Synthese von spezifisch deuterierten und
komplexen (dimeren) Ceramiden des Sphingosins
und des Phytosphingosins

Dissertation

Zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

Der
Naturwissenschaftlichen Fakultat |
Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg,

vorgelegt

von Herrn Dipl. Pharm. Stefan Sonnenberger
geboren am 27.08.1984 in Wolfen

Gutachter:
1. Prof. Dr. Bodo Dobner
2. Prof. Dr. Dariush Hinderberger
3: Prof. Dr. Daniel B. Werz

Halle (Saale) im Mérz 2020 verteidigt am: 23.09.2020



Stefan Sonnenberger

Synthese von spezifisch deuterierten und komplexen (dimeren) Ceramiden des Sphingosins
und des Phytosphingosins

Dissertation, 2020

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Institut fir Pharmazie,

Institutsbereich Pharmazeutische Chemie und Klinische Pharmazie,

Abteilung fur Biochemische Pharmazie

128 Seiten, 36 Abbildungen

Fir meine Familie



Inhaltsverzeichnis

INNAITSVEIZEICHNIS ..o e et e e e e e e e e e e e e s I
Verzeichnis der Abklrzungen und Symbole ..., v
AbDIldUNGSVEIZEICHNIS ... e VI
1  Einleitung und ZielStellUNG .....coooiiiiiii e 1
1.1 Die MensSChliche HaUt ... e 1
1.2 Das SEratUm COMMEBUIM ...ttt e e et e e e e e e e e eneeea s 2
1.3 NeUutronNeNdiffraktioN . ..........viiiiiiiiiiiiiiie e 6
1.4 Zielstellung der ArDeit ... .. 9

2 Synthetisch-praparative Arbeiten ... ... 10
2.1 SYNTNESEKONZEPT ..o e e e e e et e e e e aaaaan 10
2.1.1  EInfUhrung der DEULEIIEIUNG .....uveeieeeeeiiiiiiieeeee e e e setiteeee e e e s s ssssteeee e e e e s s s snsteneeeaesssnnrnnneeees 10

P2 I AN 1 1o | o] 0 To [N ] o PRI 11

2.2 AN 0T g T=T 1 F= 11 UL T 12
2.3 Synthese der deuterierten Ceramide [NS] und [NP] ..o 13
2.3.1  SYNthESE der VOISIUEN ..coci i e e e e e 13
2.3.2 Synthese der endstdndig deuterierten Fettsauren und Kupplung der endstandig
deuterierten Ceramide vom Typ [NS] UNd [NP] ... 16

2.4 Synthese der deuterierten Ceramide [AS] und [AP] ..o, 19
2.4.1 Synthese der endstandig deuterierten Alkylbromide...........ooociiiiiii 20
2.4.2 Synthese der (RS)-w,w,w-D3-2-HydroxyalkanSauren ...........ccccceeveeeeiiiccivvneeeee e e ssieeeeens 21

2.4.3 Kupplung der endstdndig deuterierten Ceramide vom Typ [AS] und [AP] als
DIasStere0MErENQEIMISCR ... ..uiiiiii it e e e eee e e e e 22
2.4.4 Reinigung der endstdndig deuterierten Ceramide [AP] und [AS] und Diastereomeren-
TFENNUNG e 24

2.5 Synthese der methylverzweigten Ceramide vom Typ [mMEOS] und [mEOP]...26

2.5.1 Synthese der verzweigten 10-MethylhexadecanSauren............ccccceeevvvcvviieeree e esccveneen 27
2.5.2 Synthese der langkettigen w-Acylfettsduren und Kupplung zu den entsprechenden
Ceramiden vom Typ [MEOS] und [MEOPY] ... 31

2.6 Synthese der komplexen (dimeren) Ceramide.........ccccooeiiiiiiiiiieiesieieeeeeee e 33
2.6.1 Untersuchungen zur Synthese von dimeren Ceramiden mit Etherbriicke ...................... 34
2.6.2 Synthese des dimeren Ceramids mit zwei Thioethergruppen..........cccooccuvieeeeeeinniiienen. 36

3 Biophysikalische UnterSuChUNQEeN ..........uviiiiiiiiice e 41

3.1 Neutronendiffraktionsexperimente an Modellmembranen mit deuterierten
(72T =10 010 I 172N = PR 41



3.2 Neutronendiffraktion an Modellmembranen mit Ceramid [mEQOS] .................. 44
4  Zusammenfassung und AUSDIICK .........uiiiii i 46
5 EXPerimenteller TeIl... . aenaee 49

51 Verwendete Chemikalien ... 49

5.2 ANalysenmethoden ... ... oo 50

LI R O o1 (o] 0 F= 1 (oo 1= T ] o LI PP PURT 50
5.2.2  EIEMENAraNalYSE (EA) .....uuiiieiiiiiiiiiieee et e sttt e e e e e s s st e e e e e e s st e e e e e e e s st e e e e e e e e e nnnnrens 51
5.2.3 Kernspinresonanzspektroskopie — Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 51
5.2.4  MassenspektroMeEtrie (IMS).....cou ittt e e e e e e e e e e e e anneees 52
5.2.5  SchmelzpunktbeStimMmMUNG.......cooiiiiiiiiic e e e 52
5.2.6  Neutronendiffraklion ..........oouieiiiiiiie e 53
5.3 Allgemeine Synthesevorschriften.........ccccciiiii e, 54
5.4 Synthese der deuterierten Ceramide [NS] und [NP] ... 56
5.4.1 Darstellung des 9,9,9-D3-1-BrOmMNONANS ........cuuiiieeeiiiiiuiieereeeesisirnreeeeeeesssnnreneeeeeessssnsnnnes 56
5.4.2 Darstellung des 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran...........cccccceeeeiiiniiiiiieneeeinnes 60
5.4.3 Darstellung des 2-(13-Bromtridecyloxy)tetrahydro-2H-pyran...........ccccccovviiineereeeesiienns 61
5.4.4 Darstellung des 2-(15-Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran............ccccccvvvvereeeiiennns 62
5.4.5 Darstellung der w,w,w-Da-AlKan-1-01€ ..o 63
5.4.6 Darstellung der w,w,w-Da-AlKANSAUIEN..........uviiiiee it e ee e e e e 65
5.4.7 Darstellung der Ceramide [NS]-w,,00-D3..uuvriiiiieeeiiiiiiieie e e e 66
5.4.8 Darstellung der Ceramide [NP]-w,w,i-D3...ccceviiiiiiiiiiiiiiieiiee e 68
5.5 Synthese der deuterierten Ceramide [AS] und [AP] ..o 71
5.5.1 Darstellung von 16,16,16-D3-1-Bromhexadecan...........cccccceeeeiiiiivieeereeessiiinieeeeeeess s 71
5.5.2 Darstellung von 22,22,22-D3-1-BromMAdOCOSAN ......cceiiiuuiiiiiiiaaeiiiiieiee et e e e 73
5.5.3 Darstellung der w,w,w-D3-(2RS)-2-AMIN0alkanSaure ...........ccocccvvvveeeeeees e 74
5.5.4 Darstellung der w,w,w-Ds-(2RS)-2-Hydroxyalkansauremethylester ...........ccccccceveeeiennns 74
5.5.5 Darstellung der w,w,w-D3-(2RS)-2-HydroxyalkanSaure .............occoveiniieeiniieee e 76
5.5.6 Darstellung der w,w,w-D3-(2RS)-2-AcetoxXyalkanSAUre ...........ccccvveieeeeeeiisiiineeeee e e s 77
5.5.7 Darstellung der Essigsaure-[w,w,w-D3-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-di-hydroxyocta-
dec-4-en-2-yllamino}alkan-2-YI[ESTEr .........uuiiiii i 78

5.5.8 Darstellung des Ceramides [AS]-18,18,18-D; (Dieastereomerengemisch) .................... 80
5.5.9 Darstellung und Trennung der Diastereomeren der Ceramide [AS]-w,w,w-Ds............... 80
5.5.10 Darstellung der Essigsaure-[w,w,w-D3-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-tri-hydroxyocta-
dec-2-yl|amino}alk-2-YIESTIEN ......ueiieiei i 84

5.5.11 Darstellung des Ceramides [AP]-18,18,18-D; (Diastereomerengemisch) ...................... 85
5.5.12 Darstellung und Trennung der Diastereomeren der Ceramide [AP]-w,w,w-Ds............... 86
5.6 Synthese der methylverzweigten w-Acylceramide [MEOS] und [mEOP] ....... 89
5.6.1 Darstellung der HexylmalonsaurediethyleSter ...........ccccvviveiieiiiiiice e 89
5.6.2 Darstellung der Hexyl-9-[(tetrahyro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonylmalonséurediethylester .... 90
5.6.3 Darstellung der (2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséaureethyl-



5.6.4 Darstellung der 2-[(10RS)-10-Methylhexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyrane ..................... 93
5.6.5 Darstellung der (LORS)-10-Methylhexadecanole ...........ccccceeeiiiiiiiiieie e 96
5.6.6 Darstellung der (10RS)-10-MethylhexadeCanSAUreN ............ccooiiuiiiieieeeiiiiiiiiieeae e 98
5.6.7 Darstellung des Triacontan-1,30-diol — (91) ....uuvereeeiiiiiieiieee e e e 99
5.6.8 Darstellung der (10RS)-10-Methylhexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)ester.. 100
5.6.9 Darstellung der 30-{[(10RS)-10-Methylhexadecanoylloxy}triacontansauren ................ 102
5.6.10 Darstellung der methylverzweigten Ceramide [EOS] ......ccvvveiviiiiiiiieieeeiiciiieieeee e 104
5.6.11 Darstellung der methylverzweigten Ceramide [EOP] ......ccovveeiiiiiiiiiiieeeieiiiiieeee e 108
5.7 Darstellung des 16-Oxountriacontan-1,31-diols .........ccccoooeiiiiiiiiiiiiine e, 112
5.7.1 Methansulfonsaure-15-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecylester — (108) .......... 112
5.7.2 2,2'-(16-Oxountriacont-1,31-diyl)bis(terahydro-2H-pyran) — (109) ..........cccccvvvereeeiiinns 112
5.7.3 16-Oxohentriacontan-1,31-diol — (110)......cooiuriiiieiieeiiiiiiiee e ieee e e 113
5.8 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide...........ooevveviiiiiiiiiieiiiiiiiiiieiiieiiininnnes 114
5.8.1 Darstellung der 12,21-DithiadotriacontandiSAure ............cccceeeviviiiiieeeee i 114
5.8.2 Darstellung der deuterierten 12,21-DithiadotriacontandiSAUre.............ccooecvveeeeeeennnnnns 115
5.8.3 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide [NSS].......ccccoiiireeiiiiiiiiieee e e e 118
5.8.4 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide [NPP]........cccovviieiiiiiiiieeeee e 120
LiteratUrVerZEICNIS ... e e 122



Verzeichnis der Abklrzungen und Symbole

A

abs.

bcoh
ber.
Cer
CHOL

DC
DCC
dd
DHP
DMAP
DMF
EA

El

ESI
EtOH
EtoNa
Fp.
GC
gef.
HPLC
LM
LPP

m/z
M
MesCI
MeOH
Mg
MPLC

MS
NMR
PPhs
ppm
PyBOP®
PyrTos

Angstrom = 10 Meter

absolut

breites Signal (NMR)

koh&rente Streulange

Berechnet (theoretischer Wert fur EA)
Ceramid

Cholesterol

Dublett (NMR)

lamellarer Wiederholabstand
Diinnschichtchromatographie
N,N*-Dicyclohexylcabordiimid

Duplett vom Duplett (NMR)
3,4-Dihydro-2H-pyran
4-Dimethylaminopyridin
Dimethylformamid

Elementaranalyse

Electron lonization

Electro Spray lonization

Ethanol

Natriumethanolat

Schmelztemperatur
Gaschromatographie

Gefunden (gemessene Werte flir EA)
High Performance Liquid Chromatogrphy
Laufmittel

long-periodicity phase

Multiplett (NMR)

Massezahl pro Ladung (EA)

Molpeak (MS)

Methansulfonsaurechlorid (Mesylchlorid)
Methanol

Molekulargewicht

Middle Pressure Liquid Chromatography (Mitteldruck-
Flissigchromatographie)
Massenspektrum

Nuclear Magnetic Resonance (Kernmagnetrsoanz)
Triphenylphosphin

parts per million
(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidonophosphoniumhexafluorophosphat
Pyridiniumtosylat

Quartett (NMR)



Ry
RT
RH

sC
SCh
SPP

TEA
THF
THP
TosCl
TEWL
(VIV)

Retention factor

Raumtemperatur

Relative humidity, Relative Luftfeuchtigkeit, %
Singulett (NMR)

Stratum corneum
Saulenchromatographie
Small-periodicity Phase

Triplett (NMR)

Triethylamin

Tetrahydrofuran

Tetrahydro-2H-pyran
p-Toluolsulfons&urechlorid (Tosylchlorid)
Transepidermaler Wasserverlust
Volumenverhaltnis (V/V)

Chemische Verschiebung (NMR)
Streuwinkel



Vi

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1
Abb. 2
Abb. 3

Abb. 4

Abb.

Abb.

Abb. 7
Abb. 8

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:
21:

22:

23:

Senkrechter SChnitt dUrCh i HAUL ............c.ov.iuieeeeceeeeeeeee e, 2
,Brick and Mortar* Modell; Abbildung nach LANDMANNZ ...........ociueireeieeeeeseeeeeeeeseeeesees 2
Darstellung des menschlichen Stratum corneum mit transepidermalem Permeationsweg,
Abbildung entnommen aus EL MAGHRABY €t al.2%............cooiiiieieeeeeeeeeeeeer e 3
Darstellung méglicher Konformationen nach KISELEV et Al e 4

Schematischer Darstellung des Sandwich Modells, modifizierte Abbildung entnommen aus
KESSNET B A1 ...ttt ettt e ettt 5
Schematische Darstellung eines Streuprozesses. Einfallende Strahlung wird unter dem
Streuwinkel 26 gestreut. Die resultierende Richtungsanderung aus der Differenz des
gestreuten Wellenvektors k1 und dem einfallenden Wellenvektors k0 wird mit dem
Streuvektor Q angeben. E0 und E1 sind dabei die Energie des einfallenden Strahls, bzw. der
GESITRULEN SHTANIS.% ... ..ottt en et 7
Neutronenstreuprozess entsprechend der BRAGG'schen Gleichung97 .................................... 8
schematischer Aufbau eines Ceramids: eine Fettsaure (rot) und eine Sphingoidbase (blau)
sind Uber eine Amidbindung (schwarz) miteinander verbunden............ccccovevveeeiiiiciiieeneeennn, 10
Darstellung des 9,9,9-Ds-1-Bromnonans (10) ausgehend von Azelainsdure (1) .................. 14
Darstellung der 2-(w-Bromalkyloxy)tetrahydro-2H-pyrane 15 und 16 ausgehend von 15-
Pentadecanolid (5) und 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]jnonansauremethylester (8)........ 15
Darstellung der 2-(w-Bromalkyloxy)tetrahydro-2H-pyrane 15 und 20 ausgehend von 1,9-

Nonandiol (2) und Ethylenbrassylat (3).......c.ouiiuiiriieaii e 16
Darstellung der w,w,w-D3-AlKanole 24-26............couvieiiiiiiiiieee e e e e e 17
Darstellung der Ceramide [NS] 32-34 und Ceramide [NP] 35-37 .......ccooiiiiiiiiiiieiiaeiniiieeen. 18
Darstellung des 2-(16,16,16-Ds;-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (41) ausgehend von 16-
(1o Lo [=Tox= Ta o] T (<< ) I PR 20

Darstellung des 2-(22,22,2-Ds-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (23) ausgehend von
16,16,16-Ds-Hexadecanol (41) und Darstellung der w,w,w-Ds-1-Bromalkanole 42,43 ........ 21
Darstellung der w,w,w-D;2-Hydroxyalkansauren 49,50 ausgehend von entsprechenden

endstandig deuterierten AIKyIbromiden 42,43...........ouiiiiiii i 22
Darstellung der acetylierten Ceramide [AS] 54,55 und Ceramide [AP] 56,57 ...........ccccuveeeen. 23
Darstellung der endstandig deuterierten Ceramide [AS] 57 und Ceramide [AP] 58.............. 24

Diastereomerentrennung der Ceramide [AP] und [AS] in L-Form und D-Form ausgehend von
den acetylierten Ceramiden 53-56.........ccuuuiiiiiiiiiiiiiieii e 25
Chemische Struktur von natiirichem CER [EOS] und methylverzweigten CER [mEQOS] ..... 27
Darstellung der (2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jundecansdure  (68)
ausgehend VON OCLANSEAUIE (B7) ...ceeeeeiiiiiiiiiieae ettt e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e ennnaeeeaaeeeaanns 28
Darstellung des 6,6,6-Ds-1-Bromhexans (70) ausgehend von 6-Bromhexansauremethylester
(69) und Darstellung des endstandig undeuterierten und deuterierten 2-Hexyl-11[(tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)oxyJundecansauremethyleSters 77,78 .......coo i 29
Darstellung der endstandig undeuterierten  bzw. deuterierten  2-[(10RS)-10-
Methylhexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyrane mit protonierter bzw. deuterierter Methyl-
VEIZWEIGUNG 79-82 ... ittt ettt et oo e oottt e e e e e s e bt te e e e e e e e e s nbbeaeeeaeeeeaannnnneeeaaans 30



Vi

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

24

25:

26:

27:

28:

29:

30:

31:
32:

33:
34:

35:

36:

Darstellung der vollstandig undeuterierten als auch partiell deuterierten 10-Methylhexa-
JECANSAUIEN 87-90 .....eiiiiiiiiie ittt et e ettt e sttt e e s bb et e e s bb e e e snbb e e e e snbbe e e e snbeeeeeanneeeas 31
Darstellung des 1,30-Triacontandiols 91 ausgehend von 2-(15-Brompentadecyloxy)tetra-

NYAFO-2H-PYFAN 16 ....eeiiiiiiieiieeii ettt ettt e e e e e e bbbt e e e e e e e e eanbb e e e e e e e e e e nnneees 31
Darstellung der Ceramide [MEOS] 100-103 und Ceramide [MEOP] 104-107 ............c.oe..... 33
N,N*-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-16-oxountriacontandiamid .................... 34
Darstellung des 16-Oxohentriacontan-1,31-diol (110) und Oxidation zur 16-
Oxohentriacontan-1,31-diSAUrE (111) ....cccvurerrreeeiiiiriieiree e e e sstrtree e e e e s s s e e e ee e e s e snnrereeeeeeeanns 35
Darstellung der 12,21-Dithiadotriacontandisdure (117) durch Bis-Alkylierung von Octan-1,8-
Lo 14T To] F= L (1 e PR OPPRPP 37
Darstellung der 12,21-Dithiadotriacontandisaure (117) durch Kupplung der zweifach
deprotonierten 11-Mercaptoundecanséaure (119) und 1,8-Dibromoctan (112)..........cccc....... 38
Darstellung von 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D1»-1,8-Dibromoctan (124) ..........ccccccvvevveeeesiicvnnnnnn. 39
Darstellung der 14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D4,-12,21-Dithiadotriacontandisaure
2 PSPPSR 39
Darstellung der dimeren Ceramide dCER [NSS] 126,127 und dCER [NPP] 128,129........... 40

Neutronstreuldngendichteprofil der Modellmembran mit Ceramid [AP] bei 57% relativer
Luftfeuchtigkeit und 32 °C bei drei H,O/D,0O Kontrasten und der Wasserverteilungsfunktion
aus der Differenz von psx100%D20 und psx8%D20; Abbildung entnommen aus
SONNENBERGER €1 817 ... 42
Neutronenstreuldngendichteprofile pdiffx als Differenz aus pdeutx und pprotx,
gemessen bei 57% relativer Luftfeuchtigkeit und 8% D,O; Ceramid [AP] in der mdglichen
Haarnadel und V-formige Konformationen abgebildet; Abbildung entnommen aus
SONNENBERGER € @17 ...ttt ettt 43
Neutronenstreulangendichteprofil im Vergleich zu den deuterierten Ceramiden a) CER
[mMEOS] t-D; b) CER [mEOS] m-D; ¢) CER [NS] 18,18,18-D;. Das CER [mEOS] ist
zweigeteilt dargestellt, um das Vorliegen des w-Acylrestes in der angrenzenden lamellaren
Einheit zu demonstrieren. Modifizeirte Abbildung aus SONNENBERGER et al.""®.................... 45



Einleitung und Zielstellung 1

1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Die menschliche Haut

Die Haut ist mit einer ungeféahren Flache von 1,5 — 2 m2 beim Erwachsenen und einer Masse
von ca. 10% des Gesamtkorpergewichts das groRte Organ des Menschen. Sie hat dabei als
auRere Abgrenzung des Organismus gegeniiber der Umwelt eine lebenswichtige Funktion.
Beispielsweise werden durch die Durchblutung und Transpiration der Haut der Wasserhaus-
halt und die Temperatur reguliert.”? Des Weiteren schiitzt sie den Organismus von auRerhalb
einwirkenden mechanischen (Druck), chemischen (Sauren und Basen), physikalischen (UV-
Strahlung) und biologischen Einflissen. Durch die in der Haut vorhandene Schmerz-, Druck-
und Temperatursensoren ist es moglich, Signale die von der Umwelt auf den Organismus
einwirken, zu verarbeiten und entsprechend auf diese zu reagieren.®® Krankheiten wie Pso-
riasis,”® atopische Dermatitis®* oder lamellare Ichthyose'®*® verursachen Stérungen inner-
halb der Haut und beeintrachtigen damit inre Funktionen.

Die Haut wird in drei grof3e aufeinanderfolgende Schichten unterteilt (siehe Abb. 1): die Sub-
cutis (Unterhaut), die Dermis (Korium, Lederhaut) und die Epidermis (Oberhaut).’

Die Subcutis ist ein lockeres, lamellar gebundenes Bindegewebe und beinhaltet das subku-
tane Fettgewebe, das sowohl als Kalteschutz und gleichzeitig auch als Energiereserve dient.
Innerhalb dieser Schicht befinden sich daneben noch die gréReren BlutgefaRe,>* von denen
einzelne in die angrenzende Dermis aufsteigen. Die Dermis ist die grote Schicht und wird
von Kollagenfaserbiindeln und elastischen Fasern aus Elastin und Mikrofibrillen durchzo-
gen,>* wodurch der Haut Festigkeit und gleichzeitig Elastizitit verliehen wird.***" Ebenfalls
in der Dermis lokalisiert sind Fibrinoblasten, Haarfollikel, Schwei3- bzw. Talgdrisen und
Nervenfasern.>'®> An die Dermis schlieRt sich die gefaRlose Epidermis als duRerste Schicht
an. Die Versorgung erfolgt dabei durch Diffusion aus der Dermis heraus. Die Epidermis ist
gekennzeichnet durch Keratinozyten, Melanin-produzierenden Melanocyten, Langerhans-
Zellen und Merkel-Zellen.® Die Epidermis wird von innen nach aul3en in das Stratum basale,
Stratum spinosium, Stratum granulosum und in das Stratum corneum weiter unterteilt.®

Die Keratinozyten unterliegen in der Epidermis einem Differenzierungsprozess. Die Entwick-
lung beginnt im Stratum basale, wo die Zellen noch in zylindrischer Form vorliegen. Im Stra-
tum spinosum sind die Zellen bereits geschrumpft und Gber Desmosomen miteinander ver-
bunden. Tonofilamente verfestigen den Zellverband.® Zusatzlich finden sich membranum-
schlossene Lamellengranula in dieser Schicht. Diese werden Odland bodies genannt und
enthalten spezielle Lipide, Glykoproteine und hydrolytische Enzyme, die bei der Ausbildung
der &uRersten Schicht von wesentlicher Bedeutung sind.*®?° Im Stratum granulosum sind die
Keratinozyten bereits stark abgeflacht und beginnen zu verhornen. Mit Erreichen der &ul3ers-
ten Schicht sind die Zellen abgestorben und liegen vollstandig verhornt als Korneozyten vor,
die von einer multilamellaren Lipidschicht umgeben sind. Die Schicht bildet sich aus dem
exozytotisch freigesetzten Inhalt der Odland Bodies.>®® Eine genauere Beschreibung des
Stratum corneums erfolgt im nachfolgenden Kapitel.



Einleitung und Zielstellung 2

Haar Ausfiihrungsgang einer SchweiBdriise
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Abb. 1: Senkrechter Schnitt durch die Haut®

1.2 Das Stratum corneum

Das Stratum corneum ist die duRRerste Schicht der Epidermis. Obwohl sie dabei nur ca. 15-
30 Zellschichten und ein ungefahre durchschnittliche Dicke um 10 pm aufweist,”?* stellt die-
se Schicht die wichtigste Barriere gegen exogene Einfliisse der Haut dar.?* Der Wasser-
gehalt im Stratum corneum hat einen Gradienten von auf3en nach innen von ca. 15% bis zu
den 70% des Stratum granulosum. Zwischen den &uf3eren Zellen dieser Schicht und der
Umgebungsluft besteht ein Gleichgewicht. Durch den niedrigen Wassergehalt der aul3ersten
Zellschichten ergibt sich eine Art einer Barierre, durch die der Wasserverlust an die Umge-
bung limitiert wird. Der Verlust wird als transepidermaler Wasserverlust beschrieben.?>?°

Die von einer Hornhille, dem cornified envelope, umgebenen Korneozyten sind von einer
multilamellaren Lipidmatrix geordneter Struktur umschlossen. Der Aufbau wird dabei haufig
mit dem ,Brick and Mortar* Modell beschrieben (siehe Abb. 2).?’ Die Korneozyten entspre-
chen den Backsteinen und verleihen der ,Mauer® mechanische Stabilitat. Die interzellulare
Lipidmatrix entspricht dem Mértel und ist verantwortlich flr die Barriereeigenschaften.

Abb. 2: ,Brick and Mortar* Modell; Abbildung nach LANDMANNZ®
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Fur das Durchdringen von exogenen Stoffen, beispielsweise Arzneistoffen durch das Stra-
tum corneum, werden zwei Wege beschrieben: transepidermal und transappendageal.?® Die
Permeation tber den transappendagealen Weg erfolgt durch Hautéffnungen von Driisen und
Haarfollikel.®® Diesem Weg kann eine untergeordnete Bedeutung beigemessen werden, da
der Flachenanteil der Follikel und Drisen in Bezug zur Gesamtflache der Haut sehr gering
ist.® Der transepidermale Weg wird in den transzellularen und den interzellularen Weg un-
terschieden (siehe Abb. 3).3%% Der transzellulare Weg wird durch den stetigen Wechsel von
Lipidmatrix und Korneozyten erschwert, daher erscheint der interzellulare Weg als der be-
vorzugte,3%3>%

Intercellular route Transcellular routs

Plasma | Cell )
membrane | cytoplasm  Fatty acid Aqueous Ceramide

T e e e . I S e e

Intarcellular
space

Lipid Aquecus Chaolestaraol Trigl}rceride Minimallipid Keratin

Abb. 3: Darstellung des menschlichen Stratum corneum mit transepidermalem Permeationsweg, Abbildung
entnommen aus EL MAGHRABY et al.?®

Untersuchungen zur Zusammensetzung der Lipidmatrix des Stratum corneum ergaben, dass
diese aus Cholesterol, freien Fettsduren und Ceramiden, eine sehr heterogene Gruppe von
Sphingolipiden, besteht.***® AuRerdem sind noch Sterole und Wachsester zu einem gerin-
gen Anteil enthalten.*” Phospholipide als typischer Bestandteil von Biomembranen fehlen
dagegen fast vollstandig.*® Den Hauptbestandteil bilden mit ca. 40% die Ceramide,™33"3°
Cholesterol und freie Fettsauren machen jeweils 25% aus.***° Die Zusammensetzung der
Lipidmatrix ist inter- und intraindividuell verschieden.***?

Die freien Fettsauren sind meist unverzweigte, gesattigte Carbonsduren mit mehr als
18 Kohlenstoffatomen,* jedoch hauptséchlich zwischen 22 und 28 Atomen.****** Neben
dem Cholesterol sind noch dessen Sulfate und dessen Ester-Derivate in der Lipidmatrix vor-
handen.*’ Die Ceramide bestehen aus einer Fettsaure, die iiber eine Amidbindung mit Ami-
noalkohole verbunden sind, dabei sind verschiedene Subspezies bekannt.*%*>484

Fur die Einteilung der Ceramide wurde anfangs ein Zahlensystem verwendet, das auf dem
chromatographischen Laufverhalten basierte und nachfolgend durch die chronologische Rei-
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henfolge ihrer Publikation erweitert wurde.>®>* MOTTA et.al entwickelte ein kombinatorisches
buchstabenbasiertes Nomenklatursystem, dass spater von verschiedenen Autoren weiter-
entwickelt wurde.?****** Grundlage der Einteilung bildet die chemische Struktur der beiden
Ceramidbestandteile, anhand derer ein aus mindestens zwei Buchstaben bestehender Code
verwendet wird. Der erste Teil beschreibt die gebundene Fettsédure: A steht fur a-Hydroxy-
fettsauren, N fur non-Hydroxyfettsauren, O fur w-Hydroxyfettsauren. Die w-Hydroxy-Gruppe
kann dabei an die Strukturproteine des cornified envelope gebunden sein bzw. mit einer wei-
teren Fettsaure verestert sein (EO). Der zweite Teil des Buchstaben Codes reprasentiert den
Aminoalkohol: P flr Phytosphingosin, S fur Sphingosin, H fur 6-Hydroxysphingosin, DS fir
Dihydrosphingosin und T fur Dihydroxy-dihydrosphingosin, wobei die genaue Position der
beiden zusatzlichen Hydroxy-Gruppen bisher nicht exakt bekannt ist.*

Die Kettenlange der im Ceramid gebundenen Fettsauren variiert zwischen 18 und 26 Koh-
lenstoffatomen.®**“® Langere Ketten finden sich in den veresterten w-Hydroxyfettsauren. 34648
Es werden drei mdgliche Konformationen beschrieben, die die Ceramide aufgrund der zwei
Alkylketten im Molekil annehmen kénnen: die Haarnadel-Konformation (Hairpin), bei der
beide Alkylketten parallel zu einander in dieselbe Richtung zeigen, die full extended, bei der
beide Ketten in entgegensatzliche Richtungen zeigen und die V-férmige Konformation, bei
der ein Winkel zwischen beiden Ketten besteht (siehe Abb. 4).%

Hairpin

full-extended

0 Q

V-shaped

Abb. 4: Darstellung méglicher Konformationen nach KIisgLEv et al.*

BREATHNACH et al. konnten 1973 mittels Gefrierbruchmikroskopie zeigen, dass die Lipid-
matrix ein hochgeordnetes multilamellares System ist.>* Madison et al. konnten mit neuer
Fixierungstechnik einen Wiederholabstand von 130 A bestimmen.> Durchgefiihrte Réntgen-
untersuchungen bestatigten diese Ergebnisse.***° Untersuchungen von BOUWSTRA et al. an
menschlicher Haut fihrten zur Beschreibung zwei co-existierender lamellarer Phasen mit
den ungefdahren Wiederholabstanden von 60 A (short-periodicity Phase) und 130 A (long-
periodictiy Phase).>"°

Den Aufbau der long-periodicty Phase (LPP) skizzieren BOUWSTRA et al. als trilamellare Ein-
heit, die iiber polare Kopfgruppen-Bereiche mit einander verbunden sind.®* Die beiden &uRe-
ren lamellaren Bereiche werden als vorwiegend kristallin skizziert, wahrend der innere Be-
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reich als eher fluid dargestellt wird.®® In der Literatur wird dieses Modell als Sandwich-Modell
gefiihrt (siehe Abb. 5).5%°3

| 13.0 nm |
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D@ 9 ¢ D€
N ——>@ & N
N ® —— — 9 6
® @ < «— — 9o e—
L N 0 ——— L N
® @ =@ [ | ® —
L N ®

> Cholesterol

oe— Py CER[EOS]

e—_ CER [NS], [NP], [AS] (C24), [AP]

oe— CER [AS] (C16)

Abb. 5: Scerlematischer Darstellung des Sandwich Modells, modifizierte Abbildung entnommen aus Kessner et
al.

Neben den Untersuchungen an Proben menschlicher Haut®>" beschrénkten sich weitere Stu-
dien auf die Auswahl bestimmter Stratum corneum Ceramide, um deren speziellen Einfluss
auf die Membran zu untersuchen. So konnte beispielsweise der Einfluss der w-Acyl-
ceramiden auf die Ausbildung der LPP, sowie der Barrierefunktion bewiesen werden.®>®’
Zusétzlich konnte eine Abhangigkeit des natirlichen w-Acylceramids vom Sphingosin-Typ an
die Ausbildung der LPP gezeigt werden,®®® wahrend in Vergleichsuntersuchungen mit w-
Acylceramiden des Phytosphingosins dies nicht gezeigt werden konnte.”®"*

In der Literatur finden sich weitere Modelle die den Aufbau der Lipidmatrix beschreiben, bei-
spielsweise das Stacked Monolayer Model von SWARTZENDRUBER et al.,*® das Domain Mo-
saic Model von FORSLIND et al.”? und das Singel Gel Phase Model von NORLEN,"” auf die an
dieser Stelle nicht weiter eingegangen werden soll.

Aufgrund der inter- und intra-individuellen Unterschiede in der Zusammensetzung des Stra-
tum corneums rickte die Verwendung von synthetisch hergestellten Ceramiden mit definier-
ter Kettenldange und Kopfgruppenstruktur anstelle nativen Materials in den Blickwinkel der
Forschung.”*” Es konnte gezeigt werden, dass die Anordnung in Modellmembranen mit
synthetischen Ceramiden sehr &hnlich zur natiirlichen Membran ist.”* ENGELBRECHT et al.
verwendeten fir ihre Untersuchungen ein w-Acylceramid-Analogon. Anstelle der Linolséaure
ist in w-Position eine Palmitinsaure mit Methylverzweigung verestert. Das Derivat weist dabei
ein vergleichbares thermotropes Phasenverhalten wie das natiirliche Ceramid auf.” In den
durchgefuhrten Neutronendiffraktionsexperimenten konnte fur die Modellmembran nur die
Ausbildung der short-periodicity Phase (SPP) und nicht die der LPP beobachtet werden. In-
teressant sind die methylverzweigten w-Acylceramid-Derivate dahingehend, dass durch das
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Vorliegen gesattigter Strukturen sie gegen oxidativen Stress unempfindlicher und in der Dar-
stellung einfacher als das natiirliche Analogon sind.”

Wiahrend fiir die short-periodicity Phase ein Wiederholabstand von 60 A in menschlichen
Stratum corneum Proben bestimmt wurde,”” konnte in Experimenten an Modellmembranen
mit synthetischen Ceramiden in Abhéangigkeit der verwendeten Kettenlangen unterschiedli-
che Abstande zwischen 40 und 65 A gemessen werden.’®® Diese Differenz kann durch das
unterschiedliche Phasenverhalten von kurzkettigen symmetrischen Ceramiden, bei denen
die Ketten zwischen 16 und 18 Kohlenstoffatomen aufweisen, und langeren unsymmetri-
schen Ceramiden, bei denen beide Ketten unterschiedliche Kettenlangen haben, hervorgeru-
fen werden.??®® Mehrere Studien legen dabei nahe, dass die Ceramide in der Haarnadel
Konformation vorliegen.”®8848> NoRLEN beschreibt, dass die Konformation der Ceramide
zwischen den typischen Anordnungen wechseln kann.” KISELEV et al. postulieren, dass die-
ser Wechsel (chain-flip) abhéngig vom Wassergehalt ist.2® Die Untersuchungen an Modell-
membranen mit dem Ceramid AP zeigten, dass bei Vorliegen eines niedrigen Wasser-
gehaltes in der Membran das Ceramid in full extended Konformation und bei hohem Was-
sergehalt in der Haarnadel-Konformation vorliegt. Dieses Modell wird als armature rein-
forcement Modell bezeichnet.®®

Mit der Patentanmeldung durch WoLF im Jahr 2009 wurde eine neue Ceramidklasse einge-
fihrt.®” Durch kovalente Bindung zweier Ceramid-Molekiile wird ein Ceramid-Dimer gebildet.
Die VerknlUpfung erfolgt tGber einen Spacer, der die Alkylketten der Fettsdure, des Aminoal-
kohols oder einer Kombination von beiden verbindet. Die Patentschrift beinhaltet, dass der
Spacer aus mindestens einem Atom Sauerstoff, Stickstoff, Kohlenstoff oder Kombinationen
dieser besteht, wobei das Hauptaugenmerk auf dem Sauerstoffatom liegt. Durch die dimere
Struktur soll die Grundstruktur so erhalten bleiben, dass eine Metabolisierung nur im geringe-
ren Umfang erfolgt und gleichzeitig der Um- und Abbau zu solchen Substanzen fiihrt, die den
korpereigenen Ceramiden sehr nahe kommen. Als mdglicher Verwendungszweck wird die
Herstellung von Arzneimitteln postuliert, um beispielsweise den krankheitsbedingten Verlust
von Stratum corneum-Ceramiden und dem damit einhergehenden geringeren Wasserbin-
dungsvermogen und transepidermalen Wasserverlust entgegenzuwirken.®’

1.3 Neutronendiffraktion

Neutronen sind mit Ausnahme des Wasserstoffs Bestandteile von allen Atomen.®® Sie sind
neutral geladen und haben eine Atommasse von 1,00866492 Da.* Die Energie der Neutro-
nen wird dabei durch ihre Geschwindigkeit bestimmt.*® Durch ihren neutralen Charakter kon-
nen Neutronen tief in kondensierte Materie eindringen, wirken dabei aber nicht zerstérend
auf diese ein.’* Wahrend Rontgenstrahlen mit Elektronen von Atomen wechselwirken, wer-
den Neutronen am Atomkern gebeugt. Die Streulange b kennzeichnet dabei die Starke der
Streuung und steht in Abhangigkeit von der Tiefe und dem Radius des Kernpotentials, so-
dass sich die Streuldangen abhéngig vom Atomkern deutlich unterscheiden.’ Aufgrund der
unterschiedlichen Atommasse von Isotopen desselben Elements ist es daher auch méglich,
zwischen diesen zu unterscheiden, beispielsweise weist Wasserstoff eine Streuldnge von
'H beon = -0,374 x 10™*?cm auf, wahrend Deuterium als Wassestoffisotop eine Streuléange von
H beon = 0,667 x 10™%cm hat.®® Da Wasserstoff ein wesentlicher Bestandteil von biologischen
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Materialien ist, zeigt sich hier der entscheidende Vorteil von Neutronenstreuung gegentber
Rontgenstreuung, fir die Wasserstoff nahezu nicht sichtbar ist.”*%* Zusétzlich ergibt sich die
Maoglichkeit, durch gezielte Deuteriummarkierung von einzelnen Molekulgruppen bzw. Mole-
killbestandteilen diese in der raumlichen Lage zu bestimmen.%>

Im Algemeinen tritt Streuung dann auf, wenn Strahlung auf Materie trifft und diese nicht ab-
sorbiert wird. Hat die Materie dabei keine hdohere Ordnung, kdnnen Uber die Streudaten In-
formationen tber Grofl3e und Form der Molekiile sowie Uber intermolekulare Wechselwirkun-
gen erhalten werden. Weist die Materie eine geordnete Struktur beispielsweise eines Kris-
tallgitters auf, so wird die eintreffende Strahlung der Proben in einem speziellen Winkel ge-
streut (siehe Abb. 6).%” Diese Spezialform der Streuung wird auch als Diffraktion bezeichnet
und folgt der BRAGG'schen Gleichung.®’

Detektor
gestreute /

Strah ung

5 \

k. Ey
- Streuwinkel 26 o
ko, Eg 26 \

einfallende Probe, ffo
Strahlung

Abb. 6: Schematische Darstellung eines Streuprozesses. Einfallende Strahlung wird unter dem Streuwinkel 26
gestreut. Die resultierende Richtungsénderung aus der Differenz des gestreuten Wellenvektors E; und

dem einfallenden Wellenvektors k_o) wird mit dem Streuvektor 6 angeben. E, und E; sind dabei die
Energie des einfallenden Strahls, bzw. der gestreuten Strahls.”’

