben den FFA zuséatzlich durch Milchsdure aus ekkrinen Driisen verursacht ist,
beeinflusst nicht nur die Enzymaktivitat, sondern hat daneben die Aufgabe pathogene Keime
abzutoten. Durch eine Inhibition der Phospholipasen und Ceramidasen, wodurch weniger
FFA freigesetzt werden, wird der pH-Wert der Haut heraufgesetzt und dadurch die Barriere
und die Integritdt des SC gestort [67,96,123]. Des Weiteren erhoht der groRere Anteil an FFA

in den dulBeren Schichten des SC die Fluiditat des Bilayers [15].

2.4 Hautmodelle

Verschiedene Modelle versuchen den Aufbau des SC und die damit verbundenen

Permeabilitdtseigenschaften zu beschreiben.
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Das klassische Modell stellt hierbei das Backstein-Mortel-Modell nach Elias [51,114] dar
(Abb. 4). Die ,Backsteine” sind die kernlosen Korneozyten, die mit Keratin angereichert sind
und den , Mortel” stellt die extrazelluldre, bilamellar angeordnete Lipidmatrix dar [106]. Die
Keratinfilamente der ,,Backsteine” sind hierbei verbunden tiber Desmosomen [29], wodurch
eine festere Struktur entsteht. Die Penetration von Molekilen findet weitestgehend durch

den ,Mortel” statt.

Abb. 4: Backstein-Mortel-Modell nach Landmann [121]

Swartzendruber et al. haben 1989 das Stacked Monolayer Model postuliert [114,175]. Darin
beschrieben sie, dass die interzelluldren Lipide bilamellar angeordnet sind, sowie dass die
Alkylketten der CER sich Uberlappen und Cholesterolmolekiile innerhalb der Schichten
angeordnet sind. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die interzelluldren Lipide
nicht ausschliefllich in Bilayern angeordnet sind, sondern auch hexagonal und
orthorhombisch bzw. als flissige Kristalle vorliegen [106]. In den Bilayern und den
Flussigkristallen sind die Lipide innerhalb der Schicht frei beweglich [69].

Eine Weiterentwicklung daraus ist das Domanen-Mosaik-Modell nach Forslind [69,114]. Die
Lipidmatrix ist danach mosaikartig aufgebaut aus kristallin vorliegenden Lipiden, deren
Zwischenrdume mit flissigen Lipiden ausgefillt sind. Die kristallinen Regionen werden
hierbei beherrscht durch langerkettige Lipide und den van der Waals-Kraften zwischen den
Ketten. In den Zwischenrdumen befinden sich kurzkettige bzw. mehrfach ungesattigte
Lipide, die bei normaler Hauttemperatur flissig vorliegen. An der Grenze zwischen diesen
Gebieten, den so genannten Grain borders, liegen die Lipide im fliissigkristallinen Zustand

vor. Dadurch ergibt sich ein permeables System, das in den flussigkristallinen Bereichen
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Diffusionsvorgange zuldsst. Der Stofftransport erfolgt bei dieser Modellvorstellung durch
kleine Kandle, die sich im System zwischen den einzelnen Mosaikteilen ausbilden [69].
Bouwstra et al. entwickelten 2000 das Sandwich-Modell, in dem die Lipide in
hochgeordneten Bilayern mit einem Abstand von 13 nm angeordnet sind [18,106,114]. In
der Theorie ergibt sich eine trilamellare Struktur, in der kristalline und fliissige Bereiche in
den einzelnen Schichten getrennt voneinander vorliegen [18]. Eine fluide Phase von 3 nm,
die aus den ungesattigten Seitenketten des CER[EOS] und aus Cholesterol besteht, wird
umgeben von geordneten Lipidstrukturen, die aus den gesattigten Lipidmolekilteilen
bestehen. Daraus ergibt sich ein Breit-Schmal-Breit-Wiederholabstand von 13 nm in der
Struktur, wobei die Linolsdaure des CER[EOS] in die schmale Region hineinragt und somit das
CER[EOQS] die breite und die schmale Region miteinander verbindet [20,114,146]. Eine
Stoffpermeation soll hierbei hauptsachlich durch den fluiden Teil erfolgen [18,51,69].

2001 wurde das Domadnen-Mosaik-Modell durch Norlen et al. weiterentwickelt und es
entstand das so genannte single gel phase model, in dem die Lipide als zusammenhadngende
lamellare Gelphase aufgebaut sind [106,114,145,146]. Es findet keine Phasenseparation statt
und somit sind keine fllssigkristallinen, orthorhombischen oder hexagonalen Bereiche zu
finden. Aufgrund der hierbei postulierten dichten Packung der Lipide sind diese kaum
beweglich und die Lipidschicht ist nur wenig permeabel fiir Wasser, wobei zwischen den
Lamellen nur wenig Wasser vorzufinden ist [146].

Schroter, Engelbrecht und Kiselev haben mit Hilfe von Neutronenstreuung an definiert
zusammengesetzten Modellmembranen das Armature reinforcement model entwickelt. Sie
haben herausgefunden, dass die CER teilweise in Haarnadelstruktur als auch in voll
gestreckter Form vorliegen, wobei sich jeweils die lipophilen bzw. hydrophilen Molekiilteile
gegeniberliegen. Die lange Alkylkette des CER[EOS] penetriert dabei das ndchste Bilayer. Die
FFA ordnen sich hierbei zwischen den Fettsdaureketten der CER ein und es bilden sich van
der Waals-Bindungen aus. Chol wird zwischen den Sphingoidbasen der CER eingelagert.
Beide Molekiile beeinflussen dabei die Dicke des Bilayers nicht [55,116,163,167].

Andere Strukturen konnten durch Untersuchungen von Iwai et al. mittels CEMOVIS (cryo-
electron microscopy of vitreous sections) ermittelt werden. Daraus wurde das Asymmetry-
model postuliert [103]. Hierbei liegen die CER in voll gestreckter Form vor, wobei sich die

FFA zwischen die langen Ketten und Chol zwischen die kurzen Ketten der CER einreihen.
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Zwar kann keines der Modelle alle Eigenschaften des SC zu 100 % erklaren, jedoch versucht
jede Modellvorstellung die Stabilitdt der Lipidmatrix und gleichzeitige Fluiditat der Lipide zu
erklaren und mit den Permeabilitatseigenschaften des SC in Einklang zu bringen. Die
Zusammensetzung der Lipide, speziell der Ceramide, spielt eine wichtige Rolle fiir die
Phasenausbildung. Insbesondere CER[EOS], und dabei vor allem das CER[EOS]-Linolat,
spielen eine wichtige Rolle [106,166], da eine Bindung von Olsiure an das CER[EOS] mit
verminderten Barriereeigenschaften einher geht, was sich in einem erhdhten TEWL zeigt,
der Uber das SC geregelt wird [17,120,159]. Neben der gesonderten Stellung des CER[EQOS]
macht vor allem die hochgeordnete Organisation der Lipide die geringe Durchlassigkeit des

SC aus [56].

2.5 Gewinnung der Stratum corneum Lipide

Es stehen verschiedene Mdoglichkeiten zur Verfligung, um die Lipide des SC zu gewinnen:
Biopsien [38,151,192], in vivo Oberflachenextraktion [1,14,58,122,147,189], Tape stripping
mit  nachfolgender Extraktion der Tapes oder mit anschlieBRender in vivo-
Oberflachenextraktion [14,15,36,101,192], Cyanoacrylatabrisse [11,43,101,182,189], Rinsing
[201,208] und Scraping [147]. Vor der Lipidanalytik sollte man sich genaue Gedanken (ber
die Probengewinnung machen, denn sowohl die Wahl der Methode zur Lipidgewinnung als
auch das dabei verwendete Losungsmittel konnen das Studienergebnis deutlich beeinflussen
[38,122,138,147,155].

Die Biopsie ist eine stark invasive Methode, bei der den Probanden kleine Epidermisstiicke
entnommen werden. Das Stratum corneum wird anschlieBend in einem enzymatischen
Verdau mit Trypsin separiert und die Lipide mit einem geeigneten Losungsmittel, meist einer
Mischung aus Chloroform und Methanol (CHCls3/MeOH), extrahiert [13]. Diese
Losungsmittelmischung besitzt eine gute Kombination aus Hydrophilie und Lipophilie, um so
viele SC-Lipide wie moglich zu extrahieren. Nachteile dieser Methode sind einerseits der
grofRe Zeitaufwand und andererseits handelt es sich bei den Biopsien fiir die Lipidanalytik um
Hautreste chirurgischer Operationen, wodurch man auf die dabei anfallenden Hautstellen
beschrankt ist. Dies ist nachteilig, da die Lipidzusammensetzung an unterschiedlichen
Hautarealen variiert [38].

Wenn das SC mit Hilfe von Klebestreifen definierter Gr6Re oder D-Squames® entfernt wird,

dann spricht man vom Tape stripping. Die Klebestreifen werden mit einem definierten Druck
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auf die entsprechenden Hautstellen gepresst und nach einer bestimmten Zeit wieder
abgezogen. Dieser Vorgang kann mit weiteren Klebestreifen so oft wiederholt werden, bis
das gesamte SC an der Stelle entfernt wurde, wodurch Tiefenprofile erstellt werden kénnen.
Allerdings sind nicht alle Klebestreifentypen geeignet, da oft neben den Lipiden auch die
Klebstoffe durch die fiir die Extraktion verwendeten Losungsmittel herausgelost werden.
Diese Klebstoffe kdnnen die weitere Analytik erheblich behindern [15,122,155,192].

Fir die Cyanoacrylatabrisse wird ein Tropfen Cyanoacrylat (auch bekannt als
Sekundenkleber) auf einen Glasobjekttrager gegeben und dieser auf die gewiinschte
Hautstelle gedriickt. Bereits nach kurzer Zeit hartet der Kleber aus und der Objekttrager wird
von der Haut abgerissen. Hier werden anschlieBend die Lipide mit einer geeigneten
Losungsmittelmischung, meist n-Hexan/Ethanol 95:5 (V/V), herausgelost. Bei dieser
Methode werden unerwiinschterweise Talgdrisen mit herausgerissen, wodurch
Sebumlipide die Probenldsung verunreinigen. AuRerdem werden wie bei der Tape stripping-
Methode wahrend der Lipidextraktion Klebstoffbestandteile mit herausgel6st, welche sich
auf die weitere Analytik storend auswirken [155].

Die in vivo-Oberflachenextraktion ist eine gute Methode, um stérende Klebstoffanteile in
der Probenldsung auszuschliefen und eine einheitliche Korperstelle fir die Lipidbestimmung
zu haben. Eine Mischung aus CHCls/MeOH eignet sich hierfur nicht, da topisch aufgebrachtes
CHCl; eine Hautnekrose verursacht [122,155]. Daher musste nach einem anderen
Losungsmittel gesucht werden [1]. Bonte et al. nutzten eine Mischung aus n-Hexan/MeOH,
allerdings verursacht Methanol Hautirritationen [14,15]. Farwanah et al. fanden heraus, dass
sich eine Mischung aus n-Hexan und einem ldangerkettigen Alkohol am besten eignet und
haben eine Methode zur in vivo-Oberflaichenextraktion entwickelt [58]. Hierflr wird ein
zylindrischer Glaskérper (ID: 4cm, Extraktionsfliche 12,56 cm?) mit 10 ml der
Extraktionsfliissigkeit, meist n-Hexan/Ethanol 2:1 (V/V), gefillt und mit einem Spanngurt an
der zu extrahierenden Hautstelle angebracht (Abb. 5). Der Arm wird anschlieBend
umgedreht, so dass die Hautoberfliche mit dem L&sungsmittel in Berlihrung kommt.
Wahrend der Extraktionszeit von 5 min wird das Lésungsmittel durch kreisende Bewegungen
des Unterarms durchmischt. Diese nichtinvasive Methode zeichnet sich vor allen Dingen

durch die Abwesenheit storender Substanzen fir die weiterfihrende Analytik aus.
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Abb. 5: Extraktionsgerat fiir die in vivo-Oberflachenextraktion [57]

Die Lipidgewinnung erfolgt meist an der Innenseite der Unterarme, da diese Stelle leicht
zuganglich ist und wenige Talgdrisen enthalt. AuBerdem sind an der Innenseite der Arme
nur wenige Haare vorhanden, die vor jeglicher Probengewinnung erst entfernt werden
mussten.

Im AnschluB an die Lipidextraktion wurden die Losungen evaporisiert, in einem definierten

Volumen redispergiert und bis zur weiteren Analytik bei -80°C gelagert.

2.6 Die Schizophrenie und ihr Bezug zur Lipidzusammensetzung der Haut
2.6.1 Die Schizophrenie

Schizophrenie bezeichnet eine Erkrankung aus dem Kreis endogener Psychosen, die mit
vielschichtigen Personlichkeitsveranderungen einhergeht. Die Art und Starke der Symptome
der Schizophrenie kdnnen intra- und interindividuell sehr stark variieren. Man unterscheidet
hierbei die Grundsymptome und die akzessorischen Symptome. Zu den Grundsymptomen,
auch Negativsymptome genannt, gehéren Stérungen des Denkens und der Sprache, der
Erregbarkeit und des ,Ich-Erlebens”. Die akzessorischen Symptome, auch Positivsymptome
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genannt, duBern sich in akustischen und optischen Halluzinationen, Wahnvorstellungen,
Antriebsstérungen und sozialem Riickzug [3,4,12].

Die Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken ist unabhangig von der Rasse, der
Kultur und soziokulturellen Einflissen [137]. Eine genetische Disposition ist deshalb nicht
auszuschlieBen. Diese Annahme konnte mit Hilfe von Familien- und Zwillingsstudien gestarkt
werden [78]. So liegt das Risiko an Schizophrenie zu erkranken in der Allgemeinbevolkerung
bei 1%, ist ein Verwandter zweiten Grades erkrankt, steigt das Risiko auf 5%, bei Verwandten
ersten Grades auf ca. 10%. Als Kind eines erkrankten Elternteils liegt das Risiko einer
Erkrankung bei 12-14%, bei zwei erkrankten Elternteilen bei ca. 40% [137]. Allerdings konnte
bis heute noch kein ,Schizophreniegen” charakterisiert werden. Es liegt vielmehr eine hohe
genetische Komplexitdt vor, wodurch die Diskussion aufgeworfen wurde, dass die Diagnose
»Schizophrenie” fur verschiedene Krankheiten gilt, die sich zwar in den gleichen Symptomen
dullern, aber in unterschiedlichen Gendefekten griinden [128].

Die Krankheit kann in jedem Lebensalter ausbrechen. 60% der Erkrankungen treten zwischen
der Pubertdt und dem 30. Lebensjahr auf, wobei fiir Frauen und Méanner das selbe Risiko
besteht [181]. Frauen erkranken jedoch bis zu 5 Jahre spater als Manner, deren
Erstmanifestation zwischen dem 20. und 25. Lebensjahr liegt. Des Weiteren bestehen
geschlechtsspezifische Unterschiede im Krankheitsverlauf und im Ansprechen auf
Neuroleptika. Die weiblichen Patienten sind hierbei im Vorteil, wahrscheinlich aufgrund
eines protektiven Einflusses weiblicher Geschlechtshormone wie Ostrogen [79,141].

Eine genetische Disposition ist nicht ausreichend, um an Schizophrenie zu erkranken [137].
Es werden daneben weitere Stressausloser bendétigt, wie z.B. die Bewailtigung
anspruchsvoller Aufgaben oder intensive emotionale Beziehungen, welche die betroffenen
Personen schlecht bewidltigen konnen. Je nach genetischer Disposition und Starke der
Stressoren kann es zu Stérungen mentaler Funktionen und somit zum Auftreten von
Krankheitssymptomen kommen [77,95].

Ist man an Schizophrenie erkrankt, sind Gehirnfunktionen, das Denken und die
Informationsverarbeitung beeintrachtigt sowie das Verhalten verandert. Es wurden nicht nur
abnormale Gehirnstrukturen festgestellt, wie eine Verringerung des Gesamthirnvolumens
und eine VergroRerung des Liquorraums, sondern auch Veranderungen im
Neurotransmittersystem [95]. So kommen nur selten entziindliche Erkrankungen, wie

rheumatoide Arthritis, unter den Schizophrenieerkrankten vor. Genauso entwickeln sie
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seltener Fieber und haben eine gewisse Schmerzresistenz, einige Patienten empfinden gar
keine Schmerzen [9,95]. All dies deutet auf eine abnormal verringerte Prostaglandinsynthese
der Schizophrenieerkrankten hin, da sowohl bei Schmerzen als auch bei Rheuma bei

gesunden Probanden die PG-Synthese erhoht ist [92].

2.6.2 Die Membran-Phospholipid-Hypothese

David Horrobin stellte 1994 die ,Membran-Phospholipid-Hypothese” auf, in der es heif3t,
dass Phospholipide fiir strukturelle und funktionelle Intaktheit membrangebundener Ablaufe
im zentralen Nervensystem (ZNS) von fundamentaler Bedeutung sind. Der regelrechten
Funktion aller Transmitter- und Rezeptorsysteme geht ein intakter Auf- und Abbau von
Membranphospholipden voraus, [94,95]. Phospholipide bestehen zu 30 - 60% aus mehrfach
ungesattigten Fettsdauren. Bei Schizophrenieerkrankten sind die Membranen und speziell der
Aufbau der Phospholipide verdandert und diese modifizierten Strukturen ziehen sich durch
den gesamten Korper [95].

Die mehrfach ungesattigten Fettsdauren (PUFA) werden hauptsichlich Gber die Nahrung
aufgenommen und sind wichtig fir die neuronale und kognitive Entwicklung [165] sowie
wichtige Bestandteile des Gehirns und der Regulation von Nervenfunktionen [9,92-94,152].
Die PUFA, frei vorliegend oder gebunden in Phospholipiden, sind dariiber hinaus wichtige
Bestandteile von neuronalen Membranen und beeinflussen deren Fluiditat und die Funktion
der membrangebundenen Proteine [9,92-95]. Arachidonsdure (AA) ist neben
Docosahexansdure und Eicosapentaensdaure ihr wichtigster Vertreter aus der Reihe der
Omega-6-FA. Aullerdem ist AA ein Precursor von Entzindungsmediatoren, wie
Prostaglandinen, Prostacyclinen, Thromboxanen, Leukotrienen und somit direkt
eingebunden in die Regulation nervaler Funktionen, sowie von Entziindungs- und
Schmerzvorgangen [9,190].

Neuropathologische Studien an Schizophreniepatienten zeigten auRerdem Verdnderungen
in der Myelinisierung der Oligodendrozyten, die genauer zurlickzufiihren waren auf spezielle
Sphingolipide [172]. Des Weiteren wurden mittels bildgebender Verfahren Veranderungen
der weillen Materie im Gehirn entdeckt, die Folge von dysregulierten Membranauf- und
abbauvorgangen sein kdnnen [171,206]. Da das ZNS, die Hirnhaut und die menschliche Haut

wahrend der embryonalen Entwicklung aus dem gleichen Keimblatt, dem Ektoderm,
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entstehen, wird davon ausgegangen, dass auch im Lipidsystem der Haut entsprechende
Modifikationen zu finden sind [172,181].

Als moglicher Nachweis fiir diese modifizierte Membranlipidstruktur wurde der Niacin-
Hauttest herangezogen, welcher als indirekter Nachweis fiir Schizophrenie dienen kann. Im
Fall einer oralen oder dermalen Applikation von Niacin (= Vitamin B3) an einem gesunden
Probanden werden die Niacinrezeptoren gereizt und es kommt zur Freisetzung von AA aus
den Phospholipiden, gesteuert durch die Phospholipase A2 (PLA2). Nachfolgend kommt es
zu einer Umwandlung der freien AA in PGD2 (Prostaglandin D2) lber die Cyclooxygenasen 1
und 2. PGD2, welches aus den Hautmakrophagen freigesetzt wird, fiihrt zu einem Anstieg
von cAMP in den glatten GefaBmuskelzellen, gefolgt von einer Vasodilatation, welche
wiederum in der Haut eine Rotung, einen so genanten Flush, hervorruft [8,95,134,179]. In

Abb. 6 ist die Synthese von PGD2 und anderen Entziindungsmediatoren dargestellt.

Membranlipide

PLA2
\ 4
Arachidonséaure

COX1/2

v
Instabile Prostaglandine

Verschiedene
/ l \syntheseenzyme

Thromboxane Prostacycline Prostaglandine

Abb. 6: Schematische Darstellung der Synthese von Entziindungsmediatoren

Da es bei Schizophreniepatienten zu einem verringerten Flush kommt [73,134], kdnnen
durch den Niacin-Hauttest indirekt Riickschliisse auf Phospholipidverdanderungen und einen
dadurch verringerten Gehalt an PUFA in der Haut Schizophrenieerkrankter gezogen werden
[170,191]. Durch die Gabe von essentiellen Fettsduren lber 28 Wochen konnte bewiesen
werden, dass diese Hautreaktion wirklich auf fehlende PUFAs bei den
Schizophrenieerkrankten zuriickzufiihren ist. Dadurch konnte bei den Probanden bei einem
erneutem Niacin-Haut-Test ein verstarkter Flush hervorgerufen werden [73].

Der Niacin-Haut-Test ist allerdings nicht spezifisch fir schizophrene Erkrankungen, auch

Patienten mit anderen psychischen Symptomen, wie bipolaren Storungen und Depressionen,
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zeigen einen verminderten Flush [169,170,191]. Allerdings ist die Starke der Reaktion hier
umgekehrt proportional zu der Schwere der Symptome, wodurch dieser Test nur fiir eine
kleine Gruppe von Patienten geeignet ist [169].

Im Blut von Schizophreniepatienten und im Gehirn von toten Schizophreniepatienten konnte
bereits ein verringerter Anteil an AA nachgewiesen werden, allerdings macht die Art der
Erkrankung aufgrund der vorher beschriebenen Symptome, wie Wahnvorstellungen, eine
Blutabnahme sehr schwierig [9,73]. Daher wurde nach einer nichtinvasiven Methode

gesucht, um die Verdnderungen in der Lipidzusammensetzung nachzuweisen.