Die BRAGG'sche Gleichung beschreibt, wann es durch gestreute Strahlung an verschiedenen
parallelen Netzebenen eines Gitters zur konstruktiven Interferenz kommt.

nl = 2dsiné Gleichung 1

A entspricht der Wellenlange des verwendeten monochromatischen Neutronenstrahls, d gibt
den Abstand der Netzebenen an, der Einfalls- bzw. Ausfallswinkel der Strahlung wird mit 6
angegeben.
Dem BRAGG'schen Gesetz folgend, wird die einfallende Strahlung an den Netzebenen unter
einem Streuwinkel von 26 gestreut. Die entsprechende Richtungsanderung des einfallenden
zum gestreuten Strahl wird als Streuvektor (3 bezeichnet. Unter der Bedingung, dass es sich
um elastisch gestreute Strahlung (AE = 0) handelt, ergibt sich fir den Betrag des Streuvek-
tors:%’

Q = 47”sin€ Gleichung 2
Kommt es der BRAGG'schen Gleichung zur Uberlagerung von gestreuter Strahlung, sodass
die Wegdifferenz zwischen zwei benachbarten Ebenen dem ganzzahligen Vielfachen der
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Wellenlangen entspricht, treten Beugungsmaxima auf. Entsprechend kann ein Diffraktions-
peak detektiert werden (siehe Abb. 7).

26\ Streu- oder
Beugungswinkel

dsind

Abb. 7: Neutronenstreuprozess entsprechend der BRAGG'schen Gleichung97

Aus den experimentell bestimmten Diffraktionspeaks kann mittels der BRAGG'schen Glei-
chung der Abstand der parallelen Netzebenen bestimmt werden. Dieser wird fur Lipid-
Biomembranen auch als lamellarer Wiederholabstand d bezeichnet. Der Abstand d ent-
spricht der Dicke der Lipid-Doppelschicht und einer anhaftenden (interlamellaren) Wasser-
schicht und stellt eine wichtige zu erfassende GroRe bei Diffraktionsstudien dar.%

Die Intensitaten der Beugungsreflexe konnen mittels Fourier-Synthese in die entsprechen-
den Neutronenstreuldngendichteprofile umgerechnet werden. Mit dem Profil kénnen Riick-
schlisse auf den molekularen Aufbau der Membran gezogen werden.®’

hmax

2mhx i
) Gleichung 3

2
ps(x) = a+b —z icos(
dh=1 d

a und b entsprechen Koefffizienten fur die relative Normierung von p¢(x), die Diffraktionsord-
nung wird durch h angegeben und F, ist der Strukturfaktor.®®
Die Berechnung des Strukturfaktors erfolgt nach folgender Forme

|[Fpl = JCh* Ap * Iy Gleichung 4

|.99

Ch entspricht dem LORENTZz Faktor, A, dr Absorptionskorrektur und I, der Intensitat der jewei-
ligen Diffraktionsordnung.*®

Der Strukturfaktor gibt die statistische Verteilung der Neutronen an und kann nur als absoltu-
rer Wert berrechnet werden. Aus den Intensitatsmessungen kénnen nur die Amplituden er-
halten werden, die Phase und damit das Vorzeichen wird nicht erhalten. Fiir zentrosymmetri-
sche Bilayer kann die Phase nur Werte von ,+1" oder ,-1“ annehmen. Das Phasenproblem
kann durch Kontrastvariation gelost werden. Aufgrund des grof3en Unterschiedes zwischen
der Streuldnge von Wasserstoff und Deuterium bewirkt der Austausch bzw. das Mischen von
H,O gegen D,O eine Kontrastvariation der Komponenten, sodass der Phasenwechsel be-
stimmter Reflexe beobachtet werden kann, sowie Richschlisse auf die Wasserverteilung
der Probe gezogen werden,®"101102
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Durch selektiven Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium in definierten MolekUlberei-
chen kann dieser Effekt auch gezielt fir Neutrondiffraktionsexperimente genutzt werden.
Untersuchungen zeigten, dass ein Austausch der Wasserstoffatome gegen Deuteriumatome
im endstandigen Bereich der Fettsdurekette bei den Ceramiden den groRten Nutzen hat.%
Zusatzlich ist moglich, daraus Rickschlisse auf die entsprechende Lokalisierung des deute-
riummarkierten Molekiilbereichs zu ziehen.%®'%

1.4 Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Dissertation hat die Synthese von spezifisch deuterierten und komplexen
(dimeren) Ceramiden des Sphingosins und des Phytosphingosins zum Ziel. Das Hauptau-
genmerk liegt dabei auf folgenden Punkten:

o Es sollen die Ceramide vom non-hydroxy Typ synthetisiert werden, bei denen die
Fettsaure endstandig deuteriert ist und eine Kohlenstoffanzahl von 18, 22 bzw. 24
Atomen aufweist (siehe Kapitel 2.3).

e Des Weiteren sollen endstandig deuterierte a-hydroxy Fettsauren mit einer Kohlen-
stoffanzahl von 18 bzw. 24 Atomen synthetisiert werden und anschlielend zu den
entsprechenden Ceramiden umgesetzt werden. Zusatzlich soll dazu die Méglichkeit
der Diastereomerentrennung der erhaltenen Ceramidgemische untersucht werden
(siehe Kapitel 2.4).

e Weiterhin sollen methylverzweigte Hexadecansauren mit unterschiedlichen Deuterie-
rungsvarianten synthetisiert werden, die nachfolgend zu den entsprechenden w-
veresterten Ceramidtypen des Sphingosin und Phytosphingosin umgesetzt werden
(siehe Kapitel 2.5).

e Ferner soll die Substanzklasse der Ceramid-Dimere synthetisch zugénglich gemacht
werden, wobei nachfolgend die Einfiihrung von Deuteriumatomen in die Dicarbonséau-
rekette untersucht werden soll (siehe Kapitel 2.6).

Die synthetisierten Ceramide sollen nachfolgend der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. R.H.H.
NEUBERT, Institut fiir Pharmazie der Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg und Institut
fur angewandte Dermatopharmazie, fir Neutronendiffraktionsuntersuchungen zur Verfigung
gestellt werden. Ziel der Untersuchungen ist es dabei, den Einfluss der synthetisierten Ce-
ramide auf den molekularen Aufbau ausgewahlter Stratum corneum Modellmembranen bes-
ser zu verstehen. Aufgrund der Vielzahl an synthetisierten Ceramiden und daraus resultie-
renden verschiedensten Zusammensetzungsmoglichkeiten der Modellmembran kann an
dieser Stelle nur eine sehr eingeschrankte Auswahl prasentiert werden. Die ausfihrliche Be-
schreibung der Ergebnisse bleibt den entsprechenden durchflihrenden Personen vorbehal-
ten.
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2 Synthetisch-praparative Arbeiten

2.1 Synthesekonzept

Carbonsauren und Sphinogidbasen bilden die beiden Bestandteile der Ceramide. Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sphingoidbasen Sphingosin und Phytosphingosin wur-
den von Evonik (Essen, Deutschland) bereitgestellt. Beide wiesen eine Kettenlange von 18
Kohlenstoffatomen auf und wurden vor Verwendung chromatographisch gereinigt. Die Car-
bonsauren wurden aus entsprechenden Ausgangsverbindungen dargestellt. Zwei Synthesen
waren von wesentlicher Bedeutung fir die Darstellung der unterschiedlichen Ceramide: zum
einen die Einfihrung der Deuteriumatome in die Carbonsédurekomponente und zum anderen
die Amidbildung zwischen der jeweiligen Fettsdure und Sphingoidbase.

V\/\/\/\/\/\/\/YO

HN
/\/\/\/\/\/\/\j\0H
" "IoH

OH
Abb. 8: schematischer Aufbau eines Ceramids: eine Fettsaure (rot) und eine Sphingoidbase (blau) sind Uber
eine Amidbindung (schwarz) miteinander verbunden

2.1.1 Einfahrung der Deuterierung

Erste Studien zur Deuteriumchemie zum Ende der 30er Jahre und zu Beginn der 40er Jahre
des vorhergehenden Jahrhunderts beinhalteten kinetische Untersuchungen zum Wasser-
stoff-Deuterium-Austausch. Sowohl IVES und KERLOGUE als auch BONHOEFFER et al. benutz-
ten dazu Deuteriumoxid und Alkalideuteroxid-Basen, wobei allerdings die genaue Lokalisie-
rung des Austausches nicht bestimmt wurde.*®*'% Diese Methode wurde 1974 von ATKINSON
et al. aufgegriffen und fiir den Deuterium-Austausch an Carboxylaten in a-Position bzw. kon-
jugierten Gruppen beschrieben.'® Durch Temperaturen von bis zu 150 °C und durch mehr-
maliges Wiederholen konnte ein Isotopengehalt von mehr als 98% erhalten werden. Eine
weitere Moglichkeiten der Deuterierum-Einfihrung beschreiben DELLA und PATNEY in der
Addition von Deuterium an eine Mehrfachbindung, um zur deuterierten Bernsteinséaure zu
gelangen. Neben Deuteriumgas wird 5% Palladium auf Aktivkohle als Katalysator verwen-
det.*” Vergleichbar dazu verwenden TASHIRO et al. unterschiedliche Nickel-Katalysatoren,
um deuterierte Bernsteinsaure zu erhalten.'®

1974 beschreiben HsIAO et al. ebenfalls die Verwendung von Deuteriumgas und Palladi-
um/Kohlenstoff-Katalysatoren um Fettsauren mit 6-14 Kohlenstoffatomen vollstandig zu deu-
terieren. Aufgrund der unterschiedlichen Austauschraten in Abhangigkeit der Position im Mo-
lekdl betrug die Reaktionszeit mehrere Tage. Beispielsweise konnte unter den beschriebe-
nen Bedingungen bei Caprylsaure und Myristinsaure ein Austausch von = 95% nach
113 Stunden festgestellt werden.'® Bereits 1970 berichten AASEN et al. die Verwendung von
Natrium und Methanol-D; fir den Deuterium-Wasserstoff-Austausch in a-Position einer Me-
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thylersterfunktion. Vorteilhaft ist hierbei die nur kurze Reaktionszeit. Allerdings ist hierbei
eine mehrfache Wiederholung durch Abziehen des vorhandenen Methanol-D; sowie Hinzu-
geben von weiteren Methanol-D; nétig."*® LAUER et al. realisieren den Deuteriumaustausch
von Wasserstoffatomen an einer Doppelbindung durch Verwendung von Hydrazin-D, dar.***
2008 beschreiben KURITA et al. die Palladium/Kohlenstoff katalysierte reduktive Deuterierung
von verschiedenen funktionellen Gruppen und die chemoselektive Deuterium-Addition an
Olefinen und Acetylene durch Verwendung von Deuteriumoxid in der Gegenwart von kleinen
Mengen Wasserstoff bei Raumtemperatur.’*? Neben den beschriebenen Methoden des
Wasserstoff-Deuterium-Austausches sind auch Beispiele in der Literatur vorhanden, bei de-
nen durch Einbau von deuterierten Zwischenverbindungen groRere Molekile dargestellt
wurden. Mit der Verwendung von Paraformaldehyd-D, bei der Synthese von ungesattigten
Fettsaduren gelingen beispielsweise HILL et al., Linolsdure mit einer deuterierten Methylenein-
heit zwischen den Doppelbindungen zu erhalten.™*® Zur Einfilhrung einer endstandigen CDs-
Gruppe berichten ISABELLE und LEITCH zwei Methoden: Zum einen wird durch Reaktion von
Silberacetylid mit Methyliodid-D; die direkte Einfihrung einer CD3-Gruppe beschrieben und
zum anderen wird beschrieben, dass die Chloratome einer endstandigen CCls-Gruppe durch
Reaktion mit Zinkstaub und einem Dioxan/Deuterium-Gemisch mit Deuteriumatomen substi-
tuiert werden kénnen."** Anstelle der endstandigen CCl;-Gruppe geht TULLOCH von Ester-
Gruppen aus.™® Diese werden in einer dreistufigen Reaktion zur endsténdigen CD5-Gruppe
umgesetzt. Im ersten Reaktionsschritt erfolgt die Reduktion des Esters mit Lithiumaluminium-
deuterid zum zweifach deuterierten Alkohol. Dieser wird nachfolgend als Methansulfonsau-
reester aktiviert und im dritten Reaktionsschritt erneut mit LIAID,4 reduziert. Aufgrund der Er-
fahrungen in der Arbeitsgruppe mit diesem Reaktionsablauf,*****" sowie der guten Zugéng-
lichkeit zu den entsprechenden Estern wurde der von TULLOCH beschriebene Reaktionsab-
lauf fur das Synthesekonzept der vorliegenden Arbeit ausgewahilt.

2.1.2 Amidbindung

Im Ceramidmolekul sind die Fettsdure und der Aminoalkohol Uber eine Amidbindung mitei-
nander verbunden. Fir die Kupplung bedarf es allerdings eine Aktivierung der Saure, da an-
dernfalls im Sinne einer Saure-Base-Reaktion es zur Salzbildung kommt und damit die Amid-
Bildung erschwert ist.**® An den freien Hydroxyl-Gruppen der Aminoalkohole kénnen Neben-
reaktion ablaufen, so kann es beispielsweise zur Esterbildung kommen. Dies kann aber
durch die Verwendung von Schutzgruppen oder durch die Wahl geeigneter Reaktionsbedin-
gungen verhindert werden.**8

Es finden sich verschiedene Arten der Amid-Bildung in der Literatur. So beschreiben WILD
und ScHMIDT fur die Kupplung von Behensaure mit Phytosphingosin, dass zunachst die Sau-
re zum entsprechenden Saurechlorid umgewandelt wurde und nachfolgend mit Phytosphin-
gosin in einer Mischung aus THF und wassriger Natriumacetat-Losung (50%) zur Reaktion
gebracht wird.'*® Bereits 1972 haben ONG und BRADY den N-Hydroxysuccinimid-Ester von
Palmitinsdure verwendet und diesen mit Sphingosin zur Reaktion gebracht, um das entspre-
chende Ceramid zu erhalten.’”® OPALKA et al. benutzten den Succinimid-Ester sogar fiir die
Synthese von w-Acylceramiden. Dabei wurde der Ester sowohl als Schutzgruppe, als auch
als aktivierter Ester fur die Amid-Bildung verwendet.'?* SkoLoVA et al. benutzen EDC, um die
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Saure als O-Acylisoharnstoff zu aktivieren, der dem Saureanhydrid vergleichbare Reaktivitat
aufweist.'”? Anwendung findet ebenfalls das Kupplungsreagenz EEDQ. Durch Uberfiihrung
der Saure in ein Anhydrid erfolgt in diesem Fall die Aktivierung.'**'** Erfahrungen zu Cera-
midsynthese mit EEDQ wurde in der Arbeitsgruppe bereits gesammelt.** In der Literatur
werden die Kupplungsreagenzien BOP® und PyBOP® bei der Peptidsynthese verwendet.'?
Innerhalb der Arbeitsgruppe konnte das Kupplungsreagenz PyBOP® bereits bei der Malon-
saureamid-Synthese erfolgreich angewendet werden.’?’'?® Da diese Methode zuvor noch
nicht in der Ceramid-Synthese angewendet wurde, endstand die Uberlegung, diese Reaktion
auch auf die Ceramid-Synthese zu lbertragen und damit eine einfache und effiziente Metho-
de der Amid-Bildung zu etablieren.

2.2 Nomenklatur

Fur die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ceramide musste die Nomenklatur von MoOT-
TA et al. erweitert werden,® um zum einen die Einfilhrung der spezifischen Deuterierung an-
zugeben als auch um den molekularen Aufbau fir die komplexen dimeren Ceramide n&her
zu beschreiben.

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde von LANGE eine Nomenklatur fur nicht hydroxylierte end-
standig deuterierte Ceramide eingefiihrt.''” Hierbei wird dem Ceramid-Namen gemaR der
Nomenklatur von MOTTA et ein D fur Deuterium nachgestellt. Die nachfolgende tiefgestellte
Zahl beschreibt die Anzahl der Atome. Die vorangestellten Zahlen geben die Positionen der
Deuteriumatome in der Fettsaurekette an. Da die Deuteriumatome endstandig eingefuhrt
wurden, kann aus den vorangestellten Zahlen die Kettenlange der Fettsdurekette abgelesen
werden. Die verwendeten Sphingoidbasen wiesen gleichbleibend eine Kohlenstoffanzahl von
18 Atomen auf und wurden im Rahmen der Nomenklatur nicht naher beschrieben. Daraus
ergibt sich, dass ein Ceramid, das aus einer endstandig deuterierten Fettsaure mit 18 Koh-
lenstoffatomen und Sphingosin besteht, die Bezeichnung CER [NS] 18,18,18-D; erhalt.
Diese Nomenklatur wurde fiir die dargestellten nicht-hydroxylierten und alpha-hydroxylierten
Ceramide Gbernommen.

Fir die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten langkettigen methylverzweigten w-
Acylceramide wurde dem Buchstabencode ein m vorangestellt, um die in w-Position
veresterte methylverzweigte Fettsaure im Vergleich zum natirlichen Ceramid anzuzeigen.
Fur die Positionsbeschreibung der Deuteriumatome wurde dem D ein m fir die Deuterierung
der verzweigten Methylgruppe und ein e fir die Deuterierung der endstandigen Methylgrup-
pe vorangestellt. Das methylverzweigte Ceramidanalogon des [EOS] mit methylverzweigter
Deuterierung wird durch folgenden Buchstabencode beschrieben: CER[MEOS]-m-Ds,

Zur Beschreibung der synthetisierten dimeren Ceramide geht dem Buchstabencode ein d
voraus. Die zweite Sphingoidbase wird durch Angabe eines entsprechend zweiten Buchsta-
ben gemalR Sphingoidbasen-Code angezeigt. Fir die deuterierten dimeren Analoga wurde
um den Code einfach zu halten, auf die vorangestellten Zahlen zur Positionsangabe verzich-
tet und nur die Anzahl an Deuteriumatomen angegeben, beispielsweise dCER[NSS]-D15.
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2.3 Synthese der deuterierten Ceramide [NS] und [NP]

Fur die Synthese der deuterierten Ceramide [NS] und [NP] 18 18, 22 18 bzw. 24 18 wurden
neben dem jeweiligen Aminoalkohol Sphingosin bzw. Phytosphingosin die endstandig deute-
rierten Fettsauren der jeweiligen Kettenlange bendtigt. Fur die Synthese der endstandig deu-
terierten Fettsauren mit einer Kettenlange von 18, 22 bzw. 24 Kohlenstoffatomen wurden
aufbauend auf den Erfahrungen der Arbeitsgruppe, bei der zwei funktionalisierte Intermedia-
te mittels GRIGNARD-Reaktion zur bendtigten Kettenldnge der Fettsduren gekuppelt
wurden, " ein baukastenartiges Konzept entwickelt. Es wurde zum einen endsténdig deu-
teriertes Nonylbromid synthetisiert, dass mit THP-geschiitzten Bromalkoholen mit definierter
Kettenlange gekuppelt wurde, um die entsprechende Kettenlange der Fettsduren zu erhal-
ten.

2.3.1 Synthese der Vorstufen

Als Ausgangsverbindungen dienten kommerziell erhaltliche Azelainsaure (1) und Nonan-1,9-
diol (2) fur die funktionalisierten Vorstufen mit 9 Kohlenstoffatomen, kommerziell erhaltliches
Ethylenbrassylat (3) fur das THP-geschiitzte Bromtridecanol 20 und kommerziell erhaltliches
15-Pentadecanolid (4) fir den THP-geschiitzten Brompentadecanol 16.

Fur die Synthese des endstandig dreifach deuterierten Nonylbromids (10) wurde ausgehend
von Azelainsaure (1) diese zunachst durch saurekatalysiertes Erhitzen mit Methanol in Dich-
lormethan am Wasserabscheider zum Nonandisauredimethylester (5) umgesetzt. Die Versei-
fung zum Monoester 6 erfolgte nach einer Vorschrift von STALLBERG-STENHAGEN.'? Hierbei
wurde durch Hinzufiigen einer methanolischen Bariumhydroxidlésung zu einer methanoli-
schen Diesterlosung 5 die Estergruppe verseift und die freie Carboxylatgruppe als Barium-
salz gefallt. Im Rahmen der Isolierung konnte nicht umgesetzter Diester 5 durch Waschen
mit Diethylether, sowie die zweifach verseifte Disdaure 1 nach Anséduern und Aufnahme in
Ether durch Waschen mit 5%iger Kaliumcarbonatlésung entfernt werden. Beide abgetrennte
Verbindungen konnten durch die Rickgewinnung einer erneuten Umsetzung zugefihrt wer-
den. FUr die Umsetzung des Nonandisduremonomethylesters (6) zum 9-Hydroxynonan-
sduremehtylesters (7) wurde eine selektive Reduktion der freien Sauregruppe unter Erhal-
tung der Estergruppe bendtigt. Versuche mit dem Boran/Dimethylsulfid-Komplex fiihrten
zwar zum Hydroxyester 7,** nachteilig erwies sich neben dem Dimethylsulfid-Geruch die
Bildung weiterer Nebenprodukte. Als eine weitere moglichkeit zur selektiven Reduktion wur-
de die freie Sauregruppe zunachst durch Reaktion mit Ethylchloroformiat aktiviert und an-
schlieend wurde das entstandene gemischte Anhydrid mit Natriumborhydrid in abs. Metha-
nol reduziert.*® Hierdurch konnte eine Ausbeutensteigerung auf 81% erreicht werden. Fir
die Einfihrung der THP-Schutzgruppe an die freie Hydroxygruppe des 9-Hydroynonansaure-
methylesters (7) wurde eine Vorschrift nach MiYASHITA et al. verwendet,**? wobei die Umset-
zung durch 24 stindiges Ruhren bei Raumtemperatur mit 3,4-Dihydro-2H-pyran in Methyl-
enchlorid unter Zusatz von katalytischen Mengen an Pyridiniumtosylat (PyrTos, PPTS) er-
folgte. Die Esterfunktion des erhaltenen 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonansaure-
methylester (8) wurde in einer dreistufigen Synthese in Anlehnung an eine Vorschrift von
TULLOCH zur endstéandigen CDs-Gruppe reduziert,"™ um das 2-(9,9,9-Ds;-Nonyloxy)tetra-
hydro-2H-pyran (9) zu erhalten. Zunachst erfolgte im ersten Reaktionsschritt die Reduktion
mit LiAID, in abs. Diethylether zum zweifach deuterierten Alkohol. Nach Vollstandiger Um-



Synthetisch-praparative Arbeiten 14

setzung wurde zur hydrolytischen Spaltung des intermediar gebildeten komplexen Lithium-
aluminiumalkoholates und zur Zersetzung des Lithiumaluminiumdeuteridiberschusses Deu-
teriumoxid hinzugegeben. AnschlieBend konnte der Niederschlag mittels Fritte abgetrennt
werden. Der im Filtrat enthaltene zweifach deuterierte Alkohol wurde nach Aufarbeitung und
Trocknung ohne weitere Reinigung durch Reaktion mit Methansulfonséurechlorid (MesCl) in
Chloroform aktiviert. Dabei wurde ein zusatzliches Molaquivalent Triethylamin als Hilfsbase
hinzugefiigt, um eine Abspaltung der saurelabilen THP-Schutzgruppe zu vermeiden.™*® Zur
Aufarbeitung wurde Eiswasser hinzugefiigt und nachfolgend mit Chloroform extrahiert. Es
zeigte sich, dass hier durch einen Wechsel des Losungsmittels hin zu Heptan zur weiteren
Aufarbeitung beim nachfolgenden Schritt erhdhte Ausbeuten erzielt werden konnten. Im drit-
ten Reaktionsschritt wurde der Methansulfonsdureesters mit LiAID, reduziert, sodass das
dritte Deuteriumatom eingefuhrt wurde. Zur Aufarbeitung wurde Aqua dest. anstelle von Deu-
teriumoxid verwendet, da die Bildung der CDs-Gruppe wahrend der Reaktion erfolgte und
unabhangig von der hydrolytischen Spaltung des Alkoholates bzw. der Zersetzung des Deu-
terid-Uberschusses war. Auch hier konnte der gebildete Niederschlag mittels Fritte abge-
trennt werden, um so den (9,9,9-Ds-Nonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (9) zu erhalten. Anschlie-
Rend wurde die THP-Schutzgruppe nach einer Vorschrift von SCHWARZz et al. durch Reaktion
mit Triphenylphosphindibromid zum 9,9,9-D;-1-Bromnonan (10) umgesetzt (siehe Abb. 8).3*

o

9 MeOH, CH,Cls, T _Ba(OH),,
HOMOH H,SO,, Riickfluss \OJLMJ\O/ “MeOH, RT M -
7 7

1 5

1. CICOOC,Hs, TEA,

THF, -10°C DHP, CH,Cl,, O\ o
2. NaBH,4, MeOH, -5 °C Ho/\MJ\OH PyrTos - o o/\Mko/
7
8
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1. LIAID,, Et,0O, Rickfluss
2. MesCl, TEA, CHCly, 0°C _ O\ o, _PPhaB or{_yoo:
3. LIAID,, E,0, Riickfluss o N0 Y CH,Cly, 0 °C j
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Abb. 9: Darstellung des 9,9,9-Ds-1-Bromnonans (10) ausgehend von Azelainsaure (1)

Die Synthese der THP-geschiitzten w-Bromalkohole mit 9 bzw. 15 Kohlenstoffatomen erfolg-
te Uber die entsprechenden THP-geschiitzten w-Hydroxyalkansduremethylester 8 und 12.
Der 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonansauremethylester (8) wurde als Zwischenprodukt
bei der Synthese des 9,9,9-D;-1-Bromnonans (10) erhalten. Der 15-Hydroxypentadecan-
sauremethylester (11) wurde ausgehend vom entsprechenden w-Pentadecanolid (4) nach
einer Vorschrift von CUNDY und GURR durch 24 stiindiges Erhitzen in Methanol unter Zusatz
von katalytischen Mengen an p-Toluolsulfonséure erhalten.*®* Fiir die Einfilhrung der THP-
Schutzgruppe an die freie Hydroxygruppe 11 wurde die schon beschriebene Vorschrift von
MIYASHITA et al. verwendet.*** Die THP-Ester 8 und 12 wurden durch Reduktion mit LiAIH, in
abs. Diethylether zu den THP-Alkoholen 13 und 14 umgesetzt.'*® Im Gegensatz zur Vor-
schrift'"® musste auf eine saure Aufarbeitung zur Zersetzung des Aluminiumhydroxid-
niederschlags verzichtet werden, da dieses aufgrund der Saurelabilitat der THP-
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Schutzgruppe nicht mdoglich war. Um das intermediar entstandene komplexe Lithium-
aluminiumalkoholat, sowie den Lithiumaluminiumhydridiiberschuss hydrolytisch zu zerset-
zen, wurde eine ausreichende Menge an Aqua dest. hinzugegeben, der Niederschlag mittels
Fritte abgesaugt (wie oben schon beschrieben) und mehrfach mit Ether gewaschen. Die freie
Hydroxygruppe der erhaltenen mono THP-geschitzten Diole 13 und 14 wurde anschliel3end
in einer zweistufigen Reaktion nach einer Vorschrift von MoRi et al.,"*® modifiziert nach DRE-
SCHER,"™" zum 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) und 2-(15-Brompentadecyl-
oxy)tetrahydro-2H-pyran (16) umgesetzt (siehe Abb. 9). Im ersten Reaktionsschritt erfolgte
die Aktivierung mit Methansulfons&urechlorid in Chloroform. Zur Vermeidung der Abspaltung
der saurelabilen THP-Schutzgruppe wurde ein zusatzliches Molaquivalent Triethylamin als
Hilfsbase hinzugegeben.’®® Auf einen Wechsel des Losungsmittels wéhrend der Aufarbei-
tung wurde verzichtet, da im nachfolgenden Reaktionsschritt ein Uberschuss des benétigten
Reaktanten verwendet wurde. Der erhaltene Methansulfonsdureester wurde im zweiten Re-
aktionsschritt im Sinne einer FINKELSTEIN-Reaktion durch Reaktion mit Lithiumbromid gegen
Bromid substituiert.*®

o (o]

(e}
(H3C))ko PTosOH Hoﬁk/ DHP, CHCl O/o(\ako/
O

w MeOH " PyrTos

4 11 12
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o o LiAIH,4 o o 1. MesCl, TEA, CHClI; o o
(\%ko/ , o . t e
X Et,O 2. LiBr, Aceton
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8/13/15: x = 8
12/14/16: x = 14

Abb. 10: Darstellung der 2-(w-Bromalkyloxy)tetrahydro-2H-pyrane 15 und 16 ausgehend von 15-Penta-
decanolid (5) und 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jnonansauremethylester (8)

Die Synthese von gréReren Mengen an 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) konnte
ausgehend vom kommerziell erhéaltlichen Nonan-1,9-diol (2) realisiert werden. Zuséatzlich
konnte der THP-geschiitzte 13-Bromtridecanol (20) mittels dieser Synthese-strategie Uber
das Tridecan-1,13-diol (17) erhalten werden.

Fir die Synthese des Tridecan-1,13-diols (17) wurde kommerziell erhaltliches Ethylenbras-
sylat (3) verwendet, welches mittels Lithiumaluminumhydrid in abs. Ether reduziert wurde.**8
Die 1,w-Diole 2 und 17 wurden mit Bromwasserstoff in Toulol am Wasserabscheider erhitzt,
um die w-Bromalkohole 18 und 19 zu erhalten.'*®® Eine zu lange Reaktionsdauer begiinstigte
dabei die Zweitsubstitution zu den entsprechenden 1,w-Dibromiden, sodass die Reaktionen
vorzeitig abgebrochen wurden. Wéahrend 9-Bromnonanol (18) mittels Vakuumdestillation ge-
reinigt werden konnte, war dies fur den 13-Bromalkohol 18 aufgrund der Kettenlange und der
damit verbundenen héheren Siedetemperatur nicht moglich. Der 13-Bromalkohol 18 wurde
daher ohne weitere Reinigung weiterverwendet. AnschlieRend wurde die THP-Schutzgruppe
nach der schon beschriebenen Methode nach MiYASHITA et al. eingeflihrt, um 2-(9-Brom-
nonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) bzw. 2-(13-Bromtridecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (20) zu
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erhalten (siehe Abb. 10).** Noch enthaltenes 1,w-Dibromid bzw. weitere Ausgangstoffe
wurden mittels Saulenchromatographie entfernt.

o}
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Et,O 13
3 17
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HO(\/)OH HBr, Toluol o VM 2Ll . o) OMBr
« Ruickfluss X PyrTos X
2,17 18,19 15,20
2/18/15: x= 9

17/19/20: x = 13

Abb. 11: Darstellung der 2-(w-Bromalkyloxy)tetrahydro-2H-pyrane 15 und 20 ausgehend von 1,9-Nonandiol (2)
und Ethylenbrassylat (3)

2.3.2 Synthese der endstéandig deuterierten Fettsauren und Kupplung der endstéandig
deuterierten Ceramide vom Typ [NS] und [NP]

Fir die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Kupplung zur Kettenverlangerung der THP-geschitzten
Bromalkohole 15, 16 und 20 wurde die in der Literatur beschriebene kupferkatalysierte
GRIGNARD-Reaktion mit Alkylhalogeniden verwendet,”*° die innerhalb der Arbeitsgruppe
schon erfolgreich angewendet wurde.***** Dazu wurden die 2-(w-Bromalkyloxy)tetrahydro-
2H-pyrane 15, 16 und 20 in abs. THF gel6st und unter Argonatmosphére zu Magnesiumspa-
nen hinzugetropft. Wahrend der Zugabe konnte ein Anstieg der Temperatur des Reaktions-
gemisches beobachtet werden. Nach vollstandiger Zugabe wurde der Ansatz fir 3 Stunden
auf 50 °C erwarmt. Die Magnesiumspane wurden anschlieRend abgetrennt. Durch eine Um-
setzung von Uber 90% zum GRINGARD-Reagenz wurde fur die nachfolgende Kupplung weni-
ger 9,9,9-Ds-1-Bromnonan (10) verwendet, um so den Verbrauch des deuterierten Eduktes
Zu minimieren. Zum gekihlten Ansatz wurde zunéchst wurde eine 0,1 M Katalysatorlésung
an Dilithiumtetrachlorocuprat (II) in THF hinzugegen, bevor das deuterierte Nonylbromid 10
hinzugefiigt wurde. Nach mehrstindigem Rihren wurde die Reaktion abgebrochen. Fir die
nachfolgende THP-Schutzgruppenentfernung wurde der Kkettenverlangerte (w,w,w-Ds-
Alkyloxy)tetrahydro-2H-pyran 21-23 mit katalytischen Mengen an Pyridiniumtosylat in Me-
thanol erhitzt.** Fiir eine vollstandige Kristallisation der w,w,w-Ds-Alkanole 24-26 im Metha-
nol wurde der Ansatz abgekihlt, bevor diese abfiltriert wurden (siehe Abb. 11).
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Abb. 12: Darstellung der w,w,w-Ds-Alkanole 24-26

Die erhaltenen Alkohole 24-26 wurden ohne weitere Reinigung zu den endstandig deuterier-
ten Fettsauren 27-29 oxidiert. Die in der Literatur beschriebene Oxidation mittels Pyridinium-
dichromat (PDC) erschien eine milde Methode der Oxidation zu sein*** und wurde aufgrund
der Erfahrungen der Arbeitsgruppe angewendet.”*™’" Fiir die Oxidation des Alkohols zur
Carbonsaure wurde ein Uberschuss an PDC verwendet, dazu wurde aufbauend auf den Er-
fahrungen der Arbeitsgruppe ein Gemisch aus Chloroform und Dimethylformamid benutzt,
um einen Mittelweg zwischen Loslichkeit des PDC als auch des Alkohols zu erhalten. Aufge-
nommene Massenspektren mittels Elektronen Spray lonisation (ESI) zeigten zusatzliche
Peaks, die vermuten lieen, dass es im Verlauf der Reaktion aufgrund von a-Oxidation zum
Verlust einer CH,-Gruppe gekommen war. Diese Nebenreaktion trat insbesondere auf, wenn
Chloroform im Uberschuss verwendet wurde. Ein Verzicht auf Chloroform war nicht moglich,
um Probleme beim LOsen der Alkohole zu vermeiden. Als weitere Moglichkeit wurde die JO-
NES-Oxidation nach einer Vorschrift von DOBNER und NUHN untersucht.''® Es zeigte sich al-
lerdings, dass hierbei das Lésungsvermégen von Aceton nicht ausreichte, um die Alkohole in
Losung zu halten. In der Literatur beschreibt LI fur die Durchfihrung der Oxidation ein Ge-
misch aus Chloroform und Aceton zum Lésen.'** Diese Modifizierung wurde fiir die Oxidation
der endstandig deuterierten Alkohole 24-26 ubernommen, wodurch die Alkohole in Losung
gehalten wurden, und die Oxidation zu den kettenreinen deuterierten Fettsauren 27-29 er-
folgte (siehe Abb. 12).
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Abb. 13: Darstellung der Ceramide [NS] 32-34 und Ceramide [NP] 35-37

Fur die Knipfung der Amid-Bindung zwischen den deuterierten Fettsduren 27-29 mit dem
jeweiligen Aminoalkohol Sphingosin (30) bzw. Phytosphingosin (31) wurde das Kupplungs-
reagenz PyBOP® verwendet.'*® Dazu wurden die deuterierten Fettsauren 27-29 zunéchst mit
PyBOP® und Hiinig-Base in Dichlormethan aktiviert. Kim beschreibt dabei die Bildung eines
Phosphonium-Intermediats, dass durch 15 mindtiges Ruhren bei Raumtemperatur zu einem
unreaktiveren Benzotriazoylester reagiert.**® Kim und PATEL beschreiben ebenfalls, dass eine
Reaktion dieses Esters mit Hydroxyl-Gruppen nicht mehr erfolgt, eine Umsetzung mit Ami-
nen aber noch méglich ist.**> Nach dem 15 minitigen Rihren wurde der Aminoalkohol zur
Bildung des jeweiligen Ceramidtyps hinzugegeben und der Ansatz Uber Nacht bei Raum-
temperatur geruhrt.

Durch Kopplung der deuterierten Fettsauren 27-29 mit Sphingosin (30) konnten die endstan-
dig deuterierten Ceramide des Sphingosintyps N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-
yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid (32) (CER [NS] 18,18,18-D3), N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxy-
octadec-4-en-2-yl]-22,22,22-Ds-docosanamid (33) (CER [NS] 22,22,22-D;) bzw. N-
[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid  (34) (CER [NS]
24,24,24-Ds) erhalten werden (siehe Abb. 12). Nach der Umsetzung zum Ceramid blieb der
Ansatz klar und wurde zunéchst ohne weitere Aufarbeitung zur Trockne eingeengt. Mittels
Dunnschichtchromatographie konnte oberhalb des Ceramid-Fleckes ein ,weil3er Schatten”
detektiert werden, der bei der anschlieBenden Reinigung mittels Saulenchromatographie
(SCh) unter den gewahlten Bedingungen nicht vollstandig abgetrennt werden konnte. So-
wohl im Massenspektrum als auch in den NMR Spektren konnten charakteristische Peaks
des Nebenproduktes identifiziert werden. Nachfolgend wurde untersucht, in wie weit durch
eine Abwandlung der Aufarbeitung ein Abtrennen des Nebenproduktes schon vor der Chro-
matographie moglich ist. Dazu wurde nach erfolgter Umsetzung zum Ceramid der Ansatz
nicht eingeengt, sondern durch Hinzufigen von Heptan das Losungsvermdgen soweit ver-
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andert, dass das geléste Ceramid gefallt wurde und durch einfache Filtration abgetrennt
werden konnte. DC Untersuchungen zeigten, dass das Nebenprodukt dabei in Losung ver-
blieb. Mitgefallte nicht umgesetzte Edukte wurden anschliel3end mittels SCh abgetrennt.

Die Kopplung der endstandig deuterierten Fettsauren 27-29 mit Phytosphingosin (31) fuhrte
zu den Ceramiden des Phytosphingosintyps N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-
18,18,18-Djs-octadecanamid (35) (CER [NP] 18,18,18-D3), N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxy-
octadec-2-yl]-22,22,22-D;-docosanamid (36) (CER [NP] 22,22,22-D;) bzw. N-[(2S,3S,4R)-
1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid (37) (CER [NP] 24,24,24-D;) (sie-
he Abb. 12). Die Synthese erfolgte analog zur Umsetzung mit Sphingosin. Zur Aufarbeitung
wurde der Ansatz zur Trockne eingeengt und anschlieRend mittels SCh gereinigt. Das bei
der Synthese der Ceramide des Sphingosintyps aufgetretene Nebenprodukt wurde hier
ebenfalls mittels Dinnschichtchromatographie detektiert, konnte jedoch aufgrund der hdhe-
ren Polaritat der Ceramide des Phytosphingosintyps abgetrennt werden.

2.4 Synthese der deuterierten Ceramide [AS] und [AP]

Neben einem Aminoalkohol enthalten die Ceramide vom Typ [AS] und [AP] eine in 2-Position
hydroxylierte Fettsdure. PASCHER und KARLSSON konnten mit ihren Untersuchungen zeigen,
dass dabei in der Natur nur die D-Konfiguration bei den a-Hydroxyfettsdureceramiden vor-
kommt.**®8 Zysatzlich zeigte sich in diesen durchgefiihrten DC Studien, dass die Racemate
der L und D konfigurierten Diastereomeren sich chromatographischen im Laufverhalten un-
terschieden, wobei das L-Diastereomer einen groReren R; Wert aufwies.*® PASCHER fiihrte
dies auf die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zurtick, sodass die Kopfgruppe
der L-Form eine geringere Hydrophilie als die D-Form aufweist.'*® RAUDENKOLB et al. konnte
diesen Unterschied im chromatographischen Laufverhalten nutzen, um eine Methode zur
Trennung des Diastereomerengemisch an DL-CER [AP] zu entwickeln.**

KARLSSON und PASCHER synthetisierten a-Hydroxyfettsduren ausgehend von den korres-
pondierenden non-Hydroxyfettsduren. Durch Bromierung in a-Position, Substitution zum 2-
Acetoxyderivat und anschlielBender Hydrolyse konnte das Racemat der 2-Hydroxyfettsauren
erhalten werden. Die Trennung des Racemates erfolgte durch Zugabe eines enantiomeren-
reinen Hilfstoffs, der zur selektiven Salzfallung eines der beiden Enantiomere filhrte.**’ MoRri
und FUNAKI beschreiben sowohl fir die Synthese, als auch fur die Racemattrennung einen
weiteren Weg. Durch Alkylierung von Acetamidomalonsaurediethylester mit einem Alkylbro-
mid, Spaltung des entsprechenden Esters und nachfolgender Decarboxylierung konnte die
racemische Aminosaure erhalten werden. Mithilfe eines Enzyms konnte ein Enantiomer ei-
nes Aminosaurederivats gespalten werden, wahrend das andere Enantiomer nicht umge-
setzt wurde. Dies erméglichte nachfolgend die Trennung des Gemisches. Durch Substitution
der freien Amino-Gruppe konnte die enantiomerenreine 2-Hydroxyfettsdure erhalten werden,
wobei es trotz der gewahlten Reaktionsbedingungen zur geringfigigen Bildung des anderen
Enantiomers kam.***

Fur die Synthese der Ceramide [AS] und [AP] wurde neben den Aminoalkoholen Sphingosin
und Phytosphingosin 2-Hydroxyalkansauren mit einer Kettenlange von 18 und 24 Kohlen-
stoffatomen benétigt. Das Konzept von MoRI und FUNAKI wurde dahingehend Gibernommen,
dass ein endstandiges deuteriertes Alkylbromid mit einer Kettenléange von 16 und 22 Kohlen-
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stoffatomen mit Acetamidomalonsaurediethylester zur jeweiligen Aminosaure gekuppelt wur-
de und zur racemischen 2-Hydroxyfettsaure umgesetzt wurde. Auf die Trennung der enanti-
omeren 2-Hydroxyfettsauren wurde verzichtet, stattdessen erfolgte die Trennung der Dias-
tereomeren auf der Stufe des Ceramids.

2.4.1 Synthese der endstandig deuterierten Alkylbromide

Das endsténdig deuterierte Hexadecylbromid, obwohl kommerziell erhaltlich, wurde aufgrund
der bendtigten Mengen vom kommerziell erhaltlichen 16-Hexadecanolid (38) synthetisiert.
Fur die Synthese des endstandig deuterierten Docosylbromids konnte das in Kapitel 2.3.2
beschriebene Docosanol 26 verwendet werden.

Das 16-Hexadecanolid (38) wurde durch 24 stiindiges Erhitzen in Methanol unter Zusatz von
katalytischen Mengen an p-Toluolsulfonsaure zum 16-Hydroxyhecadecansduremethylester
(39) umgesetzt."*> AnschlieRend wurde die THP-Schutzgruppe an die freie Hydroxygruppe
nach einer Vorschrift von MIYASHITA et al. eingefiihrt.*** Nachfolgend wurde die Esterfunktion
des 16-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]lhexadecansauremethylester (40), wie in Kapitel 2.3.1
beschrieben, in einer dreistufigen Synthese in Anlehnung an eine Vorschrift von TULLOCH zur
endstandigen CD;-Gruppe reduziert, um den endstandig deuterierten, THP-geschitzten He-
xadecanol 41 zu erhalten (siehe Abb. 13).'*°

(0] (0]

o
(H3C))ko pTosOH o Mk P DHP, CHoCly, o OMJ\O _
15 (6)
U MeOH " PyrTos 1
38 39 40

Q 1. LIAIDy, Et,0, Ruckfluss
0 O(\ﬁko/ 2. MesCl, TEA, CHCI3, 0 °C q o O(\/)CDa
15 3. LiAID,, Et,0, Riickfluss 1
40 41

Abb. 14: Darstellung des 2-(16,16,16-Ds-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (41) ausgehend von 16-Hexa-
decanolid (38)

Fur die Synthese des 2-(22,22,22-Ds-Docosyloxy)tetrahydro-2H-pyrans (23) wurde das in
Kapitel 2.3.2 dargestellte 22,22,22-D;-Docansanol (26) verwendet. Die Umsetzung erfolgte
wiederum nach der Vorschrift von MIYASHITA et al. durch 24 stindiges Riuhren mit 3,4-
Dihydro-2H-pyran in Methylenchlorid unter PyrTos Katalyse.™*

Die beiden THP-geschutzten w,w,w-Dz-Alkanole 23,41 wurden dann nach einer Vorschrift
von SCHWARZ et al. zum entsprechenden w,w,w-D3-1-Bromalkan 42,43 umgesetzt (siehe
Abb. 14)."** Zur Substitution wurde Triphenylphosphindibromid in Methylenchlorid verwendet.
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Abb. 15: Darstellung des 2-(22,22,2-Ds-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (23) ausgehend von 16,16,16-Ds-
Hexadecanol (41) und Darstellung der w,w,w-D3-1-Bromalkanole 42,43

2.4.2 Synthese der (RS)-w,w,w-D;-2-Hydroxyalkansauren

Durch Alkylierung von Acetamidomalonsaurediethylester (44) mit den endstandig deuterier-
ten Alkylbromiden 42,43 konnten die entsprechenden Aminosauren 45,46 erhalten werden
(siehe Abb. 15). Die Darstellung erfolgte dabei in Anlehnung an die Vorschrift von MoRI und
FUNAKL™! Dazu wurde zunéchst das a-acide Proton des Malonséurederivats 44 durch zuvor
eingestellte Natriumethanolat-Lésung deprotoniert. Im Anschluss wurde das entsprechende
Alkylbromid hinzugegeben und fir mehrere Stunden unter Ruckfluss erhitzt, um den ent-
sprechenden Acetamidoalkylmalonsaurediethylester als Intermediat zu erhalten. Fir die
Hydrolyse zu den Aminosauren wurde sowohl die basische als auch die saure Hydrolyse
untersucht.

Versuche durch basische Hydrolyse fiihrten zur Spaltung der Ester, allerdings konnte trotz
mehrstindigen Erhitzens unter Ruckfluss die Amid-Bindung nicht gespalten werden. Ver-
gleichbare Beobachtungen finden sich in der Literatur.®® LANGE arbeitete im Unterschied zu
MoRI und FUNAKI nur mit konzentrierter Salzséure bei der sauren Hydrolyse.™"**® Die von
MoRI und FUNAKI beschriebene Ausbeute konnte jedoch nicht erreicht werden. Andere Auto-
ren beschreiben die Verwendung eines Gemisches aus konzentrierter Salzsaure und DMF
(9/1 VIV) fiir die saure Hydrolyse,™**® wobei GIBBONS et al. die gute Ausbeute fiir langerket-
tige Aminosauren auf die verbesserte Loslichkeit der Synthesezwischenprodukte zuriick-
fuhrt."® Fiir die Umsetzung der deuterierten Acetamidoalkylmalonséurediethylester zu den
entsprechenden Aminosauren 45,46 wurde daher ein Gemisch aus Salzsaure und DMF ver-
wendet. Der Ansatz wurde fir 24 Stunden in dem Gemisch aus Salzsaure und Dimethylfor-
mamid erhitzt. Die Neutralisation der Salzsaure mittels Ammoniak fihrte zum Ausfallen der
Aminosauren 45,46, sodass diese abgetrennt werden konnten.

Die Substitutionen zu den entsprechenden 2-Hydroxyalkansauren 49,50 erfolgte durch Re-
aktion mit der unbestéandigen salpetriger Saure.'*® Dazu wurden die Aminosduren 45,46 in
verdiinnter Schwefelsdure suspendiert und durch Hinzugabe einer natriumnitrithaltigen L6-
sung zur entsprechenden 2-Hydroxyalkanséure 49,50 umgesetzt (siehe Abb. 15).

MoRI und FUNAKI beschreiben, dass fir die Umsetzung einer nahezu enantiomerenreinen 2-
Aminosaure zur Vermeidung der Racemisierung der Ansatz fir 2 Stunden auf 80 °C erwarmt
wurde, um eine homogene Ldsung zu erhalten, und nachfolgend der Ansatz fir 18 Stunden
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bei Raumtemperatur geriihrt wurde.** Allerdings tritt auch bei diesen Reaktionsbedingungen
eine geringfigige Racemisierung auf. Bei der Umsetzung der endstandig deuterierten 2-
Aminosauren 45,46 wurden Racemate verwendet, sodass der Ansatz langer auf 80 °C er-
warmt werden konnte.

N_g 1 NaOEt EtOH, NH;
D3C(\/>Br + HN Ruckfluss > D;C OH
X o:< o 2. HCI, DMF, N
g Riickfluss o
42,43 44 45,46
1. NaNO,, H,SO,, oH oH
H,0O, 80 °C Dscwo\ KOH, 95% EtOH DaCWOH
2. MeOH, Toluol, X5 Ruckfluss - X8
HCI, Ruckfluss
47,48 49,50

42/45/47/49: x = 15
43/46/48/50: x = 21

Abb. 16: Darstellung der w,w,w-Ds.2-Hydroxyalkansauren 49,50 ausgehend von entsprechenden endstandig
deuterierten Alkylbromiden 42,43

Versuche die erhaltenen Rohprodukte an endstandig deuterierten 2-Hydroxyalkansauren
49,50 durch Umkristallisieren zu reinigen, sowie Versuche der Reinigung mittels Saulen-
chromatographie unter Verwendung eines Chloroform/Ether-Eluenten, blieben ohne Erfolg.
Daher wurde das Rohprodukt der deuterierten 2-Hydroxysauren 49,50 zundchst ohne weite-
re Reinigung in die entsprechenden Ester tberfuhrt. Die Veresterung wurde durchgefinhrt,
um eine Reinigung mit einer im Vergleich zur Saure unpolareren Verbindung durchzufihren.
In einer saurekatalysierten Reaktion mit Methanol in Toluol erfolgte die Umsetzung zu den
entsprechenden w,w,w-Ds-2-Hydroxyalkansaurenmethylestern 47,48. Die endsténdig deute-
rierten Hydroxyester 47,48 konnten dann mittels Saulenchromatographie unter Verwendung
eines geeigneten Heptan/Ether-Eluenten gereinigt werden. AnschlieRend wurden sie wieder
zu den w,w,w-D3-2-Hydroxyalkansauren 49,50 unter Verwendung von ethanolischer Kalium-
hydroxidlosung verseift (sieche Abb. 15).

2.4.3 Kupplung der endstandig deuterierten Ceramide vom Typ [AS] und [AP] als
Diastereomerengemisch

Far die Umsetzung der w,w,w-D3-2-Hydroxyalkanséauren 49,50 zu den entsprechenden Ce-
ramiden [AS] und [AP] wurde zunéachst die freie Hydroxygruppe der deuterierten S&uren
49,50 als Acetatester geschutzt. Dazu wurden die Hydroxysaure 49,50, Acetanhydrid und
Pyridin zur Reaktion gebracht.™® Die erhaltenen endstandig deuterierten 2-
Acetoxyalkansduren 51,52 wurden ohne weitere Reinigung direkt mit PyBOP® und Hiinig-
Base in Dichlormethan aktiviert und mit der jeweiligen Sphingoidbase Sphingosin 30 oder
Phytosphingosin 31 zur Reaktion gebracht (siehe Abb. 16).**°
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Abb. 17: Darstellung der acetylierten Ceramide [AS] 54,55 und Ceramide [AP] 56,57

Fir die Deacetylierung und fur die nachfolgende Reinigung wurden zunachst nur die Cera-
mide benutzt, bei der die Fettsaurekette aus 18 Kohlenstoffatome bestand. Dazu wurden die
acetylierten Ceramide vom Typ [AP] und [AS] 53,55 in einer Mischung von Chloroform und
Methanol (8/2 V/V) aufgenommen und mit katalytischen Mengen an Kaliumcarbonat und 5
Tropfen Wasser versetzt, um die Acetylschutzgruppe zu entfernen. Nach 2 Stunden ruhren
bei Raumtemperatur wurde mittels Dunnschichtchromatographie eine guantitative Umset-
zung beobachtet und die Bildung von Produkten, die dem Laufverhalten der beiden L- und D-
Diastereomeren entsprachen.”’ Die Aufarbeitung beschréankte sich auf das Einengen zur
Trockne. Auf diese Weise konnten die Rohprodukte des Diastereomerengemisches an end-
standig deuterierten Ceramiden (2SR)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,
18-Ds-octadecanamid (57) (DL-CER [AS] 18 18 Dj;) und (2SR)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-
Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid (58) (DL-CER [AP] 18 18 Dj) erhalten
werden (siehe Abb. 17).

Bei dem Versuch das Ceramid des Phytosphingosintyps (DL-CER [AP] 18 18 D3 58) durch
direkte Kupplung der 2-Hydroxyoktadecansaure 49 mit Phytosphingosin 31 mittels PyBOP®
zu erhalten, wurde neben der Bildung der beiden Diastereomeren die Bildung eines weiteren
geringfugig unpolareren Produktes auf der DC-Platte beobachtet. Versuche dieses Produkt
mittels Saulenchromatographie abzutrennen, blieben erfolglos. Es wird angenommen, dass
das von KiM beschriebene Phosphonium-Intermediat, bevor es zum unreaktiveren Benzotri-
azoylester reagierte, schon mit der freien Hydroxygruppe der 2-Hydroxysaure 49 zu einem
Ester reagierte. Daher wurde dieser Syntheseweg verworfen.
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Abb. 18: Darstellung der endsténdig deuterlerten Ceramide [AS] 57 und Ceramide [AP] 58

2.4.4 Reinigung der endstandig deuterierten Ceramide [AP] und [AS] und Dia-
stereomerentrennung

Die Reinigung des Diastereomerengemsiches des Ceramids DL-CER [AP] 18 18 D3 58 er-
folgte mittels Saulenchromatographie. Ziel war dabei neben der Reinigung auch, inwieweit
eine Diastereomerentrennung mittels Chromatographie unter den gewahlten Bedingungen
moglich ist. Als vorteilhaft fur die bendtigte Menge an Kieselgel fir die Reinigung erwies es
sich, wenn auf der Stufe der acetylierten Ceramide eine Reinigung anstelle der sofortigen
Umsetzung durchgefihrt wurde, wodurch weniger Kieselgel fir die Endproduktreinigung be-
notigt wurde.

Fir die Saulenchromatographie des Diastereomerengemisches an DL-CER [AP] 18 18 D; 58
wurde eine konditionierte Saule mit Chloroform als Lésungsmittel gepackt und mit einer din-
nen Schicht Seesand bedeckt. Aufgrund der beobachteten geringen Loslichkeit in reinem
Chloroform wurde das Ceramid 58 in einer Mischung aus Chloroform und Methanol (8/2 V/IV)
aufgenommen und auf Kieselgel adsorbiert. Das Kieselgel-Ceramid-Gemisch wurde vorsich-
tig auf die Seesand-Schicht der Saule aufgebracht. Ausgehend von reinem Chloroform als
Eluenten wurde diskontinuierlich der Anteil an Methanol in 0,5% (V/V)-Schritten erhéht. Zu-
satzlich wurde mit beginnender Methanolzugabe 0,5% (V/V) konzentrierter Ammoniak zum
Laufmittel hinzugefugt. Ab einem Gradienten von Chloroform/Methanol von 96/4 (V/V) mit
0,5% (V/V) konzentrierten Ammoniakzusatz wurde zunachst eine wenig friihzeitigere Elution
der unpolareren L-Form vor der polareren D-Form**® beobachtet, jedoch nicht ausreichend
fur eine Diastereomerentrennung. HPLC-Auswertungen des gereinigten Diastereomeren-
gemisches ergaben eine Zusammensetzung von 56% L-CER [AP] 18 18 D; und 44% D-CER
[AP] 18 18 Ds. Es wird vermutet, dass durch das extrem langsame Auslaufen der polareren
D-Form, die Chromatographie vor vollstandiger Elution beendet wurde, sodass eine Rest-
menge auf der Sdule verblieb und das Verhaltnis von 1:1 der D-Form zur L-Form nicht er-
reicht werden konnte.

Fur die Diastereomerentrennung der D- und L-Form des CER [AP] bestand die Uberlegung,
durch Anderung von 2 Parametern eine Trennung zu ermoglichen: Zum einem sollte anstelle
von 100 g Kieselgel pro 1 g Rohprodukt 200 g Kieselgel verwendet und zusatzlich sollte die
verwendete Gradientenelution durch eine isokratische Elution mit Chloroform/Methanol/-
Ammoniak 96/4/0,5 (V/IVIV) ersetzt werden.

Vor der Diastereomerentrennung wurde ausgehend von dem gereinigten acetylierten Cera-
mid [AP] 18 18 D; 55 die Deacetylierung mittels Kaliumcarbonat durchgefiihrt (siehe Abb.
18). Das erhaltene Rohprodukt wurde auf Kieselgel aufgezogen und mit den oben beschrie-
benen Anpassungen mittels Saulenchromatographie gereinigt. Dabei konnten die Diastere-
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omeren vollstandig getrennt werden. Mittels HPLC Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass das L-CER [AP] 18 18 D3 59 und D-Cer [AP] 18 18 D; 60 eine Reinheit von mehr als
99% aufwiesen.

Versuche die Diastereomerentrennung mit Chloroform/Methanol/THF Mischungen durchzu-
fiihren, wie von RAUDENKOLB beschrieben,**® konnten nicht reproduziert werden.

In Analogie zur beschriebenen Trennung des DL-CER [AP] 18 18 D; wurde mit dem DL-
CER [AP] 24 18 Dj; identisch verfahren. Zunachst wurde ausgehend von dem gereinigten
acetylierten CER [AP] 56 die Deacetylierung durchgefiihrt und anschliel3end die chromato-
graphische Trennung mit den beschriebenen Adaptionen durchgefiihrt. Auch hier konnte die
Diastereomeren-Formen, L-CER [AP] 24 18 D; 61 und D-CER [AP] 24 18 D; 60 in einer
Reinheit von mehr als 99% erhalten werden (siehe Abb. 18).

0
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54/56/61/62/65/66: x = 21

Abb. 19: Diastereomerentrennung der Ceramide [AP] und [AS] in L-Form und D-Form ausgehend von den acety-
lierten Ceramiden 53-56

Fir die Diastereomerentrennung der Ceramide vom Typ [AS] wurde zunéchst das DL-CER
[AS] 18 18 D3 57 gereinigt, um das Diastereomerengemisch aus D- und L-Form zu erhalten
und dabei die Laufmittelzusammensetzung fir die Diastereomerentrennung zu bestimmen.

Fur die Chromatographie des Diastereomerengemisches an DL-CER [AS] 18 18 D3 57 wur-
de eine konditionierte S&ule mit Chloroform als Lésungsmittel gepackt, wobei je 1 g Rohpro-
dukt 100 g Kieselgel verwendet wurden. Das Ceramid wurde in wenig Chloroform aufge-
nommen und auf die Saule aufgebracht. Beginnend mit reinem Chloroform als Eluenten
wurde diskontinuierlich der Anteil an Methanol in 0,5% (V/V) Schritten erhdht, wobei ab be-
ginnender Methanolzugabe 0,5% (V/V) konzentrierter Ammoniak zum Laufmittel hinzugefigt
wurde. Ab einem Gradienten von Chloroform/Methanol/Ammoniak von 98/2/0,5 (V/V/IV) be-
gann die Elution der unpolareren L-Form. Die Elution der D-Form erfolgte deutlich verzdgert,
wodurch schon fast ohne Adaptionen der Chromatographie eine Trennung der Diastereome-
ren beobachtet wurde. Zu diesem Zeitpunkt stand die Diastereomerentrennung noch nicht im
Vordergrund, daher wurde an dieser Stelle noch auf eine Separierung der diastereomeren-
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reinen Fraktionen verzichtet. Die Analyse der Zusammensetzung des Racemates mittels
HPLC ergab, dass das Gemisch des DL-CER [AS] 18 18 D3 57 zu 70% L-Form und 30% D-
Form enthielt. Auch hier bestand die Vermutung, dass aufgrund des langen Auslaufens der
D-Form die Chromatographie zu zeitig abgebrochen wurde, sodass das zur L-Form verscho-
benes Gleichgewicht gemessen wurde.

Fiur die Diastereomerentrennung der Ceramide [AS] wurde wieder die Kieselgelmenge pro
1 g Rohprodukt auf 200 g erhéht und eine isokratische Elution mit Chloroform/Methan-
ol/Ammoniak 98/2/0,5 (VIVIV) verwendet.

Ausgehend von den gereinigten acetylierten Ceramiden [AS] 53,54 erfolgte die Deacetylie-
rung mittels Kaliumcarbonat. Die so erhaltenen Ceramide wurden mit den beschriebenen
Adaptionen chromatographiert, sodass die diastereomerenreinen L-Formen 63,65 und D-
Formen 64,66 in hoher Reinheit von 99% erhalten wurden.

2.5 Synthese der methylverzweigten Ceramide vom Typ [MEOS]
und [MEOP]

Die methylverzweigten Ceramide vom Typ [MEOS] und [mEOP] stellen Derivate der natir-
lich vorkommenden langkettigen Ceramide vom Typ [EOS] und [EOP] dar.*"® Wahrend bei
den natirlichen Vertretern die an den Aminoalkohol gebundene langkettige w-
Hydroyalkansdure mit einer Kettenldnge von 28 bis 36 Kohlenstoffatomen mit Linolsdure
verestert ist,®>**® ist an Stelle der zweifach ungeséttigten Fettsdure eine gesattigte 10-
Methylhexadecanséaure im Derivat gebunden.™

Untersuchungen von ENGELBRECHT et al. zeigten, dass das methylverzweigte Derivat des
natirlichen CER [EOS] ein vergleichbares thermotropes Phasenverhalten wie der natirliche
Vertreter aufwies (siehe Abb. 19).”° Die Einfilhrung der geséttigten methylverzweigten Pal-
mitinsdure anstelle der Linolsaure fihrte nicht zu einer erhdhten Phasenibergangs-
temperatur und es wurde dadurch vermutet, dass die w-Acylketten beider Ceramide das Pa-
ckungsverhalten der Alkylketten in &hnlicher Weise beeinflussen.”® In der Literatur werden
vergleichbare Effekte schon fiir Phospholipide beschrieben, wodurch die Einfihrung einer
Methylverzweigung in die Mitte einer Alkylkette zu einem Absinken der Enthalpien und Pha-
seniibergangstemperaturen fiihrt.'>***" Der gleiche Effekt von methylverzweigten Lipiden
konnte auch bei der Synthese und Untersuchung von Lipidmodellmembranen von Ar-
chaebakterien gezeigt werden. 213

In den durchgefihrten Studien von ENGELBRECHT et al. konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass das methylverzweigte Derivat sich als Ersatz fir das nattrliche Ceramid in den genutz-
ten quartaren Modellmembranen eignet und zu einer aquivalenten Ausbildung der Lipiddop-
pelschicht fiihrt.”
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CER [EOS]

Abb. 20: Chemische Struktur von nattrlichem CER [EOS] und methylverzweigten CER [MEQOS]

Fur die Synthese des auf dem CER [EOS] basierenden Cerebrosids geht MORI und MATSU-
DA von zwei C-15 funktionalisierten Intermediaten aus, die mittels Wittig-Reaktion zur 30-
Hydroytriacontansaure gekoppelt werden. Die freie Sauregruppe wurde als p-
Nitrophenylester geschitzt bevor die Linolsdure in Form des Saurehalogenids an die freie w-
Hydroxygruppe gebunden wurde. Der durch die Nitrophenylgruppe aktivierte Ester wurde
anschlieRend direkt mit dem Aminoalkohol umgesetzt.*** Einen ahnlichen Weg beschreiben
OPALKA et al., anstelle des Nitrophenylesters wird ein anderer aktivierter Ester fir die Umset-
zung verwendete."*

Das von Engelbrecht et al. verwendete methylverzweigte Ceramid wurde von SUsSS syntheti-
siert.'®® Fur die Darstellung wurde die methylverzweigte Séure an eine freie Hydroxy-Gruppe
eines 1,30-Triacontandiols verestert und nachfolgend die andere freie Hydroxy-Gruppe des
Diols zur Saure oxidiert. Die Kupplung zum Ceramid erfolgte unter Verwendung des Kupp-
lungsreagenzes BOP.*® Durch Verwendung einer geséttigten methylverzweigten Palmitin-
saure anstelle der ungesattigten Linolséure ergibt sich neben den identischen physikochemi-
schen Eigenschaften in Bezug auf das natirliche Ceramidanalogon eine hdhere Bestandig-
keit gegenlber Hitze und oxidativen Stress, insbesondere bei den physikochemischen Un-
tersuchungen.’® Der synthetische Vorteil liegt in dem geringeren Aufwand durch verminderte
Verwendung von Schutzgruppen.

Fur die Synthese der methylverzweigten Ceramide wurde das Konzept von SUss Ubernom-
men, wobei neben der undeuterierten 10-Methylhexadecansaure noch verzweigte Sauren
mit endstandiger (terminaler) Deuterierung, mit Deuterierung der Methylverzweigung und
Deuterierung der terminalen als auch der verzweigten Methylgruppe verwendet wurden.

2.5.1 Synthese der verzweigten 10-Methylhexadecansauren

Fir die Synthese der 10-Methylhexadecansauren wurden zwei verschiedene Synthesewege
genutzt: Zum einen ein kirzerer jedoch vom synthetischen Aufwand intensiverer Reaktions-
weg Uber eine a-Alkylierung von einem Dianion einer Saure und zum anderen ein klassi-
scher Weg uber Dialkylierung von Malonsdureester.'®®'®’ Ziel war bei beiden Strategien ein
Intermediat zu synthetisieren, das die Mdglichkeit bot, die verzweigte deuterierte Methyl-
Gruppe einzufihren.

Fur die a-Alkylierung wurde von kommerziell erhdltlicher Octansaure (67) und 9-(Brom-
nonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) ausgegangen. Die Synthese des THP-geschitzten 9-
Bromnonan-1-ols 15 ist in Kap. 2.3.1 beschrieben.
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Die Saure 67 wurde durch doppelte Deprotonierung in das Dianion uberfiihrt. Grundlage da-
fur war eine modifizierte Reaktion nach CREGER."®” Zunéchst wurde die Saure 67 in das Nat-
riumsalz durch Reaktion mit Natriumhydrid Gberfihrt. Als Losungsmittel diente THF und als
Base Diisopropylamin. Nachdem die Wasserstoffentwicklung abgeschlossen war, erfolgte
die Zugabe von n-Butyllithium. In situ flhrte dies zur Bildung von Lithiumdiisopropylamid
durch Reaktion mit dem Diisopropylamin und schlief3lich zur zweiten Deprotonierung der
Saure 67. Anschlieend wurde das THP-geschitzte 9-Bromnonan-1-ol 15 hinzugefiigt. Nach
Aufarbeitung wurde das erhaltene Rohprodukt (2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-
yhoxylundecansaure (68) mittels Saulenchromatographie gereinigt. Aufgrund der THP-
Schutzgruppe wurde fur die Chromatographie Triethylamin hinzugegeben, um die sauren
Silanolgruppen des Kieselgels abzupuffern. In diesem Fall bewirkte dies, dass die freie Sau-
regruppe in das entsprechende Salz Uberfiihrt wurde und die Saure 67 unter Verwendung
des Eluenten Chloroform auf der stationaren Phase zurlickgehalten wurde. Gleichzeitig
konnten so die Nebenprodukte abgetrennt werden und die S&ure 68 nachfolgend unter Ver-
wendung eines Chloroform/Methanol-Eluenten (9/1 V/V) von der Saule eluiert werden (siehe
Abb. 20).

(0] OH

\/\/\/\H/OH i R n-Bug, \/\/\I/\/\/\/\/O o
THF,Br o_ _0O
I 90 1@
68

15

67

Abb. 21: Darstellung der (2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecansaure (68) ausgehend von
Octanséure (67)

Der zweite Syntheseweg, der zusatzlich fur die Darstellung von terminal deuterierten 10-
Hexadecanséuren genutzt wurde, erfolgte tUber eine stufenweise Dialkylierung von Malon-
saureester. Als Ausgangsstoffe dienten neben kommerziell erhéltlichen Malonsaurediethyl-
ester (72) 9-(Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) (Synthese siehe Kap. 2.3.1) und kom-
merziell erhaltliches Hexylbromid (71). Zusatzlich wurde endstandig deuteriertes Hexylbro-
mid bendtigt. Obwohl kommerziell erhaltlich, wurde aufgrund der benétigten Mengen dieses
ausgehend von kommerziell verfligbaren 6-Bromhexansauremethylester (69) synthetisiert.
Die Esterfunktion des 6-Bromhexansauremethylesters (69) wurde in einer dreistufigen Syn-
these in Anlehnung an eine Vorschrift von TULLOCH, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, zur
endstandigen CDs-Gruppe reduziert.'*> Wie bereits beschrieben erfolgte im ersten Reakti-
onsschritt die Reduktion mit Lithiumaluminiumdeuterid zum zweifach deuterierten Alkohol.
Um eine reduktive Bromabspaltung dabei zu vermeiden, erfolgte die Reduktion bei 0 °C.*%®
Der zweifach deuterierte Alkohol wurde mit Methansulfonsaurechlorid zum Methansulfonsau-
reester umgesetzt und nachfolgend erneut mit LIAID, reduziert. Diese zweite Reduktion er-
folgte ebenfalls bei 0 °C, um eine reduktive Bromabspaltung zu vermeiden*® und um das
endstandig deuterierten Hexylbromid 70 zu erhalten (siehe Abb. 21). Die Reinigung erfolgte
durch Destillation unter reduziertem Druck.
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73/75/77: Ry = CHjy
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Abb. 22: Darstellung des 6,6,6-Ds-1-Bromhexans (70) ausgehend von 6-Bromhexansauremethylester (69) und

Darstellung des endstandig undeuterierten und deuterierten 2-Hexyl-11[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-
undecansauremethylesters 77,78

Fur die Darstellung der methylverzweigten Sauren durch Dialkylierung von Malonsaureester
wurde das von DOBNER und NUHN beschriebene Konzept teilweise ibernommen und adap-
tiert."'® Malons&urediethylester (72) wurde aufgrund der CH-aziden Eigenschaften der Me-
thyleneinheit als Ausgangsstoff fir die Alkylierungen verwendet (siehe Abb. 21). Zunéchst
erfolgte die Deprotonierung des Malonsaureesters (72). Um endstandig undeuerierte 10-
Methylhexadecansauren zu erhalten, wurde Hexylbromid (71) verwendet, fur die Synthese
der endstandig deuterierten methylverzweigten S&auren wurde 6,6,6-D;-1-Bromhexan (70)
verwendet. Im Falle der Monoalkylierung mit undeuterierten Hexylbromid (71) wurde Natri-
umethanolat zur Deprotonierung verwendet. Um einen mdglichen Deuteriumaustausch bei
der Alkylierung mit 6,6,6-D3-1-Bromhexan (70) zu vermeiden, wurde aufbauend auf den Er-
fahrungen der Arbeitsgruppe Natriumhydrid in Toluol fir die Deprotonierung verwendet.'®**"
Fur die Alkylierung mit dem deuterierten Hexylbromid (70) wurde der Malonester (72) im Ge-
gensatz zur Reaktion mit dem undeuterierten Hexylbromid (71) im Uberschuss verwendet.
Die Reinigung des undeuterierten Hexylmalonsaureesters (73) erfolgte mittels Vakuumdestil-
lation, die des deuterierten Hexylmalonsaureesters 74 erfolgte mittels Saulenchromatogra-
phie, um den Verlust an Rohprodukt mdéglichst gering zu halten. Fur die Zweitaklylierung
wurde der Hexylmalonsaureester 73,74 mit Kaliumhydrid in Toluol deprotoniert und an-
schlieBend mit 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) zweitalkyliert. Durch die Alkylie-
rung wurde dabei die Kettenldnge von 16 Kohlenstoffatomen erhalten, wobei eine der zwei
Carbonsaureestergruppen die latente Methylverzweigung darstellt. Fir die Entfernung der
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zweiten Carbonsaureestergruppe wurden die Hexyl-9-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonyl-
malonséaurediethylester 75,76 nach einer Vorschrift von BRESLOw monoverseift'’? und an-
schlielBend decarboxyliert, um die 2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]jundecansaure-
ethylester 77,78 zu erhalten. Es zeigte sich dabei, wenn die beiden Reaktionen nacheinan-
der ohne Reinigung des Verseifungsproduktes durchgefuhrt wurden, dass noch enthaltener,
nicht umgesetzter Malonsaurediester 75,76 vom gewiinschten Undecansaureester 77,78
nicht getrennt werden konnte und ein untrennbares Gemisch nach der Reinigung vorlag.
Daher war es nach der Verseifung nétig, nicht umgesetzten Dialkylmalonséurediester von
dem erhaltenen Dialkylmalonsduremonoethylester zu trennen. Dies erfolgte mittels Saulen-
chromatographie vergleichbar zur 2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséaure
(68). Um den spaltenden Effekt der sauren Silanolgruppen des Kieselgel auf die THP-
Schutzgruppe abzupuffern, wurde TEA hinzugeben. Die freie S&ure wurde dabei in das ent-
sprechende Triethylammoniumsalz tberfuhrt und auf der Saule beim gewahlten Elutionsmit-
tel zurlickgehalten. Nachdem der deutlich unpolarere Dialkylmalonséurediethylester voll-
standig von der Saule eluiert war, wurde das Salz des Dialkylmalonsauremonoethylester mit
einem Gemisch aus Chloroform und Methanol von der Saule eluiert und anschlieend durch
Erhitzen in siedendem Cumol decarboxyliert. Die Reaktion wurde durch Hinzufligen von Py-
ridin katalysiert.'® Es wurde der 2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]undecans&ure-
ethylester (77) bzw. der 2-(6,6,6-Ds;-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxylundecansaure-
ethylester (78) erhalten (siehe Abb. 21).