2.7 Analytische Methoden

2.7.1 Chromatographische Methoden

Die Chromatographie fasst eine Reihe von Methoden zusammen, bei denen geldste Stoffe
analytisch oder prdparativ getrennt werden kénnen. Allen Verfahren ist gleich, dass das
Substanzgemisch mit Hilfe einer mobilen Phase, die ein Gas oder eine Flissigkeit sein kann,
Uber eine stationdre Phase transportiert und dabei aufgetrennt wird. Der Auftrennung liegen
unterschiedliche Verteilungs- und Adsorptionsvorgdnge zugrunde aufgrund von Wechsel-
wirkungen der Substanzen mit der stationdren und der mobilen Phase. Diese
Wechselwirkungen konnen auf unterschiedlichen Polaritdten, MolekilgroBen oder
Loslichkeiten in der mobilen Phase beruhen. Man unterscheidet hierbei hauptsachlich die
Diinnschichtchromatographie (deutsch: DC, engl.: TLC), Flissigchromatographie (LC) und
Gaschromatographie (GC) [125].

2.7.1.1 Diinnschichtchromatographie

Die Dinnschichtchromatographie ist ein Trennverfahren, das auf Adsorptions- und
Verteilungsvorgangen beruht, ohne grolRen Gerdteaufwand auskommt und nur wenig Zeit
erfordert. Als stationdre Phase werden meist Feststoffe wie Kieselgel, Kieselgur oder
Aluminiumoxid verwendet, die in einer diinnen Schicht auf einen geeigneten Trager, wie
Glas- oder Aluminiumplatten, aufgebracht sind. Bei der Diinnschichtchromatographie wird
vorrangig mit der Normalphasentrennung gearbeitet. Umkehrphasenplatten kommen nur
selten zum Einsatz. Nach punkt- oder bandenférmigem Aufbringen der Untersuchungs- und
Referenzlosungen erfolgt die Entwicklung in aufsteigender Richtung in einer

Chromatographiekammer. Die mobile Phase wandert aufgrund von Kapillarkraften innerhalb
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der Sorptionsschicht entgegen der Schwerkraft. Die Fortbewegung der Substanzen erfolgt
nur dann, wenn sie in der mobilen Phase gelost vorliegen. Bei der Verwendung von Kieselgel
als Sorptionsmittel erfolgt die Auftrennung aufgrund unterschiedlicher Polaritdaten der
Substanzen. Unpolare Substanzen legen dabei eine weitere Strecke auf der Platte zuriick, sie
haben somit einen hoheren Retentionsfaktor (Ry).

Reproduzierbare Trennergebnisse kénnen durch die Verwendung von
Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC)-Platten erzielt werden, welche sich
durch eine besonders gleichmaRige Beschichtung und KorngréBenverteilung auszeichnen.
Dadurch wird das Untergrundsignal gemindert und die Platten sind dariber hinaus fir
guantitative Bestimmungen geeignet. Die mobile Phase ist hierbei zusammengesetzt aus
mehreren Losungsmitteln, die vorerst in der Theorie zusammengestellt und dann in der
Praxis angepafit werden. Die chromatographische Entwicklung der Platte erfolgt durch
Fortschreiten der mobilen Phase. Dabei kommt es zu Interaktionen der zu untersuchenden
Substanzen mit der stationdaren und mobilen Phase, wodurch die Trennung vonstattengeht.
Die FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase nimmt dabei mit zunehmender Laufstrecke ab,
wodurch es zu einer schlechteren Auflosung kommt, da sich die Laufzonen verbreitern.
Weiteren Einfluss auf die Trennleistung haben Temperatur, Kammersattigung und die
relative Luftfeuchte.

Die Vorteile der DC liegen darin, dass mehrere Proben gleichzeitig analysiert werden kénnen
und keine Vortrennung der Matrixbestandteile erfolgen muss. Bei vielen bioanalytischen
Fragestellungen hat sich die DC zur Auftrennung von Substanzgemischen bewdhrt. In der
Lipidanalytik ist sie noch immer die Methode erster Wahl.

Zur Detektion der Lipide stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfliigung. In der Analytik
der SC-Lipide wird meist die Verkohlung mit Schwefelsdure und Kupfersulfat angewendet, da
die Ergebnisse am besten reproduzierbar sind. Weiterhin stehen die reversible Jodfarbung

und verschiedene Fluoreszenzindikatoren zur Verfligung [125].

2.7.1.2 Automatische Mehrfachentwicklung

Eine Weiterentwicklung der konventionellen DC ist eine automatische Mehrfachentwicklung
(AMD) der Platten. Hier werden hohe Trennleistungen aufgrund einer Gradientenelution
erzielt, da bei jedem Schritt die Substanzzonen verdichtet werden. Der Gradient umfasst

verschiedene Entwicklungsschritte mit abnehmender Polaritdt bzw. geringerer Elutionskraft.
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Die Entwicklung verlduft in eine Richtung und nimmt bei jedem Schritt wenige Millimeter zu.
Der derzeit einzige Hersteller fiir diese Systeme ist CAMAG (Muttenz, Schweiz). Uber einen
Computer werden die entsprechenden Versuchsparameter eingespeist, der
Entwicklungsverlauf verfolgt und die Daten ausgewertet. Die Entwicklungseinheit enthalt
eine Kammer mit Einlass und Auslass fiir die mobile Phase und das Konditioniergas sowie
Flaschen fir die verwendeten Losungsmittel und deren Abfélle. Des Weiteren kommen ein
Gradientenmischer, Spritzen zur Dosierung der Losungsmittelvolumina und ein
Lichtschrankensensor zur Messung der Laufmittelfront zum Einsatz. In Abb. 7 ist die HPTLC-

Anlage von CAMAG dargestellt.

Abb. 7: HPTLC-Anlage von CAMAG (von links nach rechts: Automatic TLC sampler, automatische
Entwicklungskammer, TLC Scanner)

Die wiederholte Entwicklung fiihrt dazu, dass sowohl die einzelnen Probenbahnen als auch
die Substanzbanden gescharft werden [125]. Durch diese Fokussierung entstehen prazise
detektierbare und quantifizierbare Banden. Um eine gute Trennleistung zu erzielen, ist eine
Vorkonditionierung nétig. So flihren schwache Sauren zu einer Fokussierung von Substanzen
mit schwachen basischen Eigenschaften. Es wird dazu ein Luftstrom durch eine Ldsung
geleitet, wodurch er gesattigt wird. Nach Einleiten in die Trennkammer verandert dieser
Luftstrom den pH-Wert und die Selektivitdt der Platte. In der konventionellen DC wurde dies
durch  Zumischen der pH-aktiven Substanz zum FlieBmittel erreicht. Dieser
Konditionierungsschritt erfolgt vor jedem Entwicklungsschritt. Im Anschluf? wird die mobile
Phase gemischt, der Entwicklungskammer zugefiihrt und die Platte einige Millimeter
entwickelt. Abschliefend wird das restliche FlieBmittel abgesaugt, die Platte im Vakuum
getrocknet und nach erneuter Vorkonditionierung ist die Platte bereit fir die nachste

FlieBmittelmischung.
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Die Komponenten der mobilen Phase kdnnen nach ihrer Funktion in drei Gruppen eingeteilt
werden. Zum einen gibt es das BasisflieBmittel und daneben noch Verstirker sowie
Abschwdcher. Das BasisflieBmittel bestimmt weitgehend die Trennleistung, die beiden
anderen Komponenten dienen zur Feinjustierung der Polaritat.

Die qualitative Auswertung erfolgt anhand der RiWerte, woflir ungefdrbte, nicht
fluoreszierende Substanzen mittels Detektion mit geeigneten Nachweismitteln sichtbar
gemacht werden missen. Zur Quantifizierung werden die Substanzflecken mit Hilfe der
Densitometrie, einem photometrischen MeRverfahren, ausgewertet. Hauptsachliche
MeRBmethoden sind hierbei die Fluoreszenz und die Remission.

Die Fluoreszenzmessung erfolgt entweder lber aktives Fluoreszieren der Substanz oder Gber
Fluoreszenzloschung auf einem Sorbens mit Fluoreszenzindikator. Wenn eine Substanz
selbst nicht fluoresziert, kann sie mit bestimmten Reagenzien dieser Melmethode
zuganglich gemacht werden. Vor dem Detektor wird hierbei ein Filter eingesetzt, der das
Anregungslicht nicht hindurchlalSt [162].

Die Remissionsmessung, eine diffuse Reflektion, erfolgt mit Hilfe von TLC-Scannern. Diese
sogenannten Densitometer bestehen aus einer Lichtquelle, einem Monochromator, einem
Spiegel und einem Plattentisch. Die Platte wird hier mit monochromatischem Licht bestrahlt
und die Reflektion des Lichtes von der Platte wird gemessen. Wahrend der Messung wird die
Platte entlang der Laufrichtung unter dem Lichtstrahl bewegt. Befindet sich unter dem
Lichtstrahl der farbige Fleck einer Substanz, so wird ein Teil des Lichtes nicht mehr reflektiert
sondern absorbiert. Die Absorption des Lichtes erfolgt proportional zur Konzentration der
Substanz. Die so geminderte Lichtintensitdt des diffus reflektierten Lichts (sog. Remission)
wird gemessen [162].

Als Lichtquellen kommen Deuterium-, Wolfram- oder Quecksilberlampen zum Einsatz. Die
Deuterium- und Wolframlampen decken hierbei den UV/VIS-Bereich ab und die
Quecksilberlampen kommen bei der Fluoreszenzdetektion zum Einsatz. Mit Hilfe eines
Monochromators wird die gewiinschte Wellenldnge herausgefiltert und der Lichtstrahl Gber
einen Spiegel auf die Platte gelenkt. Der Spalt des Lichtstrahls ist in seiner Hohe und Breite
individuell einstellbar. Allerdings wird bei der densitometrischen Messung nicht der
Lichtstrahl Gber die Platte bewegt, sondern die Platte befindet sich auf einem beweglichen
Tisch, wodurch Fehler minimiert werden, die durch die Bewegung eines Spiegels entstehen

konnen. Das reflektierte Licht wird von einem Photomultiplier erfasst und die so
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entstandenen Daten von einem Computer registriert und integriert. Die auf der Platte
sichtbaren Banden werden nun als Peaks dargestellt, iber deren Flache oder Hohe der
Gehalt der Substanz berechnet werden kann. Der Zusammenhang zwischen Konzentration

und Licht kann Gber die Kubelka-Munk-Funktion beschrieben werden [57]:

1-R) K k
L

oo Remission einer unendlich dicken Schicht
Absorptionskoeffizient
Streukoeffizient (abhangig von der KorngréRe)
Konzentration der Substanz
molarer Absorptionskoeffizient der farbig getrennten Bande
Proportionalitatsfaktor.

A~ m o un X

Uber diese Funktion kdme eine annihernd lineare Beziehung zwischen der Remission des
Lichts und der Konzentration der Substanz zustande, allerdings sind in der DC nicht alle
Voraussetzungen  daflir gegeben. Aus diesem Grund werden nichtlineare
Sattigungsfunktionen zur Quantifizierung herangezogen [58,155]. Hierbei handelt es sich um

eine vereinfachte Hill-Funktion, die aus der Michaelis-Menten-Funktion abgewandelt wurde

you, |2
K+X

Y Densitometrische Intensitadt des Lipids

Anax  Maximal erreichbare densitometr. Intensitat des Lipids
X Zu ermittelnde Menge des Lipids

K Lipidmenge bei halbmaximaler Intensitat

[57]:

Fiir jede quantitative HPTLC-Analytik sollten auf der Platte die Standardsubstanzen fir die
Kalibrierung mit aufgetragen werden, um magliche Variablen der Methode auszuschlieRen

[155].

2.7.1.3 Gaschromatographie

Voraussetzung fir die Gaschromatographie ist, dass die zu bestimmenden Substanzen
flichtig sind oder sich bis 350 °C vollstandig verdampfen lassen, ohne sich dabei zu
zersetzen. Oftmals kdnnen nichtfliichtige Substanzen durch Derivatisierungsreaktionen, z.B.

Methylierung einer Hydroxylgruppe, in fliichtige Substanzen umgewandelt werden [125].
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Die mobile Phase besteht hierbei aus einem inerten Tragergas (Stickstoff, Wasserstoff, Argon
oder Helium), welches liber eine feste oder fliissige stationdre Phase geleitet wird. Ist die
stationdre Phase eine viskose schwerfllichtige Fllssigkeit, die ein festes Tragermaterial als
diinner Film umkleidet, spricht man von der Gas Liquid Chromatography. Bei der Gas Solid
Chromatography wird ein pordser Feststoff, z.B. Kieselgel oder Aluminiumoxid, verwendet.
Die Trennung der Substanzen erfolgt aufgrund von Verteilung, Adsorption und
Siedepunktunterschieden. Die Verteilungsgleichgewichte zwischen der stationdren und der
mobilen Phase stellen sich sehr schnell ein, weshalb sehr hohe Tragergasgeschwindigkeiten
moglich sind. Dadurch verkiirzen sich die Analysezeiten und es kdnnen gute Trennleistungen
erzielt werden [47,125].

Die in der GC verwendeten Kapillarsdulen haben eine Lange von 30 — 100 m und eine Dicke
von 0,1 — 1 mm. Je langer die Trennkapillare ist, umso besser deren Trennleistung, allerdings
wird dadurch die Analysezeit verldngert. Die Trennkapillaren bestehen meist aus einem
synthetischen Harz und sind innen mit einem 0,1 — 5 pum diinnen Trennphasenfilm
beschichtet. Die Dicke dieses Trennphasenfilmes beeinflusst die Retentionszeit. In der
Lipidanalytik sollte der Film so gering wie moglich gehalten werden, da die Lipidderivate zu
den hochsiedenden Substanzen gehoren und nur so deren Elution gesichert werden kann.
Fiir die Lipidanalytik werden vor allem Polysiloxanderivate als stationare Phase verwendet.
Diese sind sehr unpolar und die Auftrennung erfolgt vor allem nach Anzahl der enthaltenen
Kohlenstoffatome in den Lipiden [153,162].

Die Durchflugeschwindigkeit des Tragergases kann die Trennleistung der Saule zusatzlich
beeinflussen und muR gegebenenfalls optimiert werden [47,125].

Die Kapillare befindet sich in einem Sdulenofen. Durch Verdanderung der Temperatur
wahrend der Messung kann die Trennung optimiert werden, da die Wechselwirkungen
zwischen der zu analysierenden Substanz und der stationdren Phase temperaturabhangig
sind. Ein Temperaturgradient spielt hierbei eine vergleichbare Rolle, wie der
FlieBmittelgradient in der Hochleistungsfllissigchromatographie (HPLC). Je niedriger die
Temperatur ist, umso langer verbleibt der Analyt auf der Trennsdule und umso besser ist die
Auftrennung der Substanzen. Jedoch bedeutet eine niedrige Temperatur auch eine
Verlangerung der Analysezeit. Deswegen mul} ein optimaler Temperaturgradient gesucht

werden, vergleichbar mit einem FlieBmittelgradienten in der HPLC [125].
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Zur Detektion im Gasstrom eignen sich verschiedene Methoden. Vor allem die
Flammenionisationsdetektion, die Warmeleitfdhigkeitsdetektion und die massenspektro-

metrische (MS) Detektion sind gebrauchlich [125].

2.7.1.4 Hochleistungsfliissigchromatographie

Bei der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) wird eine Substanzmischung liber eine
Saule aufgetrennt, in der sich die stationdre Phase befindet. Die mobile Phase durchstromt
hierbei die Sdule in einem kontinuierlichen Strom. Die HPLC gehdort wie die DC somit zu den
flissigchromatographischen Methoden. Es werden die Wechselwirkungen des Stoffes in der
Grenzschicht zwischen der mobilen und der stationdaren Phase ausgenutzt und es finden
Adsorptions- und Verteilungsprozesse statt.

Die HPLC erzielt eine sehr hohe Trennleistung, weshalb sie sowohl fiir analytische, als auch
flir praparative Zwecke eingesetzt werden kann. Die Trennleistung der Saule ist stark
beeinflusst durch die PartikelgroBe der stationdren Phase: je kleiner und je gleichmaRiger
verteilt die Partikel sind, umso hoher ist die Trennleistung. Die stationare Phase befindet sich
als homogen gepackte, feste und pordse Masse in einer Stahlsdule. Die Lange dieser Saule
variiert zwischen 18 und 300 mm, die Partikel haben ein GroRe von 1,5 — 10 um mit einem
Porendurchmesser von 6 — 400 nm. Die fllissige mobile Phase wird, unterstiitzt durch eine
Pumpe, unter hohem Druck hindurchgeleitet [125].

Als stationdre Phase werden meist Kieselgel und seine Derivate eingesetzt. Man
unterscheidet hierbei die Normalphasen (NP)-HPLC und die Umkehrphasen (reversed phase,
RP)-HPLC. Die Verwendung einer polaren stationdren Phase bei der NP-HPLC eignet sich vor
allem zur Trennung unpolarer Substanzen. Fir die in der Praxis haufiger eingesetzte RP-HPLC
wird das Kieselgel modifiziert und somit durch kovalent an freie Silanolgruppen gebundene
Alkylketten mit 4 — 18 Kohlenstoffatomen ihre Polaritdt gemindert. Die eingesetzten
FlieBmittel konnen nach ihrer Elutionskraft in einer so genannten eluotropen Reihe
angeordnet werden. Diese hangt wesentlich von der Polaritdt des jeweiligen Losungsmittels
ab und muss fir jedes Sdulenmaterial experimentell ermittelt werden. Bei der Verwendung
einer RP-18-Sdule nimmt die Elutionskraft in folgender Reihenfolge zu: Wasser < Methanol <
Isopropanol < Acetonitril < Tetrahydrofuran < Chloroform < Hexan [125].

Um die Elution zu verbessern, kann neben der isokratischen Elution, bei der die

Zusammensetzung der mobilen Phase konstant bleibt, eine Gradientenelution eingesetzt
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werden. Hierbei nimmt durch die Verdnderung der Fliefmittelzusammensetzung die
Elutionsstarke wahrend einer Analyse kontinuierlich oder stufenweise zu, wodurch komplex
zusammengesetzte Analyten aufgetrennt werden kénnen.

Die Substanzen erreichen nach einer, unter den gewdhlten Bedingungen fiir sie typischen
Retentionszeit (retention time, RT) den Detektor. Dieser kann nach unterschiedlichen
MeRBprinzipien arbeiten, die sich in ihrer Empfindlichkeit und Spezifitat stark unterscheiden
kdnnen. Fir die Lipidanalytik kommen hauptsachlich die massenspektrometrische Detektion
und die evaporative Lichtstreudetektion zum Einsatz. Die sonst sehr gebrduchliche UV-
Detektion ist in der Lipidanalytik eher ungeeignet, da meist keine charakteristischen
Chromophore in den Molekiilen vorhanden sind [125].

Die HPLC zeichnet sich durch eine hohe Trennleistung und gute Reproduzierbarkeit aus,
weshalb sie in der Bioanalytik das wichtigste chromatographische Verfahren zur Identitats-,
Reinheits- und Gehaltsbestimmung darstellt.

Wahrend in der NP-HPLC die Auftrennung der Lipide aufgrund ihrer Hydrophilie erfolgt,
eignet sich die RP-HPLC fiir die Auftrennung der Subspezies der CER-Klassen aufgrund ihrer
Lipophilie. Mit anschlieBender massenspektrometrischer Detektion kann somit die

molekulare Masse der Subspezies bestimmt werden [59,62,154,155,157,189].

2.7.2 Evaporative Lichtstreudetektion

Bei der evaporativen Lichtstreudetektion (ELSD) handelt es sich um ein robustes, aber sehr
unspezifisches Verfahren, bei dem ein nicht fliichtiger Substanzpartikel nach Evaporisieren
(Verdampfen) des Laufmittels in der MeRzelle eine Streuung des Laserlichts verursacht
[41,42,155]. Somit beno6tigt man keine vorherige Derivatisierung des Analyten [37].

Die Intensitat des gestreuten Lichts verhalt sich proportional zur Konzentration der Substanz.
Diese Detektionsmethode ist unempfindlich gegenliber vielen Losungsmitteln, sofern sie
einen niedrigeren Siedepunkt als der Analyt besitzen. Mit einer Gradientenelution ist diese
Messmethode kombinierbar, da das Signal dadurch nicht beeinflusst wird [41,42].

Das Eluat wird hierbei durch ein Gas, zumeist Stickstoff oder Luft, an einer Verneblungsdise
zerstaubt, wodurch sich kleine Tropfchen bilden. Der Durchmesser der Trépfchen ist hierbei
abhangig von der Oberflachenspannung, der Dichte und der Viskositat der mobilen Phase
[41,42]. Die Tropfchen werden aufgrund der Evaporisation des Losungsmittels in der

Verdampfungskammer immer kleiner, wodurch kleine Feststoffaggregate der zu
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untersuchenden Substanz entstehen. Diese gelangen (lber den Gasstrom in die
Detektionskammer, in der eine Laserlichtquelle angebracht ist. Der Lichtstrahl wird durch die
ankommenden Partikel gestreut und dieses gestreute Licht von einem Photomultiplier
aufgenommen, verstarkt und der Auswerteeinheit zugefiihrt. Da es sich nicht um eine
spektroskopische Detektion handelt, kommt das Lambert-Beersche-Gesetz nicht zur
Anwendung. Quantifizierungen sind Gber nichtlineare Gleichungen moglich [41].

Die Intensitdt des Signals ist abhadngig von der GrofRe, der Form und der
Oberflachenbeschaffenheit des Partikels, funktionelle Gruppen haben dabei keinen Einfluss
[41,42]. Die Zugabe von Ameisensaure oder Triethylamin zum Laufmittel erh6ht das Signal
der ELSD, die diskutierte Theorie dahinter ist eine Veranderung der PartikelgrofRe durch

Salzbildung [41].

2.7.3 Massenspektrometrische Methoden

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein Analyseverfahren im Hochvakuum, bei dem die
Molekiilmasse, genauer gesagt das Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z), freier lonen bestimmt
wird [125]. Die Molekiile werden nach Verdampfung ionisiert, d.h. es werden positiv oder
negativ geladene lonen gebildet. Diese lonen sind meist instabil und fragmentieren
innerhalb weniger Mikrosekunden in geladene und ungeladene Bruchstiicke, wobei die
geladenen Fragmente nach ihren Massen getrennt und ihre relativen Intensitdten in einem
Massenspektum aufgezeichnet werden [164]. MS hat ein weites Anwendungsspektrum in
der Analytik und wird eingesetzt zur Identifizierung, Charakterisierung und Quantifizierung
von Substanzen. Zur Quantifizierung findet sie Anwendung als Detektor bei HPLC- oder GC-
Messungen. Die Bestimmung erfolgt hierbei mit Hilfe von Standardsubstanzen. Zur
gualitativen Untersuchung von Substanzen erfolgt eine Massenbestimmung. Zusammen mit
dem Isotopenmuster der Substanz konnen Riickschliisse auf die Elementarzusammen-
setzung gezogen werden [125,164]. Nach einer Tandemmassenspektrometrie erhalt man ein
Fragmentmuster, wodurch man Informationen (iber die Struktur einer Substanz gewinnt
[164]. Die MS hat eine hohe Empfindlichkeit, wodurch die Bestimmung von Substanzen in
geringer Konzentration moglich wird.

Ein Massenspektrometer besteht im Wesentlichen aus einer lonenquelle, die einen Strahl
gasformiger lonen erzeugt. Diese lonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt, mit

Hilfe einer lonenoptikeinheit fokussiert und anschlieBend in einem Massenanalysator nach
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ihren m/z aufgetrennt. Ein Detektor dient zur Erfassung der lonen, indem die relativen
Haufigkeiten der lonen aufgezeichnet werden (Abb. 8). Die gemessenen Masseneinheiten
haben viele Bezeichnungen (i, amu, Da), sie alle sind Synonyme fir 1/12 der Masse von 12¢

[125,162].

lonenquelle Massenanalysator Detektor

lonenerzeugung — lonentrennung —> lonennachweis

Abb. 8: Aufbau eines Massenspektrometers nach [125]

Die entstandenen Molekiilionenpeaks sind meist kombiniert mit kleineren Peaks, deren
Masse sich um +1 Da unterscheidet. Es handelt sich hierbei um Isotopenpeaks des
eigentlichen Molekil-lons aufgrund des natirlichen Vorkommens von *3C und Deuterium

[164].

2.7.3.1 lonisationstechniken

Um dem Analyten eine Ladung zu verleihen existieren verschiedene lonisationstechniken.
Die wichtigsten sind in Tab. 3 dargestellt. Keine der beschriebenen lonenquellen ist
universell einsetzbar. Die jeweilige lonisationstechnik muss anhand der Eigenschaften des

Analyten und dem Analyseziel ausgewahlt werden [109].
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Tab. 3: lonisationsverfahren in der Massenspektrometrie

lonisierungstechnik

Art der lonisation

Wichtige Informationen

ElektronenstoR-
ionisation (El) [65,125]

Beschul® mit Elektronen
70eV

lonentypen: M**

Hochvakuum

Starke Fragmentierung, Umlagerungsreaktionen
(retro-Diels-Alder-Reaktion, McLafferty-
Umlagerung)

Strukturinformationen aufgrund der
Fragmentierung

Substanzidentifikation durch Vergleich mit
Spektrenbibliotheken

Chemische lonisation
(C1) [125]

lonisation des
Analytmolekils durch
ein ionisiertes Hilfsgases
(z.B. Ammoniak,
Methan)

lonentypen: [M+H], [M+NH4]", [M-H]
Hochvakuum

Geringe Fragmentierung, daher weniger
Stukturinformationen

Keine sehr polaren Verbindungen

Fast-Atom-
Bombardement (FAB)
[125]

BeschuB mit Atomen
(z.B. Ar, Xe), dadurch
Ubertragung hoher
kinetischer Energie

lonentypen: [M+H]", [M-H]

Hochvakuum

Analyt muB in schwer fliichtiger Matrix (z.B.
Glycerin) l6sbar sein

Polare Verbindungen

Heute nicht mehr eingesetzt, da geringe
Empfindlichkeit und geringe lonenausbeuten

Atmospheric Pressure
Chemical lonisation
(APCI)

(siehe Text)

Durch Corona-
entladungen kommt es
zur Ubertragung eines
elektrostatischen
Potentials auf ein
Reaktandengas (z.B. N,)

lonentypen: [M+H]", [M+Alkali]*, [M-H], [M+CI],
Cluster

Atmosphdarendruck

Keine mehrfach geladenen lonen
Fragment-lonen moglich

Sehr hohe FluBraten moglich, daher Kopplung an
HPLC moglich

Unempfindlicher gegeniiber apolaren
Losungsmitteln (vgl. ESI)

Lipophilere Verbindungen messbar im Vergleich
zu ESI

Elektrospray-
ionisation (ESI)
(siehe Text)

Ubertragung eines
elektrostatischen
Potentials

lonentypen: [M+H]", [M+Alkali]*, [M-H], [M+CI],
Cluster

Atmosphdarendruck oder Vakuum

Mehrfach geladene lonen moglich, daher
Messungen von hochmolekularen Substanzen
Sehr polare Verbindungen (Vorhandensein
funktioneller Gruppen)
Losungsmittelbeschrankug

Nano-Elektrospray-
ionisation (Nano-ESl)

Ubertragung eines
elektrostatischen

lonentypen: [M+H]", [M+Alkali]", [M-HT, [M+CI],
Cluster

(siehe Text) Potentials - Atmospharendruck oder Vakuum
- Geringste Substanzmengen messbar
- Besser aufgeloste Spektren von
hochmolekularen Verbindungen
Matrix unterstiitzte Impulsartige - lonentypen: [M+H]", [M-Alkali]’, Cluster

Laser-Desorptions-
lonisation (MALDI)
[65,125]

Ubertragung der UV-
oder IR-Laserenergie
durch eine geeignete
Matrix auf den Analyten

Hochvakuum
Sehr schonendes Verfahren
Anwendung in der Protein-und Polymeranalytik
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Chemische lonisation unter Atmosphdérendruck
Bei der chemischen lonisation unter Atmospharendruck wird die Probenlésung zunachst am
Ausgang einer Kapillare mit Hilfe eines Spriihgases (meist Stickstoff) zerstdaubt. In einem
Evaporationsrohr wird bei 400 - 500 °C mit Unterstlitzung eines Trocknungsgases das
Losungsmittel verdampft [27,125]. Uber eine Coronanadel, eine nadelartige Elektrode, wird
die Probe unter Hochspannung (5 kV) ionisiert, wobei der genaue Prozess noch nicht geklart
ist. Man geht davon aus, dass zunachst die erzeugten Ladungen von Stickstoffmolekiilen
aufgenommen werden, die sie an die Losungsmittelmolekiile weitergeben, die wiederum
den Analyten ionisieren. Somit liegt hier eine indirekte lonisation vor [27,30].
Die wichtigsten Reaktionen hierbei sind:

e +Ny; 2> Ny ++2¢e

e +H,0 > H,0"" +2¢

H,0™ + H,0 = H;0" + OH®

H;0" + M = [M+H]" + H,0
Diese Methode wird hauptsachlich bei weniger polaren Substanzen angewandt. Verdampfen
und lonisation sind bei der APClI zwei separate Schritte, wodurch auch lipophile

Losungsmittel (z.B. Chloroform, Hexan) zum Einsatz kommen kdnnen.

Elektrosprayionisation

In den letzten Jahren hat die Elektrosprayionisation (ESI) sprunghaft an Bedeutung
gewonnen. Bereits Anfang der 1970er Jahre wurde das Elektrosprayphdanomen entdeckt,
allerdings erst nach den Arbeiten von Fenn und Dole et al. in der Massenspektrometrie
eingesetzt [65,82,205].

Die Probenlésung wird hierbei unter Hochspannung (1 - 5 kV) und einem Stickstoffstrom
unter Atmosphadrendruck verspriht, wodurch kleine hochgeladene Tropfchen gebildet
werden [82]. Wéahrend das Losungsmittel verdampft, werden die Tropfchen immer kleiner
und es kommt zu einer Akkumulation der Ladung an deren Oberflache. Durch die AbstoBung
der gleichartigen Ladung werden die Tropfchen aufgesprengt (Coulomb-Explosion)
[34,82,109-112]. Dieser Prozess wiederholt sich bis das gesamte Losungsmittel aus dem
Tropfen entfernt ist, dann ist der Analyt effektiv ionisiert [82].

Es kommt so zur Entstehung freier gasférmiger lonen, deren Bildung zwei Modell-
vorstellungen unterliegen. Einerseits wird von dem Modell des geladenen Riickstands von
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Dole (charged residue model) ausgegangen, wobei winzige Tropfchen von 1nm Radius nur
noch ein Analytmolekil enthalten, welches durch den Stickstoff vollstandig desolvatisiert
wird [34,64,65,125]. Andererseits wird das lonenemissionsmodell (ion evaporation model)
diskutiert, wobei bereits aus groRBeren hoch geladenen Trépfchen (10 nm) freie lonen in die
Gasphase freigesetzt werden [34,125]. Manche experimentelle Vorgange sind besser mit der
ersten Modellvorstellung, andere besser mit der zweiten zu erklaren [125]. Abb. 9 beschreibt

die Entstehung der freien Molekiil-lonen.

Elektronen
—

Hochspannung @

Elektronen
B —

0. @
N » ZUM
o .. Analysator
®
® @
Oxidation
Spray mit
Tropfchenbildung Reduktion

Evaporisation  cqy10mb-Explosion

Abb. 9: Schematische Darstellung der Elektrosprayionisation im positiven lonenmodus

Die detektierten Molekiil-lonen sind je nach Polaritit der angelegten Spannung [M+H]" und
[M-H]. Charakteristikum dieser Methode ist die Bildung von Addukten. So werden im
positiven lonenmodus haufig Natriumaddukte und im negativen lonenmodus
Chloridaddukte gebildet. Auch mit anderen Bestandteilen, z.B. Tensiden oder Teilchen der
gleichen Art, ist eine solche Anlagerung moglich. Diese Addukte zeigen oft eine hdhere
Intensitat als die protonierten oder deprotonierten Molekil-lonen. Die Bildung von
Anlagerungsprodukten ist vor allem von der Losungsmittelzusammensetzung und den
Gerateeinstellungen abhangig und ist somit in gewissem MaRe steuerbar [34,109-112].

Bei der ESI handelt es sich um eine sanfte lonisierungstechnik im Vergleich zu anderen
lonisierungsmethoden (Laserdesorption, fast atom bombardement). Selbst empfindliche
Molekiile gelangen aufgrund des geringeren Energieaufwandes und der geringeren

Hitzeentwicklung unzersetzt in den Massenanalysator [109-112].

36



Theoretischer Teil

Ein groBer Vorteil der ESI besteht darin, dass die lonisation aus dem gleichen Lésungsmittel
stattfindet, welches vorher fiir die Naflichemie verwendet wurde. Das typische Losungsmittel
(meist Methanol) ist dipolar und der Analyt sollte in geringem Male darin |6slich sein, eine
Konzentration von 10° - 102 Mol ist ausreichend [109-112]. Weitere wichtige
Losungsmitteleigenschaften sind Leitfahigkeit, Viskositdt, Oberflaichenspannung und
Dielektrizitdtskonstante [33]. Die einzig wichtige Eigenschaft des Analyten ist seine
lonisierbarkeit [82].

Neben der konventionellen ESI wurde das Nanoelektrospray (Nano-ESI) von Wilm und Mann
1994 entwickelt. Einer der Vorteile besteht hierbei darin, dass eine viel geringere
Probenmenge notig ist. Im Nano-ESI ist die Spitze der Kapillare viel enger, die produzierten
Tropfen somit kleiner und schneller in der Gasphase als beim konventionellen ESI [109-112].
Da die lonisation unter Atmosphdrendruck stattfindet, die Analyse allerdings im
Hochvakuum, muR ein Ubergang, ein so genanntes Interface, geschaffen werden. Die
Einlassoffnung des Interfaces mull dabei gro3 genug sein, um die Analytmolekile in
ausreichender Zahl hindurchzulassen. Sie darf aber nicht zu groR sein, damit das notige
Vakuum aufrechterhalten wird. Danach werden mit Hilfe der lonenoptik, z.B. Skimmer,
Linsen, Hexa- oder Octapole fokussiert und zum Analysator weitergeleitet, wo sie nach

Masse/Ladungsverhéltnis sortiert werden [64,65,125].

2.7.3.2 Massenanalysatoren

In den Massenanalysatoren werden die Molekdil-lonen nach ihren
Masse/Ladungsverhéltnissen aufgetrennt unter Nutzung elektrischer, kinetischer oder
magnetischer Krafte [64,65,125]. In Tab. 4 ist eine Ubersicht der verschiedenen

Massenanalysatoren dargestellt.
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Tab. 4: Trennprinzipien verschiedener Massenspektrometer

Massenfilter

Trennprinzip

wichtige Informationen

Single Quadrupol
(siehe Text)

Verhalten von lonen in einem
zweidimensionalen elektrischen
Gleich- und
Wechselspannungsfeld

- full scan, SIM

- hohe Empfindlichkeit

- héaufigste und glinstigste Variante
- schneller Scan

- keine Massenfeinbestimmung

Triple Quadrupol
(siehe Text)

Verhalten von lonen in einem
zweidimensionalen elektrischen
Gleich- und
Wechselspannungsfeld

- full scan, SIM, MS/MS, precursor-ion scan,
neutral loss scan, MRM, SRM

- MS/MS méglich, dadurch Strukturaussagen

- Sehr hohe Empfindlichkeit

- Keine Massenfeinbestimmung

lonenfalle
(siehe Text)

Verhalten von lonen in einem
dreidimensionalen elektrischen
Gleich- und
Wechselspannungsfeld

- full scan, SIM, MS/MS, MS" (n=3-10)

- sehr gute Strukturaussagen durch MS"

- keine Massenfeinbestimmung

- hohe Empfindlichkeit, da ,Speicherung” der

lonen
- Flllgrad der lonenfalle mul} beachtet
werden
Flugzeit (Time of Flugzeitunterschiede von lonen - full scan, MS/MS bei Kopplung mit einem
flight) unterschiedlicher m/z im Quadrupol
(siehe Text) Hochvakuum bei gleicher - theoretisch unbegrenzter Massenbereich

kinetischer Energie

- sehr hohe Empfindlichkeit
- alle lonen simultan gemessen
- Massenfeinbestimmung

Fourier-Transform-
lon-Cyclotron-
Resonanz [130]

Verhalten von lonen in einem
starken dreidimensionalen
Magnetfeld

- full scan, SIM, MS/MS, MS" (n=3-10)
- Hochstes Auflosungsverhalten

- Massenfeinbestimmung

- Anfallig gegen externe Magnetfelder

Orbitrap [99]

Verhalten von lonen in einem
elektrostatischen Feld (Induktion
eines Stromes bei gleichzeitiger
Rotation um eine zetrale
Elektrode und axialer Oszillation)

- full scan, MS/MS, MSn

- hohe Massenauflosung

- akkurate Massenbestimmung
- gepulster loneneinlald notig

Quadrupol
Das einfachste Prinzip der Massenanalyse erfolgt (ber den Quadrupol, wobei die lonen hier
Uber elektrische Felder getrennt werden. Der Quadrupol besteht aus 4 parallel angeord-
neten zylindrischen Metallstaben, die auf einem Kreis um die Flugachse der lonen ange-
ordnet sind. An den zwei jeweils gegeniiberliegenden Staben wird die gleiche Polaritat der
Gleichspannung bzw. die gleiche Phase der Wechselspannung angelegt, wodurch fiir die
Teilchen auf der Flugachse ein elektrisches Potential resultiert. Nach Anlegen einer geringen
Beschleunigungsspannung von 10 - 20 V bewegen sich die Molekiil-lonen weiter auf der
Flugachse. Es wird nun der gesamte Massenbereich abgetastet, woflir die Spannung und die
Energie so erhoht werden, dass ihr Verhaltnis zueinander konstant bleibt. Es werden
nacheinender verschiedene Massen in den Stabilitdtsbereich des Quadrupolfeldes gebracht

und zum Detektor durchgelassen. Der Quadrupol besitzt hierbei Massenfiltereigenschaften,
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indem nur bestimmte lonen zum Analysator durchgelassen werden, die anderen lonen, die
nicht die richtige Masse besitzen, werden so stark beschleunigt, dass sie mit den
Metallstaben kollidieren, somit gestoppt werden und nicht mehr in den Detektor gelangen
[125].

Zwei Arten der Massenanalyse stehen hierbei zur Verfligung. Einerseits besteht die
Moglichkeit eines full scans zum Abtasten groBerer Massenbereiche und andererseits
existiert das Selected ion monitoring (SIM) zum Aufnehmen einzelner m/z. Das SIM hat dabei
eine 10fach hohere Empfindlichkeit. Es besteht des Weiteren die Maoglichkeit zur
stolRinduzierten Fragmentierung (engl. collision-induced dissociation, CID), einer
Fragmentierung durch Kollision. Hierflir wird eine Beschleunigungsspannung angelegt, die
die lonen mit Stickstoffmolekilen zusammenstofRen |asst, wodurch instabile lonen, z.B.
Losungsmitteladdukte, zerstort werden. Eine gezielte Fragmentierung zur Strukturaufklarung
der Molekiile ist nur begrenzt moglich. Hierfir wird der Triple Quadrupol, also eine
Anordnung von drei Quadrupolen, eingesetzt. Der erste Quadrupol dient dabei zur
Massenanalyse, der zweite zum Hindurchleiten durch eine Kollisionskammer mit Hilfe von
inertem Gas (Stickstoff, Helium, Argon) und im dritten Quadrupol erfolgt die Massenanalyse
der Fragmente. Neben einfacher Massenspektrometrie ist hier auBerdem Tandem-MS
moglich. Nach Anlegen einer Beschleunigungsspannung erfolgt hier durch ZusammenstoRe
der Molekile mit Gasteilchen eine Fragmentierung. Einzelne lonen kdnnen nach einer

Massenanalyse spezifisch fragmentiert werden [125].

Flugzeitmassenspektrometer
Ein Quadrupol Flugzeitmassenspektrometer kann man sich vorstellen als Triple Quadrupol,
wobei der letzte Quadrupol durch ein Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF)

ersetzt ist (Abb. 10).
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Abb. 10: Aufbau eines QTOF-Massenspektrometers nach [31]

Fiir die Tandemmassenspektrometrie wird der erste Quadrupol als Massenfilter genutzt, der
nur das lon hindurchlaft, das naher untersucht werden soll. Dieses wird nun auf eine Energie
von 20 - 200 eV beschleunigt und in den zweiten Quadrupol geleitet. Dieser zweite
Quadrupol dient als Kollisionszelle, in der das zu untersuchende lon mittels CID durch
AufeinanderstoRen mit einem unter diesen Bedingungen inerten Gas (Stickstoff, Argon,
Helium) fragmentiert wird. AnschlieRend findet die massenspektrometrische Analyse der
entstandenen kleineren Fragment-lonen in dem TOF-Massenspektrometer statt. Hierfur
wird eine elektrische Spannung angelegt, welche den lonen die gleiche kinetische Energie
verleiht und sie somit beschleunigt. Bei gleicher kinetischer Energie hangt die
Geschwindigkeit der lonen von deren Masse ab, daher wird die Zeit gemessen, die die lonen
bendtigen, um eine gewisse Strecke in einem Flugrohr zuriickzulegen. Alle lonen werden
hierbei parallel gemessen, d.h. es muss nicht durch den Massenbereich gescannt werden.
Am Ende der Flugstrecke befindet sich ein Reflectron. Hier wird ein konstantes elektrisches
Feld angelegt, welches der Beschleunigungsspannung entgegengesetzt ist. Durch die Kraft
des elektrischen Feldes werden die lonen ausgebremst, fokussiert und in die
entgegengesetzte Richtung zum Detektor beschleunigt. Je nach Eindringtiefe in das
Bremsfeld, durchlaufen die Fragment-lonen unterschiedliche Flugbahnen. Leichte lonen sind

schneller und dringen tiefer in das Bremsfeld ein als schwere lonen. Das TOF zeichnet sich
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aus durch eine hohe Scangeschwindigkeit, eine hohe Massengenauigkeit und eine bessere
Auflésung als das Quadrupol oder die lonenfalle [31]. Da bei dieser Methode die Selektion
des Precursors und die Analyse der Fragment-lonen in zwei verschiedenen
Massenanalysatoren stattfinden, spricht man auch von tandem in space.

Aus dem entstehenden Fragmentmuster kénnen Informationen Uber die Struktur des
Ursprungs-lons gewonnen werden, denn zwei unterschiedliche Molekiile gleicher Masse
liefern ein unterschiedliches Fragmentmuster [164].

Das QTOF kann auBerdem fiir den Precursor ion scan genutzt werden. Hierbei werden
einfache Massenspektren ohne Fragmentierung aufgenommen. Die Energie in der
Kollisionszelle muB dabei auf 10 eV gesetzt werden, um Fragmentierungsprozesse zu

verhindern [31,125].

lonenfalle

Ein weiteres Analyseprinzip bietet die lonenfalle (ion trap). Sie besteht aus einer
Ringelektrode, die ein in sich gebogener an den Enden verbundener Quadrupolstab ist, und
zwei Endklappenelektroden mit zentrischer Offnung [125].

Eine Wechselspannung wird an der Ringelektrode angelegt, wodurch ein dreidimensionales
rotationssymmetrisches  Quadrupolfeld entsteht. lonen mit entsprechendem
Masse/Ladungsverhdltnis werden innerhalb dieses Feldes auf stabilen Umlaufbahnen
gespeichert und mittels Heliumgas, das sich im Inneren der lonenfalle befindet, gedampft
bzw. fokussiert. Wird die Spannung an der Ringelektrode dann erhoht, werden die
lonenbahnen in Reihenfolge steigender m/z instabil und die lonen in Richtung Detektor aus
der Falle ausgeworfen. Die lonen werden aber auch dann ausgeworfen, wenn durch
zusatzlich angelegte dipolare Wechselspannung zwischen den Endkappenelektroden
Multipolfelder erzeugt werden [125].