AnschlieRend konnte sowohl die Saure-Gruppe der bei der a-Alkylierung des Dianions der
Octanséure erhaltene 2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséure (68) als auch
die Ester-Gruppe vom endstandig undeuterierten und endstandig deuterierten 2-Hexyl-11-
[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jundecansaureethylester 77,78 vom Malonsaureesterweg zur
Methylgruppe umgesetzt werden. Die Umsetzung zu den THP-geschitzten 10-
Methylhexadecanolen 79-82 erfolgte wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben in einer dreistufigen
Synthese. Zunéachst erfolgte die Reduktion zum Alkohol, wobei fur die Umsetzung der S&ure
mehr Reduktionsmittel als bei der Umsetzung des Esters benétigt wurde. Nach Uberfiihrung
des Alkohols in den entsprechenden Methansulfonsaureester konnte durch eine zweite Re-
duktion die verzweigte Methylgruppe erhalten werden. Fir die Verbindungen 79,80 mit un-
deuterierter Methylverzweigung wurde in beiden Reduktionen Lithiumaluminiumhydrid als
Reduktionsmittel verwendet. Um die Verbindungen 81,82 mit deuterierter Methylverzweigung
zu erhalten, wurde Lithiumaluminiumdeuterid verwendet (siehe Abb. 22).

1. LiAlH,4, Et,0, Ruckfluss CH
2. MesCl, TEA, CHCl3, 0 °C 3
o SN Rz\/\/\)\/\/\/\/\/o 0
R 3. LiAlH,4, Et,0, Riickfluss
Ry e} o 79,80
68,77,78 U )
1. LiIAID4, Et,O, Ruckfluss
2. MesCl, TEA, CHClg, 0 °C D3
i R \/\/\)\/\/\/\/\/O 0
3. LiAID,, Et,0, Riickfluss 2 U

81,82

68: Ry = H 79/81: Ry = CHsy

77:Ry = CyHg, Rp = CHs 80/82: Ry = CD;

78: Ry = C,Hs, R, = CDj

Abb. 23: Darstellung der endstandig undeuterierten bzw. deuterierten 2-[(10RS)-10-Methylhexadecyloxy]tetra-
hydro-2H-pyrane mit protonierter bzw. deuterierter Methylverzweigung 79-82
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Um die THP-Schutzgruppe der 2-(10-Methylhexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyrane 79-82 zu
entfernen, wurden diese in Methanol geldst und unter Pyridiniumtosylat Katalyse fir
4 Stunden unter Riickfluss erhitzt.*** Da die erhaltenen 10-Methylhexadecanole 83-86 nach
dem Abkihlen in Losung verblieben, wurde zur Aufarbeitung und Reinigung der Alkohole 83-
86 der Ansatz zur Trockne eingeengt und anschlieend durch Saulenchromatographie ge-
reinigt (siehe Abb. 23).

R R
' PyrTos !
RZ\/\/\)\/\/\/\/\/O O —_— Rz\/\/\)\/\/\/\/\/OH

MeOH
79-82 83-86
Cr03, H2804
Ry OH
ACetOn, CHC|3 \/\/\)\/\/\/\/\'(

87-90 )
79/ 83/ 87: Ry = CHj, R, = CHg 81/85/89: Ry = CHs, R, = CDs
80/ 84/ 88: Rl = CD3, Rz = CH3 82/ 86/ 90: Rl = CD3, R2 = CD3
Abb. 24: Darstellung der vollstdndig undeuterierten als auch partiell deuterierten 10-Methylhexadecansauren 87-

90

Die Oxidation der 10-Methylhexadecanole 83-86 zu den entsprechenden methylverzweigten
Sauren 87-90 erfolgte mittels JONES-Oxidation nach einer Vorschrift von DOBNER und NUHN
(siehe Abb. 23).'°

2.5.2 Synthese der langkettigen w-Acylfettsauren und Kupplung zu den entspre-
chenden Ceramiden vom Typ [mMEOS] und [MEOP]

Fir die Darstellung der langkettigen w-Acylfettsauren wurde neben den verzweigten Methyl-
hexadecansauren 87-90 eine weitere langkettige Verbindung benétigt. Der Vorschrift von
Suss folgend, wurde dazu 1,30-Triacontandiol 91 synthetisiert.’® Die Synthese erfolgte nach
einer Vorschrift von DRESCHER et al.. Ausgehend vom bereits beschriebenen 2-(15-
Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran 16 (siehe Kapitel 2.3.1) wurde mittels GRINGARD-
Kupplung, anschlieBender THP-Schutzgruppenabspaltung und nachfolgender Umkristallisa-
tion des 1,30-Triacontandiol 91erhalten (siehe Abb. 24).'%°

o 0(\/)5“ 1. Mg, THF HO(\/)OH
O/ 15 2. MeOH, PyrTOS 20
16 91

Abb. 25: Darstellung des 1,30-Triacontandiols 91 ausgehend von 2-(15-Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-
pyran 16

Zunachst erfolgte, der Vorschrift von Siss folgend, die Veresterung der 10-Methlyl-
hexadecans&auren 87-90 mit dem 1,30-Triacontandiol 91."° Fiir die notwendige Aktivierung
der methylverzweigten Sauren wurden die 16-Methylhexadecansauren 87-90 durch Reaktion
mit Thionylchlorid in die korrespondierenden Saurechloride Uberfihrt. Als Hindernis fur die
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Veresterung erwies sich die schlechte Ldslichkeit des Triacontandiols 91. Daher wurde fir
die Veresterung ein Uberschuss des Diols 91 (3 Aquivalente) in siedendem Chloroform ge-
l6st und anschlieRend das Saurechlorid fiir die Veresterung langsam hinzugetropft.”® Nicht
umgesetztes Diol 91 konnte nach dem Abkiihlen durch Filtration und anschlie3ender Umkris-
tallisation zuriickgewonnen werden. Der Uberschuss wurde allerdings benétigt, um eine Bis-
veresterung des Diols 91 zu vermeiden. Fir die Reinigung des gewilnschten 10-Methyl-
hexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)esters 92-95 wurde Triethylamin dem Elutions-
mittel hinzugefiigt, um die sauren Silanolgruppen des Esters abzupuffern.

Versuche, die Reaktion bei niedrigeren Temperaturen und mit Hilfsbasen durchzufiihren,
fuhrten im Wesentlichen nur zur Bildung des Diesters. Ursachlich dafir scheint, dass der
wahrend der Reaktion gebildete Monoester eine bessere Loslichkeit in Chloroform als das
Triacontandiol 91 aufweist und dadurch grof3ere Mengen des bereits monoveresterten Diols
fur eine Weiterreaktion zur Verfigung standen.

Fur die Oxidation zur langkettigen w-veresterten Hydroxytriacontansaure wurde der Vor-
schrift von Suss folgend Pyridiniumdichromat in Methylenchlorid verwendet.'® Aufgenom-
mene Massenspektren mittels Elektronen Spray lonisation (ESI) wiesen neben dem Haupt-
peak, der dem gewiinschtem Saureprodukt entsprach, weitere Peaks auf. Diese lassen ver-
muten, dass es bei der Oxidation zur a-Oxidation kam und dadurch zum Verlust von CH,-
Gruppen (siehe Kapitel 2.3.2). Fir die Durchfihrung der JONES-Oxidation erwies sich die
unzureichende Ldslichkeit der Alkohole 92-95 in reinem Aceton als problematisch. Durch
Verwendung eines Gemisches aus Chloroform und Aceton konnte der Alkohol in Losung
gehalten werden** und zum JONES-Reagenz getropft werden. In den aufgenommenen Mas-
senspektren der langkettigen w-veresterten Sauren 96-99 wurden dann keine Nebenpeaks
mehr beobachtet, die auf einen Verlust einer CH,-Gruppe durch A-Oxidation schliel3en las-
sen.

Fiur die Kupplung der langkettigen S&uren 96-99 mit den Sphingoid-Basen Sphingosin (30)
und Phytosphingosin (31) wurde als Kupplungsreagenz PyBOP® verwendet.'?® Die langketti-
gen Sauren 96-99 wurden mit ByBOP® und Hiinig-Base aktiviert, bevor die Zugabe der je-
weiligen Sphingoid-Base erfolgte, um die jeweiligen Ceramide zu erhalten (siehe Abb. 25).
Fir die Aufarbeitung der Ceramide vom Sphingosintyp wurde der klare Ansatz zur Trockne
eingeengt und anschlieRend mittels Saulenchromatographie gereinigt. Fur die Abtrennung
des bereits beschriebenen Nebenproduktes (siehe Kapitel 2.3.2) wurde bei der Chromato-
graphie Chloroform und Methanol verwendet und auf die Zugabe von Ammoniak verzichtet,
da dies nur zum gleichzeitigen Eluieren von Ceramid und Nebenprodukt fuhrte.

Es wurden die methylverzweigten Ceramide vom Typ [mEOS]? N-[(2S,3R,4E)-1,3-
Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(10RS)-10-methylhexadecanoyl]oxy}triacontanamid  (100)
(CER [mEOS]), N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(10RS)-10-(methyl-Ds)-
hexadecanoyl]loxy}triacontanamid (101) (CER[mEOS] m-D;3), N-[(2S, 3R, 4E)-1,3-
Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-methylhexadecanoyl]oxy}tria-
contanamid (102) (CER[MEOS] e-D; und N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-
{[16,16,16-D3-(10RS)-10-(methyl-Ds;)hexadecanoyl]oxy}triacontanamid (103) (CER[MEOS]
e,m-Dg) erhalten.

! Abweichend zur IUPAC Nomenklatur wurde die Benennung auf die ceramidtypische Amidbindung bezogen
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Im Gegensatz dazu verblieben die Ceramide vom Phytosphingosintyp nach der Reaktion
nicht in Loésung, wodurch diese durch Filtration abgetrennt werden konnten, wahrend das
Nebenprodukt in Losung verblieb. Die anschlieRende Saulenchromatographie diente dazu
den Uberschuss an Phytosphingosin abzutrennen. Es wurden die methylverzweigten Cera-
mide vom Typ [MEOP]" N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[(LORS)-10-methyl-
hexadecanoylJoxy}riacontanamid (104) (CER[mMEOP]), N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxy-
octadec-2-yl]-30-{[(10RS)-10-(methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}triacontanamid (105)
(CER[MEOP] m-D3), N-[(2S,3S, 4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-D3-(10RS)-
10-(methyl)hexadecanoyl]oxyl}triacontanamid (106) (CER[mMEOP] e-Ds) und N-[(2S,3S,4R)-
1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-Ds-(10RS)-10-(methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}tria-
contanamid (107) (CER[MEOP] e,m-Ds) erhalten.
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Abb. 26: Darstellung der Ceramide [MEOS] 100-103 und Ceramide [mEOP] 104-107

2.6 Synthese der komplexen (dimeren) Ceramide

Im Jahr 2009 meldete WOLF ein Patent an, dass eine neue Klasse von Ceramiden be-
schreibt.®” Zwei Ceramid-Molekiile sind dabei an ihrem lipophilen Ende kovalent {iber ein
Sauerstoffatom verbriickt. Zum einen soll durch die Molekulvergrof3erung der enzymatische
Abbau verlangsamt werden und zum anderen sollen durch die entstehenden Abbauprodukte
Verbindungen erhalten werden, die den Ausgangsverbindungen der monomeren Ceramide
sehr ahnlich sind.®’
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Die dimeren Ceramide sollen zu einer Stabilisierung von biologischen Membranen fuhren,
die Wasserbindefahigkeit der verschiedenen Hautschichten erhéhen und den transepiderma-
len Wasserverlust der Haut vermindern.®’

2.6.1 Untersuchungen zur Synthese von dimeren Ceramiden mit Etherbrucke

Im Patent von WOLF ist keine Synthesevorschrift angegeben, um das dimere Ceramid zu
erhalten.®” Wird das dimere Ceramid durch retrosynthetische Analyse zerlegt, besteht es aus
einer langkettigen Dicarbonséure mit einer Etherbriicke, die mit 2 Sphingoidbasen uber je-
weils eine Amidbindung verknupft ist.

Zunachst sollte aufgrund der bereits verfigbaren Verbindungen mit 15 Kohlenstoffatomen
(siehe Kapitel 2.3.2) mit N,N‘-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-16-
oxohentriacontandiamid ein dimeres Ceramid dargestellt werden (siehe Abb. 26), um so ei-
nen maoglichen Syntheseweg zu etablieren.

OY\/\/\/\/\/\/\/O\/\/\/\/\/\/\/\I/)

NH HN
" . /\/\/\/\/\/\/\J/\OH
HO " "IoH

OH H
Abb. 27: N,N‘-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-16-oxountriacontandiamid

oln

Die Darstellung der 16-Oxohentriacontandisaure sollte durch Kupplung zweier unterschied-
lich funktionalisierter Pentadecanverbindungen erfolgen, um das entsprechenden 16-
Oxohentriacontan-1,31-diol zu erhalten, welches nachfolgend durch Oxidation zur benétigten
Dicarbonsaure umgesetzt werden sollte.

Zunachst wurde die Mdglichkeit untersucht, das bereits beschriebene 15-(Tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)oxy]pentadecanol (14) (siehe Kapital 2.3.2) mit dem Methansulfonséureester des
15-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecanols 108 zur Reaktion zu bringen. Das fir die
Kupplung bendtigte Intermediat wurde ausgehend vom 15-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy]pentadecanol (14) (siehe Kapital 2.3.2) durch Reaktion mit Methansulfons&urechlorid
in Chloroform erhalten.”****” Um die saurelabile THP-Schutzgruppe zu schiitzen, wurde ein
zuséatzliches Molaquivalent Triethylamin als Hilfsbase hinzugegeben. Nach erfolgter Aufar-
beitung wurde der erhaltene Methansulfonséureester 108 ohne weitere Reinigung verwen-
det. Fur die Kupplungsreaktion wurde die Substanz bis zur absoluten Trockne Uber Phos-
phorpentoxid getrocknet.

In einer erstem Kupplungsversuch wurde der 15-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]penta-
decanol (14) mittels Natriumhydrid in Toluol unter Argonatmosphére deprotoniert. Der Ansatz
wurde dazu bei Raumtemperatur fur 12 Stunden geruhrt. Anschliel3end wurde der getrockne-
te Methansulfonsdureester in Toluol gelést und hinzugegeben. Der Ansatz wurde fir 12
Stunden unter Rickfluss erhitzt. Mittels Diinnschichtchromatographie wurde der Reaktions-
verlauf kontrolliert. Nach Aufarbeitung und Reinigung mittels Sdulenchromatographie konnte
das Bis-THP-geschitzte Diol 109 in nur unzureichender Ausbeute von 6% Ausbeute erhalten
werden. In einem zweiten Versuch wurde fir die Deprotonierung des 15-(Tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)oxy]pentadecanol (14) die starkere Base Kaliumhydrid verwendet. Zusatzlich wur-
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de die Losung des Methansulfonsdureesters 108 bei 50 °C hinzugetropft. Dadurch konnte
die Ausbeute auf 38% gesteigert werden. In einem dritten Kupplungsversuch erfolgte die
Deprotonierung des Alkohols 14 ebenfalls mit Kaliumhydrid, allerdings wurde im Sinne einer
WILLIAMSON-Ethersynthese 2-(15-Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (16) als zu kup-
pelnde Verbindung verwendet. Die Ausbeute konnte nach Reinigung auf 60% gesteigert
werden.

Die THP-Schutzgruppenspaltung erfolgte nach einer Vorschrift von MIYASHITA in Methanol
unter Pyridiniumtosylat Katalyse.**? Der gebildete Niederschlag wurde abgetrennt und mittels
Umkristallisation gereinigt, um das 16-Oxohentriacontan-1,31-diol (110) zu erhalten (siehe

Abb. 27).
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Abb. 28: Darstellung des 16-Oxohentriacontan-1,31-diol (110) und Oxidation zur 16-Oxohentriacontan-1,31-
disaure (111)

Fir die Oxidation des 16-Oxohentriacontan-1,31-diols (110) zur Dicarbonsaure 111 wurde
zunachst die Moglichkeit der Oxidation mit einem Uberschuss an Pyridiniumdichromat unter-
sucht. Als Losungsmittel wurde ein Gemisch aus Chloroform und DMF verwendet. Aufgrund
der unzureichenden Loslichkeit l6ste sich nur ein Teil des Diols 110, wahrend der andere Teil
nur suspendiert vorlag. Die Uberlegung bestand darin, dass mit zunehmender Zeit und Re-
aktionsdauer stetig Diol nach gel6st wird und so der Oxidation zur Verfigung steht. Mittels
Dunnschichtchromatographie wurde der Reaktionsverlauf beobachtet, wobei die Bildung
eines Fleckes beobachtet wurde, der auf die Bildung der Dicarbonsaure schlieRen lie3. Ob-
wohl mit zunehmender Reaktionsdauer die Grof3e des Fleckes zunahm, wurde mittels auf-
genommener Massenspektren unter ESI-lonisierung auch die Zunahme von zusatzlichen
Peaks beobachtet, die auf eine abgelaufene a-Oxidation und damit einen CH,-Gruppen-
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Verlust andeutete. In einem weiteren Versuch wurde die modifizierte JONES-Oxidation ver-
wendet.*** Als problematisch erwies sich hier ebenfalls die unzureichende Léslichkeit in
Chloroform. Es konnte zwar die Bildung einer Saure mittels Dunnschichtchromatographie
beobachtet werden. Allerdings wurde in den aufgenommenen Massenspektren nur ein Peak
detektiert, der nicht der gewtinschten Dicarbonsaure 111 entsprach. Des Weiteren wurde in
Anlehnung an eine Vorschrift von ZHAO eine mdgliche Oxidation mit 2,2,6,6-Tetra-
methylpiperidinyloxyl (TEMPO) untersucht.!”® Dabei werden zu einer wassrigen Lésung von
TEMPO simultan eine Losung von Natriumhypochlorit und eine Lésung von Natriumchlorit
getropft. Da das Diol 110 praktisch unléslich in Wasser ist, wurde das Diol 110 in Chloroform
vorgelegt und zusatzlich Tetrabutylammoniumbromid hinzugegeben, sodass die Oxidation
unter Phasen-Transfer-Katalyse ablaufen sollte.!”* Bei der Nachverfolgung des Reaktions-
verlaufs mittels Dinnschichtchromatographie wurde die Bildung eines Produktes beobachtet,
das ein vergleichbares Laufverhalten wie eine Saure aufwies. Allerdings konnte in den auf-
genommenen Massenspektren die gewiinschte Dicarbonsaure nicht detektiert werden, statt-
dessen wurde vergleichbar zur modifizierten JONES-Oxidation ein Peak mit einer deutlich
niedrigeren Massezahl je Ladung detektiert, die der Dicarbonséaure nicht zugeordnet werden
kann und auf Spaltprodukte schlie3en lie3. Da aufgrund der schlechten Ldslichkeit des Diols
110 in den gangigen Losungsmitteln, als auch der Ergebnisse der durchgefiihrten Oxidatio-
nen kein Erfolg hinsichtlich der gewtinschten Produktbildung der Diséure 111 erzielt wurden,
wurde der gewdahlte Reaktionsweg mangels Erfolgsaussichten nicht weiter verfolgt, zumal
der Zugang zu den dimeren Verbindungen einfach und effektiv sein sollte.

2.6.2 Synthese des dimeren Ceramids mit zwei Thioethergruppen

Alternativ zu den Syntheseversuchen des dimeren Ceramids mit Ether Verbindung wurde die
Mdoglichkeit untersucht, durch zweifache Alkylierung eines endstandigen Dithiols Zugang zu
der beschriebenen neuen Substanzklasse der dimeren Ceramiden zu erlangen.

Als Ausgangsverbindungen dienten kommerziell erhéltliches 1,8-Dibromoctan und 11-Brom-
undecansaure. Zunachst wurde das 1,8-Dibromoctan (112) durch Erhitzen mit Thioharnstoff
in Ethanol in das Bis-Thioroniumsalz Uberfiihrt. Anschlie@end wurde durch Zugabe einer
wassrigen Natriumhydroxidlésung und Erhitzen unter Rickfluss das Octan-1,8-dithiol (113)
erhalten.™*® Das Dithiol 113 wurde ohne weitere Reinigung weiterverwendet. In Anlehnung an
eine Vorschrift von DRESCHER et al. wurde das Dithiol 113 mittels Kalium-tert-butanolat in
abs. Ethanol zum Dithiolat (114) deprotoniert.'** Fiir die Alkylierung wurde die dreifachmola-
re Menge an 11-Bromundecanséure (115) durch Zugabe von einer dquivalenten Menge Nat-
riumhydroxid zur Saure in abs. Methanol in das entsprechende Salz 116 Uberfuhrt. Das Me-
thanol wurde evaporiert. Der Salzriickstand wurde in abs. Ethanol aufgenommen und auf
50 °C erwarmt, bevor eine ethanolische Dithiolat 114 hinzugetropft wurde. Die Reaktion wur-
de nachfolgend unter Ruckfluss erhitzt, bis keine weitere Umsetzung mittels Dinnschicht-
chromatographie mehr beobachtet wurde. Zur Aufarbeitung wurde mit 2 N Salzsaure ange-
sauert und mit Chloroform extrahiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus Heptan umkris-
tallisiert. Die 12,21-Dithiadotriacontandisaure (117) konnte in guter Ausbeute (69%) erhalten
werden (siehe Abb. 28). Mittels Dunnschichtchromatographie (Chloroform/Ether/Essigsaure
50/50/1 VIVIV) wurde keine weitere Verunreinigung detektiert. Bei der nachfolgenden Bis-
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Kupplung mit Phytosphingosin unter Verwendung des Kupplungsreagenzes ByPOP® wurde
allerdings neben dem gewtiinschten Kupplungsprodukt ein nicht abtrennbares Nebenprodukt
erhalten. Das Nebenprodukt weist einen geringfugig grof3eren R-Wert auf, wodurch ausge-
schlossen wurde, dass es sich bei diesem um Mono-Kupplungsprodukt handelt. Da das Auf-
treten dieses Nebenproduktes bei keinen anderen PyBOP® Kupplungen beobachtet wurde,
entstand die Vermutung, dass es sich um eine Verunreinigung der Saure handeln kodnnte.
Die Synthese der Disaure wurde mit verschiedenen Modifikationen wiederholt, wobei das
Auftreten des Bis-Kupplungsnebenproduktes nicht verhindert werden konnte.
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Abb. 29: Darstellung der 12,21-Dithiadotriacontandisédure (117) durch Bis-Alkylierung von Octan-1,8-di-
thiolat (114)

Im weiteren wurde Uberlegt, die Disduresynthese dahingehend zu modifizieren, dass statt-
dessen die Bromsaure 115 in die entsprechende Mercaptosaure umgewandelt wird und an-
schlie3end mit dem Dibromid 112 umgesetzt wird.

Die 11-Bromundecanséaure (115) wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von LIvVNI durch Re-
aktion mit Thioharnstoff in siedendem Ethanol in das Thioroniumsalz tberfuhrt. Durch Zuga-
be einer wassrigen Natriumhydroxidlésung und Erhitzen unter Ruckfluss wurde die 11-
Mercaptoundecanséaure (118) erhalten.”® Zur Deprotonierung der Mercapto-Gruppe wurde
anstelle von Kalium-tert-butanolat eine 1 molare Methanolat-Lésung™'® verwendet. Dazu
wurde die 11-Mercaptoundecanséaure (118) in Methanol vorgelegt und 2 Aquivalente Natri-
ummethanolat hinzugegeben, um sowohl die Mercapto-Gruppe als auch die Saure-Gruppe
zu deprotonieren. Anschlielend wurde der Ansatz auf 50 °C erwarmt und eine methanoli-
sche Ldsung an 1,8-Dibromoctan (112) hinzugetropft. Zur besseren Umsetzung wurde der
Ansatz unter Ruckfluss erwarmt, bis keine weitere Umsetzung mehr mittels Dinnschicht-
chromatographie beobachtet wurde. Zur Aufarbeitung wurde wassrige Kaliumhydroxid-
Lésung hinzugegeben und erwarmt, um das Natriumsalz der Dicarbonséaure in das Kalium-
salz zu Uberfihren. Nach dem Abkihlen wurde der Niederschlag des Kaliumsalzes der
Disaure abfiltriert. Fur die Uberfiihrung in die protonierte Form musste das Salz in einem
Gemisch aus verdiinnter Schwefelsdure und Chloroform gegeben werden und zusétzlich
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erwarmt werden. Das nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde aus Ethylacetat um-
kristallisiert (sieche Abb. 29). Im Vergleich zur ersten Synthesevariante konnte die Ausbeute
auf 85% gesteigert werden. Mittels Dunnschichtchromatographie (Chloroform/Ether/Essig-
saure 50/50/1 V/IVIV) konnte ebenfalls keine weitere Verunreinigung detektiert werden. In
einem Testversuch zur dimeren Ceramid-Kupplung mit Phytosphingosin wurde das oben
beschriebene Bis-kupplungsNebenprodukt nicht beobachtet.
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Abb. 30: Darstellung der 12,21-Dithiadotriacontandisédure (117) durch Kupplung der zweifach deprotonierten 11-
Mercaptoundecanséaure (119) und 1,8-Dibromoctan (112)

Da eine endstandige Deuterierung vergleichbar zu den bereits beschrieben Ceramiden (sie-
he Kapitel 2.3, 2.4 und 2.5) nicht moglich war, entstand die Uberlegung das fiir die Synthese
der Dicarbonséaure bendtigte Mittelstlick zu deuterieren.

Um Zugang zum deuterierten 1,8-Dibromoctan zu erhalten, konnte im Gegensatz zu den
endstandig deuterierten Ceramiden nicht auf die dreistufige Reduzierung eines Esters zu-
rickgegriffen werden. Stattdessen wurde ausgehend von kommerziell erhéltlicher Octan-
disaure (120) nach einer modifizierten Vorschrift von HsIAO et al. alle Wasserstoffatome
durch Deuteriumatome ersetzt.*® Der Deuteriumaustausch erfolgte in einer Hydrierapparatur
bei 180 °C und 9,5 bar in Deuteriumoxid unter Verwendung von Kaliumhydroxid und einem
Paladium/Kohlenstoffkatalysator bei einer Reaktionszeit von 80 Stunden. Vergleichend zu
den 3 Deuteriumatomen der endsténdig deuterierten Ceramide wurde die Deuteriumatom-
anzahl von 12 bei dem dimeren Ceramid als ausreichend fir die Neutronendiffraktionsexpe-
rimente erachtet. Daher wurde fir die anschlieRende Reduzierung Lithiumaluminiumhydrid
verwendet. Als LOosungsmittel wurde aufgrund der Loslichkeit von der deuterierten 1,8-
Octandisaure ein Gemisch aus Diethylether und Tetrahydrofuran verwendet, um das
2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D,»,-Octan-1,8-diol (122) zu erhalten. Das Rohprodukt wurde ohne
weitere Reinigung in schon beschriebener Weise mit 3,4-Dihydro-2H-pyran zum Bis-THP-
geschitzten Diol 123 umgesetzt.'* Die THP-Schutzgruppe wurde durch Reaktion mit
Triphenylphosphindibromid in  das Dibromid umgewandelt und somit das
2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D1,-1,8-Dibromoctan (124) zu erhalten (siehe Abb. 30).'%
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Abb. 31: Darstellung von 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D1,-1,8-Dibromoctan (124)

Die Synthese der deuterierten Dithiadicarbonsaure 125 erfolgte in Analogie zur undeuterier-
ten Diséure 117 (siehe Abb. 31.

1. MeOH
5 5 2. KOH, EtOH . b .
, )LMSG n Br/\éﬁ/\Br 3. HySO,, CHCl3 Ws/\eﬁ\sw
NaO 56 - o D ° 0
10
119 124 125

Abb. 32: Darstellung der 14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D1,-12,21-Dithiadotriacontandisaure (125)

Die Biskupplung der Disaure 117,125 mit den Sphingoid-Basen Sphingosin (30) und Phyto-
sphingosin (31) erfolgte in schon beschriebener Weise mit dem Kupplungsreagenz
PyBOP®.** Zun&chst wurden die Sauren 117,125 mit ByBOP® und Hiinig-Base aktiviert, vor
der Zugabe der jeweiligen Sphingoid-Base, um die jeweiligen Ceramide zu erhalten (siehe
Abb. 18).

Fir die Aufarbeitung wurde der jeweilige Ansatz zur Trockne eingeengt und aufgrund der
Loslichkeit fur die Reinigung mittels Saulenchromatographie auf Kieselgel aufgezogen.

Die Ausbeuten der Ceramide vom Sphingosintyp waren trotz der sehr guten Ausbeuten all-
gemein hoher als bei den Ceramiden vom Phytosphinogsintyp. Dies ist vermutlich auf die
lange Eluationszeit bei der Saulenchromatographie zurtickzufiihren. Es wurden die Cerami-
de dCER [NSS] 126 und dCER [NSS]-D;, 127 in Ausbeuten von mehr als 90% erhalten,
wahrend die Ceramide dCER [NPP] 128 und dCER [NPP]-D;, 129 um die 80% lagen.
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Abb. 33: Darstellung der dimeren Ceramide dCER [NSS] 126,127 und dCER [NPP] 128,129
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3 Biophysikalische Untersuchungen

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Ceramide wurden fir Experimente, insbesonde-
re Neutronendiffraktionsuntersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. R.H.H. NEu-
BERT, Institut fir Pharmazie der Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg und Institut fur
angewandte Dermatopharmazie, zur Verfigung gestellt. Zusétzlich konnten die dimeren Ce-
ramide fur Festkdrper-NMR Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D. HUSTER,
Institut fir Medizinische Physik und Biophysik, Universitat Leipzig, bereitgestellt werden.

Da die Ceramide als Grundlage weiterfiihrender Arbeiten verwendet werden, bleibt die Ver-
offentlichung der jeweiligen Ergebnisse den entsprechenden durchfihrenden Personen vor-
behalten. An dieser Stelle beschrankt sich daher die Auswahl auf die Ergebnisse der Unter-
suchungen zu den Ceramiden [AP] (Diastereomerengemisch) und [mEOS] veroffentlicht in
SONNENBERGER et al.”"®. Da zunéchst die Verwendung der deuterierten Ceramide nur fiir
Neutronendiffraktionsexperimente vorgesehen war, beschrankt sich die Auswahl auch nur
auf diese Untersuchungen. Fir Ergebnisse im Bereich von Festkérper-NMR Untersuchungen
sei auf die Arbeiten von STAHLBERG et al. verwiesen.'’’

3.1 Neutronendiffraktionsexperimente an Modellmembranen mit
deuterierten Ceramid [AP]

Das Ceramid [AP] ist aufgrund seines hohen Anteils an den Ceramiden des Stratum corne-
ums von groRem Interesse fur Strukturuntersuchungen hinsichtlich des Einflusses auf den
molekularen Aufbau der SC Lipidmatrix.>*#***%1"® \vom natiirlichen Ceramid [AP] sind Mole-
kule mit unterschiedlicher Kettenldnge bekannt und variieren zwischen einer Kohlenstoff-
anzahl von 32 und 52 Atomen.* RUTTINGER et al.”” bzw. SCHROTER et al.'’”® benutzten je-
weils das Diastereomerengemsich vom Ceramid [AP]. Das Ceramid hatte dabei eine Ge-
samtkohlenstoffanzahl von 36 Atomen, wobei beide Ketten jeweils 18 Kohlenstoffatome auf-
wiesen. Diese wurden als Bestandteile einer Modellmembran benutzt, die nachfolgend mit-
tels Neutronendiffraktion untersucht wurde. Es konnte dabei gezeigt werden, dass das Dias-
tereomerengemisch des Ceramids [AP] fur die Ausbildung der Modellmembran von groRRer
Bedeutung ist. Des Weiteren beschreiben RUTTINGER et al. die Ausbildung von zwei co-
existierenden lamellaren Phasen mit dem Wiederholabstand von 46,3 A und 45,3 A. Beide
werden der short-periodicity Phase (SSP) zugeordnet. Die Modellmembran bestand aus den
beiden Diastereomeren des CER [AP] mit jeweils 18 Kohlenstoffatomen in den beiden Ket-
ten, Cholesterol, Stearinsaure und Cholesterolsulfat mit einem Massenverhaltnis [%] von
55/25/15/5.

Aus den Ergebnissen wurde die Vermutung abgeleitet, dass das Ceramid [AP] in der Haar-
nadel Konformation vorliegt.” Um diese Annahme zu Uberpriifen, wurde das Experiment mit
identischer Zusammensetzung mit dem deuterierten Diastereomerengemisch an Ceramid
[AP] wiederholt. Zum einen sollte dabei die Struktur der lamellaren Phase bestimmt werden
und zum anderen die Lage der Deuteriummarkierung.

Es wurden zwei Modellmembranen prépariert. Eine mit deuteriertem und eine mit undeute-
rierten Ceramid [AP]. FUr beide Proben konnten hoch geordnete Systeme bis zur 5. Diffrakti-
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onsordnung gemessen werden, der lamellare Wiederholabstand betrug 43,9 A. Aus den
Ordnungen konnte der Strukturfaktor berechnet werden. Zuséatzlich wurde ein Uberschuss an
kristallinen Cholesterol erfasst, der nicht in der Lipidmembran enthalten war, diese aber auch
nicht beeinflusst.”>*® AnschlieRend konnte mit Fourier Transformation das Neutronenstreu-
langendichteprofil ps(x) fur die unterschiedlichen D,O-Kontraste erhalten werden (siehe Abb.
33). Die Neutronenstreulangendichteprofile ps(x) der Modellmembran mit deuteriertem Ce-
ramid weisen in der Mitte einen vergleichbaren Bereich auf, der den Alkylketten von den Lip-
iden zugeordnet wird. Ein bei undeuterierten Proben zu erwartendes Minimum bei x = 0 A ist
nicht vorhanden und wird auf die vorhandenen Deuteriumatome des spezifisch deuterierten
Ceramid [AP] zurtickgefuhrt. An den Randern unterscheiden sich die Neutronenstreulangen-
dichteprofile der unterschiedlichen H,O/D,O Mischungen deutlicher. Mit héherem D,O-
Gehalt der verwendeten H,O/D,0O Mischung steigt auch der Peak im Neutronenstreulangen-
dichteprofil an. Hervorgerufen wird dies durch den H,O/D,O Austausch der vorhandenen
H,O Molekiile in der Probenmatrix gegen das D,O der Mischung. Die Wasserverteilungskur-
ve als Differenz der ps(x)1009%p20 UNd ps(x)geyp20 hat in diesen Bereichen ihr Maximum. KIg-
SELEV et al. beschreiben fiir diesen Bereich das Vorhandensein der Lipidkopfgruppen.®® Zu-
séatzlich legen KIESLEV et al. fur die Maxima bei +12 A im hydrophoben Bereich nahe, dass
es sich hierbei um das Steroidgerust des Cholsesterols handelt, der in der Ceramidhaltige
Lipidmembran eingebunden ist.>® Basierend auf den Daten kann fiir den hydrophoben Be-
reich eine Dicke von 32,6 A und fiir den jeweiligen polaren Bereich von 5.7 A bestimmt wer-
den.

x==1628+003A

- 8 % DZO
L0 50% D,0
015108 —-= 100 % D,0
’ Y —— Water distribution function
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Abb. 34: Neutronstreulangendichteprofil der Modellmembran mit Ceramid [AP] bei 57% relativer Luftfeuchtigkeit
und 32 °C bei drei H,O/D,O Kontrasten und der Wasserverteilungsfunktion aus der Differenz von
Ps(X)100%p20 UNd ps(x)gup20; Abbildung entnommen aus SONNENBERGER et al.*®

Obwohl kein Ceramid-Gemisch verwendet wurde, sondern nur das kettenreine Ceramid
[AP], konnte die Ausbildung einer SPP beobachtet werden. Mit dem lamellaren Wiederhol-
abstand von 43,9 A ist die Lipidmembran kleiner als die von RUTTINGER et al. angegebenen
Absténde von 45,3 A und 46,3 A.”° bzw. als der von BOUWSTRA et al angebene Abstand von
60 A fir natives Ceramidmaterial.”” Anzumerken ist dabei jedoch, dass das native Material
eine groRere Komplexitat durch unterschiedliche Kettenlangen im Vergleich zu Modellmem-
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branen mit Ceramiden definierten Kettenlange aufweist. Dies fuhrte auch schon in in ande-
ren Untersuchungen dazu, dass kirzere Wiederholabstéande im Vergleich zur natlrlichen
Lipidmembran bestimmt wurden.>>"879178

Fur die Bestimmung der Lage der Deuteriumatome in der Modellmembran wurde die Diffe-
renz aus den Neutronenstreuléangendichteprofil der Probe mit deuteriertem Ceramid [AP] und
der Probe mit undeuteriertem Ceramid [AP] berechnet (siehe Abb. 34). Wé&hrend die undeu-
terierte Probe bei x = 0 A ein Minimum aufweist, das auf die CHs-Gruppen der Alkylketten
zuriickzufiihren ist,> enthalt die deuterierte Probe ein lokales Maximum. In der Differenzkur-
ve ist an dieser Stelle das absolute Maximum vorhanden. Aufgrund der Differenz der Streu-
langen zwischen Wasserstoff und Deuterium folgt, dass an dieser Stelle eine hohe Dichte an
Deuteriumatomen vorhanden ist, welche durch die endstandige CDs-Gruppe des markierten
Ceramids erklart werden kann.

40x10°

Pelx), a.u.

~——- sample_AP
-20 - - - sample_AP-d3
—— Deuterium difference

— 1 .
-20 -15 20

X, A
Abb. 35: Neutronenstreulangendichteprofile pg;¢f(x) als Differenz aus pgey:(x) und py,0:(x), gemessen bei 57%

relativer Luftfeuchtigkeit und 8% D,O; Ceramid [AP] in der méglichen Haarnadel und V-férmige Kon-
formationen abgebildet; Abbildung entnommen aus SONNENBERGER et al.®

Wie bereits beschrieben, befinden sich im Neutronenstreuldngendichteprofil die polaren
Kopfgruppen im Randbereich. Die Alkylketten sind auf das Membranzentrum ausgerichtet.
Aus dem all-trans-C-C Bindungsabstand von 1,27 A kann fiir das verwendete Ceramid [AP]
eine maximale Kettenlange von 22,9 A errechnet werden,*®*# bzw. fiir zwei sich gegen-
Uberliegende Ketten ungefahr 46 A. Unter Einbeziehung der beiden zusétzlichen Kopfgrup-
penbereiche kann der gemessene Abstand von ca. 44 A beispielsweise durch ein Ineinan-
dergreifen der CDs-Gruppen im Membranzentrum erklart werden. Allerdings kann die Kon-
formation des Ceramids daraus nicht abgeleitet werden. Die Haarnadel-Konformation wird
als die energetisch stabilere Variante beschrieben,®® jedoch wurde fir das Experiment das
Diastereomerengemisch des Ceramid [AP] verwendet. RAUDENKOLB et al. beschreiben das
bevorzugte Vorliegen der extended Konformation mit gré3eren Wiederholabstanden fir das
D-Ceramid [AP] und fur das L-Ceramid [AP] die V-formige Konformation mit kleineren Wie-
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derholabstéanden. Ein Vorliegen eines tilt, und damit das Vorliegen eines gewissen Nei-
gungswinkels der Alkylketten kann auch den gemessenen Abstand von 44 A erkléren.

3.2 Neutronendiffraktion an Modellmembranen mit Cera-
mid [MEOS]

Das naturliche Ceramid [EOS] ist mit einem Anteil von ungeféhr 6,5% an den Ceramiden des
menschlichen Stratum corneums der haufigste Vertreter der w-Acylceramide.” Es besteht
aus Sphingosin und einer langkettigen w-Hydroxyfettsaure, die mit einer weiteren Fettsaure
(hauptsachlich Linolsdure) verestert ist. Das Ceramid [EOS] ist wesentlich an der Lipidorga-
nisation des Stratum corneums und damit sowohl am Aufbau der Haut, als auch an der Aus-
bildung der Barrierefunktion beteiligt. °*33'% Die Lipidmatrix im menschlichen Stratum cor-
neum wurde von BOUWSTRA et al. durch das Vorhandensein von zwei co-existierenden la-
mellaren Phasen beschrieben. Zusétzlich zu der mit ca 60 A dicken short-periodictiy Phase
(SPP) wird noch eine long-periodicity Phase (LPP) mit einem Wiederholabstand von unge-
fahr 130 A angegeben.’”®! In Bezug auf die SPP wird fiir das Ceramid [EOS] ein Durch-
spannen der Doppelmembran bzw. ein Eindringen in angrenzende Membranschichten disku-
tiert, sodass damit eine Stabilisierung der lamellaren Schichten erreicht wird.***% Fir die
Ausbildung der LPP geben sowohl BOUWSTRA et al. als auch weitere Autoren an, dass dabei
dem Ceramid [EOS] eine Schliisselrolle zukommt.®>®"87189 Ajlerdings liegen in der Literatur
auch Ergebnisse einer Studie vor, bei der das Auftreten der LPP ohne langkettige w-Acyl-
ceramide gezeigt wurde. Anstelle dieser treten dabei Ceramide vom Typ des 6-Hydroxy-
sphingosins auf.'*

Fur das Neutronendiffraktionsexperiment wurde eine Modellmembran bestehend aus einem
langkettigen w-Acylceramid, Ceramid [NS], Cholesterol und Stearinsdure mit einem Stoff-
mengenverhaltnis [%] von 7/30/26/37 verwendet. Aufgrund eines vergleichbaren thermotro-
pen Phasenverhaltens wurde anstelle des natirlichen Ceramids [EOS] das methylverzweigte
Analogon verwendet (siehe Kapitel 2.5).”® Beim Ceramid [NS] wiesen beide Alkylketten eine
Kohlenstoffanzahl von jeweils 18 Atomen auf. Neben einer Modellmembran mit undeuterie-
ten Substanzen, wurde bei einer zusatzlichen Probe anstelle des undeuterierten Ceramid
[NS] das endstandig deuterierte Ceramid [NS] 18,18,18-D; verwendet. In zwei weiteren Pro-
ben wurde das undeuterierte Ceramid [mMEOS] durch zum einen das endstandig deuterierte
Ceramid [mEOS] t-D; und zum anderen durch das in der Mthylverzweigung deuterierten Ce-
ramid [MEOS] m-D; ersetzt. Durch den Vergleich der deuteriummarkierten Probe mit der
undeuterierten Probe kann die Position der Markierung innerhalb der Membran bestimmt
werden. Die insgesamt 4 Modellmembranen wurden bei 32 °C und 98% relativer Luftfeuch-
tigkeit bei den drei unterschiedlichen H,O/D,0O-Kontrasten vermessen. Kessner et al. be-
schreiben, dass die Ausbildung der LPP fur das Ceramid [EOS] von dem Vorhandensein von
Wasser abhangt.”

Fir die vier vermessenen Proben konnte jeweils nur eine Phase beobachtet werden. Diese
hatten jeweils einen lamellaren Wiederholabstand von 39 A + 1A und wird damit nicht der
LPP zugeordnet. Der zu erwartende Abstand fur die SPP mit 2 sich gegenuberliegende Ce-
ramid [NS] Molekiilen betragt 44,2 A und ist damit groRer als der gemessene Abstand von
39,4 A" Da die Differenz nicht mit ineinandergreifenden Alkylketten oder der Temperatur
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erklart werden kann, ist eine leicht geneigte Anordnung der Alkylketten in der lamellaren
Phase anzunehmen. Unter Einbeziehung reiner geometrischer Faktoren ergibt sich ein tilt
von ungefahr 26°, um den gemessenen lamellaren Wiederholabstand zu erklaren.

Nach Berechnung der Neutronenstreulangendichteprofile p,(x) wurde, um die Lage der Deu-
teriumatome in der Modellmembran zu bestimmen, jeweils die Differenz aus den Neutronen-
streulangendichteprofil der Probe mit dem entsprechenden deuterierten Ceramid und der
Probe mit den undeuterierten Ceramiden berechnet (siehe Abb. 35). Dabei wurde ein Unter-
schied zwischen dem Ceramid [MEOS] mit endstandiger Deuterierung und Methyldeuterie-
rung erkennbar. Fir die endstandige Deuterierung ist die Differenz kleiner und wurde bei
allen drei Kontrastvariationen beobachtet. Die Maxima der Differenzkurven, die das erhdhte
Auftreten von Deuteriumatomen kennzeichnen und damit die Position der Deuterium-
markierung reprasentieren, unterstiitzen die Vermutung eines vorliegenden tilts der Ceramid-
alkylketten. Eine mdgliche Anordnung der Ceramide ist in Abb. 35 gezeigt. Hierbei wurde
das w-Acylceramid in zwei Teile getrennt, da aufgrund der Lange des Ceramids dieses
hochstwahrscheinlich in die angrenzende lamellare Phase hineinreicht. Dies fuhrt dazu, dass
die w-Acylkopfgruppe im Kopfgruppenbereich der benachbarten Zelle sich befindet und der
w-Acylrest sich parallel zu den Alkylketten der Nachbarphase anordnet.

—— Protonierte Probe
----- Deuterierte Probe
—— Differenzkurve

0 T T T
-10 0 10 x, A

Abb. 36: Neutronenstreuldngendichteprofil im Vergleich zu den deuterierten Ceramiden a) CER [mMEOS] t-D3 b)
CER [mMEOS] m-D3 c) CER [NS] 18,18,18-D3;. Das CER [mEOS] ist zweigeteilt dargestellt, um das Vor-
liegen des w-Acylrestes in der angrenzenden lamellaren Einheit zu demonstrieren. Modifizeirte Abbil-
dung aus SONNENBERGER et al.!™
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Haut als grof3tes Organ Ubernimmt verschiedene lebenswichtige Funktionen des
menschlichen Organismus. Dabei hat die aul3erste Hautschicht, das Stratum corneum, als
Barriere gegen exogene Einflisse eine besondere Bedeutung. Entscheidend fir diese Barri-
erefunktion ist die Lipidmatrix innerhalb dieser Schicht. Ein wesentlicher Bestandteil sind die
Ceramide. Gleichzeitig haben sie auch die grofdte Bedeutung. Verschiedene Subspezies
sind an der Ausbildung der lamellaren Organisation beteiligt. Um ihre Funktion zu verstehen
und einen Einblick in die Membranstruktur zu erhalten, kénnen Modellmembranen mittels
Neutronendiffraktion untersucht werden. Die Zusammensetzung orientiert sich an den natir-
lichen Verhéltnissen und beschrankt sich auf nur wenige Ceramide neben freien Fettsduren
und Cholesterol. Die Verwendung von synthetisch hergestellten Ceramiden mit definierten
Kettenldngen hat sich hierbei als Vorteil gegentber der Verwendung von komplex zusam-
mengesetzten nativem Material erwiesen. Durch Verwendung von Ceramiden mit Deuterium-
markierung und Vergleich dieser mit undeuterierten Proben identischer Zusammensetzung
kénnen Rickschliusse auf die genaue Lage der Deuteriumatome und auf die Lage der Mole-
kiule innerhalb der Membran bzw. auf den Aufbau gezogen werden. Ein erstes Ziel der vor-
liegenden Arbeit war die Synthese von spezifisch endstandig deuterierten Ceramiden des
Sphingosins und Phytosphingosin-Typs, um diese fir Neutronendiffraktionsexperimente der
Arbeitsgruppe um Prof Dr. Dr. R.H.H. Neubert zugénglich zu machen. Im zweiten Teil der
Arbeit wurde die Synthese von komplexen, in diesem Fall dimeren Ceramiden, behandelt. Es
galt dabei, den jeweiligen Syntheseweg ausfuhrlich zu beschreiben und die Zwischen- und
Endprodukte analytisch zu charakterisieren. Zwei wesentliche Teile dieser Arbeit bilden da-
bei die Synthese der zugrundeliegenden Fettsauren und die nachfolgende Amidbildung zum
Ceramid.

Fur den non-hydroxylierten Ceramidtyp wurden drei endstandig deuterierte Fettsduren mit
18, 22 bzw. 24 Kohlenstoffatomen dargestellt. Ausgangspunkt war dabei ein kurzkettiges
endstéandig deuteriertes Alkylbromid, das in Abhangigkeit der gewiinschten Kettenlange mit
einem weiteren funktionalisierten Intermediat durch GRIGNARD-Reaktion kettenverlangert
wurde. Nach Umwandlung in die entsprechende Saure konnte unter Verwendung des Kupp-
lungsreagenzes PyBOP® eine neue Variante der Amidbindung fiir die Ceramidsynthese
etabliert werden.

Fir den alpha-hydroxylierten Ceramidtyp konnte Uber Alkylierung von Acetamidomalon-
saurediethylester mit den entsprechenden endstandig deuterierten Alkylbromiden Aminoséau-
ren mit 18 und 24 Kohlenstoffatomen erhalten werden. Durch Umwandlung in die korrespon-
dierenden 2-Hydroxysauren und Kupplung mit den Aminoalkoholen Phytosphingosin und
Sphingosin wurden die Ceramide [AP] und [AS] erhalten. Zunachst synthesebedingt als Di-
astereomerengemsich vorliegend, erfolgte durch einfache Saulenchromatographie die Tren-
nung dieser. Zum einen wurde dadurch die aufwendige Synthese von optisch reinen Fettsau-
ren umgangen, bzw. durch Etablierung der Saulenchromatographie die Substanzmengenbe-
schrankung der praparativen Dinnschichtchromatographie umgangen werden. Die erhaltene
D-Form entspricht dem natirlich vorkommenden Ceramid. Vor diesem Hintergrund ergeben
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sich interessante Ansatzpunkte fur die Neutronendiffraktionsexperimente der getrennten Di-
astereomeren sowohl vom Ceramid [AP] als auch vom Ceramid [AS].

Fir den in w-Position veresterten langkettigen Ceramidtyp wurden in Anlehnung an die na-
turlichen Ceramide [EOS] und [EOP] verschiedene Derivate synthetisiert. Anstelle der w-
veresterten Linolsaure wurde dazu 10-Methylpalmitinsaure verwendet. Neben der undeute-
rierten Form wiesen die Analoga entweder eine deuterierte Methylverzweigung, eine end-
standige CDs-Gruppe oder eine Deuteriummarkierung in beiden beschriebenen Positionen
auf. Dadurch ergeben sich Moglichkeiten sowohl die mdogliche Ausbildung der long-
periodicity Phase zu untersuchen, als auch die Lage der Markierungen zu bestimmen.

Durch die Synthese der 12-21-Dithiadotriacontandisdure und nachfolgender Amidkupplung
mit den entsprechenden Aminoalkoholen konnte der Zugang zu einer neuen Ceramid-Klasse
ermoglicht werden und in einer Patentschrift festgehalten werden. Durch Verwendung eines
zuvor synthetisierten 12fach deuterierten Mittelstlicks wurde sowohl fir Neutronendiffrakti-
onsexperimente, als auch fur Festkorper NMR Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. D. Huster Material zur Verfugung gestellt. Gerade in Hinblick des auf die dimeren Cera-
mide bestehen Vermutungen, dass durch ein Durchspannen der Doppelmembran diese sta-
bilisiert werden kann.

Durch die baukastenartigen Synthesestrategien konnten insgesamt 26 Ceramide sowohl mit
als auch ohne Deuterierung der Testung zugefiihrt werden. Das Baukastenprinzip ermdéglicht
dabei verschiedene weitere Abwandlungen. So kann durch Verwendung anderer Kupplungs-
intermediate der Zugang zu anderen Kettenlangen bei den non- und alpha-hydroxylierten
Fettsauren realisiert werden. Vergleichbar kann bei der dimeren Ceramid-Synthese durch
Verwendung anderer Intermediate die Position bzw. die Anzahl der Schwefelatome sowie die
Lange variiert werden und fir die Testung zur Verfigung gestellt werden. Auch bleibt die
Synthese weiterer dimerer Ceramide mit anderen Heteroatomen oder enthaltenen funktionel-
len Gruppen zukinftigen Arbeiten vorbehalten. Obwohl die methylverzweigten w-
Acylceramide ein vergleichbares thermotropes Phasenverhalten aufweisen, bleibt der Zu-
gang zum deuterierten natlrlichen w-Acylceramide auch weiterhin ein interessanter Ansatz-
punkt. Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit nur die Kupplung mit den beiden un-
deuterierten Aminoalkoholen Sphingosin und Phytosphingosin durchgefuhrt. Ein weiterer
Ansatzpunkt fur nachfolgende Arbeiten, insbesondere in Hinsicht auf die Lage der Amino-
alkohole in der Membran, kann die Synthese und Verwendung von deuterierten Aminoalko-
holen in Neutronendiffraktionsexperimenten sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit prasentierten Neutronendiffraktionsergebnisse beschranken
sich auf eine kleine Auswahl von durchgefiihrten Studien und verdeutlichen nur die Mdglich-
keiten, die sich ergeben, um einen Einblick in den molekularen Aufbau der Membran zu er-
halten, insbesondere durch den Vergleich von undeuterierten und vergleichbaren deuterier-
ten Probenmaterial. Fir die Neutronendiffraktionsexperimente werden Modellmembranen
generiert, die nur wenige Ceramide in vergleichbar geringen Mengen beinhalten. Durch die
Vielzahl der im Rahmen dieser Arbeit zur Verfligung gestellten Ceramide unterschiedlicher
Subspezies ergibt sich eine betrachtliche Anzahl an Untersuchungsmaoglichkeiten fir unter-
schiedlichste Experimente, die auch noch zukiinftige Arbeiten ermdglichen werden. Zusatz-
lich ergeben sich in Hinsicht auf den Einfluss von Enhancern unterschiedliche Ansatzpunkte.
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Abschlieend lasst sich festhalten, dass neben der Vielzahl an synthetisierten Ceramiden,
Ansatzpunkte fur weitere Synthesen auch in methodischer Hinsicht geliefert wurden und ver-
schiedenste Neutronendiffraktionsexperimente ermaoglicht wurden, um so den molekularen
Aufbau der Haut besser zu verstehen.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Losungsmittel fur die Reaktionen und Chromatographien wurden entspre-
chend den Angaben in der Literatur gereinigt, getrocknet und vor Gebrauch frisch

destilliert.**®

Kommerziell erworbene Substanzen

Falls nicht anders angegeben, wurden die folgenden Chemikalien von Sigma-Aldrich
(Deutschland) bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet.

Acetamidomalonséurediethylester Ace-
tanhydrid

Ammoniak, konz.

Ammoiumchlorid

Azelainsaure

Bariumhydroxid Octahydrat (Fluka)
Brom (Laborchemie Apolda)
1-Bromhexan
6-Bromhexansauremethylester
11-Bromundecanséure
Bromwasserstoffsaure
n-Butyllithium
Chlorameisensaureethylester
Chrom(lIl)oxid

Cumol

Deuteriumoxid (Armar AG)
1,8-Dibromoctan

Diisopropylamin
Diisopropylethylamin
3,4-Dihydro-2H-pyran
Dimethylsulfid-Boran-Komplex
Ethanol, 96%

Ethylenbrassylat
16-Hexadecanolid

Kaliumhydrid, 30% Suspension in Paraffin
Kaliumcarbonat

Kupfer(ll)chlorid, 99,999%
Kaliumhydroxid
Lithiumaluminiumdeuterid (Armar AG)
Lithiumaluminiumhydrid
Lithiumbromid, 99+%

Lithiumchlorid, 99,99%
Magnesiumspane
Malonséaurediethylester
Apolda)
Methansulfonséurechlorid
Natrium
Natriumborhydrid
Natriumnitrit
Natriumsulfat
Natriumchlorid
Natriumhydrid, 60%, in Paraffin
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogensulfat
Natriumhydroxid
1,9-Nonandiol (Fluka)
Octansaure

Octandisaure (Merck)
Palladium/Kohlenstoff (10%)
15-Pentadecanolid, 98%
Phosphorpentoxid
Phytosphingosin (Evonik)
PyBOP®

Pyridin

Pyridiniumdichromat
Pyridiniumtosylat, 98%
Salzséure, konz.
Schwefelsaure, konz.
Sphingosin (Evonik)
Thioharnstoff

Thionychlorid
p-Toluolsulfonsdure

(Laborchemie
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p-Toluolsulfonsaurechlorid Triphenylphosphin (Fluka)
Triethylamin

5.2 Analysenmethoden

5.2.1 Chromatographie

e Diunnschichtchromatographie (DC)

Die DUnnschichtchromatographie wurde zur Kontrolle von Reaktionsverlaufen, Reinheitspri-
fungen isolierter Zwischen- und Endprodukten sowie zur Bestimmung unkorrigierter R-Werte
verwendet. Hierfur wurden beschichtete Aluminiumplatten unterschiedlicher Gréf3e der Firma
Merck (Darmstadt, Deutschland) sowie von Macherey-Nagel (Diren, Deutschland) verwen-
det. Die stationare Phase bestand aus Kieselgel 60 Fs,.

Die zu analysierende Probensubstanz wurde in einem geeigneten Losungsmittel geldst und
durch Verwendung einer Kapillaren 10 uL mit Ringmarke der Firma Diaglobal (Berlin,
Deutschland), dinn auf die Fertigplatten aufgetragen. AnschlieRend wurden die Platten in
einer Chromatographiekammer unter Kammersattigung entwickelt. Als mobile Phase dienten
verschiedene Mischungen organischer Losungsmittel folgender Zusammensetzung (V/V).

LM 1 Heptan

LM 2 Heptan/Diethylether 8/2

LM 3 Chloroform/Heptan 4/6

LM 4 Chloroform/Heptan 6/4

LM 5 Chloroform

LM 6 Chloroform/Diethylether 8/2

LM 7 Chloroform/Diethylether 1/1

LM 8 Chloroform/Methanol 95/5
LM 9 Chloroform/Methanol/Ammoniak 95/5/1
LM 10  Chloroform/Methanol 9/1

LM 11  Chloroform/Methanol/Ammoniak 90/10/1
LM 12  Chloroform/Ethylacetat/Essigsaure 50/50/1
LM 13  Heptan/Ethylacetat 1/1

Fur die Detektion wurden aufgrund des Fehlens von chromophoren Systemen innerhalb der
synthetisierten Substanzen nasschemische Detektionsmaoglichkeiten verwendet. Eine LO-
sung des Triphenylfarbstoffs Bromthymolblau wurde fir die Detektion verwendet. Dieser la-
gert sich an lipophile Strukturen an, wodurch die Analysensubstanzen als gelbe Flecken auf
hellgelben Untergrund sichtbar werden. Zusétzlich kann durch eine Bedampfung mit Ammo-
niak die Empfindlichkeit dahingehend gesteigert werden, wobei die Substanzflecken dunkel-
blau auf hellblauen Grund hervortreten.

Fur die Bromthymolblaulésung wurden 200 mg Bromthymolblau und 400 mg Kaliumhydroxid
in einer geringen Menge Ethanol angel6st und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter verdunnt.
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e Séulenchromatographie (SCh)

Mittels Saulenchromatographie wurden die Zwischen- und Endprodukte aufgereinigt und
getrennt. Kieselgel 60 der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) mit einer Korngrof3e von
0,063 — 0,200 mm wurde als stationare Phase verwendet. Die Kieselgelmenge, die fur die
Chromatographie benétigt wurde, berechnete sich anhand der Masse der zu reinigenden
Substanz bzw. Substanzmischung. Fur die Verwendung von trocken gepackten Saulen wur-
de ein Verhdltnis Kieselgel zu Substanz von 10:1 (m/m) verwendet, bei nass einge-
schwemmten (konditionierten) Saulen ein Verhaltnis von 100:1 (m/m). Trocken gepackte
Saulenchromatographie wurde fir Zwischenprodukte und vorzugsweise grol3e Substanz-
menge, die zu reinigen sind, angewendet. Nass konditionierte Saulen wurden fir die Reini-
gung von Endprodukten bzw. kleinen Substanzmengen angewendet.

Als Elutionsmittel sind verschiedene Lésungsmittel und Lésungsmittelmischungen verwendet
worden, wobei die Zusammensetzung zur Polaritdtserhéhung je nach Bedarf diskontinuier-
lich verandert wurde. Bei der Chromatographie von Substanzen mit saurelabilen funktionel-
len Gruppen, sowie bestimmter Schutzgruppen wurden die sauren Silanolgruppen des Kie-
selgels durch Zusatz von TEA (10 Tropfen je 100 ml Elutionsmittel) abgepuffert.

Die Detektion der einzelnen Fraktionen erfolgte mittels Dinnschichtchromatographie.

e High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die Reinheit der Endprodukte wurde an einem HP 1100 Agilent Gerat der Firma Agilent
Technologies (Waldbronn, Deutschland) bestimmt. Als Sdule wurde eine Nucleodur 100-5
125 x 2 Saule der Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet und als Detektor
diente ein ELSD 2000 Alltech Lichtstreudetektor der Firma Grace Davison (Columbia, Ma-
ryland, USA). Die Proben wurden in einer CHCI/MeOH Mischung geldst. Die erhaltene
Stammldsung wurde auf die bendtigte Konzentration verdiinnt und das entsprechende Pro-
benvolumen in die HPLC-Anlage injiziert. Die erhaltenen Chromatogramme wurden mit der
Software MicroCal Origin 8.0 ausgewertet.

5.2.2 Elementaranalyse (EA)

Die Elementaranalyse der synthetisierten Substanzen auf enthaltenen Kohlenstoff, Wasser-
stoff, Stickstoff und Schwefel wurden im automatischen Mikroverfahren an einem CHNS-932
Gerét der Firma Leco-Corporation (St. Joseph, Michigan, USA) durchgefihrt.

5.2.3 Kernspinresonanzspektroskopie — Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
(NMR)

Die 'H-NMR und **C-NMR Spektren wurden an einem Varian Gemini 2000 bzw. an einem
Varian Inova 500 aufgenommen. Dabei erfolgten die Aufnahmen der *H-NMR Spektren bei
400 MHz bzw. 500 MHz, die der **C-NMR Spektren bei 100 MHz bzw. 125 MHz. Die zu ana-
lysierende Probe wurde je nach Loéslichkeit entweder in CDCls, THF-Dg, DMSO-Dg oder Mi-
schungen aus CDCI; und CD3;OD unterschiedlicher Zusammensetzung gelost. Das verwen-
dete Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch, sowie eine von 27 °C abweichende Mess-
temperatur sind in der Auswertung der experimentellen Daten angegeben.
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Die verwendeten deuterierten Losungsmittel wurden zusatzlich als interner Standard ver-
wendet. Die angegebenen chemischen Verschiebungen & in ppm beziehen sich bei Signalen
mit definierter Multiplizitaten (d — Duplett, t — Triplett) auf deren Symmetrieachse mit Angabe
der Kopplungskonstante J in Hz. Fur das Vorliegen von Multipletts (m) werden die Bereiche
der Signale angegeben. Wenn mdglich erfolgt eine Angabe von Kombinationen von Multipli-
zitaten wie dt (Dublett vom Triplett). Unscharfe Signale, die anscheinend eine geringere Mul-
tiplizitat aufweisen, sind in Anfilhrungszeichen angegeben.

5.2.4 Massenspektrometrie (MS)

e Elektronenstol3-lonisation (EI-MS)

Fur die Aufnahme der Massenspektren, deren lonisation durch ElektronenstoR-lonisation
erzeugt wurde, ist ein AMD 402 (70 eV) Gerat der Firma AMD Intecta GmbH (Harpstedt,
Deutschland) verwendet worden.

e Elektronenspray-lonisation (ESI-MS)

Die Analysenprobe wurde unter Verwendung geeigneter Lésungsmittel gelést und mittels
Spritzpumpe Harvard Apparatus 22 (Holliston, Massachusetts, USA) injiziert und im Elektro-
nenspray bei 4,5 kV positiv und negativ ionisiert. Die Aufnahme der Spektren erfolgte am
lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan Mat SSQ 710 (Ringoes, New York, USA).

e Gaschromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Proben wurden zunéchst gaschromatographisch am Gerat HP 5890 Il getrennt und
gleich anschliel3end am Gerat MS 5971 A massenspektrometrisch vermessen (beide Geréte
der Firma Hewlett-Packard, Palo Alto, Kalifornien, USA). Zur chromatographischen Trennung
wurde eine Saule mit DB5 30m x 0,25 mm (Innendurchmesser) x 0,25 um (Innenbeschich-
tung) verwendet. Die Temperatur am Injektor betrug 250 °C und am Detektor 280 °C.

e Hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS)

Die Identitatsbestimmung der teildeuterierten Endprodukte mittels hochauflésender (high
resolution) Massenspektrometrie wurde an einem LTQ-Orbitrap-Massenspektrometer der
Firma Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) durchgefihrt. Die lonisation der in
CHCIs/MeOH geldsten Probe erfolgte mittels Proxeon-Nano-ESI-Quelle der Firma Thermo
Fisher Scientific (Bremen, Deutschland).

5.2.5 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche wurde an einem Boetius Heiztischmikroskop durchge-
fuhrt. Die erhaltenen Werte wurden nicht korrigiert.
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5.2.6 Neutronendiffraktion

Die Untersuchungen mittels Neutronenstreuung wurden am Membrandiffraktometer V1 am
Helmholtz-Zentrum (HZB, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Durch den Monochromator
wurde die Wellenléange der Neutronen auf A = 4,57 A eingestellt. Der Abstand zwischen Pro-
be und zwei-dimensionalem positionssensitiven 3He-Detektor (Flache: 20 cm x 20 cm, rdum-
liche Auflosung 1,5 mm x 1,5 mm) variierte. Fir die ausgewahlten Beispiele betrug sie
101,81 cm bzw. 102,24 cm. Die Aufnahme der ausgwéahlten Beugungsmuster erfolgte ent-
weder als kontinuierlicher 8-26 Scan oder als rocking scan. Eine ausfihrliche Beschreibung
ist in RUTTINGER et al. angegeben.”

Fur die Messungen wurden Proben mit multilamellaren Modellmembranen aus einem oder
zwei Ceramiden, Fettsduren und Cholesterol bzw. Cholesterolsulfat hergestellt. Die Zusam-
mensetzung orientierte sich dabei an bereits durchgefiihrten Studien von ENGELBRECHT et al.
und SCHROETER et al.”*'%? Neben der Probe mit dem deuterierten Ceramid wurde fiir die
Vergleichbarkeit eine Referenzprobe mit identischer Zusammensetzung unter Verwendung
des undeuterierten Analogons vorbereitet.

Die Modellmembranen wurden nach einer bereits beschriebenen Prozedur von SEuL und
SAMMON prépariert.®® Dazu wurden die Bestandteile unabhangig voneinander in einem
Chloroform/Methanol Gemisch (2:1 V/V) aufgenommen und nachfolgend zusammen-
gegeben, um eine Stammlésung mit einer Konzentration von 10 mg/ml zu erhalten. An-
schlielBend wurden 1200 ul des Lésungsgemisches auf eine vorgewarmte Quartzplatte mit-
tels Hamillton-Pipette oder mittels Airbrush (Harder & Steenbeck, Norderstedt, Deutschland)
aufgebracht. Das Losungsmittel wurde anschlie3end lber 12 Stunden im Vakuum abgezo-
gen. Um einen héheren Ordnungszustand der Lipidmembran zu erhalten, wurden die Proben
nachfolgend Annealing-Zyklen unterzogen. Bei dieser Methode wird durch mehrfaches Er-
warmen auf 75 bis 80 °C bei 100% relativer Luftfeuchte und Abkuhlen auf 25 °C fir definierte
Zeitrdume die Lipidorientierung innerhalb der Membran erhéht, um hochgeordnete multila-
mellare Schichten zu erhalten.**%*%

Die verwendeten Ceramide, soweit diese nicht innerhalb der Arbeitsgruppe synthetisiert
wurden, wurden von Evonik (Essen, Deutschland) zur Verfigung gestellt und vor Verwen-
dung mittels S&ulenchromatographie gereinigt. Stearinsaure, Cholesterol und Cholesterol-
sulfat wurden kauflich bei Sigma Aldrich (Deutschland) erworben.

Fur die Messungen wurden die Quartzplatten in Aluminiumkammern eingespannt. Diese
konnen durch externe Warmezufuhr auf eine konstante Temperatur eingestellt werden.
Durch wassrige Salzlésungen im inneren der Kammer kann die relative Luftfeuchtigkeit regu-
liert werden. Um in-vivo Bedingungen abzubilden, wurde die Temperatur bei konstant 32 °C
gehalten und die relative Luftfeuchtigkeit mittels gesattigter Natriumbromid-Lésung auf 57%
reguliert. Um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens bestimmter Membranstrukturen zu erho-
hen, wurde auf3erdem mittels gesattigter Kaliumsulfat-Lésung eine relative Luftfeuchtigkeit
von 98% eingestellt.”>**>*" Fiir jede relative Luftfeuchtigkeit wurden drei Salzlésungen mit
unterschiedlicher H,O/D,O Zusammensetzung (0/100; 50/50; 92/8 V/V) hergestellt und sepa-
rat voneinander vermessen. Jeder Kontrastwechsel bedingte dabei eine Equilibrierungzeit
der Probe von 6 bis 8 Stunden.*®®
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5.3 Allgemeine Synthesevorschriften

Methode 1A: Reduktion zur deuterierten CDs-Gruppe

Eine Losung der zu reduzierenden Verbindung in abs. Diethylether (12 ml je 10 mmol umzu-
setzender Estergruppe) wurde tropfenweise zu einer Suspension von LiAID,
(0,6 Molaquivalente je umzusetzender Estergruppe) in abs. Diethylether (15 ml je 10 mmol
LiAID,) gegeben. Die Reaktion wurde unter Rickfluss erhitzt bis keine weitere Umsetzung
mittels DC beobachtet wurde. Zum Reaktionsabbruch wurde tropfenweise D,O (1,5 ml je
10 mmol LiAID,) unter Eiskihlung hinzugegeben. Der Ansatz wurde fir 2 h gerthrt. Der ge-
bildete Niederschlag wurde mittels Fritte abgesaugt. Die Fritte wurde dreimal mit abs. Ether
gewaschen. Die vereinigten org. Phasen wurden mit Wasser und mit geséattiger NaCl-Losung
gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert, am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt,
tber P,Os getrocknet und ohne Reinigung weiter umgesetzt.

Zu einer Losung des getrockneten Rohprodukts und TEA (2,1 Molaquivalente zur urspring-
lich eingesetzten Estergruppe) in CHCI; (100 ml je 50 mmol urspringlich eingesetzter Ester-
gruppe) wurde tropfenweise eine Losung von Methansulfonsaurechlorid (1,1 Molaquivalente
zur ursprunglich eingesetzter Estergruppe) in CHCI; (50 ml je 50 mmol urspriingliche einge-
setzter Estergruppe) unter Eiskiihlung hinzugegeben. Der Ansatz wurde auf Raumtempera-
tur erwdrmt und fir 12 h weitergerihrt. Zur Aufarbeitung wurde Eiswasser (halbes Volumen
an CHCI3) hinzugegen und der Ansatz fur 2 Stunden geruhrt. Die org. Phase wurde abge-
trennt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit CHCI; extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
wurden eingeengt. Der Rickstand wurde in Heptan aufgenommen und mit Wasser gewa-
schen, uber Na,SO, getrocknet, filtriert, am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt und tber
P,Os getrocknet. Das Rohprodukt wurde ohne Reinigung weiter umgesetzt.

Eine Losung des getrockneten Mesylats in abs. Diethylether (12 ml je 10 mmol der urspriing-
lich eingesetzten Estergruppe) wurde tropfenweise zu einer Suspension von LiAID,
(0,5 Molaquivalente je urspriinglich eingesetzter Estergruppe) in abs. Diethylether (15 ml je
10 mmol LiAID,) gegeben. Die Reaktion wurde unter Ruckfluss erhitzt bis keine weitere Um-
setzung mittels DC beobachtet wurde. Durch tropfenweises Hinzugeben von Wasser unter
Eiskihlung wurde die Reaktion abgebrochen. Der Ansatz wurde flr 60 min gerthrt. Der ge-
bildete Niederschlag wurde mittels Fritte abgesaugt. Die Fritte wurde dreimal mit abs. Ether
gewaschen. Die vereinigten org. Phasen wurden mit Wasser und geséttiger NaCl-Losung
gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt.
Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA fir den Fall, das saure-
labile Gruppen im Molekl enthalten sind.

Methode 1B: Reduktion zu Alkanolen

Eine Losung der zu reduzierenden Verbindung wurde in abs. Diethylether (150 ml je 0,05 ml
zu reduzierender Verbindung) tropfenweise zu einer Suspension von LiAlH, (1 Molaquivalen-
te je umzusetzender funktioneller Gruppe) in abs. Diethylether (100 ml je 0,05 mol LiAlH,).
Die Reaktion wurde unter Ruckfluss erhitzt bis keine weitere Umsetzung mittels DC mehr
beobachtet wurde. Zum Reaktionsabbruch wurde tropfenweise Wasser unter Eiskihlung
hinzugetropft. Der Ansatz wurde fur 2 h gerthrt. Die org. Phase wurde abgetrennt. Die wass-
rige Phase wurde zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden
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mit gesattiger NaCl-Losung gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotations-
vakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter
Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA,
fur den Fall, das saurelabile Gruppen im Molekil enthalten sind.

Methode 2: Bromsubstitution nach SCHWARZ et al."**

Triphenylphosphin (2,2 Molaquivalente je THP-geschiitzten Alkohol) wurde in CH,CI, (5 ml je
1 mmol THP-geschitzten Alkohol) geldst und auf 0 °C abgekihlt. Tropfenweise wurde eine
Losung von Brom (2,2 Molaquivalente je THP-geschitzten Alkohol) in CH,Cl, (2 ml je
1 mmol THP-geschutzten Alkohol) hinzugefiigt. Wahrend des Zutropfens ist ein Anstieg der
Temperatur zu vermeiden, sowie eine Verfarbung durch Bromreste nach Abschluss des Zu-
tropfens. Im Anschluss wurde eine Losung des entsprechenden THP-geschitzten Alkohols
in CH,CI; (bis zu 2 ml je 1 mmol THP-geschutzten Alkohol) auf einmal hinzugegeben. Der
Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Gemisch wurde anschlieRend
zweimal mit Wasser gewaschen. Die org. Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und
am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulen-
chromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat.

Methode 3: modifizierte JONES-Oxidation zur Oxidation der Alkohole

Zu einem Eis gekuhlten Gemisch von CrO; (2,2 Molaquivalente je umzusetzenden Alkohol)
und 10 N H,SO,4 (1,1 ml je 1 mmol umzusetzenden Alkohol) wird tropfenweise tber 90 min
eine Losung des entsprechenden Alkohols in einer Mischung aus Aceton und CHCI; hinzu-
gegeben. Anschlieend wurde der Ansatz fir weitere 60 min bei 0 °C gerlhrt. Zur Aufarbei-
tung wurde ein Gemisch von gesattigter NaCl-Losung und Wasser (1/1 V/V) hinzugegeben.
Der Ansatz wurde dreimal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und am Rotationsva-
kuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter
Verwendung eines Heptan/CHCIs/Ether-Gradienten steigender Polaritat.