Die lonenfalle arbeitet diskontinuierlich, aber eine hohe Geschwindigkeit macht sie auch
online-Messungen zuganglich. Fir eine exakte Messung ist eine optimale Fillung der Falle
notig, denn zu viele lonen behindern sich gegenseitig und zu wenige senken die

Empfindlichkeit des Analysators [153].
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2.7.3.3 Detektoren

Zur Detektion der lonen in der Massenspektrometrie werden meist Sekundarionen-
vervielfacher verwendet. Treffen hierbei die Molekiil-lonen auf die Konversionsdynode,
werden Elektronen herausgeschlagen. Diese Elektronen prallen auf mehrere mit immer
hoheren Spannungen versehene Dynoden, aus denen kaskadenartig immer mehr Elektronen
(Sekundarionen) herausgeschlagen werden. Dadurch wird die Messempfindlichkeit enorm
gesteigert. Am Ende wird ein Signal erzeugt, das proportional zu dem lonenstrom ist, der aus
dem Analysator austritt. Dieser wird als totaler lonenstrom (engl.: total ion current, TIC)
bezeichnet. Uber den lonenstrom kann somit ein Massenspektrum erstellt werden, in dem
die relativen Haufigkeiten der lonen gegen deren Masse-Ladungs-Verhiltnisse (m/z)

aufgetragen sind.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Chemikalien

Die Ceramide (CER[AP], CER[AS], CER[EOS], CER[NP], CER[NS]) wurden durch Evonik (Essen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Die CER[AP], CER[NP] und CER[NS] hatten fir die
Sphingoidbasis und fiir die amidgebundene FA eine Kettenlange von 18 Kohlenstoffatomen.
CER[AS] war aufgebaut aus einem C18 Sphingosin amidgebunden an eine C22 FA. Die
Sphingosinbasis des CER[EOS] hatte ebenfalls eine Kettenldnge von 18 Kohlenstoffatomen,
die amidgebundene C30 w-hydroxylierte FA war wiederum mit Linolsdure verestert.

Die weiteren Lipide wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Das Derivatisierungsreagenz fir die Gaschromatographie, Trimethylsulfoniumhydroxid,
wurde ebenfalls von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Die fir die Analytik eingesetzten Losungsmittel (Aceton, Acetonitril, Chloroform, Essigsaure,
Ethanol, Ethylacetat, Methanol, n-Hexan, n-Propanol) waren HPLC-rein und stammten von
verschieden Lieferanten (Merck, Darmstadt, Deutschland; Riedel de Hd&en, Seelze,
Deutschland; Fischer Scientific, Niederau, Deutschland). Vor allem fir die MS-
Untersuchungen wurde darauf geachtet, dass keine Lagerung in KunststoffgefdaRen erfolgte,
um eine Verunreinigung mit Weichmachern zu vermeiden.

Das eingesetzte Kupfersulfat (CuSO;*5H,0) und die Phosphorsdure fiir die HPTLC-

Tauchlésung wurden produziert von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland).

3.2 Gewinnung der SC-Lipide

Die SC-Lipide wurden mittels in vivo-Oberflachenextraktion gewonnen. Der Einsatz wurde
von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Friedrich-Schiller-Universitat Jena
genehmigt. Es erfolgte eine ausfiihrliche Aufklarung der Probanden lber den Zweck und die
Durchfiihrung der Studie. Sowohl Schizophrenieerkrankte als auch gesunde Probanden
nahmen an der Studie teil.

Die Teilnehmer wurden von mehreren Fachdrzten untersucht und nach strengen Kriterien
ausgewahlt. Die Schizophreniepatienten wurden von 2 psychiatrischen Fachérzten
untersucht und nachfolgend psychiatrisch begleitet. Alle Patienten hatten vor der

Probennahme keine antipsychotischen Medikamente bekommen.
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Die Kontrollprobanden wurden ebenfalls psychiatrisch untersucht, um eine psychische
Erkrankung auszuschlieRen. AuRerdem wurden aus beiden Gruppen jene Patienten
ausgeschlossen, die eine dermatologische Grunderkrankung hatten bzw. zur Zeit der
Probennahme mit topischen Steroiden behandelt wurden.

Die Extraktion erfolgte mittels eines zylindrischen Glasbehalters (ID: 4 cm, Extraktionsflache
12,56 cm?). Dieser wurde mit 10 ml einer Mischung aus n-Hexan/Ethanol (2:1; V/V) gefiillt,
an die entsprechende Stelle am Unterarm angebracht und befestigt. Der Arm wurde
umgedreht, so dass das Losungsmittel die Hautoberflaiche berihrte und wéahrend der
Extraktionszeit von 5 min kreisend bewegt. Dadurch wurde das Losungsmittel standig
durchmischt. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Es nahmen 28 Patienten (19 mannlich, 9 weiblich), bei denen eine Schizophrenie erstmalig
auftrat, sowie 49 gesunde Probanden (31 mannlich, 18 weiblich) als Kontrollgruppe an der

Studie teil. Von allen Teilnehmern liegt eine unterschriebene Einverstandniserklarung vor.

3.3 Trennung der SC-Lipide mittels HPTLC

3.3.1 Probenauftragung

Die verwendeten HPTLC-Platten (Kieselgel 60 Fps5, 20x10 cm) von Merck (Darmstadt,
Deutschland) wurden vor der Probenauftragung in Isopropanol gewaschen, um eine héhere
Trennleistung erzielen zu konnen. Auf jede Platte wurden 20 Proben in 8 mm breiten Banden
mit einer Applikationsgeschwindigkeit von 100 pl/s durch einen automatischen TLC-Sampler
4 (ATS 4, CAMAG, Muttenz, Schweiz) aufgetragen.

Der Abstand zum unteren Plattenrand betrug 8 mm und zu den seitlichen Rdndern 16 mm,
mit einer Distanz von 10,6 mm zwischen den einzelnen Banden. Jeder Lipidextrakt wurde
doppelt appliziert. Dartiber hinaus wurde eine Referenzmischung aus Standardlipiden in 8
verschiedenen Konzentrationen zu Quantifizierungszwecken aufgetragen. Gesteuert wurde

der ATS 4 von der Software winCATS 1.4.2.

3.3.2 Automatische Mehrfachentwicklung

Zur Entwicklung der Platten wurde die vollautomatische Entwicklungskammer AMD2
(CAMAG, Muttenz, Schweiz) verwendet. Es wurde ein Gradient aus 17 Entwicklungsschritten
mit steigender Polaritdt und zunehmender Laufstrecke eingesetzt. Die hierfiir verwendeten

Losungsmittel waren Ethanol, Chloroform, n-Hexan, Aceton und Ethylacetat. Die einzelnen
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Losungsmittelmischungen und Laufstrecken sind in Abb. 11 dargestellt. Die gesamte
Laufstrecke auf der Platte war 65 mm. Vor jedem Entwicklungsschritt wurde die Kammer mit
Essigsaure vorkonditioniert. Hierzu wurde Luft durch eine 4M-Essigsaureldsung geleitet und
dadurch gesattigt. Durch diese dann vorliegende saure Umgebung wurden die Fettsdauren in
ihre vollstandig protonierte Form Uberfiihrt und konnten besser fokussiert werden. Die
mobile Phase wurde nach jedem Entwicklungsschritt abgesaugt und die Platte fiir 90 sec

unter Vakuum getrocknet. Die gesamte Entwicklungszeit betrug 2,5 h.

100

Q0

80

70

60

50

40

30

2

1

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

M Ethanol E Chloroform M n-Hexan [0 Aceton [ Acetonitrii [ Migration dist. [mm]

11 12 13 14 15 16 17

Abb. 11: Gradient der AMD-HPTLC-Methode nach [58]

3.3.3 Visualisierung und Detektion

Nach erfolgter Entwicklung wurde die trockene Platte 2 mal fir 10 sec in eine
Kupfersulfatlosung getaucht (10 % Kupfersulfat, 8 % Phosphorsdure, 5 % Methanol in
gereinigtem Wasser) und anschlieBend fiir 30 min in einem auf 160 °C vorgeheizten
Trockenschrank verascht. Dadurch wurden die vorher getrennten Lipide als braune Bande
sichtbar, was eine densitometrische Auswertung ermdoglichte. Die Detektion der Banden
erfolgte mittels eines TLC-Scanner 3 (CAMAG, Muttenz, Schweiz). Dieses Densitometer
arbeitet im Reflektionsmodus bei einer Wellenlange von 546 nm. Die Banden wurden auf der
Strecke zwischen 7 mm vom unteren Plattenrand bis zur Laufmittelfront mit einer
Geschwindigkeit von 20 mm/s gescannt. Der Lichtstrahl hatte eine Breite von 4 mm und eine

Hohe von 0,2 mm.
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Nach Vollendung des Scanvorgangs lagen die Bahnen als Densitogramme vor, wobei die
getrennten Banden in Form von Peaks dargestellt wurden. Zur Quantifizierung wurden die
Peaks mittels der Software winCATS integriert. Die Quantifizierung der Lipide aus den
Extraktionsproben wurde mit einzelnen Referenzkurven der Standardlipide durchgefiihrt.
Die quantitative Bestimmung der Ceramide erfolgte nach Abgleich mit der Literatur [192] mit

Hilfe der Standardkurve der Referenz CER[NP] (Abb. 12).
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Abb. 12: Standardkurve von CER[NP] nach densitometrischer Auswertung (basierend auf der nichtlinearen
Hill-Funktion)

Die Intensitdaten der einzelnen CER-Banden im densitometrischen Profil unterscheiden sich,
jedoch kénnen Uber die mittlere Intensitdat des CER[NP] auch die CER quantifiziert werden,
fir die es keine Referenzsubstanzen im Handel gibt [192]. Da durch die experimentellen
Bedingungen auch Schwankungen in den Intensitdten der Banden auftreten, wurde fir jede
Platte eine Standardkurve erzeugt. Schwankungen kdnnen hierbei unter anderem durch die
Zusammensetzung der Kupfersulfatlosung, die Veraschungstemperatur und die

Veraschungszeit verursacht werden.
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3.4 Trennung der Ceramide mittels RP-HPLC-APCI-MS

Prinzipiell sind alle geladenen und ungeladenen Lipide mittels RP-HPLC-APCI-MS
analysierbar, vorausgesetzt sie sind ionisierbar.

Das bei den RP-HPLC-APCI-MS-Experimenten genutzte HPLC-System bestand aus einer
Pumpe Spectra System HP 1000, einem Probensampler AS 3000 und einem
lonenfallenspektrometer Finnigan LCQ, ausgestattet mit einer APCI-Quelle (Thermo Fisher,
Dreieich, Deutschland). Die vewendete Sdule war eine Nucleosil 120 RP-8-Saule (125 x 2 mm
ID, 3 um TeilchengroRe, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland). Es wurde ein binarer
Gradient (Abb. 13) bestehend aus Methanol/Wasser 93:7 (V/V) (A) und Methanol (B) fur die

Elution genutzt [28].
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Abb. 13: Gradient der RP-HPLC-APCI-MS-Methode

Die Saule wurde auf 30 °C temperiert, die Kapillare auf 200 °C und das Evaporationsrohr
hatte eine Temperatur von 500 °C. Stickstoff wurde als Spriih- und Evaporisationsgas
eingesetzt, dessen FluBrate bei 9 und 12 |/min lag. Durch die Software Xcalibur Version
1.0.0.1 wurde sowohl die chromatographische und massenspektrometrische Trennung
gesteuert, als auch die entsprechenden Spektren aufgenommen. Um eine Kontamination
des Spektrometers mit irrelevanten Lipiden zu verhindern, wurde die Messung so
programmiert, dass der FluB nur in der Zeit in den APCI-Kopf geleitet wurde, in der die CER
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eluierten. Die injizierte Menge an Lipidlésung betrug 10 pl. Die APCI-MS wurde im positiven

lonenmodus betrieben, die Kapillartemperatur betrug 200 °C, die Spannung 4,5 kV.

3.5 Trennung der Ceramide mittels NP-HPLC-ELSD

Fiir die Normalphasen-HPLC-Trennung der SC-Ceramide wurde eine LichroCart-Saule 125-4
(Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die stationdre Phase in der Saule waren
Lichrospher-Partikel (5 um) aus Kieselgel (Si 60). Eluiert wurden die Lipide mittels eines von
Farwanah et al. [59] entwickelten Gradienten (Abb. 14). Zwei Elutionsmittel formten den
Gradienten, Elutionsmittel A bestand aus Chloroform, Elutionsmittel B war eine Mischung
aus Chloroform, n-Propanol und Essigsaure (80:20:2, V/V/V). Es wurde mit einer Flussrate
von 1 ml/min gearbeitet. CHCI3 ist hierbei die lipophile, n-Propanol die hydrophile
Komponente, welche in ihrer veranderten Zusammensetzung zur Auftrennung der Lipide
beitragen. Die Essigsdure wird als ,Modifier” eingesetzt, damit es nicht zu einer

unerwinschten Peakverbreiterung kommt.
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Abb. 14: Gradient der NP-HPLC-ELSD-Methode

Das HPLC-System bestand aus einer Pumpe PU 980 mit einer quartaren Gradienteneinheit
LG 1580-02 (Jasco, Tokio, Japan). Der genutzte ELSD-Detektor war vom Typ Sedex 55
(SEDERE, Alfortville, Frankreich). Die Applikation der Proben erfolgte manuell Gber ein

Rheodyne-Ventil (Bensheim, Deutschland). Die Verdampfungstemperatur betrug 80 °C, das
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Verneblungsgas (Stickstoff) hatte einen Druck von 1,9 bar. Der Signalverstarker (gain) wurde
auf Stufe 8 eingestellt.

Dieser Versuchsaufbau wurde zur praparativen Trennung der Ceramidfraktionen
entsprechend ihrer Retentionszeiten genutzt. Hierflir wurde an das Ende der Saule tber ein
T-Stlick eine entsprechende Peakkapillare angeschlossen, die die gleiche Lange hatte wie der
Zufluss zum ELSD-Detektor damit die Fraktionssammelzeiten identisch zu den

Retentionszeiten der Ceramide sind.

3.6 Trennung der freien Fettsauren mittels GC-MS

Die Kapillargaschromatografie in Kopplung mit der Massenspektrometrie ist die Methode
der Wahl in der Fettsdureanalytik. Wichtigste lonisationsart ist die ElektronenstoRionisation,
deren Vorteil es ist, bibliothekssuchbare Massenspektren zu erzeugen, die allerdings
sinnvollerweise auf einen Massenbereich bis 750 Da begrenzt sind. Voraussetzung fir die
Gaschromatographie ist, dal der Analyt unzersetzt verdampfbar ist, wodurch polare
Verbindungen haufig derivatisiert werden missen.

Die Probenvorbereitung fiir die GC-MS-Analytik ist aufwendig, da die FFA von den anderen
SC-Lipiden separiert werden miussen, da diese einer direkten Gaschromatographie nicht
zuganglich sind. Ein genau definiertes Volumen der in vivo Oberflichenextrakte wurde
entnommen und mit Sterinsdure-D31 als internem Standard versetzt. Diese Mischung wurde
unter Stickstoffbegasung bei 50 °C evaporisiert und der Riickstand in 1 ml CHCI3/MeOH 2:1
(V/V) aufgenommen. Die Auftrennung der Lipide fand mittels AMD-HPTLC, wie unter
Abschnitt 3.3 beschrieben, statt. Eine postchromatographische Derivatisierung wurde nicht
vorgenommen, stattdessen wurde die Bande mit den FFA entsprechend ihres R-Wertes
mittels Skalpell von der HPTLC-Platte abgekratzt. Um die FFA vom Plattenmaterial zu I6sen,
wurde eine Losung von n-Hexan/MeOH 95:5 (V/V) zugegeben und im Ultraschallbad die
Lipide gelést, im AnschluR zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und unter
Stickstoffbegasung evaporisiert. Fir die anschlieBenden GC-Messungen wurde der
Rickstand in 100 ul  Ethylacetat gel6ést, und zu dieser Losung 50 pul
Trimethylsulfoniumhydroxid hinzugegeben und fiir 1 h bei Zimmertemperatur stehen
gelassen, um die Fettsduren in ihre Methyester zu derivatisieren und somit deren Polaritat

herabzusetzen.
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Die GC-MS-Experimente wurden an einer Varian GC-Anlage (Agilent, Waldbronn,
Deutschland), die an ein Magnum Massenspektrometer (Thermo-Fischer, Dreieich,
Deutschland) gekoppelt war, durchgefiihrt. Die verwendete GC-Saule war eine Optima-5 (30
m x 0,32 mm ID, Filmdicke 0,1 um) (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland). Um die FFA zu
eluieren wurde ein Temperaturprogramm verwendet, in dem die Temperatur innerhalb von
30 min von 80°C auf 280 °C gleichmaRig erhoht wurde. Fir die Injektion wurde ein
Splitt/Splittless-Injektor genutzt, der auf 260 °C beheizt wurde. Das Injektionsvolumen
betrug 1 ul, das Tragergas war Helium. Die einzelnen Fettsaureester wurden per MS mit Hilfe
des Magnum lonenfallenmassenspektrometers identifiziert, das mit
ElektronenstoRionisation arbeitet. Die Identifikation der Fettsdauren erfolgte (Uber

Spektrenbibliotheken.

3.7 Tandemmassenspektrometrische Untersuchungen der Ceramide

Die unter Kapitel 3.2 gewonnenen Proben wurden fiir tandemmassenspektrometrische
Experimente herangezogen.

Statische Nano-ESI-MS und Nano-ESI-MS/MS Experimente wurden an einem Quadrupol-time
of flight (QTOF) Massenspektrometer (Q-TOF-2) von Waters (Waters/Micromass, Eschborn,
Deutschland) durchgefiihrt. Dieses war ausgestattet mit einer Nano-ESI Z-Spray Quelle. Das
Gerat wurde sowohl im positiven als auch im negativen lonenmodus unter folgenden
Bedingungen betrieben: Spannung der Kapillare 900 V, Cone-Spannung 35 V und Source-
Temperatur 80 °C. Fir die tandemmassenspektrometrischen Untersuchungen wurde das
entsprechende Ausgangs-lon manuell ausgewahlt und einer stoRinduzierten Fragmentierung
ausgesetzt. Die Kollisionsenergie variierte dabei zwischen 10 und 35 eV, je nach zu
untersuchendem Molekadl.

Fir die Messungen wurde eine ausgezogene Glaskapillare mit einem Offnungsdurchmesser
von 0,7 =5 um mit der zu untersuchenden Losung gefillt und in die Nano-ESI Z-Spray Quelle
eingespannt. Die Losung verspriiht sich dabei durch das angelegte elektrische Feld von

selbst.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Analytik der Hautlipide

4.1.1 Charakterisierung der SC-Ceramide mittels RP-HPLC-APCI-MS

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit war die tandemmassenspektrometrische Untersuchung der
Ceramide in Bezug auf die Zusammensetzung der Kettenlangen der Sphingoidbasis und der
amidgebundenen FA. Es mussten dafiir zundchst die Spezies der einzelnen Ceramidklassen
hinsichtlich ihrer Gesamtkohlenstoffzahl bestimmt werden. Zu diesem Zweck bietet sich die
chromatographische Trennung an einer Umkehrphase an, da hierbei nicht die einzelnen
Ceramidklassen aufgetrennt werden, sondern eine Elution aufgrund der Lipophilie in
Abhangigkeit von der Kohlenstoffanzahl im Molekul der Ceramidspezies erfolgt. Dabei muR
beachtet werden, dass Spezies, die aus verschiedenen Ceramidklassen stammen, aber
ahnliche Lipophilie und gleiche m/z—Werte aufweisen, nicht voneinander unterschieden
werden koénnen. Mittels der massenspektrometrischen Detektion konnten so
charakteristische Profile der einzelnen Ceramidklassen erzeugt werden [57,158].

Die Parameter wurden so eingestellt, dass wahrend der massenspektrometrischen Detektion
ein hohes Signal/Rausch-Verhaltnis erreicht wurde und aulRerdem eine unerwiinschte
Zersetzung der Molekile im lonisationsprozess so gering wie moglich gehalten wurde. Das
Spriih- und Trocknungsgas war Stickstoff, dessen Stromungsgeschwindigkeit an die FluRrate
der HPLC von 1 ml/min angepasst wurde. Die Temperaturen flr die Kapillare und fir die
Evaporisierung wurden so gewahlt, dass ein Zerfall der Molekile im positiven lonenmodus
definiert bzw. so gering wie moglich ablief. So wurde bei den CER, deren Basis Sphingosin
bzw. Hydroxysphingosin waren (CER[AH], CER[AS], CER[EOH], CER[EOS], CER[NH], CER[NS]),
ein Wassermolekiil abgespalten. Beglinstigt wird diese Wasserabspaltung durch die
Ausbildung einer zusatzlichen Doppelbindung, die in Konjugation der urspringlichen
Doppelbindung entsteht, wodurch die positive Ladung mesomeriestabilisiert ist. Diese
Molekiile wurden als Molekiil-lon [M-H,0+H]" detektiert. Die CER auf Phytosphingosinbasis
(CER[AP], CER[NP], CER[EOP]) werden lediglich protoniert und erscheinen als [M+H]". Die
Messungen wurden dabei an der bisher grofSten Probandenzahl vorgenommen (n = 75). Die
erhaltenen Ergebnisse geben somit ein umfassendes Bild von der Verteilung der CER-
Subspezies im humanen SC. Es wurde davon ausgegangen, dass unter den gewadhlten

Bedingungen alle CER-Subspezies gleichermaRen ionisiert werden.

51



Ergebnisse und Diskussion

Im Vorfeld der Messungen wurden die moglicherweise vorkommenden monoisotopischen

Massen der SC-CER berechnet (vgl. Tab. 5 und Tab. 6). Um nach Madglichkeit alle Subspezies

abzubilden, wurde ein breiter Detektionsbereich von 400 - 1500 Da gewahlt. So konnten

sowohl die eher kirzerkettigen Molekile des CER[AS] als auch die ldngerkettigen Molekiile

wie CER[EOH], CER[EOP] und CER[EOS] in einer Messung detektiert werden. Zur Verfliigung

standen Ceramidstandards fiir CER[AS], CER[AP], CER[EOS], CER[NP] und CER[NS]. Somit

konnten nur fir diese nachfolgend die tandemmassenspektrometrischen Experimente

durchgefiihrt werden. Aus diesem Grund wurden bei den RP-HPLC-APCI-MS-Experimenten

nur die Daten fiir diese CER ausgewertet.

Tab. 5: Molekiilmassen der ungeladenen Ceramide (CER[AS], CER[AP], CER[NS], CER[NP]) bezogen auf deren
Gesamtkohlenstoffanzahl im Molekil

Gesamtkohlenstoff- Massen Massen Massen Massen
anzahl CER[AS] (Da) | CER[AP] (Da) | CER[NS] (Da) | CER[NP] (Da)

C38 627.58
C39 641.60
Cca0 637.61 655.61 621.60 639.62
ca1 651.62 669.63 635.62 653.63
ca2 665.64 683.65 649.64 667.65
ca3 679.66 697.66 663.65 681.66
ca4 693.67 711.68 677.67 695.68
Ca5 707.69 725.70 691.68 709.70
Ca6 721.71 739.71 705.70 723.71
ca7 735.72 753.73 719.72 737.73
ca8 749.74 767.75 733.73 751.74
c49 763.76 747.75 765.76
C50 777.77 761.76 779.77
C51 775.78 793.79
C52 789.79 807.81
C53 803.81
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Tab. 6: Molekiilmassen des ungeladenen CER[EOS], bezogen auf dessen Gesamtkohlenstoffanzahl im
Molekiil

Gesamtkohlenstoff- Massen
anzahl CER[EOS] (Da)
C64 983.92
C65 997.94
C66 1011.96
C67 1025.97
C68 1039.99
C69 1054.00
C70 1068.02
c71 1082.03
C72 1096.05

Tandemmassenspektrometrische Messungen wurden mit dieser Methode nicht
durchgefiihrt, da wenig Analysematerial fiir Wiederholungen vorhanden war. AuRerdem ist
die HPLC zu schnell fir die MS/MS-Messungen an der lonenfalle, um wirklich alle Subspezies
zu detektieren.

Die detektierten Subspezies des nativen CER[EOS] sind in Abb. 15 dargestellt. Die
dazugehorigen monoisotopischen Massen sind in Tab. 6 zu finden.

Fiir das CER[EOS] wurden Subspezies zwischen C64-72 gefunden, die hochste Intensitdt
hatte das CER[EOS] mit 68 Kohlenstoffatomen. In friiheren Untersuchungen mit der gleichen
Methode wurden fiir das CER[EOS] Subspezies zwischen C64 - 72 detektiert, hier hatte das
CER[EOS] mit C68 bzw. C70 die hochste Intensitat [57,62,187,188]. Masukawa et al. konnten
mittels NP-HPLC-APCI-MS Subspezies zwischen C66-72 identifizieren, das CER[EOS] mit 68
Kohlenstoffatomen hatte auch hier die hochste Intensitat [131]. Ebenfalls mittels NP-HPLC-
APCI-MS fanden van Smeden et al. und Thakoersing et al. Subspezies, die sich (ber den
Bereich von C64-76 erstrecken, die hdchste Intensitat hatte hierbei das CER[EOS] mit C66
[180,185]. Die geringen Variationen in den Ergebnissen beruhen u.a. auf der

interindividuellen Variabilitdt und anderen EinfluRfaktoren (vgl. Kapitel 2.3).
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Abb. 15: oben: Relative Zusammensetzung der detektierten Subspezies des nativen CER[EOS]; die haufigste
Subspezies wurde auf 100 % gesetzt (Mittelwert + SD, n = 75); unten: Ausschnitt der CER[EOS]-Trennung
mittels RP-HPLC-APCI-MS (a: Chromatogramm des Totalionenstroms, b: CER[EOS] mit C67, c: CER[EOS] mit
€68, d: CER[EOS] mit C69)

Die detektierten Subspezies des nativen CER[NP] sind in Abb. 16 dargestellt. Die
dazugehorigen monoisotopischen Massen sind in Tab. 5 zu finden.

Fiir das CER[NP] wurden Subspezies zwischen C40 - 52 gefunden, die hdchste Intensitat
hatte das CER[NP] mit 46 Kohlenstoffatomen. In friiheren Untersuchungen mit der gleichen
Methode wurden fiir das CER[NP] Subspezies zwischen C38 - 54 bzw. C42 - 50 detektiert,
hier hatte das CER[NP] mit C46 die hochste Intensitat [57,62,187,188]. Masukawa et al.
konnten mittels NP-HPLC-APCI-MS Subspezies zwischen C38 - 52 identifizieren, die CER[NP]

mit 44 und 46 Kohlenstoffatomen hatten bei diesen Messungen die hochsten Intensitdten
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[131]. Ebenfalls mittels NP-HPLC-APCI-MS fanden van Smeden et al. und Thakoersing et al.
Subspezies, die sich liber den Bereich von C40 - 52 erstrecken, die hochste Intensitat hatte
hierbei das CER[NP] mit C46 [180,185]. Die geringen Variationen in den Ergebnissen beruhen

u.a. auf der interindividuellen Variabilitdt und anderen EinfluRfaktoren (vgl. Kapitel 2.3).
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Abb. 16: oben: Relative Zusammensetzung der detektierten Subspezies des nativen CER[NP]; die haufigste
Subspezies wurde auf 100 % gesetzt (Mittelwert + SD, n = 75); unten: Ausschnitt der CER[NP]-Trennung
mittels RP-HPLC-APCI-MS (a: Chromatogramm des Totalionenstroms, b: CER[NP] mit C45, c: CER[NP] mit C46,
d: CER[NP] mit C47)

Die detektierten Subspezies des nativen CER[NS] sind in Abb. 17 dargestellt. Die

dazugehorigen monoisotopischen Massen sind in Tab. 5 zu finden.
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Abb. 17: oben: Relative Zusammensetzung der detektierten Subspezies des nativen CER[NS]; die haufigste
Subspezies wurde auf 100 % gesetzt (Mittelwert + SD, n = 75); unten: Ausschnitt der CER[NS]-Trennung
mittels RP-HPLC-APCI-MS (a: Chromatogramm des Totalionenstroms, b: CER[NS] mit C49, c: CER[NS] mit C50,
d: CER[NS] mit C51)

Fiir das CER[NS] wurden Subspezies zwischen C40 - 53 gefunden, die hochste Intensitat hatte
das CER[NS] mit 50 Kohlenstoffatomen. In friheren Untersuchungen mit der gleichen
Methode wurden fiir das CER[NS] Subspezies zwischen C40 - 54 bzw. C42 - 52 detektiert,
hier hatten die CER[NS] mit C48 und C50 bzw. C46 die hoéchsten Intensitdten
[57,62,187,188]. Masukawa et al. konnten mittels NP-HPLC-APCI-MS Subspezies zwischen
C38 - 52 identifizieren, das CER[NS] mit 44 Kohlenstoffatomen hatte bei diesen Messungen
die hochste Intensitat [131]. Ebenfalls mittels NP-HPLC-APCI-MS fanden van Smeden et al.
und Thakoersing et al. Subspezies, die sich (ber den Bereich von C40 - 54 erstrecken, die

hochste Intensitat hatte hierbei das CER[NS] mit C48 [180,185]. Die geringen Variationen in
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den Ergebnissen beruhen u.a. auf der interindividuellen Variabilitdit und anderen

EinfluRfaktoren (vgl. Kapitel 2.3).

Die detektierten Subspezies des nativen CER[AP] sind in Abb. 18 dargestellt. Die

dazugehorigen monoisotopischen Massen sind in Tab. 5 zu finden.
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Abb. 18:_oben: Relative Zusammensetzung der detektierten Subspezies des nativen CER[AP]; die haufigste
Subspezies wurde auf 100 % gesetzt (Mittelwert £ SD, n = 75); unten: Ausschnitt der CER[AP]-Trennung
mittels RP-HPLC-APCI-MS (a: Chromatogramm des Totalionenstroms, b: CER[AP] mit C43, c: CER[AP] mit C44,
d: CER[AP] mit C45)

Fiir das CER[AP] wurden Subspezies zwischen C38 - 48 gefunden, die hochste Intensitat
hatten die CER[AP] mit 42, 44 und 46 Kohlenstoffatomen. In frilheren Untersuchungen mit
der gleichen Methode wurden fiir das CER[AP] Subspezies zwischen C38 - 50 bzw. C42 - 48
detektiert, hier hatten die CER[AP] mit C42, C44 und C46 die hochsten Intensitdten
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[57,62,187,188]. Masukawa et al. konnten mittels NP-HPLC-APCI-MS Subspezies zwischen
C37 - 50 identifizieren, die CER[AP] mit 44 und 46 Kohlenstoffatomen hatten bei diesen
Messungen die hochsten Intensitaten [131]. Ebenfalls mittels NP-HPLC-APCI-MS fanden van
Smeden et al. und Thakoersing et al. Subspezies, die sich tGber den Bereich von C40 - 48
erstrecken, die hochste Intensitat hatte hierbei wiederum die CER[AP] mit C42, C44 und C46
[180,185]. Die geringen Variationen in den Ergebnissen beruhen wu.a. auf der

interindividuellen Variabilitdt und anderen EinfluRfaktoren (vgl. Kapitel 2.3).

Die detektierten Subspezies des nativen CER[AS] sind in Abb. 19 dargestellt. Die

dazugehorigen monoisotopischen Massen sind in Tab. 5 zu finden.
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Abb. 19: oben: Relative Zusammensetzung der detektierten Subspezies des nativen CER[AS]; die haufigste
Subspezies wurde auf 100 % gesetzt (Mittelwert + SD, n = 75); unten: Ausschnitt der CER[AS]-Trennung
mittels RP-HPLC-APCI-MS (a: Chromatogramm des Totalionenstroms, b: CER[AS] mit C43, c: CER[AS] mit C44,
d: CER[AS] mit C45)
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CER[AS] ist bisher haufig als sehr kleines Molekil im Vergleich zu den anderen SC-CER
beschrieben worden, mit Subspezies zwischen C31 - 36, wobei die Subspezies mit C32 bzw.
C34 am haufigsten vorkommen [62,80,151,184,195]. In dieser Arbeit wurden CER[AS]-
Subspezies mit C40 - 50 gefunden mit dem starksten Vertreter C44. Vietzke et al. konnten
mit der gleichen Methode CER[AS]-Subspezies im Bereich C40 - 54 detektieren, wiederum
hatte die Subspezies mit C44 die hochste Intensitat. Masukawa et al. konnen fiir das CER[AS]
die groRte Anzahl an Subspezies identifizieren, sie erstreckten sich lber einen Bereich von
C34 - 50, die Subspezies mit C44 hatte die hochste Intensitat [131]. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass das CER[AS] der hochsten Variabilitdt unterliegt. Es sollte noch genauer
untersucht werden, welche Faktoren hierbei die Zusammensetzung der Subspezies vorrangig

beeinflussen.

In allen Ceramidklassen nahmen die Ceramide mit einer ungeraden Anzahl an
Kohlenstoffatomen im Gesamtmolekiil einen Anteil von 30 — 36 % in der jeweiligen CER-
Klasse ein. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ein Verhiltnis
von gerader zu ungerader Anzahl an Kohlenstoffatomen im Ceramidmolekil von 65/35
vorgefunden haben [177].

Gerade die langerkettigen CER (C = 43) sind wichtig fur die Integritdt und Funktionalitat des
Bilayers [104,186].

Die Subspezies der CERs konnen hierbei sowohl aus Variationen der Kettenldngen der
Sphingoidbasis als auch der amidartig gebundenen FFA resultieren. Im Falle der CER[EOS]
kann auch die Kettenlange der veresterten FFA zu einer veranderten Gesamtkohlenstoff-
anzahl beitragen. Um diese Kettenldangenvariationen ndher zu prifen, wurden weiter-
gehende Untersuchungen mittels QTOF-MS/MS (Kapitel 4.1.4.5) durchgefihrt.

Eine ESI-MS-Bestimmung nach vorheriger HPTLC-Auftrennung ist bereits von Raith et al.
durchgefiihrt worden, um die Profile der SC-CER naher zu untersuchen [156-158], wobei zum
ersten Mal CER mit ungeraden Kettenlangen entdeckt worden sind [158]. Die
entsprechenden CER-Banden wurden hierflr von der HPTLC-Platte abgekratzt, die CER aus
dem Plattenmaterial herausgelost und anschlieRend vermessen. Diese Methode war bereits
weniger aufwandig als die zuvor angewandte massenspektrometrische Analytik mittels GC-
MS. Hierfiir musste die Amidbindung der CER noch hydrolysiert und derivatisiert werden,

jedoch konnten dabei Fehler auftreten, da die Derivatisierung nicht vollstandig ablauft

59



Ergebnisse und Diskussion

[118,197,201]. Die Untersuchungen von Raith et al. haben ergeben, dass die haufigste
Kettenlange fiir die Sphingosinbasis C18 ist [201,203]. Doch sowohl die Kettenldange der
Sphingoidbasis als auch die Kettenlange der amidgebundenen FA kdnnen innerhalb der
homologen Reihe um eine Methylgruppe variieren. Aus diesem Grund wurden die
Ceramidsubspezies in dieser Arbeit nach ihrer Gesamtkohlenstoffanzahl bezeichnet.
Innerhalb der homologen Reihe hat es Intensitdtsunterschiede in der Signalstarke gegeben.
Molekiile mit ungerader Gesamtkohlenstoffanzahl kommen in der Natur seltener vor, da

geradzahlige Molekdile in der Biosynthese begiinstigt werden [187].

4.1.2 Trennung der Ceramidklassen fiir die Tandemmassenspektrometrie

Als Vorbereitung fir die MS/MS-Experimente muBten die einzelnen Ceramidklassen
aufgetrennt werden, da die Mischungen ansonsten zu komplex gewesen waren [158]. Die
Massen unterschiedlicher Subspezies der einzelnen Ceramidklassen liegen teilweise nur
wenige Da auseinander, wodurch die Auswertung erheblich erschwert werden kann. Durch
vorherige Auftrennung der Cermidklassen kann dieser Storfaktor eliminiert werden.

Um die absolute Menge an Ceramiden zu erhdhen, wurden die unter Kapitel 3.2
gewonnenen Proben der Kontrollgruppe gepoolt.

Zunachst wurde versucht, die CER (iber eine HPTLC-Platte zu trennen. Hierfir wurde die 10-
fache Menge an Probe, die normalerweise fiir eine Quantifizierung der Lipide benoétigt wird,
auf die Platte aufgetragen und die unter Kapitel 3.3.2 beschriebene Entwicklung der Platte
mittels AMD durchgefiihrt. Im Anschlul® wurden die Lipide auf der Platte nicht verascht. Die
Bande des CER[EOS] wurde Uber den Ri-Wert bestimmt und von der Platte mit Hilfe eines
Skalpells gekratzt. Im AnschluB wurde versucht, das CER[EOS] mit einem geeigneten
Losungsmittel unter Ultraschall vom Kieselgel zu reextrahieren. Der erste Versuch erfolgte
hierbei mit einer Mischung aus Hexan/Ethanol 95/5 (V/V). Doch dieses
Losungsmittelgemisch stellte sich als zu lipophil fiir CER[EQS] heraus, da bei anschliefender
Uberpriifung der Ldsung mittels HPTLC kein CER[EOS] detektiert werden konnte. Ein
weiterer Extraktionsversuch erfolgte mit einer Mischung aus CHCI3/MeOH 1:3 (V/V), welches
sich als geeigneter herausstellte, da bei anschlieRender HPTLC-Uberpriifung CER[EOS]
detektiert werden konnte. Nach vollstandiger Trocknung der Lésung wurde der Riickstand in
einer Mischung aus CHCl3/MeOH 1:9 (V/V) aufgenommen und fir die

tandemmassenspektrometrische Bestimmung herangezogen. Bei der Messung konnte
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allerdings kein CER[EOS] detektiert werden, da in der Losung eine stérende Substanz

enthalten war (vgl. Abb. 20).
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Abb. 20: MS-Spektrum des CER[EOS] (extrahiert aus der HPTLC-Platte)

m/z

Nach einer Nachfrage bei dem Hersteller hat sich herausgestellt, dass als Bindemittel in dem
Kieselgel ein organischer Gelbildner verwendet wird, welcher in geringen Mengen ebenfalls
extrahiert wurde. Aufgrund der hydrophilen Strukturen in dem Gelbildner ist dieses gerade
im herangezogenen negativen lonenmodus sehr viel leichter zu ionisieren und beeintrachtigt
die Messung dadurch erheblich, auch wenn es nur in Spuren enthalten ist.

Der nachste Versuch erfolgte unter Verwendung von semipraparativen Dickschichtplatten
(20 x 20 cm) der Firma Merck, da diese laut Firmenauskunft kein Bindemittel enthalten
sollten. Da fir die Dickschichtplatten eine erheblich héhere Menge an Lipidmischung
bendtigt wurde, wurde diese mit Hilfe eines so genannten Auftragekamms auf die Platte
aufgebracht. Da die Platten zu groR fiir die AMD-Entwicklungskammer waren, wurde die
Gradientenentwicklung der Platte manuell in einer DC-Glaskammer durchgefiihrt. Die
einzelnen Losungsmittelgemische wurden hierfir hergestellt und anstatt einer
Vorkonditionierung der Platte wurde die Essigsaure direkt dem L&sungsmittel zugesetzt.
Aufgrund der doppelten Hohe der Platte wurde auch die Laufstrecke der einzelnen
Gradientenschritte verdoppelt. Somit konnte das Ende des jeweiligen Schrittes leichter
visuell bestimmt werden. Nach jedem Gradientenschritt wurden die Platten fir 30 min bei

100 °C im Trockenschrank getrocknet. Die Lage der Lipidbanden wurde im Anschluss mittels
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Anfarbung mit Bromthymolblau bestimmt. Hierfir wurde ein schmaler Streifen auf einer
Seite der Platte vom restlichen Kieselgel getrennt und dieser Streifen in eine Lésung aus
Bromthymolblau getaucht. An den Stellen, an denen Ceramidfraktionen zu finden sind,
entfarbt sich dabei das Detektionsmittel, wobei der exakte Reaktionsmechanismus fir diese
Reaktion noch nicht genau geklart ist [2]. Nach Bedampfen mit Ammoniak bildeten sich
blaue Flecken an den Stellen, an denen die CER zu finden waren. Es ist zu vermuten, dass
eine Bildung von Charge-Transfer-Komplexen erfolgt [113]. Aus dem Rest der Platte wurden
die Fraktionen der Ceramide abgekratzt und wiederum mittels CHCls/MeOH 1:3 extrahiert.
Auch hier wurde der Erfolg der Extraktion wiederum mittels HPTLC Uberpriift. Die
nachfolgenden tandemmassenspektrometrischen Messungen fiihrten zu keinem Erfolg, da
in den Untersuchungen wiederum eine Storsubstanz auftauchte, die ein Muster lieferte, das
an den gleichen organischen Gelbildner wie in den HPTLC-Platten erinnerte.

Fiir einen weiteren Versuch wurde aus diesem Grund die Dickschichtplatte selbst hergestellt,
da hierbei sichergestellt werden konnte, dass kein organischer Gelbildner als Bindemittel im
Kieselgel enthalten ist. Allerdings musste ein Bindemittel beigemischt werden, in diesem Fall
Gips. Die weitere Vorgehensweise erfolgte wie bei der industriell von Merck hergestellten
Platte. Es musste jedoch festgestellt werden, dass selbst der Gips in geringen Mengen durch
das Extraktionsmittel herausgel6st wurde und somit auch diese Vorgehensweise zu keinem
verwertbaren Ergebnis fihrte, da der Gips an der Spitze der Nadel auskristallisierte. Dadurch
verstopfte die Diise und es wurde kein kontinuierliches Spray erzeugt.

Als erfolgreicher Versuch konnte schlieRlich die Auftrennung mittels Normalphasen-HPLC
gewertet werden. Das verwendete System und die Methode wurden im Kapitel 3.5
beschrieben.

Zunachst wurde die Methode mittels ELSD-Detektion Uberprift. Hierzu wurde eine
Standardlésung verschiedener Lipide eingesetzt. Die Mischung bestand aus CER[NP],
CER[AS], CER[AP], CER[EOS], freien Fettsduren, Cholesterol und Triglyceriden. Nach
Auftrennung der Standardlipide wurde eine Losung mit Lipiden vermessen, die aus den SC

gewonnen wurde (Abb. 21).
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Abb. 21: HPLC-ELSD Chromatogramm, A: CER-Standards, B: Hautprobe; 1: CER[AP], 2: CER[AS], 3: CER[NP], 4:
CER[NS], 5: CER[EOS]

Fir die Auftrennung der Fraktionen wurde an das Ende der Sdule anstatt des
Zuleitungsschlauchs zum ELSD-Detektor nun eine Peakkapillare angebracht, welche
allerdings die gleiche Lange hatte wie der Verbindungsschlauch zwischen HPLC und
Detektor. Somit konnten die gleichen Retentionszeiten herangezogen werden, um die
Fraktionen zu sammeln. Die Fraktionen wurden manuell gesammelt, indem der Schlauch je
nach Retentionszeit von einem Reagenzglas zum nachsten weitergefiihrt wurde. Die
Losungen wurden unter Stickstoffatmosphédre bis zur Trockenheit eingedampft und der
Ruckstand in 1 ml CHCI;/MeOH 1:3 (V/V) aufgenommen. Der Erfolg der Auftrennung wurde
wiederum mittels HPTLC Uberpriift. In Abb. 22 sind die gesammelten Fraktionen zu sehen,
die in ihren Laufverhalten den bisher bekannten Ceramidklassen entsprachen.