Methode 4A: Synthese der Ceramide des Sphingosintyps

Die Synthese erfolgte an Anlehnung an die von COSTE et al beschriebene Vorschrift.'*® Zu
einer Suspension der umzusetzenden Molmenge der entsprechenden Séure und PyBOP®
(1,1 Molaquivalente je Carboxygruppe) in CH,Cl, (10 ml je 1 mmol Carboxygruppe) wurde
Diisopropylethylamin (2 Molaquivalente je Carboxygruppe) hinzugegeben. Der Ansatz wurde
fur 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wurde Sphingosin 30 (1,1 Molaquiva-
lente je Carboxygruppe) hinzugegeben und der Ansatz fir 12 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz entweder filtriert oder eingeengt. Die Reinigung erfolgte
mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines CHCIs/MeOH-Gradienten steigen-
der Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

Methode 4B: Synthese der Ceramide des Phytosphingosintyps
Anstelle des Sphingosins wurde als Aminoalkohol Phytosphingosin 31 (1,1 Molaquivalente je
Carboxygruppe) verwendet. Die tbrige Reaktionsfiihrung erfolgte entsprechend Methode 4a.
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Methode 5:Abspaltung Acetylschutzgruppe

Die Synthese erfolgte an Anlehnung an die von WISSE et al. beschriebene Vorschrift.*’ Das
entsprechende acetylierte Ceramid wurde in einer Mischung aus CHCI; und Methanol (10 ml
4/1 VIV je 50 mg acetyliertes Ceramid) gelost. Der Losung wurden 5 Tropfen Aqua dest. und
katalytische Mengen an Kaliumcarbonat zugesetzt und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Der Ansatz wurde anschliel3end zur Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mit-
tels Saulenchromatographie.

5.4 Synthese der deuterierten Ceramide [NS] und [NP]

5.4.1 Darstellung des 9,9,9-Ds-1-Bromnonans

Nonandisauredimethylester — (5)

Fur die Bis-Veresterung wurde Azelainsaure (1) (106,7 g, 0,57 mol), Methanol (85,2 ml,
2,1 mol), konz. Schwefelsaure (5 ml) und Dichlormethan (100 ml) am Wasserabscheider
gekocht bis kein Wasser mehr abgeschieden wurde. AnschlieRend wurde das Dichlormethan
unter reduziertem Druck am Rotationsvakuumverdampfer abgezogen. Der erhaltene Ruck-
stand wurde in Diethylether (500 ml) aufgenommen. Die org. Phase wurde mit Wasser
(200 ml), verdunnter KOH-LAsung (5%, 100 ml) und gesattigter NaCl-Losung (100 ml) gewa-
schen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die
Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-
Gradienten steigender Polaritét.

Summenformel:  Cy;H00,4 o O

Mg (g/mol): 216,27 \O)J\/W\/U\O/
Ausbeute: 95% (116,60 Q)

Aussehen: farblose Flussigkeit

R LM 5: 0,50

EI-MS (m/z2): 217 [1%, M'], 185 [11%, M-OCHj5']

EA: ber.(%): C 61,09, H 9,32
gef.(%): C 60,93, H 9,26
'H-NMR: 400 MHz, CDCls: §[ppm] = 1,28-1,32 (m, 6 H, -(CH,)2(CH,)3(CH>),-), 1,56-
1,64 (m, 4 H, 2x -CH,CH,COO-), 2,28 (t, *Jun = 7,5Hz, 4 H, 2x -CH,
COO0-), 3,65 (s, 6 H, 2x -CHy)
3C-NMR: 100 MHz, CDCl;: §[ppm] = 24,98 (2x -CH,CH,COO-), 28,99 (-(CH,)s
CH,(CH,)s-), 29,05 (2x -CH,(CH,),COO0-), 34,16 (2x -CH,COO-), 51,56
(2% -CH3) 174,33 (2% -COO0O-)

Nonandisauremonomethylester — (6)

Nonandisauredimethylester (5) (116,6 g, 0,54 mol) wurde in abs. Methanol (300 ml) gelost.
Unter starken Ruhren wurde eine Losung von Ba(OH), (85 g, 0,27 mol) in abs. Methanol
(500 ml) hinzugegeben. Das Gemisch wurde fur 12 h bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Anschlieend wurde der sich gebildete Niederschlag mittels Fritte abgesaugt und dreimal mit
Ether (150 ml) gewaschen. Der Rickstand wurde in verdunnter HCI-Losung (20%, 500 ml)
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ether (250 ml) extrahiert. Die vereinig-
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ten Etherphasen wurden zweimal mit verdinnter K,COs-Losung (5%, 150 ml), einmal mit
Wasser (150 ml) und gesattigter NH,CIl-Losung (150 ml) gewaschen, tber Na,SO, getrock-
net, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie unter Verwendung eines Chloroform/Ether-Gradienten steigender
Polaritat.

Summenformel: CyoH1504 o O

Mg (g/mol): 202,24 HOJ\/\/\/\/U\O/
Ausbeute: 59% (64,36 Q)

Aussehen: weiller Feststoff

Rs: LM 6: 0,

Fp: 23°C

ESI-MS (m/z):  positiv: 203,0 [M + H]"
negativ: 201,2 [M — H]", 187.3 [M — CH3]"

EA: ber.(%): C 59,38, H 8,97

gef.(%): C 59,33, H 8.98

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,24-1,36 (m, 6 H, -(CH.,)2(CH,)3(CH,)>-),
1,54-1,66 (m, 4 H, 2x -CH,CH,COO-), 2,28 (t, *Jyy = 7,6 Hz, 2H, -
CH,COO CHa), 2,31 (t, *Jy = 7,6 Hz, 2 H, -CH,COOH), 3,64 (s, 3 H, 2x -
CHs)

3C-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 24,66 (-CH,CH,COOH), 24,92 (-CH,CH,
COOCHz3), 28,91, 28,93, 28,98 (-(CH.)2(CHy)3(CHy),-), 34,11 (2x -CH,
COO0-), 51,57 (-CHa), 174,42 (-COOCHg), 180,14 (-COOH)

9-Hydroxynonansauremethylester — (7)

Methode A: Nonandisduremonomethylester (6) (22,6 g, 0.11 mol) wurden in abs. THF
(60 ml) geldést und die Losung auf -20 °C abgekihlt. AnschlieRend wurde Dimethylsulfid-
Boran Komplex (10,4 ml, 0,11 mol) in abs. THF (100 ml) tropfenweise unter starken Rihren
Uber 30 Minuten hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur weitergerihrt.
Zur Aufarbeitung wurde Aqua dest. (200 ml) dGber 10 Minuten hinzugetropft und K,COs;
(26,2 g, 0,19 mol) hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ether (200 ml, 2x
150 ml) extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung (200 ml)
gewaschen, uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt.
Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Chloro-
form/Ether-Gradienten steigender Polaritat.

Methode B: Nonandisauremonomethylester (6) (20,73 g, 0,1 mol) und TEA (14,3 ml, 0,1 mol)
wurden in abs. THF (150 ml) geldst und auf -10 C gekihlt. Chlorarmeisensaureethylester
(9,8 ml, 0,1 mol) wurde langsam uber 45 min zu der gekihlten Losung getropft, anschlie-
Rend wurde fir 30 Minuten bei -10 °C weitergerihrt. Der gebildete Niederschlag wurde inert
filtriert und der Rickstand zweimal mit abs. THF (30 ml) gewaschen. Zu den vereinigten
THF-Phasen wurde bei -5 °C NaBH, (14,73 g, 0,39 mol) hinzugegeben. Anschliel3end wurde
sehr langsam abs. Methanol (61,5 ml, 1,5 mol) Uber 2 h hinzugetropft. Der Ansatz wurde fir
1 h bei -5 °C weitergerthrt und danach fur 12 h bei Raumtemperatur. Zur Aufarbeitung wur-
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den 5 N HCI (100 ml) hinzugetropft und Wasser (100 ml) hinzugegeben. Das Gemisch wurde
dreimal mit Chloroform (200 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
verdunnter KOH-L6sung (5%, 100 ml), mit Wasser (100 ml) und mit gesattigter NaCl-Losung
(100 ml) gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer
eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines
Chloroform/Ether-Gradienten steigender Polaritét.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

ESI-MS (m/z):
EA:

'H-NMR:

BC-NMR:

CroHt200s /\/\/\/\)?\
188,26 HO o~
Methode A: 48% (10,1 g); Methode B: 81% (15,7 Q)

farblose Flussigkeit

LM 6: 0,32

positiv: 189,0 [M + H]"

ber.(%): C 63,80, H 10,71
gef.(%): C 63,59, H 10,72

400 MHz, CDCly: 8[ppm] = 1,21-1,32 (M, 8 H, -(CH)»(CH,)4(CH,),-), 1,48-
1,60 (m, 4 H, HOCH,CH,-, -CH,CH,COO0-), 2,26 (t, 3Juu = 7,5 Hz, 2 H,
-CH,COOCH;), 3,58 (t, 3 = 6,6 Hz, 2 H, HOCH,-), 3,63 (s, 3 H, -CHa)
100 MHz, CDCly: 8[ppm] = 24,97 (-CH,CH,COOCH;), 25,74 (-CH,
(CH,),0H), 29,11, 29,25, 29,26 (-(CH,)3(CH,),COO-), 32,79 (-CH,CH,OH),
34,14 (-CH,COO-), 51,51 (-CHj), 62,94 (-CH,OH), 174,42 (-COOCHS,)

9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonansauremethylester — (8)

Die Verbindung wurde entsprechend MiYASHITA™? aus 9-Hydroxynonansauremethylester (7)
(24,5 g, 0,13 mol) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter
Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:

Mg (g/moal):

Ausbeute:

Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):

EA: ber.(%):
gef.(%):

'"H-NMR:

BC-NMR:

CisH250, O
272,37 Q /W\/\)J\ ~
99% (35,1 g) S S
klare, farblose Flissigkeit
LM 6: 0,41

positiv: 295,1 [M + Na]*
C 66,14, H 10,36

C 66,14, H 10,64
400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,26-1,36 (M, 8 H, -(CH,),(CH,)4(CH,)2-), 1,48-
1,63 (m, 8 H, -OCH,CH,(CH,)s-, -CH,CH,COO-, -OCH-CH, (CH,),-), 1,68-
1,74 (m, 1 H, -OCH-CHH'"-), 1,78-1,88 (m, 1 H, -OCH-CHH"-), 2,29 (t,
%4y = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COO0-), 3,37 (dt, 2Jyy = 9,6 Hz *J, 1 = 6,7 Hz, 1 H,
-OCHH‘(CH,)s-), 3,46-3,52 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH"-), 3,66 (s, 3 H,
-CHg3), 3,71 (dt, Iy = 9,6 Hz ®J 4 = 6,9 Hz, 1 H, -OCHH'(CH,)s-), 3,83-
3,89 (M, 1 H, -OCH-(CHy)sCHH*-), 4,55-4,57 (m, 1 H, -OCH-O-)

100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,85 (-OCH-CH,CH,-), 25,08 (-CH,CH,
COO0-), 25,66 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,32, 29,23, 29,33, 29,41, 29,87
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(-(CH,)s(CH,),COO-), 30,94 (-OCH-CH,-), 34,24 (-CH,COO-), 51,56
(-CHa), 62,49 (-OCH-(CH,);CHy-), 67,78 (-OCH,(CH);-), 99,00 (-OCH-0-),
174,42 (-COO-)

2-(9,9,9-Ds-Nonyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (9)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1A aus 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy]lnonansauremethylester (8) (15,62 g, 0,057 mol). Die Reinigung erfolgte mittels S&u-
lenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritét
mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel: Ci4H25D30-
Mg (g/mol): 231,88 DI /O
Ausbeute: 64% (8,83 g) (dreistufige Reaktion) O ©
Aussehen: farblose Flussigkeit
Ry LM 5: 0,61
ESI-MS (m/z):  positiv: 254,2 [M + Na]*
GC-MS Reinheit: tg - 12,19 min; >99,5%
(m/z): 230 [10%, M-H"]
'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,22-1,36 (m, 12 H, D;C(CH,)¢-), 1,48-1,62 (m,

6 H, -(CH,)sCH,CH,0-, -OCH-CH,(CH,),CH,0-), 1,67-1,74 (m, 1 H, -OCH-
CHH*-), 1,78-1,86 (m, 1 H, -OCH-CHH"), 3,37 (dt, 2Jyu = 9,6 Hz, 3Jyp =
6,7 Hz, 1 H, -(CH,);CHH'O-), 3,46-3,54 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH'O-),
3,72 (dt, 2Jyp = 9,6 Hz 3J,py = 6,9 Hz, 1 H, -(CH,);CHH'0-), 3,83-3,89 (m,
1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,55-4,57 (m, 1 H, -OCH-O-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,83 (-OCH-CH,CH,-), 22,54 (D3CCH,-),
25,67 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,39, 29,43, 29,64, 29,70, 29,91 (Ds;C(CH,),
(CH,)s-), 30,94 (-OCH-CH,-), 31,94 (DsCCH,CH,-), 62,43 (-OCH-(CH,);
CH,-), 67,82 (-CH,);CH,0-), 98,96 (-OCH-0O-)

9,9,9-Ds-1-Bromnonan — (10)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 2. Dazu wurde 2-(9,9,9-Ds-Nonyl-
oxy)tetrahydro-2H-pyran (9) (8,83 g, 0,038 mol) mit der entsprechenden Menge Triphenylp-
hosphindibromid zur Reaktion gebracht.

Summenformel: CgHq5D3Br D3C\/\/\/\/\Br
Mg (g/mol): 210,16
Ausbeute: 89% (8,02 g)
Aussehen: farblose Flussigkeit
Ry LM 3: 0,60
GC-MS Reinheit: tg - 7,50 min; >99,5%
(m/z): 209/211 [1%, M™], 135/137 [1%, C4HgBI"]
'"H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,27- 1,32 (m, 10 H, D3C(CH,)s-), 1,39-1,44 (m,

2 H, 'CHQ(CHz)gBr, 1,82‘1,89 (m, 2 H, ‘CH2CHzB|’), 3,40 (t, 3‘]H,H = 6,9 Hz,
2 H, -CH,Br)
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BC-NMR: 100 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 22,54 (DsCCH,-), 28,34, 28,94, 29,38, 29,56
('(CH2)4(CH2)QB|’), 31,91 (D3CCH2CH2'), 33,02 (-CHZCHgBI’), 34,15
('CHzBr)

5.4.2 Darstellung des 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran

9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonan-1-ol — (13)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1B aus 9-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy]nonansauremethylester (8) (13,62 g, 0,05 mol). Die Reinigung erfolgte mittels Saulen-
chromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit
einem Zusatz von TEA.

Summenformel: Ci4H»504

Mg (g/mol): 244,36 Q

Ausbeute: 92% (11,2 g) 07 0T 0n
Aussehen: klare, farblose Flissigkeit

Rs: LM 6: 0,36

ESI-MS (m/z):  positiv: 267,1 [M + Na]”
EA: ber.(%): C 68,81, H 11,55
gef.(%): C 68,69, H 11,56

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,30-1,35 (m, 10 H, HO(CH,)»(CH,)s-), 1,48-
1,61 (m, 8 H, HOCH,CH,-, -CH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,67-1,73 (m, 1 H,
-OCH-CHH"-), 1,77-1,88 (m, 1 H, -OCH-CHH"), 3,37 (dt, *Jyn = 9,6 Hz
%Jun = 6,7Hz, 1H, -(CH,)sCHH'O-), 3,46-3,52 (m, 1H, -OCH-(CH,)s
CHH*-), 3,61 (t, 3H, 3Jyu= 6,7Hz, HOCH,-), 3,71 (dt, 2Jyn= 9,6 Hz
%Jyn = 6,9Hz, 1H, -(CH,)sCHH'O-), 3,83-3,88 (m, 1H, -OCH-(CH,);
CHH*%), 4,55-4,57 (m, 1 H, -OCH-O-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,82 (-OCH-CH,CH,-), 25,64 (-OCH-(CH,),
CH,-), 25,85 (HO(CH,),CH,-) 26,34, 29,48, 29,52, 29,64, 29,86 (HO(CH,);
(CH,)s-), 30,91 (-OCH-CH,-), 32,91 (HOCH,CH,-), 62,46 (-OCH-(CH,)s
CH,-), 63,13 (HOCH,-), 67,79 (-(CH,)sCH,0-), 98,97 (-OCH-0-)

9-Bromnonan-1-ol — (18)

Die Verbindung wurde entsprechend KANG™*® aus Nonan-1,9-diol (2) dargestellt. Das Roh-
produkt wurde durch Vakuumdestillation gereinigt und ohne weitere Charakterisierung wei-
terverwendet.

2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (15)

Methode C: Die Verbindung wurde entsprechend DRESCHER et al**° aus 9-[(Tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)-oxy]nonan-1-ol (13) (10,5 g, 43 mmol) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Pola-
ritdt mit einem Zusatz von TEA.
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Methode D: Die Verbindung wurde entsprechend MIYASHITA et al**? aus 9-Bromnonan-1-ol

(18) (33,64 g, 0,144 mol) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie
unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von
TEA.

Summenformel: Cy4H»7BrO,
Mg (g/moal): 307,25 Q PN
Ausbeute: Methode C: 80% (10,58 g); SERNS B
Methode D: 98% (43,44 Q)
Aussehen: klare farblose Flissigkeit
Rs: LM 2: 0,45
LM 4: 0,47
EI-MS (m/z): 305 [5%, M-H"], 85 [100%, CsH,O], 307/309 [5%, M-H" Isotopenpeak]
GC-MS Reinheit: tg - 16,30 min; >99,5%

(m/z): 305/307 [5%, M-H"]

EA: ber.(%): C 54,72, H 8,86

gef.(%): C 54,91, H 9,06

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,30-1,43 (m, 10 H, Br(CH,),(CH>)s-), 1,50-1,61
(m, 6 H, -CH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-1,74 (m, 1H, -OCH-CHH'-),
1,78-1,88 (m, 3 H, BrCH,CH,-, -OCH-CHH"-), 3,35-3,41 (m, 3 H, BrCH,
(CH,);CHH"-), 3,47-3,52 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH"), 3,72 (dt, *Jyn=
9,5Hz 3J4= 6,9Hz, 1H, Br(CH,)sCHH-), 3,84-3,89 (m, 1H, -OCH-
(CHy)3CHH*), 4,56-4,57 (m, 1 H, -OCH-0O-)

3C-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,86 (-OCH-CH,CH,-), 25,66 (-OCH-(CH,),
CH,-), 26,34 (Br(CH,)sCH,-), 28,29, 28,34, 29,50 (Br(CH,),(CH,)s-), 29,88
(Br(CH2)7CH,-), 30,94 (-OCH-CH,-), 32,97 (BrCH,CH,-), 34,13 (BrCH,-),
62,50 (-OCH-(CH;)sCH>-), 67,79 (Br(CH,)sCH,-), 99,00 (-O CH-0O-)

5.4.3 Darstellung des 2-(13-Bromtridecyloxy)tetrahydro-2H-pyran

Tridecan-1,13-diol — (17)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1B aus Ethylenbrassylat (3). Zur Aufarbei-
tung wurde der Ansatz mit verdunnter H,SO, angesauert. Tridecan-1,13-diol (17) wurde oh-
ne weitere Reinigung und Charakterisierung verwendet.

13-Bromtridecan-1-ol — (19)
Die Verbindung wurde entsprechend KANG et al."*® aus Tridecan-1,13-diol (17) dargestellt.
13-Bromtridecan-1-ol (19) wurde ohne weitere Reinigung und Charakterisierung verwendet.

2-(13-Bromtridecyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (20)

Die Verbindung wurde entsprechend MIYASHITA et a aus 13-Bromtridecan-1-ol (19) dar-
gestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines
Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritdt mit einem Zusatz von TEA. Die analytischen
Daten entsprechen den Literaturangaben.*®

[ 132
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5.4.4 Darstellung des 2-(15-Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran

15-Hydroxypentadecansauremethylester — (11)

Die Darstellung der Verbindung erfolgte ausgehend vom 15-Pentadecanolid (4) nach einer
Vorschrift von CUNDY und CURR™®. Das Rohprodukt wurde durch Umkristallisation in Heptan
gereinigt und ohne weitere Charakterisierung verwendet.

15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecanséuremethylester — (12)

Die Verbindung wurde entsprechend MIYASHITA et al.** aus 15-Hydroxypentadecanséure-
methylester (11) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter
Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:  Cy1H40O4 o
Mg (g/moal): 356,53 Q /\/\/\/\/\/\/\)J\
0" S o~

Ausbeute: 97% (103,58 g)
Aussehen: klare farblose Flissigkeit
Rs: LM 5: 0,43

ESI-MS (m/z):  positiv: 379,2 [M + Na]*
EA: ber.(%):  C 70,74, H 11,31
gef.(%): C 70,78, H 11,43

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,23-1,34 (m, 20 H, -(CH,)2(CH,)10(CH,)>-),
1,48-1,63 (m, 8H, -(CH,),CH,CH-OCH,CH,(CH,)s,-, -CH,CH,COO-),
1,66-1,72 (m, 1 H, -CHH‘CH-O-), 1,77-1,85 (m, 1 H, -CHH‘CH-0-), 2,28 (t,
34 = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COO0-), 3,36 (dt, 20y = 9,4 Hz 3344 = 6,7 Hz, 1 H,
-(CH,)15CHH'O-), 3,45-3,50 (m, 1 H, -OCH-(CH,);CH“), 3,64 (s, 3 H,
-CH3), 3,70 (dt, 2Jupn = 9,3 Hz 3J4y = 6,9 Hz, 1 H, -(CH,);3 CHO-), 3,82-
3,87 (M, 1 H, -OCH-(CH,)sCHH"), 4,54-4,56 (m, 1 H, -OCH-0O-)

BC-NMR: 100 MHz, CDClg: d[ppm] = 19,81 (-OCH-CH,CH,-), 25,07 (-CH,CH,
COO0-), 25,64 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,36, 29,26, 29,36, 29,55, 29,60,
29,69, 29,70, 29,71, 29,73, 29,74, 29,88, (-OCH,(CH,)11-), 30,91 (-OCH-
CH,-), 34,22 (-CH,COO-), 51,49 (-CHs), 62,40 (-OCH-(CH,)sCH,-), 67,79
(-OCH,(CH,)13-), 98,92 (-OCH-0-), 174,38 (-CO0-)

15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecan-1-ol — (14)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1B aus 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy]pentadecansauremethylester (12) (17,83 g 0,05 mol). Die Reinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Chloroform-Gradienten steigender
Polaritéat mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:  CygH403

Mg (g/mol): 328,52 O\

Ausbeute: 88% (14,46 g) 0" _© OH
Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff
Rs: LM 6: 0,38

ESI-MS (m/z):  positiv: 351,2 [M + Na]*
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EA: ber.(%): C 73,12, H 12,27
gef.(%): C 73,11, H 12,54

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,26-1,38 (m, 22 H, HO(CH,),(CH,)1:-), 1,48-
1,62 (m, 8 H, HOCH,CH,-, -CH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-1,74 (m, 1 H,
-OCH-CHH"-), 1,80-1,87 (m, 1 H, -OCH-CHH"), 3,38 (dt, *Jyn = 9,6 Hz
%Jun = 6,7Hz, 1H, -(CHy)wuCHHO-), 3,47-3,52 (m, 1H, -OCH-(CH,);
CHH'-), 3,64 (t, 2H, %Jyny= 6,7 Hz, HOCH,-), 3,72 (dt, 2Jyn = 9,6 Hz
%Jyn = 6,9Hz, 1H, -(CHy)wuCHHO-), 3,85-3,89 (m, 1H, -OCH-(CH,);
CHH*-), 4,57-4,58 (m, 1 H, -OCH-0O-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,86 (-OCH-CH,CH,-), 25,68 (-OCH-(CH,),
CH,-), 25,90 (HO(CH,),CH,-) 26,40, 29,58, 29,64, 29,71, 29,73, 29,74,
29,75, 29,79, 29,81, 29,92 (HO(CH,)3(CHy)1:-), 30,96 (-OCH-CH,-), 32,98
(HOCH,CH,-), 62,49 (-OCH-(CH,);CH,-), 63,25 (HOCH,-), 67,86 (-(CH>)14
CH,0-), 99,00 (-OCH-0-)

2-(15-Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (16)

Die Verbindung wurde entsprechend DRESCHER et al.** aus 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
oxy]pentadecan-1-ol (14) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie
unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von
TEA. Die analytischen Daten entsprechen den Literaturangaben.”®

5.4.5 Darstellung der w,w,w-Ds-Alkan-1-ole

Zur Generierung des GRIGNARD-Reagenzes wurde unter Argonatmosphéare eine Losung des
THP-geschutzten Bromalkanols (8 mmol) 15,16,20 in abs THF (20 ml) langsam unter krafti-
gem Ruhren zu Magnesiumspanen (0,40 g, 16,4 mmol) hinzugetropft. AnschlieRend wurde
der Ansatz fur 3 h auf 50 °C erwarmt. Nachdem der Ansatz auf Raumtemperatur abgekunhlt
war, wurde der Magnesiumiberschuss durch inertes Abdekantieren entfernt und zur Be-
stimmung der Umsetzung zum GRIGNARD-Reagenz verwendet. Die Losung des GRIGNARD-
Reagenzes wurde auf -5 °C abgekihlt, bevor unter starken Rihren eine Ldsung von 9,9,9-
D;-1-Bromnonan (10) (1,47 g, 7 mmol) in abs. THF (50 ml) und zur Katalyse eine frisch her-
gestellte Lésung von Li,Cu,Cl; in THF (1,4 ml, 0,1 M), die aus Lithiumchlorid und Kup-
fer(l)chlorid hergestellt wurde, hinzugetropft wurden. Der Reaktionsansatz wurde fiir 3 h bei -
10 °C weitergeruhrt. Zur Aufarbeitung wurde eine kaltgesattigte NH4CIl-Lésung (50 ml) hinzu-
gegeben. Das Gemisch wurde dreimal mit Diethylether (50 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung (50 ml) gewaschen, Gber Na,SO,
getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt.

Um die THP-Schutzgruppe abzuspalten, wurde zum Rickstand abs. Methanol (30 ml) und
katalytische Mengen an Pyridiniumtosylat gegeben. Der Ansatz wurde fur 3 h unter Rick-
fluss erhitzt und anschlieBend heil filtriert, um mdgliche Nebenprodukte zu entfernen. Das
Filtrat wurde fur eine vollstandige Kristallisation auf -20 °C abgekihlt. Der gebildete Nieder-
schlag wurde abfiltriert und mit wenig kalten abs. Methanol gewaschen.
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18,18,18-D;-Octadecan-1-ol — (24)

Summenformel:  CigHssD30 Ho” e,
Mg (g/mol): 273,50 :
Ausbeute: 55% (1,05 g) (zweistufige Reaktion)
Aussehen: weil3er kristalliner Feststoff
R LM 5: 0,27
LM 6: 0,52
Fp: 54 °C
GC-MS Reinheit: tg - 17,24 min; >99,5%
(M/z): 273 [1%, M]*, 227 [5%, M-C3H,D3"]
'H-NMR: 400 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,26-1,43 (m, 30 H, D3C(CH,):5-), 1,53-1,60
(m, 2 H, -CH,CH,OH), 3,44 (t, ®Jy 4 = 6,6 Hz, 2 H, -CH,OH)
BC-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 22,58 (DsCCH,-), 25,90 (-CH,(CH,),OH),

29,54, 29,60, 29,76, 29,77, 29,82, 29,84, 29,86 (-(CH,)1o(CH,);0H), 32,00
(DsCCH,CH,-), 32,99 (-CH,CH,OH), 63,28 (-CH,OH)

22,22,22-Ds-Docosan-1-ol — (25)

Summenformel:  Cy,H43D30 HO/\(\/\)\CD3
Mg (g/moal): 329,61 -
Ausbeute: 48% (1,11 g) (zweistufige Reaktion)
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff
Rs: LM 5: 0,37
Fp: 67-68 °C
GC-MS Reinheit: tg - 17,03 min; >95%
(m/z): 328 [2%, M-H]"
'H-NMR: 400 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,26-1,45 (m, 38 H, D3C(CH,)10-), 1,53-1,60
(m, 2 H, -CH,CH,OH), 3,64 (t, *Jy 4 = 6,6 Hz, 2 H, -CH,OH)
BC-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 22,58 (DsCCH,-), 25,90 (-CH,(CH,),OH),

29,54, 29,60, 29,76, 29,77, 29,82, 29,86 (-(CH,)1s(CH,);OH), 32,00 (DsC
CH,CH,-), 32,99 (-CH,CH,OH), 63,28 (-CH,0OH)

24,24,24-Ds-Tetracosan-1-ol — (26)

Summenformel:  C,4H4;D30 Ho/\wco3
Mg (g/mol): 357,66 =
Ausbeute: 51% (1,28 g) (zweistufige Reaktion)
Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff
Rs: LM 5: 0,29
LM 6: 0,49
Fp: 72-73 °C
ESI-MS (m/z):  positiv: 735,7 [2M + Na]”
'H-NMR: 400 MHz, CDClz: d[ppm] = 1,26-1,43 (m, 42 H, D3C(CH,)»-), 1,53-1,60

(m, 2 H, -CH,CH,OH), 3,64 (t, *Jun = 6,6 Hz, 2 H, -CH,OH)
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BC-NMR:

100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 22,58 (DsCCHy-), 25,90 (-CH,(CH,),OH) 29,54,
20,60, 29,76, 29,78, 29,82, 29,86 (-(CH,):15(CH.);0H), 32,00 (DsCCH,
CH,-), 32,98 (-CH,CH,OH), 63,28 (-CH,OH)

5.4.6 Darstellung der w,w,w-Ds-Alkansauren

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 3. Dazu wurden die w,w,w-D3z-Alkan-1-ole
24-26 (2 mmol) in einer Mischung aus Aceton (50 ml) und CHCI; (30 ml) zu einer gekthlten
Suspension von CrO; (0,44 g, 4,4 mmol) in 10 N H,SO, getropft.

18,18,18-D3-Octadecansaure — (27)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
'"H-NMR:

BC-NMR:

22,22,22-Ds-Docosansaure — (28)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

24,24,24-Ds-Tetracosanséaure (29)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

(0]

C1gH33D302 M
287,48 HO CD3

81% (0,47 @) 8
weiler, kristalliner Feststoff

LM 6: 0,34

66-67 °C

negativ: 286,6 [M - H]', 573,3 [2M - H], 595,7 [2M - 2H + Na]

400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,26-1,35 (m, 28 H, D3;C(CH,)14-), 1,60-1,67
(m, 2 H, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, *J s = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH)

100 MHz, CDCls: d[ppm] = 22,58 (D3;CCH,-), 24,85 (-CH,CH,COOH),
29,22, 29,40, 29,54, 29,59, 29,75, 29,80, 29,83, 29,85 (D3C(CH,),
(CH,)12-), 32,01 (D3CCH,CH,-), 34,09 (-CH,COOH), 179,55 (-COOH)

(o]

C22H41D302
343,59 HOMCDS,

79% (0,54 g) -
weiler, kristalliner Feststoff

LM 6: 0,51

75-76 °C

negativ: 685,4 [2M — H]

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,26-1,35 (m, 36 H, DsC(CH,)s-), 1,61-1,66
(m, 2 H, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, ®Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH)

100 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 23,46 (DsCCH,-), 26,04 (-CH,CH,COOH),
30,31, 30,49, 30,51, 30,66, 30,77, 30,77, 30,81 (DsC(CH,)2(CH,)1s-), 32,96
(D3CCH,CH,-), 34,43 (-CH,COOH), 174,58 (-COOH)

O

C24H45D30,
371,64 HO)LM‘C%

84% (0,60 g) -
weil3er, kristalliner Feststoff

LM 6: 0,51

79-80,5 °C
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ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

negativ: 370,8 [M — H], 763,9 [2M + Na — 2H]

400 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,26-1,36 (m, 40 H, D3C(CH,)-), 1,60-1,67
(m, 2 H, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, ®Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH)

100 MHz, THF-Dg: &[ppm] = 23,46 (D3CCH,-), 26,04 (-CH,CH,COOH),
30,31, 30,49, 30,51, 30,66, 30,77, 30,81 (DsC(CH.)2(CH)1s-), 32,96
(D3CCH,CH,-), 34,43 (-CH,COOH), 174,58 (-COOH)

5.4.7 Darstellung der Ceramide [NS]-w,w,w-Ds

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4A. Zur Aufarbeitung wurde Heptan (doppel-
te Menge an vorgelegtem CH,CIl,) zugesetzt und der Niederschlag wurde abfiltriert. Der Fil-
terrickstand wurde mit wenig Heptan gewaschen und mittels S&ulenchromatographie unter
Verwendung eines CHClsy/Methanol-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von
NH; (0,5% V/V) gereinigt.

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-D;-octadecanamid —CER[NS]-

18,18,18-D; — (32)

Die Darstellung erfolgte aus 18,18,18-Ds;-Octadecansaure (27) (200 mg, 0,70 mmol), Py-
BOP® (398 mg, 0,77 mmol), Diisopropylethylamin (237 ul, 1,34 mmol) und Sphingosin 30
(229 mg, 0,77 mmol) in CH,CI, (7 ml).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

C36H68D3N03 D3;C O
568,95 o

A SoH
81% (0,32 g) /N/\/r\
weil3er, wachsartiger Feststoff 7N “on
LM 9: 0,27
97-98 °C

positiv: 591,6 [M + Na]*, 1159,4 [2M + Na]*

negativ: 567,7 [M — H]

ber.: 569,5695 Da (C36HesD3NO3 [M + H])

gef.: 569,5696 Da

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, 3J, = 6,9 Hz, 3 H, -CH3), 1,26-1,39 (m,
50 H, D3C(CHy)is-, HsC(CH)1:-), 1,61-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-),
2,04-2,08 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,23 (t, *Jyn = 7,6 Hz, -CH,CONH-),
3,71 (dd, Iy = 11,3 Hz, 34 = 3,3 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,89-3,93 (m,
1H, -CH-CH,OH), 3,96 (dd, *Jyn= 11,2Hz, 3Jyu= 3,8Hz, 1H,
-CHH'OH), 4,31-4,33 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, 3J,4; = 15,4 Hz,
%4 = 6,4 Hz, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,76-5,82 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-),
6,22 (d, ®Jyn = 7,3 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCls: 8[ppm] = 14,27 (-CHj), 22,58 (DsCCH,), 22,85
(HsCCH,-), 25,92 (-CH,CH,CONH-), 29,28, 29,38, 29,45, 29,52, 29,53,
29,54, 29,65, 29,67, 29,78, 29,80, 29,82, 29,84, 29,86 (D3C(CH,),(CHy)1,-,
HsC(CH.)2(CH,)s-), 32,00 (DsCCH,CH,-), 32,09 (H;CCH,CH,-), 32,44
(-CH,CH=CH-), 37,01 (-CH,CONH-), 54,67 (-CH-CH,OH), 62,71
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(-CH,OH), 74,90 (-CH=CHCHOH-), 128,98 (-CH=CHCHOH-), 134,49
(-CH=CHCHOH-), 174,02 (-CONH-)
HPLC: Reinheit: tg - 3,92 min; >99,5%

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-22,22,22-D;-docosanamid —CER[NS]-
22,22,22-D3 — (33)

Die Darstellung erfolgte aus 22,22,22-Ds-Docosanséure (28) (200 mg, 0,58 mmol), PyBOP®
(333 mg, 0,64 mmol), Diisopropylethylamin (198 pl, 1,16 mmol) und Sphingosin 30 (192 mg,
0,64 mmol) in CH,Cl, (5,8 ml).

Summenformel: CyoH7D3NO5 D3C 0
Mg (g/mol): 625,05 o
Ausbeute: 83% (0,30 g) MOH
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff N “IoH
R LM 9: 0,31
Fp: 95-97 °C
ESI-MS (m/z): negativ: 623,8 [M — H]
HR-MS: ber.: 625,6321 Da (CaoH77D3NO3 [M + H]H)

gef.: 625,6353 Da
'H-NMR: 400 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 0,88 (t, *J, = 6,8 Hz, 3 H, -CHj3), 1,10-1,39 (m,

58 H, D3C(CHy)1s-, HsC(CH,)1:-), 1,60-1,68 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-),
2,03-2,09 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,23 (t, *Jyn = 7,6 Hz, -CH,CONH-),
3,71 (dd, 2y = 11,1 Hz, 34 = 3,1 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,89-3,93 (m,
1H, -CH-CH,OH), 3,96 (dd, 2Jyn= 11,2Hz, 3J4y= 3,8Hz, 1H,-CH-
CHH'‘OH), 4,31-4,34 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, ®Jyn = 15,4 Hz,
%J4n = 6,4 Hz, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,75-5,82 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-),
6,22 (d, *Jyn = 7,1 Hz, 1 H, -CONH-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCl;, 40 °C: 8[ppm] = 14,23 (-CH3), 22,57 (D;CCH,-), 22,84
(HsCCHy-), 25,93 (-CH,CH,CONH-), 29,31, 29,39, 29,47, 29,51, 29,53,
29,65, 29,68, 29,79, 29,82, 29,87 (D3C(CH,)2(CH,)16-, HsC(CH.)2(CH,)s-),
32,00 (DsCCH,CH,-), 32,09 (HsCCH,CH,-), 32,44 (-CH,CH=CH-), 37,03
(-CH,CONH-), 54,83 (-CH-CH,OH), 62,72 (-CH,OH), 74,84 (-CH=CH
CHOH-), 129,10 (-CH=CHCHOH-), 134,46 (-CH=CHCHOH-), 173,99
(-CONH-)

HPLC: Reinheit: tr = 3,83 min; >99,5%

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-D;-teracosanamid —CER[NS]-
24,24,24-D; — (34)

Die Darstellung erfolgte aus 24,24,24-Ds-Docosanséure (29) (200 mg, 0,54 mmol), PyBOP®
(308 mg, 0,59 mmol), Diisopropylethylamin (183 pl, 1,08 mmol), Sphingosin 30 (177 mg,
0,59 mmol) in CH,Cl, (5,4 ml).