Die Reste der Losungen wurden nochmals bis zur Trockenheit eingedampft und in 100 pl
CHCl3/MeOH 1:9 (V/V) aufgenommen um sie anschlieBend direkt mittels QTOF-MS/MS zu

vermessen.
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RY

Abb. 22: Densitogramme; A: Lipide aus in vivo-Oberflaichenextraktion; B-F: Fraktionen nach NP-HPLC-
Auftrennung. 1: Start, 2: Cholesterolsulfat, 3: CER[AH], 4: CER[AP], 5: CER[NH/AS], 6: CER[EOH], 7: CER[NP],
8: CER[NS], 9: CER[EOS]
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4.1.3 Tandemmassenspektrometrische Charakterisierung der Ceramidstandards

Fur die Identifizierung der isobaren Subspezies der nativen SC-Ceramide mittels MS/MS ist
es wichtig, vorher die Standards der CERs tandemmassenspektrometrisch zu untersuchen.
Die Standards der CERs mit definierten Kettenldangen wurden einzeln in einer Mischung aus
Chloroform/Methanol 1:9 (V/V) gel6st und mittels Nano-ESI-QTOF-MS/MS im negativen und
positiven lonenmodus vermessen, um das Fragmentierungsverhalten der natirlich vorkom-
menden CERs nachvollziehen zu kénnen. Hierflir wurde die eine ausgezogene Glaskapillare
mit der zu untersuchenden Losung gefiillt und in das QTOF eingespannt. Die Losung
verspriht im elektrischen Feld von selbst, man spricht hierbei von einem statischen Spray. Es
wurde keine Saure oder Base zu der Losung gegeben, um leichter zwischen dem positiven
und negativen lonenodus wechseln zu kdnnen. Wenn Chloroform Teil des Losungsmittels ist,
werden gerade im negativen lonenmodus leicht Chloridaddukte [M+Cl]" gebildet, da CHCls
eine hohe Dielektrizitatskonstante aufweist [35,36,59,131,210]. Vor allem dann kommt es zu
einer Chloridaddition, wenn in den Molekilen saure funktionelle Gruppen fehlen oder wenn
die Analyten nur eine geringe Aziditat aufweisen [35,210]. Diese Chloridaddukte sind sehr
stabil und bendtigen fur die Fragmentierung mehr Energie. Aus diesem Grund bilden sie
weniger Bruchstiicke als ihre deprotonierten Partner, die eigentlichen Molekil-lonen [M-H]
, somit ist weniger Strukturinformation aus ihren Fragmentspektren zu erhalten
[35,59,131,210]. Bei tandemmassenspektrometrischen Experimenten von [M+Cl]" mit
niedriger Kollisionsenergie kommt es vor allem zu einer Abspaltung von HCl, wodurch das
eigentliche Molekil-lon entsteht, das in dem Fall nicht weiter fragmentiert werden kann
[183,210]. Aus diesem Grund wurde fur die MS/MS-Untersuchungen das weniger abundante
[M-H] ausgewahlt.

Im positiven lonenmodus werden neben der Protonierung der Molekiile [M+H]" auch
Natriumaddukte [M+Na]" beobachtet [97,156]. Fiir die weiteren Fragmentierungsreaktionen
wurde das Molekiil-lon [M+H]" ausgewahlt.

Wadhrend der Fragmentierung wird ein Teil des Molekils als neutrales Fragment
abgespalten, wodurch es nicht mehr detektierbar ist. Die Ladung verbleibt an dem anderen
Teil des Molekiils.

Die Ceramide durchlaufen verschiedene Spaltungsreaktionen. Neben Neutralverlusten und
der ,einfachen” Aufspaltung der Amidbindung (bzw. der zusatzlichen Esterbindung im

CER[EOS]) finden Umlagerungsreaktionen statt. Heteroatome férdern zuséatzlich die Spaltung
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der C-C-Bindung, die sich in alpha-Position zu ihnen befindet, da durch den elektronegativen
Effekt der Heteroatome diese Bindung geschwacht wird.
Die Ableitung der CER-Strukturen aus den vorliegenden Fragmentierungsmustern wurde

bisher noch nie so ausfuhrlich beschrieben wie in dieser Arbeit.

4.1.3.1 Ceramid [EOS] — negativer und positiver lonenmodus

Das Fragmentierungsverhalten des CER[EOS] wurde anhand zweier verschiedener Standards
untersucht. Ein Standard bestand aus einer C18 Sphingosinbasis amidgebunden an eine C30
w-hydroxylierte FA, welche mit Linolsaure (C18:2) verestert war (E:18:2/0:30/S:18). Im
zweiten Standard war das Sphingosin amidgebunden an eine C27 w-hydroxylierte FA
(E:18:2/0:27/5:18).

Abb. 23 zeigt das Tandemmassenspektrum des Standards (0:30) im negativen lonenmodus.
Alle diese Fragmente stammen von dem Molekil-lon [M-H]T mit dem Masse-
Ladungesverhdltnis (m/z) 1010,95. Diese durchlaufen verschiedene Spaltungs- und

Umlagerungsreaktionen, die in Abb. 24 dargestellt sind.
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Abb. 23: Tandemmassenspektrum von CER[EOS]-Standard (E:18:2/0:30/5:18) im negativen lonenmodus (M =
1011,96 Da)
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Abb. 24: Fragmentierungsschema von CER[EOS]-Standard (E:18:2/0:30/S:18) mittels CID im negativen
lonenmodus
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Die wichtigste Aufspaltung findet an der Esterbindung statt. Dabei entsteht ein Fragment-lon
mit m/z 279,23 (al), wenn die Ladung bei der Linolsdure verbleibt. Eine schon deutlich
geringere Intensitat weist das Fragment bei m/z 748,73 (b2) auf, wenn die Linolsdure als
Neutralverlust abgespalten wird und somit die Ladung bei der w-hydroxylierten FA bleibt,
welche noch amidgebunden zur Sphingosinbasis ist. Findet zusatzlich ein neutraler
Wasserverlust statt, entsteht ein Fragment bei m/z 730,71. Dies sind die Fragmente, die am
haufigsten vertreten waren. Nach weiterer Aufspaltung der Amidbindung in b2 entsteht ein
Fragment mit m/z 466,46 (b3), das Fragment stellt die w-hydroxylierte FA dar.

Deutlich geringere Intensitdten zeigen die weiteren Fragmente, sie sollen dennoch
Erwdhnung finden. Eine Aufspaltung der Amidbindung fihrt zu einem Fragment-lon mit
m/z 728,69 (c1), welches aus der w-hydroxylierten FA mit der veresterten Linolsdure
besteht. Wie unter d dargestellt, erfolgt ein neutraler Wasserverlust am [CER[EOS]-H] (m/z
992,94; d1). Mit nachfolgender Spaltreaktion zwischen C2 und C3 entsteht ein lon mit
m/z 754,71 (d2), welches die w-hydroxylierten FA mit der veresterten Linolsdure darstellt.
Bei einer Spaltung an der gleichen Stelle entsteht auBerdem ein Fragment-lon der
Sphingosinbasis mit m/z 237,22 (e2).

Neben Spaltungsreaktionen finden wadhrend der Tandem-Massenspektrometrie
Umlagerungsreaktionen statt. Ein Umlagerungsprozess resultiert in einem Fragment mit
m/z 729,68 (f1), wobei die Ladung bei der w-hydroxylierten FA verbleibt, die mit der
Linolsdure verstert ist. Eine andere Umlagerungsreaktion bringt ein Fragment-lon bei
m/z 560,50 (g1) hervor, wobei hier die Linolsdure eine Amidbindung mit der Sphingosinbasis
eingeht und die w-hydroxylierte FA herausgeschnitten wird. Dieses Fragment weist die
geringste Intensitdt im negativen lonenmodus auf.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [60,81,89,98,157,188].

Das Fragmentspektrum des CER[EQOS] Standards (0:30) im positiven lonenmodus ist in Abb.
25 dargestellt. Die Fragmente stammen hierbei von dem molekularen lon [M+H]" und die
moglichen Fragmentierungsprozesse sind in Abb. 26 gezeigt.

Im positiven lonenmodus findet die haufigste Spaltung an der Amidbindung statt. Dabei
entstehen zwei verschiedene Produkt-lonen. Das erste so gebildete Produkt-lon entsteht bei
m/z 300,29 (a2), dabei verbleibt die Ladung bei der Sphingosinbasis. Findet nachfolgend

noch ein neutraler Verlust von zwei Molekiilen Wasser statt, bildet sich ein Fragment-lon bei
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m/z 264,27 (a3). Dieses lon kommt im positiven lonenmodus bei CER[EOS] am haufigsten
vor. Findet dagegen ein neutraler Verlust von einem Molekiil Wasser und einem Molekiil
Formaldehyd an a2 statt, entsteht ein lon bei m/z 252,27 (a4). Mit geringerer Intensitat
bildet sich ein Produkt-lon bei m/z 730,71 (b2), die Ladung verbleibt an der w-hydroxylierten
FA, welche weiterhin mit der Linolsdure verestert ist. Nach einem neutralen Wasserverlust

entsteht das lon bei m/z 714,71 (b3).

100~ :64-3 |« x 24 >
a.
(o]
— — o
Molekiilteil E 270N
Molekiilteil O OH
~ OH
Molekiilteil S
b3
d3 7147
702.8
c2
73238
%,
d4
468.5 [M-H,0+H]*
695.7 9920
b2 :
730.71 996.0
. c4 338
a 4335 c3
2523 (2653 450.5 N
[M-2H,0+H]*| [M+H]
977.0[1013.0
469.5 : 1014.0
282.3 684.8
7348 d2
a2 4925 526.5 677.7 75073 965.0 1015.0
300.3 4155 510.5| 527.5 | B
|
\JM bbb \ L ‘\. 1 \LM L bttt M“‘ LH h\ “L miz

0
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Abb. 25: Tandemmassenspektrum von CER[EOS]-Standard (E:18:2/0:30/S:18) im positiven lonenmodus (M =
1011,96 Da)

Eine Abspaltung der Linolsdure (dargestellt unter c) bewirkt ein lon bei m/z 732,72 (c2). Die
nachfolgende Spaltung der N-C2-Bindung bringt ein lon bei m/z 450,47 (c3) hervor, nach
einem neutralen Verlust von Ammoniak entsteht ein lon bei m/z 433,44 (c4). Das Fragment
c4 weist unter den gewahlten Bedingungen die geringste Intensitat auf.

Die Spaltung der Esterbindung fiihrt zu einem charakteristischen Fragment-lon bei
m/z 750,73 (d2), welches aus der w-hydroxylierten FA mit der amidgebundenen

Sphingosinbasis besteht. Nach einem neutralen Verlust von Wasser und Formaldehyd
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entsteht ein lon bei m/z 702,71 (d3), woraus nach einer Spaltung der Amidbindung d4
(m/z 468,47) entsteht.

5 -2H,0
H27C13\ OH " HyCra
a2

.
o] H3N *
5 o7 T 3 HaN
NH, /WOAE]/\;O + OH
/\I\OH Hy(C 5 27 — /j + at
Y
0o al

a3

A
Hy7Ch3 OH

N
H27C33 OH

O /\Jl
. SIS WL S :
H27C13 OH Hq1Cs 5 Hy,C 5

5 d4 d5

Abb. 26: Fragmentierungsschema von CER[EOS]-Standard (E:18:2/0:30/S:18) mittels CID im positiven
lonenmodus

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [5,76,89,97,115].

Das CER[EOS] mit der w-hydroxylierten FA mit der Kettenldange C27 (0:27) liefert die gleichen
Fragment-lonen, sowohl bei Messungen im negativen als auch im positiven lonenmodus.
Natlirlich ist der Massenunterschied aufgrund der unterschiedlichen Kettenlange des
mittleren Molekiilteils bei der Auswertung zu bericksichtigen.

Dadurch wurde gezeigt, dass es moglich ist, CER[EOS] tandemmassenspektrometrisch im

positiven und im negativen lonenmodus zu identifizieren.
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4.1.3.2 Ceramid [NP] - negativer und positiver lonenmodus

Der CER[NP]-Standard ist aufgebaut aus einer C18 Phytosphingosinbasis amidgebunden zu
Stearinsdure (N:18/P:18). Das Tandemmassenspektrum des Standards im negativen
lonenmodus ist in Abb. 27 in dargestellt. Alle Fragmente stammen vom Ausgangs-lon [M-H]
mit m/z 582,54, deren wahrscheinliche Spaltungs- und Umlagerungsprozesse in Abb. 28

gezeigt werden.
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Abb. 27: Tandemmassenspektrum von CER[NP]-Standard (N:18/P:18) im negativen lonenmodus (M = 583,55
Da)

Das Fragment-lon mit der hochsten Intensitat entsteht bei m/z 326,31 (a2), dabei wird die
Verbindung zwischen C2 und C3 aufgespalten und die Ladung verbleibt am Fettsaureteil.

Am [CER[NP]-H] ist ein neutraler Wasserverlust an drei verschiedenen Positionen mdoglich,
wodurch eine Doppelbindung entsteht (m/z564,48). Eine der Doppelbindungen wird
zwischen C2 und C3 (b1) gebildet und eine anschlieBende Spaltungsreaktion erzeugt das
Fragment-lon bei m/z 338,31 (b2), wobei die negative Ladung am Fettsdureteil verbleibt.
Dieses lon hat eine leicht geringere Intensitat als a2. Das lon mit der dritthdchsten Intensitat
entsteht bei m/z 267,27 (c2), es ist ein Fragment-lon des Phytosphingosins. Dieses lon
entsteht durch den neutralen Verlust von zwei Molekilen Wasser (m/z 548,54 (c1)) und
einer anschlieBenden Spaltungsreaktion. Eine deutlich geringere Intensitdt hat das

Fragment-lon bei m/z 283,26 (d3), welches nach Entstehung einer Doppelbindung zwischen
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C2 und C3 durch einen neutralen Wasserverlust und anschlieBender Umlagerungsreaktion

gebildet wird. Dieses Fragment stellt die amidgebundene Stearinsdure dar.
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Abb. 28: Fragmentierungsschema von CER[NP]-Standard (N:18/P:18) mittels CID im negativen lonenmodus
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Die zweite Position fiur eine Doppelbindung durch den neutralen Verlust eines
Wassermolekiils ist zwischen C4 und C5 (el). Durch eine nachfolgende Spaltung wird ein lon
bei m/z 324,29 (e2) erzeugt.

Die dritte Position fiir die Doppelbindung nach einem neutralen Wasserverlust ist zwischen
C1 und C2 (f1). Nach Spaltung im Molekil entsteht ein lon bei m/z 308,30 (f2), die Ladung ist
hier wiederum an der Stearinsaure.

Eine Aufspaltung der N-C2-Bindung fuhrt zu einem FA-Fragment-lon bei m/z 282,28 (g1). Die
geringste Intensitdt hat das Fragment-lon der Phytosphingosinbasis mit m/z 255,23 (h1),
entstanden durch Spaltung der Bindung zwischen C2 und C3.

Es gibt einige geladenen Fragmente, die dem Fettsdureteil im Molekil zugeordnet werden
konnen: a2, b2, d3, e2, f2 und gl. Die Fragmente, die aus der Phytosphingosinbasis
entstehen, sind c2 und h1.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [60,81,89,98,156,157,188].

Auch im positiven lonenmodus wurde das Fragmentierungsverhalten des CER[NP] liberprift.

Das dazugehorige Fragmentspektrum ist in Abb. 29 und die Fragmentierungsvorgange in

Abb. 30 gezeigt. Alle Fragmente stammen hierbei von dem Molekiil-lon [M+H]* (m/z 584,56).
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Abb. 29: Tandemmassenspektrum von CER[NP]-Standard (N:18/P:18) im positiven lonenmodus (M = 583,55

Da)
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Abb. 30: Fragmentierungschema von CER[NP]-Standard (N:18/P:18) mittels CID im positiven lonenmodus

Im positiven lonenmodus verliert das Molekiil-lon [CER[NP]+H]" bis zu drei Wassermolekiile,

gefolgt von der

Ausbildung

verschiedener Doppelbindungen (al (m/z 548,54),

b1 (m/z 530,53), c1(m/z 566,55)). Nach Aufspaltung der jeweiligen Amidbindung werden
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Fragment-lonen der Phytosphingosinbasis gebildet (a2 (m/z282,28), b2 (m/z264,27),
c2 (m/z300,29)). Das Fragment a2 hat die hochste, b2 die zweithdchste und c2 die
dritthdchste Intensitat im Fragmentspektrum.

Die vierthochste Intensitat hat das Stearinsdurefragment-lon bei m/z 284,29 (d1). Dieses lon
entsteht nach Aufspaltung der Amidbindung. Ebenfalls durch Spaltung der Amidbindung
entsteht ein Fragment-lon der Phytosphingosinbasis mit m/z 318,30 (el).

Neben dem neutralen Verlust von Wasser wird vom Ausgangsmolekil-lon zusatzlich
Formaldehyd abgespalten. Je nachdem, ob ein oder zwei Wassermolekiile abgespalten
werden, entsteht hierbei f1(m/z518,53) oder gl (m/z536,54). Nach Aufspaltung der
Amidbindung entstehen mit f2 (m/z 252,27) und g2 (m/z 270,28) wiederum Fragment-lonen,
die die Phytosphingosinbasis reprasentieren. Diese Fragment-lonen haben die niedrigste
Intensitat im Spektrum.

Die Fragmente, die aus der Phytosphingosinbasis des Molekiils entstehen sind a2, b2, c2, e2,
f2 und g2. Einzig das Fragment d1 reprasentiert den Fettsdureteil des Ceramids. Das in dieser
Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Bericksichtigung friiherer Arbeiten

angefertigt [5,76,89,97,115].

4.1.3.3 Ceramid [AP] — negativer und positiver lonenmodus

Der Standard von CER[AP] ist aufgebaut aus einer C18 Phytosphingosinbasis amidgebunden
zu einer alpha-hydroxylierten Stearinsdure (A:18/P:18). Das Tandemmassenspektrum des
Standards im negativen lonenmodus ist in Abb. 31 dargestellt. Alle Fragmente stammen von
dem Molekil-lon [M-H]" mit m/z 598,54, deren Spaltungs- und Umlagerungsprozesse in Abb.
32 gezeigt werden.

Das Fragment-lon mit der hochsten Intensitdt entsteht bei m/z 253,25 (al). Durch die
Existenz der a-Hydroxylgruppe in der amidgebundenen FA findet eine Umlagerungsreaktion
innerhalb der FA statt (a).

Am [CER[AP]-H] erfolgt ein neutraler Wasserverlust an drei verschiedenen Positionen,
wodurch eine Doppelbindung entsteht (m/z 580,53 (b1, el, h1, i1)). Nach der Bildung der
Doppelbindung zwischen C2 und C3 (b1) findet eine Umlagerungsreaktion statt, wobei das
lon mit der zweithdchsten Intensitat, welches die a-hydroxylierte Stearinsdure darstellt, bei
m/z 299,26 (b3) entsteht. Nach einer Wasserabspaltung an der FA entsteht b5 (m/z 281,25),

welches nur eine sehr geringe Intensitat im Fragmentspektrum hat.
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Die dritthochste Intensitdat hat das Fragment-lon der Phytosphingosinbasis mit
m/z 255,23 (c1). Nahezu gleiche Intensitdt hat das Fragment-lon der o-hydroxylierten
Stearinsdure mit m/z 342,30 (d2). Sowohl c1 als auch d1 entstehen durch die Spaltung der
Bindung zwischen C2 und C3.

Das Fragment-lon mit m/z 354,30 (e2) wird nach einem neutralen Verlust von Wasser und
anschliefender Spaltung im Molekil gebildet. Gleich stark ist die Intensitdt des Fragment-
lons des Phytosphingosins bei m/z 267,27 (f2). Dieses lon entsteht durch den neutralen
Verlust von zwei Molekilen Wasser (m/z562,52 (f1)) und einer anschlieBenden
Spaltungsreaktion. Eine Aufspaltung der N-C2-Bindung fihrt zu einem FA-Fragment-lon bei
m/z 298,28 (g1).

Die niedrigsten Intensitdten im Fragmentspektrum haben die Fragment-lonen bei
m/z 324,29 (h2) und m/z 340,29 (i2). Das FA-Fragment-lon h2 entsteht nach einem neutralen
Wasserverlust mit Ausbildung einer Doppelbindung zwischen C1 und C2 mit anschlieBender
Spaltungsreaktion.

Die dritte Position fiir eine Doppelbindung durch den Verlust eines Wassermolekiils ist
zwischen C4 und C5 (il1), wodurch nach Spaltung das Fragment-lon i2 entsteht, das aus der

FA mit einem Teil der Basis besteht.
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Abb. 31: Tandemmassenspektrum von CER[AP]-Standard (A:18/P:18) im negativen lonenmodus (M = 599,55
Da)
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Abb. 32: Fragmentierungsschema von CER[AP]-Standard (A:18/P:18) mittels CID im negativen lonenmodus
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Es gibt einige Fragmente, die dem Fettsaureteil im Molekil zugeordnet werden kdnnen: al,
b3, b5, d2, e2, g1, h2 und i2. Die Fragmente, die aus der Phytosphingosinbasis entstehen
sind c¢1 und f2.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [60,81,89,98,156,157,188].

Das Fragmentierungsverhalten des CER[AP] wurde auBerdem im positiven lonenmodus
Uberpruft. Das dazugehorige Fragmentspektrum und die Fragmentierungsvorgiange werden

in Abb. 33 und Abb. 34 gezeigt. Alle Fragmente stammen hierbei von dem Molekiil-lon

i
[M+H]" (m/z 600,56).
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Abb. 33: Tandemmassenspektrum von CER[AP]-Standard (A:18/P:18) im positiven lonenmodus (M = 599,55
Da)

Im positiven lonenmodus verliert das Molekiil-lon [CER[AP]+H]" bis zu drei Wassermolekiile
an der Phytosphingosinbasis, gefolgt von der Ausbildung verschiedener Doppelbindungen
(a1 (m/z 564,54), bl (m/z582,55), c1(m/z546,52)). Nach Aufspaltung der jeweiligen
Amidbindung werden Fragment-lonen der Phytosphingosinbasis gebildet (a2 (m/z 282,28),
b2 (m/z 264,27), ¢2 (m/z300,29)). Das Fragment a2 hat die hochste, b2 die zweithdchste
und c2 die dritthéchste Intensitat im Fragmentspektrum.

Neben dem neutralen Verlust von Wasser wird vom Ausgangsmolekiil-lon zusatzlich
Formaldehyd abgespalten. Je nachdem, ob ein oder zwei Wassermolekiile abgespalten

werden, entsteht hierbei el (m/z 534,52) oder d1 (m/z 552,54). Nach weiterer Aufspaltung
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der Amidbindung werden e2(m/z252,27) und d2(m/z270,28) gebildet, wiederum
Fragment-lonen, die das Phytosphingosin reprasentieren. Diese Fragment-lonen haben die
niedrigste Intensitat im Spektrum.