Summenformel: C4HgoD3NO4 DsC o)
Ms (g/mol): 653.11 -

HN
/e\/)/\j/\oH
6 N '///OH
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Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

77% (0,27 g)

weil3er, wachsartiger Feststoff

LM 9: 0,34

94,5-95,5 °C

negativ: 651,8 [M — H]

ber.: 653,6644 Da (C42Hg1DsNO3 [M + HIY

gef.: 653,6634 Da

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, 3J, = 7,0 Hz, 3 H, -CH3), 1,26-1,39 (m,
60 H, D3C(CHy)1e-, HsC(CHy)1:-), 1,61-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-),
2,04-2,08 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,23 (t, *Jyn = 7,6 Hz, -CH,CONH-),
3,71 (dd, 2y = 11,2 Hz, 3y = 3,4 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,89-3,93 (m,
1H, -CH-CH,OH), 3,96 (dd, %Juyu= 11,3Hz, *Jyn= 3,8 Hz, 1H,-CH-
CHH‘OH), 4,31-4,34 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,54 (dd, ®Jyn = 15,4 Hz,
%Ju4n = 6,5 Hz, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,76-5,82 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-),
6,20 (d, *Jupn = 7,1 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCl;, 40 °C: 8[ppm] = 14,23 (-CH3), 22,58 (DsCCH,-), 22,84
(HsCCH,-), 25,93 (-CH,CH,CONH-), 29,31, 29,38, 29,47, 29,51, 29,53,
29,65, 29,68, 29,79, 29,81, 29,82, 29,84, 29,85, 29,87 (D3C(CH,),(CHy)1s-,
HsC(CH.)2(CHy)s-), 32,02 (DsCCH,CH,-), 32,10 (H;CCH,CH,-), 32,43
(-CH,CH=CH-), 37,04 (-CH,CONH-), 54,83 (-CH-CH,OH), 62,75
(-CH,OH), 74,88 (-CH=CHCHOH-), 129,11 (-CH=CHCHOH-), 134,49
(-CH=CHCHOH-), 173,97 (-CONH-)

Reinheit: tg = 3,83 min; >98%

5.4.8 Darstellung der Ceramide [NP]-w,w,w-D3

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B. Der Ansatz wurde anschlielend zur
Trockne eingeengt und der Rickstand auf Kieselgel adsorbiert. Die Reinigung erfolgte mit-
tels Saulenchromatographie unter Verwendung eines CHCIls/Methanol-Gradienten steigender
Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid —
CER[NP]-18,18,18-D; — (35)

Die Darstellung erfolgte aus 18,18,18-D;-Octadecansaure (27) (200 mg, 0,70 mmol), Py-
BOP® (398 mg, 0,77 mmol), Diisopropylethylamin (237 pl, 1,34 mmol) und Phytosphingo-
sin 31 (243 mg, 0,77 mmol) in CH,Cl, (7,0 ml).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):

C3sH70D3NO, D3C WO
586,97 ;

HN
85% (0,35 @) MOH
weil3er, wachsartiger Feststoff " lon

LM 9: 0,13 OH
124,5-125,5 °C
positiv: 609,5 [M + Na]”
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HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

negativ: 585,6 [M — H], 621,5/623,3 [M + CI]

ber.: 587,5801 Da (Cs6H71D3NO,4 [M + H])
gef.: 587,5790 Da
ber.: 609,5620 Da (CssH70DsNO4Na [M + Na])

gef.: 609,5606 Da

500 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,89 (t, 3Jn = 6,9 Hz, 3 H, -CH3), 1,14-
1,32 (m, 52 H, D3C(CH2)w-, HsC(CH.)i»-), 1,45-1,52 (m, 1H, -CHH’
CHOH-), 1,61-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-), 1,76-1,82 (m, 1 H, -CHH’
CHOH-, von H,O uberlagert), 2,24 (t, *Jyn = 7,6 Hz, -CH,CONH-), 3,58
(dd, Iy = 6,7 Hz, 3Jypn = 2,9 Hz, 1 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,61-3,65 (m,
1H, -CH,CHOH-), 3,75 (dd, “Jyn= 11,6 Hz, 3Jyu= 53Hz, 1H,
-CHH'OH), 3,94 (dd, 2y = 11,5 Hz, 3Jyn = 2,4 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,12-
4,16 (m, 1 H, -CH-CH,0H), 6,30 (d, ®J4 = 7,2 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCI3/CD30D, 45 °C: d[ppm] = 13,59 (-CHj), 22,13 (DsCCH,-),
22,37 (HsCCH,-), 25,60, 29,08, 29,14, 29,28, 29,44 (D3C(CH,),(CHy)1s-,
HsCCH,)2(CH,)10-), 31,60 (DsCCH,CH,-), 31,68 (HsCCH,CH,-), 32,77
(-CH,CHOH-), 36,32 (-CH,CONH-), 51,93 (-CH-CH,OH), 61,11 (-CH,OH),
72,38 (-CH,CHOH-), 75,48 (-CH,CHOHCHOH-), 174,52 (-CONH-)
Reinheit: tg - 4,88 min; >99,5%

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-22,22,22-Ds-docosanamid —
CER[NP]-22,22,22-D; — (36)

Die Darstellung erfolgte aus 22,22,22-Ds-Docosanséure (28) (200 mg, 0,58 mmol), PyBOP®
(333 mg, 0,64 mmol), Diisopropylethylamin (198 ul, 1,16 mmol) und Phytosphingosin 31
(203 mg, 0,64 mmol) in CH,ClI, (5,8 ml).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

CioH78D3NO, DsC 0
643,07 SN

91% (0,34 g) MOH
weilder, wachsartiger Feststoff N “lon
LM9:0,14 OH
119-120 °C

positiv: 665,6 [M + Na]*

negativ: 641.7 [M — H]

ber.: 643,6427 Da (C4oH79D3NO4 [M + H])

gef.: 643,6401 Da

400 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,89 (t, 3J = 6,7 Hz, 3 H, -CH3), 1,27-
1,35 (m, 60 H, D3C(CHy)is, HsC(CH.)1»-), 1,48-1,53 (m, 1H, -CHH’
CHOH-), 1,61-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-), 1,75-1,87 (m, 1 H, -CHH’
CHOH-, von H,0 uberlagert), 2,24 (t, *Jyn = 7,6 Hz, -CH, CONH-), 3,59
(dd, *Jyn = 6,8 Hz, *Jyn = 2,8 Hz, 1 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,62-3,66 (m,
1H, -CH,CHOH-), 3,76 (dd, *Jyn= 11,5Hz, 3*Jyu= 4,9Hz, 1H,
-CHH'OH), 3,94 (dd, 2y = 11,4 Hz, 3Jyn = 2,0 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,12-
4,16 (m, 1 H, -CH-CH,0H), 6,32 (d, ®J4 = 5,9 Hz, 1 H, -CONH-)
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BC-NMR:

HPLC:

100 MHz, CDCI,/CD50D, 45 °C: d[ppm] = 13,83 (-CHz), 22,30 (D3CCH,-),
22,57 (HsCCH,-), 25,72, 25,78, 29,24, 29,27, 29,30, 29,30, 29,45, 29,57,
29,57, 29,61, 29,65 (D3C(CH,)2(CH,)17-, H3C(CH,)2(CH,)10-), 31,76 (DsC
CH,CH,-), 31,84 (H3;CCH,CH,-), 33,02 (-CH,CHOH-), 36,50 (-CH,
CONH-), 52,03 (-CH-CH,OH), 61,22 (-CH,OH), 72,53 (-CH,CHOH-),
75,70 (-CH,CHOHCHOH-), 174,57 (-CONH-)

Reinheit: tg - 4,78 min; >99,5%

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-Ds-teracosanamid —CER[NP]-

24,24,24-D; — (37)

Die Darstellung erfolgte aus 24,24,24-Ds-Docosanséure (29) (200 mg, 0,54 mmol), PyBOP®
(308 mg, 0,59 mmol), Diisopropylethylamin (183 ul, 1,08 mmol) und Phytosphingosin 31
(188 mg, 0,59 mmol) in CH,Cl, (5,4 ml).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

C4oHgoD3NO, D3C WO
671,12 "

HN
89% (0,32 g) MOH
weil3er wachsartiger Feststoff " lon

LM 9: 0,15 oH
113-114 °C

positiv: 693,7 [M + Na]*

negativ: 669.8 [M — H]

ber.: 671,6740 Da (C42HgzDsNO,4 [M + H])

gef.: 671,6733 Da

500 MHz, CDCls, 40 °C: 8[ppm] = 0,89 (t, 3Jun = 6,9 Hz, 3 H, -CH3), 1,14-
1,32 (m, 64 H, D3C(CHy)z-, HsC(CH.)1»-), 1,44-1,56 (m, 1H, -CHH’
CHOH-), 1,61-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,CONH-), 1,76-1,82 (m, 1 H, -CHH’
CHOH-), 2,34 (t, *Jy = 7,4 Hz, -CH,CONH-), 3,58 (dd, 3Jun = 7,0 Hz,
%)y = 2,6 Hz, 1 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,61-3,65 (m, 1 H, -CH,CHOH-),
3,76 (dd, 2Jypn = 11,5 Hz, ®Jy4 = 5,3 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,95 (dd, 2Jup =
11,6 Hz, %Jyn = 2,5 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,12-4,16 (m, 1 H, -CH-CH,OH),
6,29 (d, *Jyn = 5,7 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCI;/CD;0D, 40 °C: d[ppm] = 13,62 (-CHj), 22,18 (DsCCH,-),
22,45 (HsCCH,-), 25,64, 25,67, 29,13, 29,14, 29,20, 29,34, 29,49, 29,55
(DSC(CHZ)Z(CHZ)lQ'v H3C(CH2)2(CH2)10-), 31,54 (DSCCHZCHZ')- 31,73
(HsCCH,CH,-), 32,71 (-CH,CHOH-), 36,32 (-CH,CONH-), 51,92 (-CH-
CH,OH), 61,11 (-CH,OH), 72,37 (-CH, CHOH-), 75,42 (-CH,CHOH
CHOH-), 174,56 (-CONH-)

Reinheit: tg - 4,75 min; >99,5%
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5.5 Synthese der deuterierten Ceramide [AS] und [AP]

5.5.1 Darstellung von 16,16,16-Ds-1-Bromhexadecan

16-Hydroxyhexadecansauremethylester — (39)

Die Darstellung der Verbindung erfolgte ausgehend vom 16-Hexadecanolid (38) (53,7 g,
0,21 mol) nach einer Vorschrift von CUNDY und CURR™®. Das Rohprodukt wurde durch Um-
kristallisation aus Heptan gereinigt.

Summenformel: C;i7H3404 5

M (g/mol): 286,44 HO o~~~
O

Ausbeute: 94% (56,8 g)

Aussehen: weil3er, feinpulvriger Feststoff
R LM 6: 0,41

Fo: 52-53 °C

ESI-MS (m/z):  positiv: 287,2 [M + H]*, 309,3 [M + Na]"
EA: ber.(%):  C 71,28, H 11,96
gef.(%): C 71,23, H 11,89

'H-NMR: 400 MHz, CDClg: 8[ppm] = 1,25-1,40 (m, 22 H, HO(CH,)»(CH,);-), 1,53-
1,65 (m, 2 H, HOCH,CH,-), 2,30 (t, 3J4n = 7,6 Hz, 2 H, -CH,COO-), 3,63
(t, Jyn = 6,7 Hz, 2 H, HOCH,), 3,66 (s, 3 H, -CH>)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 25,11 (-CH,CH,COO0-), 25,89 (HO(CH,),CH,-),
29,30, 29,40, 29,58, 29,72, 29,75, 29,76, 29,78 (HO(CH,)3(CH>)10-), 32,97
(HOCH,CH,-), 34,27 (-CH,COO-), 51,57 (-CH3), 63,24 (HOCH,-), 174,50
(-COO0-)

16-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]hexadecansauremethylester — (40)

Die Verbindung wurde entsprechend MIYASHITA™? aus 16-Hydroxyhexadecansauremethyl-
ester (39) (55 ¢, 0,19 mol) dargestellt. Das Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus
wenig Heptan gereinigt.

Summenformel:  C,,H4,0, Q
Mg (g/mol): 370,55 O/O\/\/\/\/\/\/\/\)J\O/

Ausbeute: 87% (61,8 g)

Aussehen: weil3er, wachsar-

tiger Feststoff

Rs: LM 5: 0,48

Fp: 38-40 °C

EI-MS (m/z): 369 [1%, M" — H], 101 [100%, CsH0,"], 85 [100%, CsHyO"]

EA: ber.(%): C 71,30, H (11,43
gef.(%): C 71,39, H 11,65
'"H-NMR: 400 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 1,25-1,37 (m, 22 H, -(CH,)1;(CH,),C0OO0-), 1,49-
1,63 (m, 8 H, -OCH,CHy(CH,);;CH,CH,COO0-, -(CH,),CH,CH-O-), 1,69-
1,75 (m, 1 H, -CHH‘CH-0O-), 1,79-1,90 (m, 1 H, -CHH'CH-O-), 2,30 (t,
%Jyn = 7,5Hz, 2H, -CH,COO0-), 3,38 (dt, 2Jyu= 9,5Hz, )44 = 6,7 Hz,
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BC-NMR:

1 H, -OCHH(CH,)w-), 3,47-3,52 (m, 1H, -CHH‘(CH,);CH-O-), 3,68 (s,
3 H, -CHs), 3,73 (dt, 2Jy = 9,5 Hz, 33y = 6,9 Hz, 1 H, -OCHH‘(CH,)1s-),
3,85-3,90 (m, 1 H, -CHH‘(CH,)3;CH-O-), 4,57-4,58 (m, 1 H, -OCH-0-)

100 MHz, CDCls: d[ppm] = 19,87 (-CH,CH,CH-O-), 25,13 (-CH,CH,
COO0-), 25,69 (-CHy(CH,),CH-0O-), 26,41 (-O(CH,),CH(CH,)1s-), 29,32,
29,41, 29,61, 29,66, 29,75, 29,76, 29,77, 29,80, 29,81, 29,93 (-OCH,CH,
CHa(CHy)10-), 30,97 (-CH,CH-O-), 34,29 (-CH,COO-), 51,57 (-CH3) ,62,50
(-CH2(CHy)sCH-0O-), 67,86 (-OCH3(CH,)14-), 99,00 (-OCH-O-), 174,48
(-COO0-)

2-(16,16,16-D3;-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (41)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1A aus 16-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxylhexadecansauremethylester (40) (26,0 g, 0,07 mol). Die Reinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Pola-
ritat mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

o) CD,

C21H39D30, o
329,56 O/
61% (14,2 g)
weil3er, wachsartiger Feststoff

LM 3: 0,43

positiv: 352,3 [M + Na]*

500 MHz, CDCls: §[ppm] = 1,25-1,35 (m, 26 H, -(CH,)15CD3), 1,49-1,61
(m, 6 H, -OCH,CH,(CH,)15-; -(CH,),CH,CH-0-), 1,68-1,73 (m, 1 H, -CHH'
CH-O-), 1,79-1,86 (m, 1 H, -CHH'CH-O-), 3,37 (dt, “Jyn = 9,6 Hz, 33y =
6,7 Hz, 1 H, -OCHH'(CH,)14-), 3,47-3,51 (m, 1 H, -CHH'(CH,);CH-0-), 3,72
(dt, 23y = 9,6 Hz, 33y = 6,9 Hz, 1 H, -OCHH*(CH,)14-), 3,84-3-89 (m, 1 H,
-CHH'(CH,)3sCH-0-), 4,56-4,58 (m, 1 H, -OCH-0-)

125 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 19,85 (-CH,CH,CH-O-), 22,27 (-CH,CD3),
25,68 (-CH,(CH,),CH-0-), 26,40 (-O(CH,),CHx(CH,):s-), 29,53, 29,65,
29,76, 29,77, 29,81, 29,83, 29,85, 29,92 (-OCH,CH,CH,(CH,)1o-), 30,95
(-CH,CH-0-), 32,00 (-CH,CH,CDj), 62,45 (-CH,(CH,);CH-O-), 67,84
(-OCH,(CHy)14-), 98,97 (-OCH-O-)

16,16,16-D3-1-Bromhexadecan — (42)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 2. Dazu wurde 2-(16,16,16-D;-Hexa-
decyloxy)tetrahydro-2H-pyran (41) (17,31 g, 0,066 mol) mit der entsprechenden Menge
Triphenylphosphindibromid zur Reaktion gebracht.

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Ci6H30D3Br B S -CDs
308,34

90% (8,37 9)

Olige, farblose Flussigkeit

LM 3: 0,74
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EI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

307 [5%, M'], 307/309 [5%, M" Isotopenpeak]

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,26-1,32 (m, 24 H, -(CH,)1,CDs), 1,39-1,46
(m, 2 H, Br(CH,),CH,-), 1,82-1,89 (m, 2 H, BrCH,CH,-), 3,40 (t, 3Jun =
6,9 Hz, 2 H, BrCH-)

100 MHz, CDClz: §[ppm] = 13,35 (h, J = 19,0 Hz, -CD3), 22,59 (-CH,CDs,),
28,36, 28,95, 29,55, 29,62, 29,72, 29,79 (-(CH,)11(CH,),CD3), 32,01 (-CH,
CH,CD3), 33,03 (BrCH,CH,-), 34,04 (BrCH,-)

5.5.2 Darstellung von 22,22,22-Ds-1-Bromdocosan

2-(22,22,22-Ds-Docosanyloxy)tetrahydro-2H-pyran — (23)

Fur die Darstellung wurde 22,22,22-Ds-Docosanol (26) nach den Methoden aus Kapitel 5.4.5
synthetisiert. Die Darstellung des 2-(22,22,22-D;-Docosanyloxy)tetrahydro-2H-pyran (23)
erfolgte entsprechend MIYASHITA et al.'® aus 22,22,22-D;-Docosanol (26) (2,72 g, 8 mol).
Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritdt mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'"H-NMR:

BC-NMR:

Ca7H5:1D30; Q

413,72 o) o’e\/)/\co3
99% (3,39 g) 10
weil3er, wachsartiger Feststoff

LM 4: 0,57

36 °C

positiv: 436,6 [M+Na]*, 849,5 [2M+Na]*

500 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,26-1,38 (m, 38 H, D3C(CHy)1,-), 1,48-1,62
(m, 6 H, -CH,CH,OCH-CH,(CH).-), 1,68-1,74 (m, 1H, -OCH-CHH'-),
1,80-1,87 (m, 1 H, -OCH-CHH"-), 3,38 (dt, “Jyn = 9,6 Hz, %Jyn = 6,7 Hz,
1 H, -(CHy),,CHH'O-), 3,48-3,52 (m, 1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 3,73 (dt,
2Jqn = 9,6 Hz 3Jyp = 6,9 Hz, 1 H, -(CH,),,CHH'O-), 3,85-3,89 (m, 1H,
-OCH-(CH,)3sCHH'O-), 4,57-4,58 (m, 1 H, -OCH-0O-)

125 MHz, CDCls: d[ppm] = 19,87 (-OCH-CH,CH,-), 22,58 (DsCCH,-),
25,69 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,41, 29,54, 29,66, 29,77, 29,78, 29,82, 29,83,
29,86, 29,93 (D3C(CH.),(CHy)s-), 30,96 (-OCH-CH,-), 32,00 (Ds;CCH,
CH,-), 62,49 (-OCH-(CH,)3CH,-), 67,86 (-CH,);CH,0-), 99,00 (-OCH-0O-)

22,22,22-Ds-1-Bromdocosan — (43)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 2. Dazu wurde 2-(22,22,22-Ds-
Docosyloxy)tetrahydro-2H-pyran (26) (3,39 g, 8 mol) mit der entsprechenden Menge Triphe-
nylphosphindibromid zur Reaktion gebracht.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

CaoH4,D3Br Br\/NCDs

392,50 -
89% (2,87 g)
weil3er, wachsartiger Feststoff
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Rs: LM 4: 0,72
Fo: 36 °C
GC-MS Reinheit: tg - 22,25 min; 85%
(m/z): 312 [5%, M - Br'], 135/137 [100%, C,HgBI]"
'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,26-1,32 (m, 36 H, DsC(CH.)1s-), 1,39-1,46

(m, 2 H, -CH,(CH,),Br, 1,82-1,89 (m, 2 H, -CH,CH,Br), 3,40 (t, 3Jyn =
6,9 Hz, 2 H, -CH,Br)

BC-NMR: 100 MHz, CDClz: d[ppm] = 22,59 (DsCCH,-), 28,36, 28,94, 29,54, 29,71,
29,78, 29,82, 29,84, 29,86 (-(CH,)17(CH,),Br), 32,01 (DsCCH,CH,-), 33,02
(-CH,CH,Br), 34,17 (-CH,Br)

5.5.3 Darstellung der w,w,w-D;-(2RS)-2-Aminoalkanséure

Je umzusetzender Molmenge Alkylbromid wurde eine Ldsung einer dguimolaren Menge
Acetamidomalonséaurediethylester (44) in abs. Ethanol (5 ml je 10 mmol Acetamidomalon-
saurediethylester) mit einer frisch hergestellten aquimolaren 2 molaren Ethanolatlésung ver-
setzt. Nachdem der Ansatz fiir 30 min gerihrt wurde, wurde die entsprechende Menge an
w,w,w-Ds-Alkylbromid 42,43 in abs. Ethanol (4 ml je 10 mmol Alkylbromid) zugegeben. Der
Ansatz wurde flr 18 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde Wasser hinzugegeben
und dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden Uber Na,SO,
getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Der Rickstand wurde
ohne Reinigung in einer Mischung aus konz. HCI und DMF (9/1 V/V) (15 ml je 10 mmol ein-
gesetztem Alkylbromid) suspendiert. Der Ansatz wurde fur 24 h unter Rickfluss erhitzt. An-
schlieBend wurde eine zur Salzsaure aquimolare Menge an 32% Ammoniak vorsichtig hin-
zugetropft und der Ansatz fur 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der gebildete Niederschlag
wurde mittels Fritte abgesaugt und mit wenig Wasser, Methanol und Ether gewaschen. Die
erhaltenen w,w,w-D3-(2RS)-2-Aminoalkanséuren wurden ohne weitere Reinigung und Cha-
rakterisierung weiterverwendet.

18,18,18-D3-(2RS)-2-Aminooctadecansaure — (45)

Die Darstellung erfolgte aus 16,16,16-D3-1-Bromhexadecan (42) (8,14 g, 37,5 mmol), um
7,14 g 18,18,18-D;-(2RS)-2-Aminooctadecansaure (45) (Ausbeute an Rohprodukt: 95%) zu
erhalten.

24,24,24-D;-(2RS)-2-Aminotetracosanséaure — (46)

Die Darstellung erfolgte aus 22,22,22-Ds-1-Bromdocosan (43) (2,87 g, 7,3 mmol), um 2,52 g
24,24,24-D;-(2RS)-2-Aminotetracosansaure (46) (Ausbeute an Rohprodukt: 89%) zu erhal-
ten.

5.5.4 Darstellung der w,w,w-D3-(2RS)-2-Hydroxyalkansauremethylester

Zu einer Suspension der umzusetzenden Molmenge w,w,w-Ds-2-Aminoalkanséure 45,46 in
2 molarer Schwefelsaure (4,3 Molaquivalente je 2-Aminoalkansaure) wurde bei 80 °C eine
Lésung von NaNO, (2,3 Molaquivalente je 2-Aminoalkansdure) in Aqua dest. (0,8 ml je 1
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mmol NaNO,) tber 1 h hinzugetropft und fur 8 h bei 80 °C weitergerihrt. AnschlieRend wur-
de der abgekihlte Ansatz dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen
wurden Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt.

Zu dem Ruckstand wurde abs. Methanol (4 ml je 1 mmol 2-Aminoalkanséaure), abs. Toluol
(6 ml je 1 mmol 2-Aminoalkansaure) und konz. HCI (3 Tropfen) hinzugegeben und der An-
satz fur 6 h unter Rickfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde gesattigte NaCl-Losung hinzuge-
geben und dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit ge-
sattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvaku-
umverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels S&aulenchromatographie unter Ver-
wendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat.

18,18,18-D3-(2RS)-2-Hydroxyoctadecansauremethylester — (47)
Die Darstellung erfolgte aus 18,18,18-D;-(2RS)-2-Aminooctadecansaure (45) (5,00 g,
16,5 mmol).

Summenformel:  CyoH35D305 o

Mg (g/mol): 317,51 DﬁMo/
Ausbeute: 44% (2,33 g) OH
Aussehen: weil3er, pulverférmiger Feststoff

Rs: LM 5: 0,43

Fp: 57-58,5 °C

ESI-MS (m/z):  positiv: 340,3 [M + Na]*, 657,1 [2M + Na]"

'H-NMR: 500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,26-1,48 (m, 28 H, D3C(CH,)14-), 1,59-1,67

(m, 1 H, -CHH'CHOH-), 1,75-1,81 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 3,79 (s, 3 H,
-CHa), 4,18 (dd, %3y = 7,4 Hz, 34 = 4,2 H, -CHOHCOO-)

BC-NMR: 125 MHz, CDCl;: 3[ppm] = 22,58 (DsCCH,-), 24,90 (-CH,CH,CHOH-),
29,47, 29,53, 29,62, 29,71, 29,79, 29,82, 29,84, 29,85, 29,86 (D3C(CH,),
(CH,)11-), 32,00 (DsCCH,CH,-), 34,60 (-CH,CHOH-), 52,60 (-CHa), 70,64
(-CHOHCOO0-), 176,01 (-COO0-)

24,24,24-D;-(2RS)-2-Hydroxytetracosansduremethylester — (48)
Die Darstellung erfolgte aus 24,24,24-D;-(2RS)-2-Aminotetracosansaure (46) (2,629,
6,8 mmol).

Summenformel:  CosHy;D305 Q

Mg (g/mol): 401,67 DSCMO/
Ausbeute: 44% (1,15 g) OH
Aussehen: weiller Feststoff

Ry LM 5: 0,50

Fp: 68-70 °C

ESI-MS (m/z):  positiv: 424,5 [M + Na]*

'H-NMR: 500 MHz, CDCl,: 8[ppm] = 1,13-1,48 (m, 4 H, DsC(CHy)14-), 1,59-1,66 (m,

1 H, -CHH'CHOH-), 1,75-1,81 (m, 1 H, -CHH'’CHOH-), 3,79 (s, 3 H, -CHy),
4,17-4,20 (m, H, -CHOHCOO-)



Experimenteller Tell 76

BC-NMR: 125 MHz, CDCl;: 3[ppm] = 22,58 (DsCCH,-), 24,90 (-CH,CH,CHOH-),
29,47, 29,54, 29,62, 29,71, 29,79, 29,82, 29,86 (D3C(CH,)2(CH,)17-), 32,00
(DsCCH,CH,-), 34,60 (-CH,CHOH-), 52,60 (-CH3), 70,64 (-CHOHCOO-),
176,01 (-COO-)

5.5.5 Darstellung der w,w,w-D;-(2RS)-2-Hydroxyalkansaure

Eine Ldsung der umzusetzenden Molmenge w,w,w-Ds-2-Hydroxyalkansduremethylester
47,48 und KOH (1,5 Molaquivalente je Ester) in 96% Ethanol (10 ml je 1 mmol Ester) wurde
fur 2 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel abgezogen, der
Ruckstand in 2 molarer HCI (5 ml je 1 mmol Ester) aufgenommen und dreimal mit Diethyl-
ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung gewa-
schen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Das
Rohprodukt wurde durch Umkristallisation in einer Mischung aus Heptan und Aceton (8/1
V/V) gereinigt.

18,18,18-D3-(2RS)-2-Hydroxyoctadecanséure — (49)
Die Darstellung erfolgte aus 18,18,18-Ds-(2RS)-2-Hydroxyoctadecansauremethylester (47)
(2,26 g, 7,1 mmaol).

Summenformel:  CigH33D303 o
Mg (g/mol): 303,48 D3C’%)‘\OH
Ausbeute: 93% (2,00 g) OH
Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff
Rs: LM 6: 0,08
LM 10: 0,26
Fp: 86-87 °C
ESI-MS (m/z): negativ 302,8 [M — H]
'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,11-1,35 (m, 26 H, D3;C(CH,)s-), 1,40-1,52

(m, 2 H, -CH,CH,CHOH-), 1,66-1,75 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 1,82-1,90
(m, 1H, -CHH'CHOH-), 4,28 (dd, *Jyn= 7,5Hz, 3Jyu= 4,2Hz, 1H,
-CH,CHOH-)

BC-NMR: 125 MHz, THF-Dg: d[ppm] = 23,46 (D3;CCH,-), 26,19 (-CH,CH,CHOH-),
30,49, 30,59, 30,72, 30,76, 30,77, 30,80, 30,81 (DsC(CH,)-(CH.)1:-), 32,95
(DsCCH,CH,-), 35,68 (-CH,CHOH-), 71,00 (-CH,CHOH-), 176,74
(-COOH)

24,24,24-D;-(2RS)-2-Hydroxytetracosansaure — (50)
Die Darstellung erfolgte aus 24,24,24-Ds-(2RS)-2-Hydroxytetracosansauremethylester (48)
(2,09 g, 2,7 mmaol).

Summenformel:  C,4H4sD303 o
Mg (g/mol): 387,64 D3C’%)‘\OH
Ausbeute: 96% (1,01 g) OH
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Aussehen: weiler kristalliner Feststoff

Rs: LM 10: 0,09

Fp: 98-99 °C

ESI-MS (m/z): negativ 386,6 [M — H]

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,27-1,31 (m, 38 H, D3C(CH,)1e-), 1,41-1,51

(m, 2 H, -CH,CH,CHOH-), 1,67-1,76 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 1,83-1,91
(m, 1H, -CHH'CHOH-), 4,28 (dd, *Jyn= 7,5Hz, 3Jyu= 4,3Hz, 1H,
-CH,CHOH-)

BC-NMR: 100 MHz, THF-Dg: d[ppm] = 23,47 (D3CCH,-), 26,20 (-CH,CH,CHOH-),
30,50, 30,61, 30,73, 30,78, 30,82 (DsC(CH,)-(CH,)11-), 32,97 (DsCCH,
CH,-), 35,69 (-CH,CHOH-), 71,01 (-CH,CHOH-), 176,75 (-COOH)

5.5.6 Darstellung der w,w,w-Ds-(2RS)-2-Acetoxyalkanséure

Zu einer Losung der umzusetzenden Molmenge w,w,w-D3-(2RS)-2-Hydroxyalkanséaure
49,50 in abs. CH,Cl, (15 ml je 1 mmol Sé&ure) wurden Acetanhydrid (16 Molaquivalente je
Saure) und Pyridin (31 Molaquivalente je Saure) hinzugegeben und der Ansatz fir 16 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Zum Abbruch der Reaktion wurde gesattigte NaHCO;-Ldsung
(15 ml je 1 mmol Saure) hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz dreimal mit CHCI;
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit 0,5 molarer NaHSO,4-Lésung gewaschen,
tber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die 2-
Acetyloxysaure 51,52 wurde ohne Reinigung weiterverwendet.

18,18,18-D3-(2RS)-2-Acetoxyoctadecanséaure — (51)
Die Darstellung erfolgte aus 18,18,18-D;-(2RS)-2-Hydroxyoctadecansaure (49) (0,30 g,
1 mmol).

Summenformel:  CooH35D305 o

Mg (g/mol): 345,52 o)J\
Ausbeute: 94% (0,32 g) DsCWOH
Aussehen: weil3er bis leicht gelber Feststoff * 8

Rs: LM 6: 0,22

Fp: 58-63 °C

ESI-MS (m/z):  negativ 344,5 [M — HJ, 689,4 [2M — H]

'H-NMR: 500 MHz, CDCly: 8[ppm] = 1,25-1,35 (m, 26 H, DsC(CH,):5-), 1,39-1,46

(m, 2 H, -CH,CH,CH-0-), 1,82-1,89 (m, 2 H, -CH,CH-O-), 2,14 (s, 3 H,
-OOCCHs,), 5,01 (dd, %3y = 7,3 Hz, 334y = 5,4 Hz, 1 H, -CHO-COOH)

1B3C-NMR: 100 MHz, CDClz: 8[ppm] = 20,75 (H;CCOO-), 22,58 (DsCCH,-), 25,26
(-CH,CH,CH-0-), 29,27, 29,50, 29,53, 29,68, 29,77, 29,81, 29,85, 29,86
(DsC(CH,)2(CHy)11-), 31,13 (-CH,CH-O-), 32,00 (D;CCH,CH,-), 72,01
(-CH-0-), 170,77 (H;CCOO-), 174,96 (-COOH)



Experimenteller Tell 78

24,24,24-D;-(2RS)-2-Acetoxytetracosansaure — (52)
Die Darstellung erfolgte aus 24,24,24-D;-(2RS)-2-Hydroxytetracosansaure (50) (0,31 g,
0,8 mmol).

O

Summenformel: CysH47D303

Mg (g/mol): 429,67 OJ\
Ausbeute: 99% (0,34 g) D3CWOH
Aussehen: weiler Feststoff ®8

Ry LM 6: 0,17

Fp: 60-61,5 °C

ESI-MS (m/z): negativ 428,3 [M — HJ', 857,1 [2M — H]

'"H-NMR: 500 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,25-1,34 (m, 38 H, D3;C(CH,)19-), 1,40-1,46

(m, 2 H, -CH,CH,CH-0-), 1,84-1,89 (m, 2 H, -CH,CH-0-), 2,14 (s, 3 H,
-OOCCHs,), 5,01 (dd, %3y = 7,3 Hz, 334y = 5,5 Hz, 1 H, -CHO-COOH)

3C-NMR: 125 MHz, CDCls: d[ppm] = 20,74 (HsCCOO-), 22,58 (DsCCH,-), 25,26
(-CH,CH,CH-0O-), 29,27, 29,50, 29,54, 29,69, 29,77, 29,82, 29,86
(DsC(CHy)2(CHy)17-), 31,10 (-CH,CH-O-), 32,00 (DsCCH,CH-), 71,97
(-CH-0-), 170,78 (H;CCOO-), 175,73 (-COOH)

5.5.7 Darstellung der Essigsaure-[w,w,w-D3s-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-di-
hydroxyoctadec-4-en-2-ylJamino}alkan-2-yl]ester

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4A. Der Ansatz wurde anschlieBend zur
Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Ver-
wendung eines CHCls/Methanol-Gradienten steigender Polaritat.

Essigsaure-[18,18,18-Ds-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-
yllamino}octadecan-2-yl]lester — CER[AS]Ac-18,18,18-D; — (53)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4A aus 18,18,18-Ds-(2RS)-2-Acetyloxyocta-
decansaure (51) (0,32 g, 0,9 mmol).

Summenformel:  CasgH-oDsNOs o

Mg (g/mol): 626,98 )J\o
Ausbeute: 73% (0,42 g) cho
Aussehen: weilder, wachsartiger Feststoff 15

HN
o
Ry LM 9: 0,47 /N/\/r\oH
Fp: 76-79 °C X “oH

ESI-MS (m/z):  positiv 649,7 [M + Na]" :
negativ 625,7 [M — HJ, 671,5 [M + CI]’, 1251,4 [2M — HJ,

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jy = 6,9 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,10-
1,37 (m, 56 H, D3C(CHy)w-, HsC(CHy)11-), 1,77-1,91 (m, 2 H, -CH,CH-
CONH-), 2,03-2,08 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,13 (s) und 2,15 (s, 3 H, -
OOCCHs,), 3,67-3,73 (m, 1 H, -CHH'OH), 3,84-3,89 (m, 1 H, -CH-CH,OH),
3,96-4,00 (m, 1H, -CHH'OH), 4,32-4,35 (m, 1H, -CHOHCH-CH,OH),
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BC-NMR:

5,07-5,11 (m, 1H, -CH,CH-CO-), 548-5,55 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-),
5,75-5,84 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 6,75-6,79 (m, 1 H, -CONH-)

100 MHz, CDCy: 8[ppm] = 14,26 (HsCCH,-), 21,09 und 21,11 (-OOCCH,),
22,57 (DsCCH,-), 22,84 (HsCCH,-), 25,02 und 25,05 (-CH,CH,CH-O-),
29,25, 29,25, 29,37, 29,40, 29,41, 29,43, 29,51, 29,53, 29,57, 29,58,
29,64, 29,65, 29,71, 29,72, 29,78, 29,81, 29,84, 29,85, 32,00 ,32,02,
32,08 (DsCCH2(CH,)1.CH,CH,-, HsCCH, (CHo)io-), 32,42 und 32,44
(-CH,CH=CH-), 54,27 und 54,29 (-CH-CH,OH), 62,11 und 62,19
(-CH,OH), 74,43 und 74,44 (-CH=CH CHOH-), 74,64 und 74,68 (-CH,
CH-0-), 128,70 und 128,71 (-CH=CHCHOH-), 134,50 (-CH=CHCHOH-),
170,27, 170,32, 170,62 und 170,63 (2x -CO-)

Essigsaure-[24,24,24-D;-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-
yllamino}tetracosan-2-yllester — CER[AS]Ac-24,24,24-D; — (54)

Die Darstellung

erfolgte  entsprechend Methode 4A aus 24,24,24-D;-(2RS)-2-

Acetyloxytetracosansaure (52) (0,34 g, 0,8 mmol).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

'H-NMR:

BC-NMR:

Cu4Hg2D3NOs
711,14 )J\o
68% (0,35 g) DsC 0
weilRer, wachsartiger Feststoff AN
N oH

LM 9: 0,48
76-78 °C " "/oH

6

positiv 734,3 [M + Na]*
negativ 710,0 [M — H]
500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, ®Jyn = 7,0 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,13-
1,37 (m, 56 H, D3C(CH,)x-, H3sC(CH2)11-), 1,78-1,90 (m, 2 H, -CH,CH-
CONH-), 2,03-2,08 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,15 (s) und 2,16 (s, 3 H,
-OOCCHgy,), 3,67-3,73 (m, 1H, -CHHOH), 3,84-3,88 (m, 1H, -CH-
CH,OH), 3,97-4,00 (m, 1 H, -CHH'OH), 4,33-4,35 (m, 1 H, -CHOHCH-
CH,OH), 5,07-5,11 (m, 1 H, -CH,CH-CO-), 5,50-5,55 (m, 1 H, -CH=CH
CHOH-), 5,76-5,83 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 6,76-6,79 (m, 1 H, -CONH-)
125 MHz, CDCj3: 8[ppm] = 14,28 (HsCCH,-), 21,11 und 21,12 (-OOC CHjy),
22,58 (DsCCH,-), 22,85 (H3;CCH,-), 25,01 und 25,03 (-CH,CH,CH-0O-),
29,24, 29,37, 29,40, 29,41, 29,43, 29,52, 29,54, 29,58, 29,59, 29,64,
29,65, 29,72, 29,73, 29,78, 29,79, 29,82, 29,84, 29,86, 31,99 ,32,02,
32,08 (D3CCH2(CHy)18CH,CH,-, H3CCHy(CHy)10-), 32,43 und 32,45
(-CH,CH=CH-), 54,20 und 54,22 (-CH-CH,OH), 62,12 und 62,20
(-CH,OH), 74,49 und 74,52 (-CH=CHCHOH-), 74,63 und 74,67 (-CH,
CH-O-), 128,67 und 128,69 (-CH=CHCHOH-), 134,52 (-CH=CHCHOH-),
170,61 und 170,62 (2x -CO-)
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5.5.8 Darstellung des Ceramides [AS]-18,18,18-D; (Dieastereomerengemisch)

(2SR)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-D;-octadecan-amid —
DL-CER[AS]-18,18,18-D; — (57)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 5. Dazu wurde der Essigsaure-[18,18,18-Ds-
(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-yllJamino}-octadecan-2-yllester (53)
(0,42 g, 0,7 mmol) deacetyliert. Der Ansatz wurde anschlieRend zur Trockne eingeengt. Die
Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines CHCls/Methanol-
Gradienten steigender Polaritéat mit einem Zusatz von NHs (0,5% V/V).