Alle detektierten Fragment-lonen des CER[AP] im positiven lonenmodus entstehen aus der
Phytosphingosinbasis.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer

Arbeiten angefertigt [5,76,89,97,115].
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Abb. 34: Fragmentierungsschema von CER[AP]-Standard (A:18/P:18) mittels CID im positiven lonenmodus
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4.1.3.4 Ceramid [NS] — negativer und positiver lonenmodus

Der Standard des CER[NS] ist aus einer C18 Sphingosinbasis amidgebunden an eine
Stearinsdure (N:18/S:18) aufgebaut. Das Tandemmassenspektrum des Standards im
negativen lonenmodus ist in Abb. 35 dargestellt. Alle Fragmente stammen von dem Molekdil-
lon [M-H] (m/z564,54). Die wahrscheinlichen Spaltungs- und Umlagerungsprozesse
innerhalb des Molekdls sind in Abb. 36 dargestellt.

Am [CER[NS]-H] erfolgt ein neutraler Wasserverlust an drei verschiedenen Positionen,
wodurch eine Doppelbindung entsteht (m/z546,53). Eine der Doppelbindungen wird
zwischen C1 und C2 (al) gebildet. Durch eine anschlieBende Spaltung entsteht das
Fragment-lon bei m/z 308,30 (a2), wobei die negative Ladung bei dem Stearinsdureteil
verbleibt. Dieses Fragment-lon hat die hochste Intensitdt im Fragmentspektrum.

Die zweite Position der Doppelbindung ist zwischen C2 und C3 (b1). Nach Spaltung im
Molekil entsteht ein lon bei m/z 265,25 (b2), wobei sich die Ladung auf der Seite des
Sphingosins befindet. Die Intensitat dieses Fragment-lons ist deutlich geringer als die von a2.
Etwas geringer ist die Intensitat des Fragment-lons der Sphingosinbasis bei m/z 237,22 (c3).
Dieses entsteht durch die Spaltung der Bindung zwischen C2 und C3. Eine Aufspaltung der N-
C2-Bindung des Ausgangsmolekil-lons fihrt zu einem Stearinsdurefragment-lon bei

m/z 282,28 (d1).
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Abb. 35: Tandemmassenspektrum von CER[NS]-Standard (N:18/S:18) im negativen lonenmodus (M = 565,54
Da)
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Abb. 36: Fragmentierungsschema von CER[NS]-Standard (N:18/S:18) mittels CID im negativen lonenmodus

Die dritte Position fir eine Doppelbindung durch den neutralen Verlust eines
Wassermolekiils ist zwischen C4 und C5 (el). Durch eine nachfolgende Spaltung wird ein lon
bei m/z 324,29 (e2) erzeugt. Nach einem neutralen Wasserverlust zwischen C1 und C2 (f1)
und einer anschlieRenden Umlagerungsreaktion (f2) entsteht ein lon bei m/z 283,26 (f3),
welches die Sterinsdure an und fiir sich darstellt. Dieses Fragment-lon hat eine der
geringsten Intensitaten im Fragmentspektrum.

Es gibt einige Fragmente, die dem Fettsaureteil im Molekil zugeordnet werden kdnnen: a2,
c3, d1, e2 und f3. Einzig b2 ist ein Fragment, das aus der Sphingosinbasis entsteht.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [60,81,89,98,156,157,188].

Im positiven lonenmodus wurde das Fragmentierungsverhalten des CER[NS] ebenfalls

Uberpruft. Das dazugehorige Fragmentspektrum und die Fragmentierungsvorgange sind in
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Abb. 37 und Abb. 38 dargestellt. Alle Fragmente stammen hierbei von dem Molekil-lon
[M+H]" (m/z 566,55).
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Abb. 37: Tandemmassenspektrum von CER[NS]-Standard (N:18/5:18) im positiven lonenmodus (M = 565,54
Da)
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Abb. 38: Fragmentierungsschema von CER[NS]-Standard (N:18/S:18) mittels CID im positiven lonenmodus

Im positiven lonenmodus verliert das Molekiil-lon [CER[NS]+H]" bis zu zwei Wassermolekiile,

gefolgt von der Ausbildung verschiedener Doppelbindungen (al(m/z 548,54),

b1 (m/z 530,53)). Nach Aufspaltung der jeweiligen Amidbindung werden Fragment-lonen der
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Sphingosinbasis gebildet (a2 (m/z 264,27), b2 (m/z 282,28)). Das Fragment a2 hat die
hochste Intensitat im Fragmentspektrum, deutlich geringer ist die Intensitat von b2.

Neben dem neutralen Verlust von Wasser wird vom Ausgangsmolekil-lon zusatzlich
Formaldehyd abgespalten (c1 (m/z518,53)), nach Aufspaltung der Amidbindung entsteht
c2 (m/z 252,27), wiederum ein Fragment-lon des Sphingosins. Das Fragment c2 hat die
geringste Intensitat im Spektrum.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer

Arbeiten angefertigt [5,76,89,97,115].

4.1.3.5 Ceramid [AS] — negativer und positiver lonenmodus

Der Standard von CER[AS] ist aufgebaut aus einer C18 Sphingosinbasis amidgebunden an
eine a-hydroxylierte Behensaure (A:22/S:18). Das Tandemmassenspektrum des Standards im
negativen lonenmodus ist in Abb. 39 dargestellt. Alle Fragmente stammen von dem
Precursor-lon [M-H]" (m/z 636,59). Die wahrscheinlichen Spaltungs- und

Umlagerungsprozesse sind Abb. 40 dargestellt.
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Abb. 39: Tandemmassenspektrum von CER[AS]-Standard (A:22/S:18) im negativen lonenmodus (M = 637,61
Da)
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Abb. 40: Fragmentierungsschema von CER[AS]-Standard (A:22/5:18) mittels CID im negativen lonenmodus

Das Fragment-lon mit der hochsten Intensitat entsteht bei m/z 309,32 (al), dabei wird die N-
C2-Bindung aufgespalten und die Ladung verbleibt am Fettsaureteil.

Am [CER[AS]-H] erfolgt ein neutraler Wasserverlust an zwei verschiedenen Positionen,
wodurch eine Doppelbindung entsteht (m/z 618,58). Eine Doppelbindung wird in der
Position zwischen C2 und C3 (b1) gebildet und eine anschlieBende Umlagerungsreaktion
erzeugt ein lon mit m/z 355,32 (b2), welches die a-hydroxylierte Behensaure an und fir sich
darstellt. Nach einer Wasserabspaltung an der FA entsteht b4 (m/z 337,31). Die Fragmente
b2 und b4 haben, wie alle weiteren Fragment-lonen, eine deutlich geringere Intensitat im
Fragmentspektrum.

Die Doppelbindung nach einem neutralen Wasserverlust entsteht zwischen C1 und C2 (c1),
durch eine anschlieRende Spaltungsreaktion wird das Behensdurefragment-lon bei

m/z 380,35 (c2) gebildet.
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Die Spaltung zwischen C2 und C3 fuhrt zu zwei verschiedenen Produkt-lonen. Einerseits
verbleibt die Ladung bei der Behensaure (m/z 396,34 (d1)), andererseits entsteht ein lon bei
m/z 237,22 (el), wenn die Ladung bei der Phytosphingosinbasis verbleibt.

Eine Zerstorung der Amidbindung nach einem neutralen Verlust von Formaldehyd
(f1 mit m/z 606,58) fuhrt zu f2 (m/z 268,26), einem Fragment, das die Sphingosinbasis
darstellt.

Es gibt einige Fragmente, die dem Fettsaureteil im Molekil zugeordnet werden kdnnen: a2,
b2, b4, c2 und d2. Die Fragmente, die aus der Sphingosinbasis entstehen sind el und f2.

Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer
Arbeiten angefertigt [60,81,89,98,156,157,188].

Im positiven lonenmodus wurde das Fragmentierungsverhalten des CER[AS] ebenfalls
Uberpruft. Das dazugehorige Fragmentspektrum und die Fragmentierungsvorgange sind in
Abb. 41 und Abb. 42 dargestellt. Alle Fragmente stammen hierbei von dem Molekil-lon
[M+H]* (m/z 638,61).

Im positiven lonenmodus verliert das Molekiil-lon [CER[AS]+H]" bis zu zwei Wassermolekiile,
gefolgt von der Ausbildung verschiedener Doppelbindungen (al(m/z 602,59),
b1 (m/z 620,60)). Nach Aufspaltung der jeweiligen Amidbindung werden Fragment-lonen der
Sphingosinbasis gebildet (a2 (m/z 264,27), b2 (m/z 282,28)). Das Fragment a2 hat die
hochste Intensitat im Fragmentspektrum, deutlich geringer ist die Intensitat von b2.

Neben dem neutralen Verlust von Wasser wird vom Ausgangsmolekiil-lon zusatzlich
Formaldehyd abgespalten (c1 (m/z 590,59)), nach Aufspaltung der Amidbindung entsteht
c2 (m/z 252,27), wiederum ein Fragment-lon des Sphingosins. Dieses lon hat die dritth6chste
Intensitat im Fragmentspektrum.

In Folge einer Spaltung der Amidbindung verbleibt die Ladung am Behensaureteil,
resultierend in d1 (m/z 356,35). Das Fragment d1 hat die geringste Intensitat im Spektrum.
Das in dieser Arbeit erstellte Fragmentschema wurde unter Berlicksichtigung friiherer

Arbeiten angefertigt [5,76,89,97,115].
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Abb. 41: Tandemmassenspektrum von CER[AS]-Standard (A:22/S:18) im positiven lonenmodus (M = 637,61
Da)
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Abb. 42: Fragmentierungsschema von CER[AS]-Standard (A:22/5:18) mittels CID im positiven lonenmodus
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4.1.3.6 Vergleich der Fragmentmuster

Die Bildung der Fragmente ist hauptsachlich von der Art der Sphingosinbasis abhangig. Die
amidgebundene FA spielt nur eine untergeordnete Rolle. So bilden CER[AS] und CER[NS]
sowie CER[AP] und CER[NP] &hnliche Fragmente, die sich nur durch die Masse der
zusatzlichen Hydroxylgruppe der FA unterscheiden.

Die Positionen der Spaltungspunkte werden durch den elektronegativen Effekt unterstiitzt,
den sowohl Sauerstoff als auch Stickstoff austiiben. Spaltungen finden gerade dort statt, wo
mehrere solcher Gruppen ihre elektronenziehende Wirkung ausiben, da dadurch die
Bindung zwischen zwei Kohlenstoffatomen schwacher wird. Dadurch sind vor allem die
Amidbindung und an zweiter Stelle die Bindung zwischen C2 und C3 (siehe Abb. 24, 28, 32,
36) bei der Spaltung bevorzugte Angriffspunkte.

Im Falle der CER[EOS] sind sowohl die Amidbindung als auch die Esterbindung die
Angriffspunkte fur die Spaltungsreaktionen. Auch hier sind die elektronenziehenen Krafte
der Sauerstoffatome bzw. des Stickstoffatoms der Grund fiir die Instabilitat der umliegenden
Bindungen.

Die Untersuchungen in beiden lonenmodi zeigten, dass die Fragment-lonen im negativen
lonenmodus hauptsachlich aus der FA stammen, wobei die negative Ladung hauptsachlich
am Sauerstoff lokalisiert und stabilisiert ist. Im positiven lonenmodus stammen die
Fragmente hauptsachlich aus der Sphingosinbasis, die positive Ladung wird am Stickstoff am
ehesten stabilisiert.

Mit Hilfe dieser Fragmentschemata konnte das Fragmentierungsverhalten der nativen CER

nachvollzogen werden.

4.1.4 Tandemmassenspektrometrische Untersuchung der nativen SC-Ceramide

4.1.4.1 Ceramid [EOS]

Die isobaren Strukturen des CER[EOS] kdnnen aufgrund von Kettenldangenvariationen in drei
verschiedenen Strukturteilen entstehen: in der Sphingosinbasis, in der w-hydroxylierten FA
oder in der veresterten FA. Vom nativen CER[EOS] wurden zwei Precursor fiir die
Fragmentierungsexperimente ausgewahlt. Exemplarisch fiir ein Molekill mit einer geraden
Anzahl an Kohlenstoffatomen steht das CER[EOQS] mit der monoisotopen Masse von
1039,99 Da, bestehend aus 68 Kohlenstoffatomen. 69 Kohlenstoffatome, demnach eine

ungerade Anzahl, hatte das CER[EOS] mit der monoisotopen Masse von 1054,00 Da. Die
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Tandemmassenspektren des CER[EOS] mit 68 Kohlenstoffatomen im positiven und negativen
lonenmodus sind in Abb. 43 dargestellt.

Durch die Messungen im negativen lonenmodus konnte die Kettenlange der veresterten FA
identifiziert werden. Im positiven lonenmodus entstammten die Fragment-lonen der Basis.
Der Mittelteil allein, also die w-hydroxylierte FA konnte nicht in ausreichendem MaRe in den
nativen CER[EQS] detektiert werden, weder im positiven noch im negativen lonenmodus.
Somit ergaben sich die in Tab. 7 dargestellten Kombinationen und die dazugehdérenden

relativen Abundanzen fiir die ausgewahlten Precursor.
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Abb. 43: Tandemmassenspektrum vom nativen CER[EOS] C68 (m = 1039,99 Da); oben: positiver lonenmodus,
unten: negativer lonenmodus

Im negativen lonenmodus zeigte sich, dass das CER[EOS] nicht nur Linolsdure (C18:2) als
veresterte FA enthielt, woraus der Precursor E:18:2/0S:50 fir das CER[EOS] mit C68 bzw.
E:18:2/0S:51 fur das CER[EOS] mit C69 resultiert. Daneben zeigten sich auRerdem
Fragmente der FA C17:2, C19:2 und C20:2, wobei der Anteil von C17:2 (Heptadecadiensdure)
zwischen 16-20 % einnahm. Im positiven lonenmodus zeigte sich, dass die Sphingosinbasis
mit 20 Kohlenstoffatomen am haufigsten im CER[EOS] vorkommt. Die Kettenldnge des
Sphingosins variierte dabei zwischen C17 und C22 [89]. Der hohe Anteil an C17:2 zeigt, dass
die Kettenldnge der veresterten Fettsdure im CER[EOS] die Integritat der SC-Barriere nicht
einschrankt. Es wurde bereits gezeigt, dass das SC verringerte Barriereeigenschaften besitzt,

sofern Olsdure (C18:1) anstatt Linolsdure in CER[EOS] eingebaut ist [36,202]. Somit scheint
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die konjugierte Doppelbindung in der veresterten FA eine essentielle Rolle fiir die Barriere zu

spielen.

Tab. 7: Tandemmassenspektrometrisches Profil der Teile E und OS von CER[EOS] im negativen lonenmodus
und den Teilen EO und S im positiven lonenmodus mit den Precursorn der monoisotopen Massen 1039,99 Da
und 1054,00 Da, basierend auf der relativen Abundanz in % (Der haufigste Precursor wurde auf 100%
gesetzt.)

Precursor Precursor
(m=1039,99 Da, (m=1054,00 Da,
Gesamtkohlenstoffanzahl C68) relative Abundanz [%] Gesamtkohlenstoffanzahl C69) relative Abundanz [%]
negativer lonenmodus negativer lonenmodus
E:17:2/0S:51 21.63 E:17:2/0S:52 16.86
E:18:2/0S:50 100.00 E:18:2/0S:51 100.00
E:19:2/0S:49 8.15 E:19:2/0S:50 7.40
E:20:2/0S:48 1.83 E:20:2/0S:49 1.48
positiver lonenmodus positiver lonenmodus
EO:51/S:17 1.37 EO:52/S:17 15.79
EO0:50/5:18 19.93 EO:51/S:18 21.05
E0:49/S:19 5.15 E0:50/5:19 31.58
E0:48/5:20 100.00 E0:49/S:20 100.00
EO:47/S:21 2.98 EO:48/S:21 73.68
E0:46/5:22 4.58 EO:47/S:22 26.32

Die Ergebnisse decken sich nur zum Teil mit denen von Masukawa et al., die mittels NP-
HPLC-ESI-MS/MS im positiven und negativen lonenmodus die SC-Ceramide untersuchten. Sie
ermittelten flr die Sphingosinbasis des CER[EOS] Kettenldangen zwischen C18 bis C22,
allerdings detektierten sie als veresterte FA einzig Linolsdure (C18:2). Der grof3te Unterschied
zu den in dieser Arbeit besprochenen Ergebnissen besteht darin, dass keine Subspezies mit
ungeraden Kettenldangen in der veresterten FA des CER[EOS] detektiert worden sind, sowie
kein gleichzeitiges Auftreten einer ungeraden Kohlenstoffanzahl in mehr als einer Struktur-
einheit [132]. Auch t'Kindt et al. konnten mittels RP-LC-QTOF-MS keine andere veresterte FA

auller Linolsdure detektieren [177].

4.1.4.2 Ceramid [NP]
Die isobaren Strukturen des CER[NP] kénnen aufgrund von Kettenlangenvariationen in den
zwei Strukturteilen entstehen, der Phytosphingosinbasis und der amidgebundenen
nichthydroxylierten FA.
Im negativen lonenmodus wurden vier verschiedene Precursor fir CER[NP] ausgewahlt und

beziglich ihrer isobaren Strukturen untersucht: die einfach negativ geladenen lonen mit den
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Masse-Ladungsverhéltnissen m/z 680,66, m/z 694,67, m/z708,69 und m/z722,70. Dies
entspricht einer Gesamtkohlenstoffanzahl der CER von C43 bis C46. Die Massen der Produkt-
lonen wurden den Fragmenten des Standards mit Hilfe des Fragmentschemas zugeordnet. In
Tab. 8 sind die entsprechenden isobaren Molekile dargestellt. Es wurde die Anzahl der
Kohlenstoffatome den jeweiligen Kettenteilen zugeordnet. Das Tandemmassenspektrum des

CER[NP] mit 46 Kohlenstoffatomen im negativen lonenmodus ist in Abb. 44 dargestellt.

So bestand der groRte Anteil des CER[NP] mit der monoisotopen Masse von 681,66 Da und
einer Gesamtkohlenstoffanzahl von 43 aus den Kombinationen N:26/P:17 und N:25/P:18.
Das andere ungerade CER[NP] mit der Gesamtkohlenstoffanzahl C45 und der monoisotopen
Masse von 709,69 Da bestand hauptsachlich aus N:25/P:20 und N:24/P:21. Beide Subspezies
sind ungefahr gleich stark vertreten, daher konnte keines absolut auf 100 % gesetzt werden.
Jedoch waren daneben noch weitere Kettenlangenkombinationen vorzufinden. Fir das C43-
CER[NP] wurden Fragment-lonen detektiert, die zu den Precursorn N:27/P:16, N:24/P:19,
N:23/P:20 und N:22/P:21 gehoren, fiir das C45-CER[NP] wurden Fragment-lonen der
Precursor N:28/P:17, N:27/P:18, N:26/P:19 und N:23/P:22 detektiert.
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Abb. 44: Tandemmassenspektrum vom nativen CER[NP] C46 (m = 723,71 Da) im negativen lonenmodus

Das CER[NP] mit der geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen von C44 bestand zum gréBten
Teil aus N:26/P:18, daneben wurden noch Fragmente der isobaren Molekile N:28/P:16,
N:27/P:17, N:25/P:19, N:24/P:20, N:23/P:21 und N:22/P:22 detektiert. Die isobaren
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Subspezies mit einer ungeraden Kohlenstoffanzahl in beiden Ketten nehmen hierbei einen
Anteil von 13,00 % ein. Bei einer geraden Kohlenstoffanzahl von C46 bestand das CER[NP]
hauptsachlich aus der Kombination N:24/P:22. Auch N:26/P:20 nahm einen groRen Anteil
ein. Des Weiteren wurden noch Fragmente gefunden, die zu den Molekilen N:29/P:17,
N:28/P:18, N:27/P:19, N:25/P:21, N:23/P:23 und N:22/P:24 gehoéren, mit einem Anteil an
isobaren Molekilen mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in beiden

Molekilteilen von 11,22 %.

Tab. 8: Tandemmassenspektrometrisches Profil der Teile N und P von CER[NP] im negativen lonenmodus mit
den Precursorn der monoisotopen Massen 681,66 Da, 695,68 Da, 709,70 Da und 723,71 Da, basierend auf der
relativen Abundanz in % (Der hdufigste Precursor wurde auf 100% gesetzt.)

Precursor Precursor Precursor Precursor

(m=681,66 Da, relative (m=695,68 Da, relative (m=709,70 Da, Relative (m=723,71 Da, relative

Gesamtkohlen- Abundanz  Gesamtkohlen-  Abundanz = Gesamtkohlen-  Abundanz = Gesamtkohlen-  Abundanz

stoffanzahl C43) [%] stoffanzahl C44) [%] stoffanzahl C45) [%] stoffanzahl C46) [%]

N:28/P:16 13.87 N:28/P:17 53.94 N:28/P:18 39.53

N:27/P:16 11.98 N:27/P:17 10.76 N:27/P:18 54.55 N:27/P:19 6.60
N:26/P:17 100.00 N:26/P:18 100.00 N:26/P:19 68.04 N:26/P:20 84.05
N:25/P:18 92.36 N:25/P:19 10.19 N:25/P:20 92.55 N:25/P:21 17.49
N:24/P:19 47.79 N:24/P:20 58.33 N:24/P:21 92.04 N:24/P:22 100.00
N:23/P:20 17.48 N:23/P:21 6.16 N:23/P:22 32.05 N:23/P:23 5.60
N:22/P:21 7.42 N:22/P:22 8.48 N:22/P:24 9.13

Die Kettenldange des Phytosphingosins variiert dabei von C16 bis C24 und die Kettenlange der
amidgebundenen nichthydroxylierten FA von C22 bis C28, wobei sowohl gerade als auch
ungerade Kettenlangen vorkommen [89].

Masukawa et al. haben fir CER[NP] Kettenldngenvariationen von C40 bis C52, wobei die
Kettenldangen fir die phytosphingosinbasis Kettenlangen zwischen C16 bis C26 und fir die
nichthydroxylierte FA zwischen C23 bis C30 gefunden, allerdings auch hier ohne eine
Detektion von Subspezies mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen parallel in

beiden Strukturteilen [132].

4.1.4.3 Ceramid [AP]

Die isobaren Strukturen des CER[AP] kdnnen aufgrund von Kettenlangenvariationen in den
zwei Strukturteilen entstehen, der Phytosphingosinbasis und der amidgebundenen a-
hydroxylierten FA.

Im negativen lonenmodus wurden zwei verschiedene Precursor fiir CER[AP] ausgewahlt und
beziglich ihrer isobaren Strukturen untersucht, die einfach negativ geladenen lonen mit den

Masse-Ladungsverhéltnissen m/z696,66 und m/z710,67. Dies entspricht einer
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Gesamtkohlenstoffanzahl der CER von C43 bis C44. Das Tandemmassenspektrum des
CER[AP] mit 68 Kohlenstoffatomen im negativen lonenmodus ist in Abb. 45 dargestellt.

Die Massen der Produkt-lonen wurden mit den Fragmenten des Standards mit Hilfe des
Fragmentschemas zugeordnet. In Tab. 9 sind die entsprechenden isobaren Molekile mit
ihren relativen Haufigkeiten dargestellt. Es wurde die Anzahl der Kohlenstoffatome den
jeweiligen Kettenteilen zugeordnet. So bestand der grofRte Anteil des CER[AP] mit der
monoisotopen Masse von 696,66 Da und einer Gesamtkohlenstoffanzahl von 43 aus der
Kombination A:26/P:19 und A:25/P:18. Jedoch waren daneben noch weitere
Kettenlangenkombinationen vorzufinden, die zu den Precursorn A:27/P:16, A:24/P:19,

A:23/P:20 und A:22/P:21 gehoren.

Das CER[AP] mit der geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen von C44 besteht zum groRten
Teil aus A:24/P:20, daneben wurden noch Fragmente der isobaren Molekile A:28/P:16,
A:27/P:17, A:26/P:18, A:25/P:19, A:23/P:21 und A:22/P:22 detektiert. Die isobaren
Subspezies mit ungeraden Kettenldangen in beiden Molekilteilen nahmen hierbei einen
Gesamtanteil von 14,40 % ein.

Die Kettenldnge des Phytosphingosins variiert dabei von C16 bis C22 und die Kettenldnge der
amidgebundenen FA von C22 bis C28, wobei sowohl gerade als auch ungerade Kettenlangen

vorkommen.
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Abb. 45: Tandemmassenspektrum vom nativen CER[AP] C44 (m = 711,68 Da) im negativen lonenmodus

92



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 9: Tandemmassenspektrometrisches Profil der Teile A und P von CER[AP] im negativen lonenmodus mit
den Precursorn der monoisotopen Massen 697,66 Da und 711,68 Da, basierend auf der relativen Abundanz
in % (Der haufigste Precursor wurde auf 100% gesetzt.)

Precursor Precursor
(m=697,66 Da, (m=711,68 Da,
Gesamtkohlenstoff- relative Gesamtkohlenstoff- relative
anzahl C43) Abundanz [%] anzahl C44) Abundance [%]
A:22/P:21 21.43 A:22/P:22 12.21
A:23/P:20 28.54 A:23/P:21 11.46
A:24/P:19 56.45 A:24/P:20 100.00
A:25/P:18 100.00 A:25/P:19 13.77
A:26/P:17 77.67 A:26/P:18 75.11
A:27/P:16 19.07 A:27/P:17 8.60
A:28/P:15 7.04 A:28/P:16 11.63

Die Gruppe um Masukawa hat flr das CER[AP] Kettenlangenvariationen von C20 bis C26 fur
die a-hydroxylierte FA und C16 bis C22 fiir die Phytosphingosinbasis ermittelt [132]. Auch
hier decken sich die Ergebnisse mit denen in dieser Arbeit, bis auf das Fehlen von Subspezies

mit ungerader Anzahl an Kohlenstoffatomen gleichzeitig in beiden Strukturteilen.

4.1.4.4 Ceramid [NS] und Ceramid [AS]

Die isobaren Molekiile dieser Ceramide konnen hier wiederum durch Kettenlangen-
variationen in beiden Strukturteilen entstehen. Die Messungen der nativen Proben waren
nicht moglich, da sich durch die Lagerung in der MeOH/CHCls-Mischung ausschlieBlich
Chloridaddukte gebildet haben, die nur schwer fragmentierbar sind [210]. Somit waren die
Fragmentspektren nicht aussagekraftig und konnten nicht ausgewertet werden. Diese
Ceramide sollten nochmal ausfihrlicher bearbeitet werden, indem diese Addukte

unterdriickt werden.

4.1.4.5 Zusammenfassung der MS/MS-Untersuchungen an den nativen CER

Durch die erhaltenen Ergebnisse konnte die bestehende Heterogenitat in der Beschaffenheit
der Ceramide noch erweitert werden.

Auffdllig ist, dass sich die Kettenldangen der Sphingoidbasis und der FA um mehrere
Kohlenstoffatome unterscheiden, meist sind es mehr als vier Kohlenstoffatome. Dadurch
konnen sich die Ketten innerhalb des Bilayers wahrscheinlich starker tberlappen, als im
Armature reinforcement model und im Asymmetry-model vermutet [103,167]. Der EinfluR
der unterschiedlichen Kettenlangen auf die Intaktheit der Barriere sollte jedoch noch
genauer untersucht werden, genauso, wie die unterschiedlichen Kettenldngen der Ceramide

die Penetration von Arzneistoffen durch die Haut beeinflussen.
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Die isobaren Subspezies, in denen ungerade Kettenldngen in beiden Molekilteilen
vorkommen, nahmen einen Anteil von 11 - 14 % der einzelnen CER-Spezies ein, wobei noch
geklart werden muss, wie diese genau entstehen [133]. Durch diese MelRmethode kann
allerdings keine Aussage darliber getroffen werden, ob die gebundenen FA auch verzweigte
Ketten beinhalten kénnen. Hierfiir sollte eine MS" durchgefiihrt werden.

Die Kettenlange der Sphingoidbasis und der FA in den CER ist bisher vorrangig nach
alkalischer Hydrolyse und anschliefender Derivatisierung der Molekile mittels GC-MS
bestimmt worden [117,150,151,198,201]. Diese Methode hat gute Ergebnisse Uber die
Anzahl der Kohlenstoffatome innerhalb der Ketten geliefert, allerdings konnte keinerlei
Aussage darlber getroffen werden, inwiefern diese miteinander kombiniert sind, also
welche isobaren Strukturen existieren [62,155]. Durch eine Kopplung von TLC MALDI QTOF-
MS/MS konnten bereits unveranderte Glycosphingolipide bestimmt werden [140].

Eine Weiterentwicklung ist eine online-Kopplung der HPLC mit MS/MS-Detektion. 1997
haben Mano et al. eine HPLC-ESI-MS/MS-Methode entwickelt, die zur Bestimmung von
Sphingolipiden dient, die zuvor aus Zelllinien extrahiert wurden [129]. Ahnliche Methoden
sind auch von anderen Gruppen zur Qualifizierung und Quantifizierung der CER und deren
natirlichen Derivaten aus verschiedenen Zelllinien herangezogen worden [66,124]. Auch
CER aus dem Gehirn hat man durch eine LC-MS/MS-Methode ndher untersuchen kénnen
[81]. Masukawa et al. haben erstmals ungerade Kettenlangen in den Fettsdureresten und in
dem Sphingoidrest aus dem Gesamtmolekiil in Haarceramiden mittels RP-HPLC-nanoESI-
MS/MS bestimmen kénnen. Allerdings ist deren Biosynthese noch ungeklart [133]. Diese
Kopplung ist allerdings fiir die tandemmassenspektrometrische Bestimmung der CER aus
dem SC weniger geeignet, da die Zusammensetzung der CER-Klassen zu komplex ist, um alle
moglichen Molekiilkombinationen zu erfassen [155]. Masukawa et al. haben 2008 trotzdem
einen Versuch gewagt. Der Zugang zu den Molekiilen mit einer ungeraden Anzahl an
Kohlenstoffatomen in den einzelnen Ketten, auch wenn die Gesamtkohlenstoffanzahl gerade
war, blieb ihnen jedoch verschlossen [132]. Von Farwanah et al. sind ungerade Kettenldangen
in beiden Strukturteilen in den kovalent gebundenen Ceramiden mittels Nano-ESI-MS/MS
gefunden worden [60].

2012 haben t'Kindt et al. mittels RP-LC-ESI-MS/MS (iber 1000 unterschiedliche SC-CER
parallel bestimmt. Sie haben CER identifizieren kbnnen, die eine ungerade Kohlenstoffanzahl

gleichzeitig in beiden Molekilteilen hatten. Ist diese Technik nicht verfligbar, kann die in
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dieser Arbeit entwickelte Methode mit der vorherigen Separation der CER-Klassen als eine
gute Alternative dienen, um wirklich alle isobaren Subspezies zu erfassen. Das zeigt sich vor
allem darin, dass t'Kindt et al. flir das CER[EOS] einzig Linolsdure als veresterte FA
detektieren konnten [177]. Die in dieser Arbeit verwendete Methode ermdglicht durch die
verlangerte Messzeit die Detektion isobarer CER-Subspezies, die nur in geringen Mengen
vorkommen, jedoch fiir die Funktionen des SC-Lipidbilayers relevant sein konnen. Die Art
und Lange der FA und Sphingoidbasis der CER beeinflussen Hautveranderungen genauso wie

der Gesamtlipidzustand [158]. Daher ist es wichtig, deren genaue Struktur zu analysieren.

4.2 Untersuchung der Lipidverteilung im SC von Schizophrenieerkrankten
4.2.1 Die Profile der Lipid- und Ceramidverteilung

Die Lipide, die mittels Extraktionszelle von den beiden Probandengruppen gewonnen
wurden, wurden mittels AMD-HPTLC wie unter Kapitel 3.3 beschrieben aufgetrennt.

Es lassen sich somit nicht nur die Ceramidklassen, sondern auch die weiteren Hautlipide
auftrennen. Die Laufstrecken der Referenzlipide sind analog zu den Laufstrecken der Lipide,
die aus dem SC extrahiert wurden. Im Gegensatz zu den scharf getrennten Banden bei den
Standard-CER auf der HPTLC-Platte nach Erstellung der Densitogramme, zeigen die natirlich
vorkommenden CER eine Peakverbreiterung, welche auf die Subspezies in den einzelnen
CER-Klassen zuriickzufiihren ist. Diese Subspezies resultieren wie zuvor beschrieben aus
Variationen in den Kettenldngen der Fettsdure- und Sphingoidbasenketten. Insgesamt sind 7
verschiedene CER-Banden auf den Platten sichtbar. CER[EOS] hat von ihnen die geringste
Polaritat und legt deshalb den weitesten Weg auf der Platte zuriick, gefolgt von CER[NS],
CER[NP], CER[EOH], CER[NH/AS], CER[AP] und CER[AH] (vergleiche Abb. 46). CER[NH] und
CER[AS] lassen sich aufgrund ihrer ahnlichen Polaritdt ohne Acetylierung nicht auftrennen,
wobei CER[NH] den groBeren Anteil an der Fraktion hat [151,173]. Die weiteren CER,
CER[EOP], CER[NdS], CER[AdS] und CER[EOdS], sind aufgrund ihrer zu geringen Menge in den
SC-Extrakten per HPTLC nicht nachweisbar.

Die Banden der SC-Lipide wurden nach Abgleich mit verschiedenen Literaturdaten mit Hilfe
der RiWerte von Referenzsubstanzen identifiziert [57,201]. Danach wurden die
Ceramidmengen in pg in Bezug auf die gesamte extrahierte Hautflaiche sowie deren

prozentuale Zusammensetzung bestimmt.
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Abb. 46: Densitogramm der nativen SC-Lipide. 1: Start, 2: Cholesterolsulfat, 3: CER[AH], 4: CER[AP], 5:
CER[NH/AS], 6: CER[EOH], 7: CER[NP], 8: CER[NS], 9: CER[EOS], 10: Cholesterol, 11: FFA, 12: Triacylglycerole,
13: Cholesterolester, 14: Squalen

In Abb. 47 sind die prozentualen Ceramidprofile gegenlibergestellt. Ein Unterschied in der
CER-Zusammensetzung ist zwischen den Schizophrenieerkrankten und der Kontrollgruppe
erkennbar. So ist der Anteil an CER[AH] und CER[NH/AS] in der Gruppe der
Schizophrenieerkrankten leicht erhdht, wiahrend der Anteil an CER[NP] und CER[EQS] leicht
vermindert ist [172]. Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant. Bei der Betrachtung
der Zusammensetzung der weiteren SC-Lipide (Abb. 48) war auch kein signifikanter
Unterschied erkennbar. Somit hat die vermutete verdnderte Lipidbiochemie der
Schizophrenieerkrankten keinen EinfluR auf die Intaktheit der Hautbarriere. Daher ist die
Analytik der Zusammensetzung der Hautlipide als nichtinvasive Methode zum Nachweis der

Schizophrenie nicht nutzbar [172].
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Abb. 48: Prozentuale Zusammensetzung der SC-Lipide nach densitometrischer Auswertung

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse stimmen mit den bisher gefundenen Ergebnissen
der Lipidzusammensetzung in gesunder Haut Gberein [32,61,195].
Die Hirnhaut und die Haut entstehen aus der gleichen Keimzelle, dem Ektoderm. Die

Hirnhaut Schizophrenieerkrankter zeigt Veranderungen, daher war es naheliegend, dass
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auch in der Haut, speziell in der Lipidzusammensetzung des SC, Unterschiede zu gesunden
Probanden vorliegen [171,172,181,206]. In dieser Untersuchung wurde darauf geachtet,
dass alle ausgewadhlten Probanden keine Dermatosen hatten. Die vorher genannte Theorie
sollte nochmal dahingehend untersucht werden, ob unter den Schizophrenieerkrankten eine
statistisch signifikant erhohte Anzahl an Patienten mit Hautkrankheiten existiert.

Um die veranderte Lipidbiochemie naher zu untersuchen, wurden daher die freien

Fettsduren nadher betrachtet (Kapitel 4.2.2).

4.2.2 Die Profile der ungesattigten freien Fettsduren

Die Lipide, die mittels Extraktionszelle von den beiden Probandengruppen gewonnen
wurden, wurden wie unter Kapitel 3.3.2 beschrieben aufgetrennt, die FFA extrahiert,
derivatisiert und der Anteil an Arachidonsdure (AA), Eicosatriensdure (ETA) und
Eicosapentansdure (EPA) mittels GC-MS bestimmt.

EPA konnte in keiner der Proben, ETA nur in einem geringen Anteil der Proben nachgewiesen
werden. Daher beziehen sich alle Berechnungen auf den Anteil an AA.

In Abb. 49 ist der prozentuale Anteil an ungesattigten FFA innerhalb der FFA dargestellt, Abb.

50 stellt den absoluten Anteil an AA in den Proben dar.
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Abb. 49: prozentualer Anteil der ungesattigten Fettsauren an den FFA
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Abb. 50: Gehalt an Arachidonsaure

Ein signifikanter Unterschied war nicht erkennbar, allerdings ist der Anteil an ungesattigten
FFA und im speziellen an Arachidonsaure im SC der Schizophreniepatienten leicht verringert.
Dass sich AA und die anderen PUFA nicht mehr im SC nachweisen lassen, ldsst sich vor allem
dadurch erklaren, dass die Synthese der PG in der Haut in den tieferen, lebenden
Hautschichten stattfindet und somit der GroRteil an PUFA schon verbraucht wurde, bevor sie
in das SC gelangen. Dennoch sollten auch in den tieferen Hautschichten weniger PUFA zu
finden sein, da ansonsten keine verringerte Reaktion auf Niacin im Hauttest auftreten wiirde

[172].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein tiefergehendes Bild liber die Zusammensetzung der
Stratum corneum Lipide, speziell der Stratum corneum Ceramide geliefert. Besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf die molekulare Ebene der Ceramide gelegt.

Mit Hilfe der RP-HPLC-APCI-MS konnten die Subspezies der einzelnen Ceramidklassen
identifiziert werden. Somit konnten Profile der einzelnen Ceramidklassen erstellt werden,
wobei die Gesamtkohlenstoffzahl im Ceramidmolekil fiir die Darstellung der prozentualen
Verteilung herangezogen wurde. Dabei wurde herausgefunden, dass der Anteil an
Ceramiden mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen im Gesamtmolekil 35 %
betragt.

Die so gefundenen Subspezies wurden nachfolgend tandemmassenspektrometrisch mittels
QTOF-MS/MS untersucht, um die Kettenlangen der Sphingoidbasis und der amidgebun-
denen Fettsdure im Ceramidmolekil genau zu identifizieren. Hierflir musste zuvor eine
Trennungsmethode fir die einzelnen Ceramidklassen entwickelt werden. Um die gewiinsch-
ten Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, muR die Ceramidklasse sehr rein und frei von
stérenden Substanzen sein, was einen hohen analytischen Aufwand bedeutet. Vor allem
Molekiile, die leichter ionisierbar sind als die Ceramide sollten in der Probenlésung nicht
mehr enthalten sein. Methode der Wahl ist eine Trennung mittels NP-HPLC. Anhand ELSD-
Detektion konnte die Trennung der Ceramidklassen Uber die Normalphasensdule gezeigt
werden und anhand ihrer Retentionszeit wurden die einzelnen Ceramidklassen in
verschiedenen Fraktionen gesammelt.

Durch Fragmentierungsexperimente an Ceramidstandards wurden die Struktur der
Fragmente und deren Entstehung aufgeklart. Die tandemmassenspektrometrische
Untersuchung mittels nano-ESI-QTOF-MS/MS fand sowohl im positiven als auch im
negativen lonenmodus statt. Die Ableitung der CER-Strukturen aus den vorliegenden
Fragmentierungsmustern war ein bedeutender Bestandteil dieser Arbeit und ist in dieser
Form bisher noch nicht so ausfihrlich beschrieben worden.

In folgenden tandemmassenspektrometrischen Untersuchungen der aus nativem Stratum
corneum gewonnen Ceramidfraktionen, war es moglich, isobare Subspezies zu identifizieren.
Ziel war es, Profile flir Subspezies verschiedener Vorlaufer-lonen der CER[EOS], CER[NP] und
CER[AP] zu erstellen, wofir sowohl Subspezies mit gerader Kohlenstoffanzahl als auch mit
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ungerader Kohlenstoffanzahl im Gesamtmolekiil gefunden und ausgewadhlt wurden. Die
isobaren Subspezies des CER[EQS] variieren in allen drei Molekilteilen in ihren Kettenlangen.
Direkte Ergebnisse wurden nur fiir die Sphingosinbasis und die veresterte FA detektiert.
Dabei wurde als veresterte FA erstmalig nicht nur Linolsdure gefunden, sondern auch
Heptadecadiensaure (C17:2) mit einem Anteil von 16 — 20 %. Das zeigt, dass die konjugierte
Doppelbindung in der veresterten Fettsdure eine essentielle Rolle fiir die Barriere spielt.

Fiir die isobaren Subspezies des CER[NP] und des CER[AP] war auffallig, dass sich die beiden
Kettenlangen im Ceramidmolekil meist um mindestens vier Kohlenstoffatome
unterscheiden. Das flihrt dazu, dass die Ketten der CER innerhalb des Bilayer tiberlappen und
somit besser van der Waals-Bindungen eingehen kdnnen. Genauso wurden isobare
Subspezies entdeckt, in denen beide Molekiilteile des Ceramids eine ungerade Anzahl an
Kohlenstoffatomen aufwiesen. Die dadurch entdeckte grofRere Heterogenitat der Ceramide
mul noch im Hinblick auf deren Einfluf auf die Eigenschaften des Stratum corneum Bilayers
und die Wirkstoffpenetration durch die Haut naher untersucht werden. Die Fraktionen des
CER[NS] und CER[AS] waren aufgrund einer suboptimalen Lagerung nicht mehr der
tandemmassenspektrometrischen Messung zuganglich.

Mit Hilfe der tandemmassenspektrometrischen Untersuchungen der Ceramide konnten
Beitrdge zur Verbesserung der Modellvorstellungen und der Anordnung der humanen SC-
Lipide geleistet werden.

Mit Genehmigung der Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Friedrich-Schiller-
Universitat Jena konnten in vivo-Oberflachenextrakte der Stratum corneum Ceramide von
insgesamt 77 Probanden (49 gesunde Probanden, 28 Schizophreniepatienten) gewonnen
werden. Fir die Auswahl der Studienteilnehmer wurden strenge Kriterien zu Grunde gelegt.
Des Weiteren wurden die Lipidprofile von Schizophreniepatienten im Vergleich zu gesunden
Probanden mittels HPTLC untersucht. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt, was womaoglich auf die sowieso vorhandene interindividuelle Variabilitdt in der
Lipidzusammensetzung im Stratum corneum zurlickzufuhren ist. Bei der Untersuchung des
Gehalts an ungesattigten Fettsdauren, die fir den Prostaglandinstoffwechsel von groRer
Bedeutung sind, wurde keine signifikante Abweichung im Stratum corneum der
Schizophreniepatienten im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet.

Die in dieser Dissertationsschrift vorliegenden Ergebnisse konnen zukiinftig erweitert

werden, indem die noch nicht untersuchten Ceramidklassen ebenfalls einer tandemmassen-
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spektrometrischen Analyse unterzogen werden. AulRerdem ware es wichtig herauszufinden,
ob die Fettsdureketten der Ceramide alle unverzweigt sind oder ob auRerdem verzweigte
Ketten vorkommen kdnnen, was nochmals die Eigenschaften der Membrandoppelschicht im
Stratum corneum beeinfluf3t.

Genauso ist es wichtig, die isobaren Subspezies der Ceramide bei diversen Haut-
erkrankungen, wie Psoriasis oder atopischer Dermatitis, zu identifizieren. Hier ist bereits
bekannt, dass ein Unterschied in der Lipidzusammensetzung im Stratum corneum der
erkrankten Hautstellen besteht und es ware interessant zu wissen, ob sich der Unterschied
auf molekularer Ebene fortsetzt. Die dann gewonnenen Erkenntnisse kdnnen dabei helfen,

ein verbessertes Therapiekonzept fiir diese Hautkrankheiten zu entwickeln.
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