Summenformel:  CsgHgsD3NO, OH
Mg (g/mol): 584,95 DsC °
Ausbeute: 92% (0,41 g)  HNg o
Aussehen: weil3er, wachsartiger Feststoff )
Ry LM 11 L-Form:0,62 N on
D-Form: 0,51
Fe: 97-101 °C
ESI-MS (m/z):  positiv: 608,4 [M + Na]”
negativ: 584,0 [M — H]
HR-MS: ber.: 607,5464 Da (CssHssDsNO4Na [M + Na])
gef.: 607,5463 Da
ber.: 619,5255 Da (C36HesDsNOLCI [M + CI])
gef.: 619,5271 Da
'H-NMR: 500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jyn = 7,0 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,13-

1,46 (M, 50 H, D3C(CHy)14-, HsC(CHy)11-), 1,60-1,68 (m, 1 H, -CHH'CHO
HCO-), 1,80-1,87 (m, 1 H, -CHH'CHOHCO-), 2,04-2,08 (m, 2 H, -CH,
CH=CH-), 3,60-3,74 (m, 1H, -CHH'OH), 3,88-3,99 (m, 2H, -CH-
CHH'OH), 4,12-4,15 (m, 1 H, -CHOHCO-), 4,31-4,35 (m, 1 H, -CH=CH
CHOH-), 5,51-5,56 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,77-5,83 (m, 1 H, -CH=CH
CHOH-), 7,09-7,13 (m, 1 H, -CONH-)

BC-NMR: 125 MHz, THF-Dg: §[ppm] = 14,61 (HsCCH;-), 23,46 (DsCCH,-), 23,73
(H3CCHy-), 26,26 und 26,29 (-CH,CH,CHOH-), 30,39, 30,46, 30,49, 30,49,
30,53, 30,72, 30,73, 30,78, 30,79, 30,81, 30,83, 30,84 (D3C(CH.)2(CHy)11-,
H:C(CH3)2(CHy)s-), 32,96 (D3CCH,CH,-), 33,05 (H3;CCH,CH,-), 33,43
(-CH,CH,CH=CH-), 36,13 (-CH,CHOHCONH-), 56,27 und 56,50 (-CH-
CH,OH), 62,63 und 62,73 (-CH,OH), 72,78 und 72,92 (-CHOHCONH-),
73,78 und 73,93 (-CH=CHCHOH-), 132,14 und 132,28 (-CH=CHCHOH-),
132,57 und 132,59 (-CH=CHCHOH-), 175,08 und 175,10 (-CONH-)

HPLC: L-Form: Reinheit: tg = 4,02 min; 70%
D-Form: Reinheit: tg - 5,12 min; 30%

5.5.9 Darstellung und Trennung der Diastereomeren der Ceramide [AS]-w,w,w-D;

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 5 aus den acetylierten Ceramiden 53,54. Der
Ansatz wurde anschlieend zur Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulen-
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chromatographie, wobei eine nass konditionierte Saule im Verhdltnis von 200:1 (m/m) mit
Kieselgel beflllt wurde. Als Elutionsmittel wurde CHCls/MeOH/NH; 98/2/0,5 (V/VIV) verwen-
det, bis die L-Form vollstandig eluiert war. AnschlieRend wurde die Polaritat diskontinuierlich

erhoht.

Fir die Darstellung und Diastereomerentrennung des Ceramids [AS] 18,18,18-D; wurde Es-
sigsaure-[18,18,18-D3-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-ylJamino}-
octadecan-2-yllester (53) (0,42 g, 0,7 mmol) deacetyliert und anschlieRend chromatogra-

phiert.

(2R)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-Ds;-octadecanamid —
D-CER[AS]-18,18,18-D; — (64)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

CasHeaDsNO, v
584,95
42% (0,16 g) HNo
weil3er, wachsartiger Feststoff
LM 11: D-Form: 0,51 6

101-104 °C

positiv: 608,4 [M + Na]"

negativ: 584,0 [M — H]

ber.: 619,5255 Da (C36HgsD3NOLCI [M + CI)

gef.: 619,5261 Da

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jy = 6,8 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,26-
1,85 (m, 52 H, D3C(CH,)15-, H3C(CH,)11-, von H,O Uberlagert), 2,03-2,09
(m, 2 H, -CH,CH=CH-), 3,74 (dd, *Jyn = 11,2Hz, *Jyn= 3,4 Hz, 1H,
-CHH'‘OH), 3,89-3,94 (m, 1H, -CH-CH,OH), 3,98 (dd, ?Jy = 11,1 Hz,
%Jun = 3,9 Hz, 1 H, -CHH'OH) 4,08-4,17 (m, 1 H, -CHOHCO-), 4,31-4,34
(m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, 3J44 = 15,5 Hz, 3J4 = 6,6 Hz, 1 H,
-CH=CHCHOH-), 5,76-5,84 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 7,11 (d, Jyn =
7,4 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,61 (H3CCHy-), 23,47 (D3CCHy-), 23,74
(HsCCH,-), 26,30 (-CH,CH,CHOH-), 30,46, 30,51, 30,74, 30,79, 30,80,
30,82, 30,85, 30,87 (D3sC(CH2)2(CH2)11-, H3C(CH,)o(CHy)s-), 32,97
(DsCCH,CH,-), 33,06 (HsCCH,CH,-), 34,44 (-CH,CH,CH=CH-), 36,15
(-CH,CHOHCONH-), 56,29 (-CH-CH,0H), 62,66 (-CH,OH), 72,92 (-CHOH
CONH-), 73,95 (-CH=CHCHOH-), 132,31 (-CH=CHCHOH-), 132,58
(-CH=CHCHOH-), 175,01 (-CONH-)

D-Form: Reinheit: tg = 5,12 min; >99,5%

(2S)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-Ds;-octadecanamid —
L-CER[AS]-18,18,18-D; — (63)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

C36H68D3NO4 OH
584,95 D3C ~ o
46% (0,18 g) % e,
weiRer, wachsartiger Feststoff OH
X" "oH
6
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Ry
Fp:
ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

LM 11: L-Form: 0,62

96-99 °C

positiv: 608,4 [M + Na]"

negativ: 583,9 [M —HJ

ber.: 567,5567 Da (C36Hgs7D3NO3 [M — H,O + HJ)

gef.: 567,5549 Da

ber.: 583,5517 Da (C36Hs7D3NO, [M — H])

gef.: 583,5501 Da

ber.: 619,5255 Da (C36HssD3NOLCI [M + CI])

gef.: 619,5267 Da

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, ®Jyn = 7,0 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,12-
1,46 (m, 50 H, D3C(CH,)14-, H:C(CHy)1:-), 1,60-1,68 (m, 1 H, -CHH'CHO
HCO-), 1,80-1,87 (m, 1 H, -CHH'CHOHCO-), 2,04-2,08 (m, 2 H, -CH,
CH=CH-), 3,70-3,75 (m, 1 H, -CHH'OH), 3,88-3,92 (m, 1 H, -CH-CH,0H),
3,97 (dd, 2Jyn = 11,1 Hz, 3J4n = 3,2 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,13-4,15 (m,
1 H, -CHOHCO-), 4,34-4,35 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, 3Jy, =
15,4 Hz, )y = 6,5 Hz, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,77-5,83 (m, 1 H, -CH=CH
CHOH-), 7,11 (d, *Jyn = 7,5 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, THF-Dg: &[ppm] = 14,60 (H3CCH,-), 23,46 (D;CCH,-), 23,73
(HsCCH,-), 26,26 (-CH,CH,CHOH-), 30,39, 30,48, 30,49, 30,53, 30,72,
30,78, 30,79, 30,79, 30,83, 30,84 (D3C(CH2)2(CH,)11-, H3C(CH,)2(CH,)g-),
32,95 (D3CCH,CH,-), 33,05 (H3CCH,CH,-), 33,43 (-CH,CH,CH=CH-),
36,13 (-CH,CHOHCONH-), 56,51 (-CH-CH,OH), 62,72 (-CH,OH), 72,77
(-CHOHCONH-), 73,78 (-CH=CHCHOH-), 132,14 (-CH=CHCHOH-),
132,58 (-CH=CH CHOH-), 175,13 (-CONH-)

L-Form: Reinheit: tg = 4,02 min; >99,5%

Fur die Darstellung und Diastereomerentrennung des Ceramids [AS] 24,24,24-D; wurde Es-
sigsaure-[24,24,24-D;-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-
ylJamino}tetracosan-2-yllester (54) (0,35 g, 0,5 mmol) deacetyliert und anschlieend chroma-

tographiert.

(2R)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —
D-CER[AS]-24,24,24-D; — (66)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

CuzHaoDaNO, N A
43% (0,14 g) HNa L~ on
weilRer, wachsartiger Feststoff .

X “oH

LM 11: D-Form: 0,49 5
95-96 °C

positiv: 692,0 [M + Na]”

negativ: 668,0 [M — H]

ber.: 691,6403 Da (C42HgoDsNO4Na [M + Na]*)
gef.: 691,6400 Da
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'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jy = 6,9 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,10-
1,85 (m, 64 H, D3C(CH,),:-, H3C(CH,)11-, von H,O Uberlagert), 2,03-2,10
(m, 2 H, -CH,CH=CH-), 3,74 (dd, 2Jyy = 11,2 Hz, *Jys= 3,5Hz, 1H,
-CHH'OH), 3,89-3,94 (m, 1H, -CH-CH,OH), 3,98 (dd, 2Jy = 11,4 Hz,
%Jun = 4,2 Hz, 1 H, -CHH'OH) 4,08-4,17 (m, 1 H, -CHOHCO-), 4,31-4,34
(m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, 3Jy = 15,6 Hz, 3J,4 = 6,7 Hz, 1 H,
-CH=CHCHOH-), 5,76-5,84 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 7,12 (d, 3Jyn =
7,3 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg: &[ppm] = 14,61 (HsCCH,-), 23,46 (D;CCH,-), 23,74
(HsCCH,-), 26,30 (-CH,CH,CHOH-), 30,46, 30,49, ,30,51, 30,74, 30,77,
30,81, 30,84, 30,87 (D3C(CH2)(CHy)17-, HsC(CH,)o(CHp)s-), 32,96
(DsCCH,CH,-), 33,05 (HsCCH,CH,), 33,44 (-CH,CH,CH=CH-), 36,14
(-CH,CHOHCONH-), 56,30 (-CH-CH,0H), 62,65 (-CH,0OH), 72,92 (-CHOH
CONH-), 73,94 (-CH=CH CHOH-), 132,29 (-CH=CHCHOH-), 132,58
(-CH=CHCHOH-), 175,07 (-CONH-)

D-Form: Reinheit: tg = 4,92 min; >99,5%

(2S)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —
L-CER[AS]-24,24,24-D; — (65)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

Ca2HgoDsNO, OH
669,11 DSCWO
44% (0,14 g) 21

HN\
weil3er, wachsartiger Feststoff MOH
LM 11: L-Form: 0,60 X" "oH

93-94 °C

positiv: 692,1 [M + Na]”
negativ: 668,3 [M — HJ
ber.: 651,6478 Da (C42H79D3NO3 [M = H,O + HJY)

gef.: 6561,6476 Da

ber.: 703,6194 Da (C42HgoDsNOLCI [M + CI)

gef.: 703,6203 Da

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jy = 6,8 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,11-
1,45 (m, 62 H, D3C(CHy)-, HsC(CH.)i:-), 1,60-1,69 (m, 1H, -CHH’
CHOHCO-), 1,79-1,88 (m, 1 H, -CHH'CHOHCO-), 2,03-2,09 (m, 2 H, -CH,
CH=CH-), 3,73 (dd, 2Jyy = 11,4 Hz, 3J4 = 3,1 Hz, 1 H, -CHH‘OH), 3,89-
3,93 (m, 1 H, -CH-CH,OH), 3,97 (dd, 2Jy = 11,4 Hz, *Ju = 3,9 Hz, 1 H,
-CHH'OH) 4,14-4,17 (m, 1 H, -CHOHCO-), 4,34-4,36 (m, 1 H, -CH=CH
CHOH-), 5,53 (dd, ®Jyn = 15,4 Hz, 3J44 = 6,3 Hz, 1 H, -CH=CHCHOH-),
5,77-5,84 (m, 1 H, -CH=CHCHOH-), 7,12 (d, 3Jy = 6,7 Hz, 1 H, -CONH-)
100 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,61 (HsCCH,-), 23,47 (DsCCH,-), 23,74
(HsCCHy-), 26,27 (-CH,CH,CHOH-), 30,40, 30,49, 30,54, 30,72, 30,78,
30,82, 30,84, 30,86 (D3C(CH,),(CHy)17-, HsC(CH,),(CH,)s-), 32,96 (DsC
CH,CH,-), 33,05 (HsCCH,CH,-), 33,43 (-CH,CH,CH=CH-), 36,14 (-CH,
CHOHCONH-), 56,52 (-CH-CH,OH), 62,74 (-CH,OH), 72,78 (-CHOH
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CONH-), 73,80 (-CH=CHCHOH-), 132,16 (-CH=CHCHOH-), 132,57
(-CH=CHCHOH-), 175,11 (-CONH-)
HPLC: L-Form: Reinheit: tg - 3,87 min; >99,5%

5.5.10 Darstellung der  Essigsaure-[w,w,w-D3-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-tri-
hydroxyoctadec-2-yllamino}alk-2-yl]ester

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B. Der Ansatz wurde anschlieBend zur
Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwen-
dung eines CHCls/Methanol-Gradienten steigender Polaritat.

Essigsaure-[18,18,18-Ds-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyoctadec-2-
yllamino}octadecan-2-yl]lester — CER[AP]Ac-18,18,18-D; — (55)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B aus 18,18,18-Ds-(2RS)-2-Acetyloxyocta-
decansaure (51) (0,32 g, 0,9 mmol).

Summenformel: CsgH72D3NOg i

Mg (g/mol): 645,00 o]

Ausbeute: 73% (0,44 g) DSCWO
Aussehen: weiRer, wachsartiger Feststoff ®aN

Re: LM 9: 0,30 MOH
Fe: 96-98 °C Y on
ESI-MS (m/z):  negativ 643,6 [M—HJ, 679,6 [M + CI|, 1288,3 OH

[2M —H],

'H-NMR: 500 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,86 (t, *Jyn = 7,0 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,24-

1,84 (m, 56 H, D3C(CHy)15-, HsC(CH)13-), 2,13 (s, 3 H, -OOCCHz), 3,58-
3,66 (m, 3 H, -CHOHCHOHCH-CHH’OH), 3,88 (dd, 2J4 4 = 11,6 Hz, 33y =
2,7 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,05-4,10 (m, 1 H, -CH-CH,OH), 5,08 (dt, %J,, =
7,2 Hz, *Jyn = 4,9 Hz, 1 H, -CH-CO-), 6,86-6,88 (m, 1 H, -CONH-)

3C-NMR: 100 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,60 (H;CCH,-), 20,76 (-OOCCH,), 23,46
(DsCCHy-), 23,73 (HsCCH,-), 26,07 (-CH,CH,CH-O-), 26,93 (-CH,CH
CHOH-), 30,48, 30,49, 30,52, 30,63, 30,75, 30,77, 30,78, 30,80, 30,82,
30,83, 30,85, 30,86, 30,93, 32,95, 33,05 (DsCCHy(CH,)i4-, H3CCH,
(CHo)10-), 34,43 (-CH,CHOH-), 53,49 (-CH-CH,OH), 62,29 (-CH,OH),
73,41 (-CH,CHOH-), 74,89 (-CH-CH,OH), 76,90 (-CH,CHOHCHOH-),
170,20 und 170,32 (2x -CO-)

Essigsaure-[24,24,24-D;-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyoctadec-2-
yllamino}tetracosan-2-yl]ester — CER[AP]Ac-24,24,24-D; — (56)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B  aus  24,24,24-Ds-(2RS)-2-
Acetyloxytetracosansaure (52) (0,34 g, 0,8 mmol).
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Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C14H72D3NOs
729,16 )J\O

76% (0,44 g) cho
21

weilder, wachsartiger Feststoff

HN
LN
LM 9: 0,24 MOH
90-95 °C " "/on

negativ 727,9 [M — HJ" OH
500 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,88 (t, ®Jyn = 7,0 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,25-
1,86 (m, 68 H, D3C(CHy)21-, HsC(CH,)15-), 2,15 (s, 3 H, -OOCCH;), 3,59-
3,74 (m, 3 H, -CHOHCHOHCH-CHH'OH), 3,93 (dd, Iy = 11,7 Hz, 3y =
2,8 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,08-4,14 (m, 1 H, -CH-CH,OH), 5,08-5,11 (m,
1 H, -CH-CO-), 6,81-6,85 (m, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,61 (H3;CCH,-), 20,78 (-OOCCHs), 23,46
(DsCCHy-), 23,73 (HsCCH,-), 26,09 und 26,12 (-CH,CH,CH-O-), 26,97
und 27,00 (-CH,CH,CHOH-), 30,49, 30,54, 30,65, 30,77, 30,79, 30,82,
30,84, 30,87, 30,89, 30,95 30,97, 31,04, 32,96, 33,05 33,07
(D3CCH(CH,)20-, HsCCH,(CH,)10-), 34,23 und 34,37 (-CH,CHOH-), 53,52
und 53,60 (-CH-CH,OH), 62,29 und 62,34(-CH,OH), 73,30 und 73,39
(-CH,CHOH-), 74,91 und 74,94 (-CH-O-), 76,80 und 76,88 (-CH,CHOH
CHOH-), 170,19, 170,27 und 170,31 (2x -CO-)

5.5.11 Darstellung des Ceramides [AP]-18,18,18-D; (Diastereomerengemisch)

(2SR)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid —
DL-CER[AP]-18,18,18-D; — (58)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 5. Dazu wurde Essigsaure-[18,18,18-Ds-
(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyoctadec-2-yllamino}octadecan-2-yl]ester (55)
(0,44 g, 0,7 mmol) deacetyliert. Der Ansatz wurde anschlieRend zur Trockne eingeengt. Die
Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines CHCls/Methanol-
Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:
ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

CasH7oDsNOs . o .
602,96 s W
15
92% (0,37 ) HNo oH
weiler Feststoff M
" "IoH

LM 11: L-Form: 0,39 6

D-Form: 0,22

128-132 °C

positiv: 625,5 [M + Na]"

negativ: 601,6 [M —HJ

ber.: 603,5750 Da (C36H71D3NOs [M + H])

gef.: 603,5750 Da

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jyn = 6,9 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,26-
1,85 (m, 56 H, D3C(CH,)15-, H3C(CH,)1s-, von H,O Uberlagert), 3,61-3,66
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(m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,79 (dd, ?Jy = 11,5 Hz, 3J,y = 5,3 Hz, 1 H,
-CHH'OH), 3,93-3,97 (m, 1H, -CHH'OH), 4,12-4,17 (m, 2H, -CHOH
CONHCH-CH,0H), 7,22 (d, 33y = 7,4 Hz, 1 H, -CONH-)

BC-NMR: 125 MHz, THF-Dg: d[ppm] = 14,60 (HsCCH,-), 23,46 (D;CCH,-), 23,73
(HsCCH,-), 26,23 und 26,29 (-CH,CH,CHOHCONH-), 26,95 und 26,97
(-CH,CH,CHOHCHOH-), 30,49, 30,75, 30,78, 30,80, 30,83, 30,84, 30,86,
30,87, 30,88, 30,93, 30,96, 31,04 (D3C(CH,)2(CHy)11-, HsC(CH,)2(CH.)e-),
32,95 (DsCCH,CH,-), 33,04 (H;CCH,CH,-), 34,44 und 34,61 (-CH,CHOH
CHOH-), 36,05 und 36,07 (-CH,CHOHCONH-), 53,32 und 53,37 (-CH-
CH,OH), 62,47 und 62,50 (-CH,OH), 72,81 und 72,87 (-CHOHCONH-),
73,22 und 73,32 (-CH,CHOHCHOH-), 77,32 und 77,34 (-CH,CHOH
CHOH-), 175,08 und 175,14 (-CONH-)

HPLC: L-Form: Reinheit: tg = 5,92 min; 56%

D-Form: Reinheit: tg = 7,27 min; 44%

5.5.12 Darstellung und Trennung der Diastereomeren der Ceramide [AP]-w,w,w-D;

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 5 aus den acetylierten Ceramiden 55,56. Der
Ansatz wurde anschlieRend zur Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulen-
chromatographie, wobei eine nass konditionierte Saule im Verhdltnis von 200:1 (m/m) mit
Kieselgel befillt wurde. Als Elutionsmittel wurde CHCIl;/MeOH/NH; 96/4/0,5 (V/IVIV) verwen-
det, bis die L-Form vollstandig eluiert war. AnschlieRend wurde die Polaritat diskontinuierlich
erhoht.

Fur die Darstellung und Diastereomerentrennung des Ceramids [AP] 18,18,18-D; wurde Es-
sigsaure-[18,18,18-D3-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyocta-dec-2-
ylJamino}octadecan-2-yllester (55) (0,43 g, 0,7 mmol) umgesetzt und anschlielend chroma-
tographiert.
(2R)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-D;-octadecanamid —
D-CER[AP]-18,18,18-D; — (60)

Summenformel: CssH7oD3NOs
Mq (g/mol): 602,96 D3C(\%"\(°
Ausbeute: 41% (0,17 g) "N~
Aussehen: weiller Feststoff M
Rs: LM 11: D-Form: 0,22 6 =
Fe: 141-143 °C o
ESI-MS (m/z): negativ: 601,8 [M —HJ
HR-MS: ber.: 601,5593 Da (C36HggD3NO5 [M — H])

gef.: 601,5608 Da
'H-NMR: 500 MHz, CDCls, 35 °C: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Jyu = 6,9 Hz, 3 H, HsCCH,-),

1,26-1,86 (m, 56 H, DsC(CH;)15-, H3C(CH>)13-, von H,O Uberlagert), 3,62-
3,67 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,80 (dd, 23y = 11,6 Hz, 3J,y = 5,2 Hz,
1 H, -CHH'OH), 3,96 (dd, 2Jyy = 11,7 Hz, 34 = 2,5 Hz, 1 H, -CHH'OH),
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BC-NMR:

HPLC:

4,10-4,17 (m, 2 H, -CHOHCONHCH-CH,O0H), 7,19 (d, ®Jyn = 7,2 Hz, 1 H,
-CONH-)

125 MHz, THF-Dg: §[ppm] = 14,60 (HsCCH;-), 23,46 (DsCCH,-), 23,73
(HsCCH,-), 26,28 (-CH,CH,CHOHCONH-), 26,97 (-CH,CH,CHOH
CHOH-), 30,49, 30,50, 30,78, 30,79, 30,82, 30,83, 30,85, 30,88, 30,96,
31,04 (DsC(CH,)2(CH,)11-, H3CCH,(CH,)e-), 32,96 (D3CCH,CH,-), 33,05
(H;CCH,CH,-), 34,46 (-CH,CHOHCHOH-), 36,10 (-CH,CHOHCONH-),
53,41 (-CH-CH,OH), 62,53 (-CH,OH), 72,87 (-CHOHCONH-), 73,23
(-CH,CHOHCHOH-), 77,36 (-CH, CHOHCHOH-), 175,05 (-CONH-)
D-Form: Reinheit: tg = 5,92 min; >99,5%

(2S)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid —
L-CER[AP]-18,18,18-D; — (59)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

CasH7oDsNOs oH

602,06 D3CM’_\(°
45% (0,19 g) TN~
weiler Feststoff M

v~ "/oH
LM 11: L-Form: 0,39 6
124-126 °C
negativ: 601,8 [M —HJ
ber.: 601,5593 Da (C36HesD3NOs [M — H])
gef.: 601,5593 Da
500 MHz, CDCls, 40 °C: 8[ppm] = 0,89 (t, 3J.u = 6,9 Hz, 3 H, HsCCH,-),
1,27-1,88 (m, 56 H, D3C(CH,)1s-, HsC(CH,)15-, von H,O iiberlagert), 3,66-
3,70 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,81 (dd, 2Jy s = 11,5 Hz, 3J,1 = 4,8 Hz,
1 H, -CHH'OH), 3,97 (dd, 2Jyn = 11,8 Hz, 34 = 1,9 Hz, 1 H, -CHH'OH),
4,13-4,17 (m, 2 H, -CHOHCONHCH-CH,OH), 7,19 (d, 3Jyn = 5,7 Hz, 1 H,
-CONH-)
125 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,60 (HsCCH,-), 23,46 (DsCCH,-), 23,73
(HsCCHy-), 26,22 (-CH,CH,CHOHCONH-), 26,94 (-CH,CH, CHOH
CHOH-), 30,48, 30,49, 30,75, 30,78, 30,78, 30,80, 30,82, 30,84, 30,86,
30,86, 30,93, 31,05 (D3C(CH2)2(CHy)1-, HsC(CH,)2(CH,)e), 32,96
(DsCCH,CH,-), 33,05 (HsCCH,CH,-), 34,62 (-CH,CHOHCHOH-), 36,08
(-CH,CHOHCONH-), 53,35 (-CH-CH,OH), 62,50 (-CH,OH), 72,81 (-CHOH
CONH-), 73,33 (-CH,CHOHCHOH-), 77,38 (-CH,CHOHCHOH-), 174,99
(-CONH-)
L-Form: Reinheit: tg = 5,75 min; >99,5%

Fir die Darstellung und Diastereomerentrennung des Ceramids [AP] 24,24,24-D; wurde Es-
sigsaure-[24,24,24-Ds-(2RS)-1-0x0-1-{[(2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyocta-dec-2-ylJamino}-
tetracosan-2-yllester (56) (0,42 g, 0,6 mmol) umgesetzt und anschlielend chromatogra-

phiert.
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(2R)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-D;-tetracosanamid —
D-CER[AP]-24,24,24-D; — (62)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

C42HgzD3sNOs . o .
687,12 ? Mﬂj\(

44% (0,18 )
weiler Feststoff

LM 11: D-Form: 0,31 6 %
135-140 °C H
negativ: 685,8 [M — HJ

ber.: 721,6299 Da
gef.: 721,6304 Da
500 MHz, CDCls, 40 °C: 8[ppm] = 0,89 (t, *Jyn = 6,8 Hz, 3 H, H;CCH,-),
1,13-1,87 (m, 68 H, D3sC(CHy),:-, H3C(CH,)13-, von H,O Uberlagert), 3,65-
3,69 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,82 (dd, 2Jy s = 11,3 Hz, 3J, 1 = 4,9 Hz,
1 H, -CHH'OH), 3,96 (dd, 2Jy = 11,0 Hz, 344 = 2,7 Hz, 1 H, -CHH'OH),
4,13-4,17 (m, 2 H, -CHOHCONHCH-CH,OH), 7,21 (d, *Jyn = 6,9 Hz, 1 H,
-CONH-)

125 MHz, THF-Dg: 8[ppm] = 14,60 (H3CCH,-), 23,46 (D3CCH,-), 23,73
(HsCCH,-), 26,29 (-CH,CH,CHOHCONH-), 26,97 (-CH,CH,CHOH
CHOH-), 30,49, 30,77, 30,79, 30,81, 30,85, 30,85, 30,87, 30,88, 30,96,
31,04 (DsC(CHy)2(CH,)17-, H3C(CH>)2(CHy)e-), 32,96 (D3sCCH,CH,-), 33,05
(H;CCH,CH,-), 34,46 (-CH,CHOHCHOH-), 36,09 (-CH,CHOHCONH-),
53,40 (-CH-CH,OH), 62,54 (-CH,OH), 72,87 (-CHOHCONH-), 73,23
(-CH,CHOHCHOH-), 77,35 (-CH, CHOHCHOH-), 175,08 (-CONH-)
D-Form: Reinheit: tg = 5,73 min; >99,5%

(C42Hg2DsNOsCI [M + CIT)

(2S)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —
L-CER[AP]-24,24,24-D; — (61)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

CoHgDsNOs o
687,12
46% (0,19 g) HN o oH
weiller Feststoff M

v~ “/oH
LM 11: L-Form: 0,43 s
119-124 °C
negativ: 685,8 [M — H]
ber.: 687,6689 Da
gef.: 687,6690 Da
ber.: 721,6299 Da
gef.: 721,6294 Da
500 MHz, CDCls, 35 °C: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Jyn = 6,8 Hz, 3 H, HsCCH,-),
1,14-1,85 (m, 68 H, D3sC(CHy),:-, HsC(CH>)13-, von H,O Uberlagert), 3,64-
3,67 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,80 (dd, %Iy = 12,2 Hz, 3J4 = 3,3 Hz,
1 H, -CHH'OH), 3,96 (dd, 2Jyn = 12,2 Hz, 34 = 2,3 Hz, 1 H, -CHH'OH),

(Ca2HgsD3NOs [M + H]")

(C42Hg2DsNOsCI [M + CIT)
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4,12-4,16 (m, 2 H, -CHOHCONHCH-CH,OH), 7,20 (d, ®Jyn = 6,5 Hz, 1 H,
-CONH-)

BC-NMR: 125 MHz, THF-Dg: §[ppm] = 14,60 (HsCCH;-), 23,46 (DsCCH,-), 23,73
(HsCCH,-), 26,22 (-CH,CH,CHOHCONH-), 26,94 (-CH,CH,CHOH
CHOH-), 30,49, 30,76, 30,77, 30,79, 30,81, 30,84, 30,85, 30,86, 30,93,
31,05 (D3C(CH,)2(CHy)17-, H3C(CH>)2(CHy)e-), 32,96 (D3;CCH,CH,-), 33,05
(H;CCH,CH,-), 34,62 (-CH,CHOHCHOH-), 36,08 (-CH,CHOHCONH-),
53,36 (-CH-CH,OH), 62,50 (-CH,OH), 72,81 (-CHOHCONH-), 73,33
(-CH,CHOHCHOH-), 77,39 (-CH, CHOHCHOH-), 174,98 (-CONH-)

HPLC: L-Form: Reinheit: tg - 4,68 min; >99,5%

5.6 Synthese der methylverzweigten w-Acylceramide [mMEOS] und
[MEOP]

5.6.1 Darstellung der Hexylmalonsaurediethylester

6,6,6-Ds-1-Bromhexan — (70)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1B aus 6-Bromhexansauremethylester (69)
(25,1 g, 120 mmol). Abweichend zur beschriebenen Methode wurden zur Vermeidung der
reaktiven Bromabspaltung die Reduktionen bei -10 °C durchgefiihrt. Die Reinigung erfolgte
durch Vakuumdestillation (Ausbeute 15,58 g, 77%). Das erhaltene 6,6,6-Ds-1-Bromhexan
(70) wurde ohne weitere Charakterisierung weiterverwendet.

Hexylmalonsaurediethylester — (73)

Zu einer Natriumethanolatlésung (2,30 g, 100 mmol Natrium in 50 ml abs. Ethanol) wurde bei
mapiger Siedehitze Malonsaurediethylester (72) (16,02 g, 100 mmol) und 1-Bromhexan (71)
(17,33 g, 105 mmol) hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fir 12 h unter Ruckfluss erhitzt. An-
schlielBend wurde der Ethanol unter reduziertem Druck abgezogen, zur Aufarbeitung wurde
Eiswasser hinzugefiigt und die organische Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wurde
dreimal mit Ether (50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung
erfolgte mittels Vakuumdestillation (Ausbeute 18,75 g, 77%). Der erhaltene Hexylmalon-
saurediethylester (73) wurde ohne weitere Charakterisierung verwendet.

6,6,6-Ds-Hexylmalonséaurediethylester — (74)

Zu einer gerthrten Suspension von NaH (60% in Paraffin, 5,45 g, 136 mmol) in abs. Toluol
(280 ml) wurde unter Argonatmosphare eine Ldsung von Malonsaurediethylester (72)
(21,83 g, 136 mmol) in abs. Toluol (120 ml) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fir 2 bei 70 °C
gerihrt. Anschlie@end wurde eine Lésung von 6,6,6-Ds-1-Bromhexan (70) (15,0 g,
0,09 mmol) in abs. Toluol (60 ml) hinzugetropft. Der Ansatz wurde fir 24 h unter Rickfluss
erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde Wasser (50 ml) hinzugetropft und die organische Phase ab-
getrennt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ether (50 ml) extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumver-
dampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Ver-
wendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat.
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Summenformel:  Ci3H,,D50, N /S
Mg (g/moal): 247,34 DsC ©
Ausbeute: 56% (12,36 Q) o]
Aussehen: farblose Flussigkeit d N—
Rs: LM 4: 0,40

ESI-MS (m/z):  positiv: 248,1 [M + H]", 270,0 [M + Na]*, 516,8 [2M + Na]"

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,26 (t, %Jyn =7,1Hz, 6 H, 2x -OCH, CHa),

1,29-1,32 (m, 8 H, DsC(CH,)4-), 1,85-1,91 (m, 2 H, DsC(CH,)4CH-), 3,30
(t, *Jyu= 7,5Hz, 1H, -CH(COO-),), 4,19 (q, *Jyn=7,1Hz, 4H, 2x
-OCH,CH;)

1B3C-NMR: 100 MHz, CDCly: d[ppm] = 14,24 (2% -OCH,CHs), 22,40 (D;CCH,-), 27,43,
28,90, 29,03, 31,57 (DsCCH,(CH,)4), 52,25 (-CH(COO-),), 61,37 (2x
-OCH,CH), 169,75 (2x -CO0-)

5.6.2 Darstellung der Hexyl-9-[(tetrahyro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonylmalonséaurediethyl-
ester

Zu einer Suspension von KH (30% in Paraffin, 6,03 g, 45 mmol) in abs. Toluol (50 ml) wurde
tropfenweise unter Argonatmosphére eine LOsung des Hexylmalonséureesters 73,74
(10,0 g, 0,04 mol) in abs. Toluol (40 ml) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fir 12 h bei Raum-
temperatur gerihrt, auf 50 °C erwarmt, eine Losung von 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-
pyran (15) (15,75 g, 51,25 mmol) in abs. Toluol (60 ml) langsam hinzugetropft und fir 24 h
unter Rickfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde Eiswasser (50 ml) hinzugegeben und fiir 2 h
geruhrt. Zusatzlich wurde gesattigte NH,CIl-Losung (50 ml) hinzugegeben und die organische
Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit Ether (50 ml) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung (50 ml) gewaschen, Uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung
erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten
steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA.

Hexyl-9-[(tetrahyro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonylmalonséurediethylester — (75)

Summenformel:  C,7;Hs5006 o /—
Ms (g/mol): 470,66 A~ © o o
Ausbeute: 85% (16,37 Q) U
Aussehen: klare, farblose

Flussigkeit
Rs: LM 4: 0,34

ESI-MS (m/z):  positiv: 493,3 [M + Na]*
EA: ber.(%): C 68,90, H 10,71
gef.(%): C 68,81, H 10,83
'H-NMR: 400 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,86 (t, ®Jy = 6,6 Hz, 3 H, -(CH,)sCHs), 1,09-
1,15 (m, 4 H, (-OOC),C(CH,CH,-),), 1,21-1,38 (m, 16 H, -(CH,); CH,
-O(CH,)2(CHy,)s-), 1,23 (t, *Jyp=7,1 Hz, 6 H, 2x -OCH, CHs), 1,49-1,62
(m, 6 H, -(CH,);CH,CH,OCH-CH,(CH,),CH,-), 1,67-1,74 (m, 1 H, -OCH-
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BC-NMR:

CHH%-), 1,78-1,86 (m, 5H, -OCH-CHH'-, (-OOC),C(CH,-),), 3,37 (dt,
2Jqn = 9,5Hz %Jyn= 6,7 Hz, 1 H, -(CH,)s CHH'O-), 3,46-3,51 (m, 1H,
-OCH-(CH,)sCHH'0-), 3,71 (dt, 2Jyn = 9,4 Hz 33y = 6,9 Hz, 1 H, -(CH,)s
CHH'0-), 3,82-3,89 (M, 1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,16 (q, *Jun = 7,1 Hz,
4 H, 2x -OCH,CHa), 4,55-4,57 (m, 1 H, -OCH-0O-)

100 MHz, CDCls: d[ppm] = 14,16 (HsC(CH,)s-), 14,25 (2x -OCH,CH,),
19,84 (-OCH-CH,CH,-), 22,69 (HsCCH,(CH,)s-), 24,01 und 24,05 (-CH,
CH,CH-CH,CH,-), 25,66 (-OCH,CH,(CH,),CH-0O-), 26,38 (-(CH,)sCH,
(CH,),0-), 29,43, 29,59, 29,62, 29,65, 29,90, 29,99 (-CH,(CH,),CH-(CH,),
(CH,)4CH,CH,-), 30,94 (-O(CH,);CH,CH-0-), 31,66 (HsCCH,CH,-), 32,28
(-CH,CH-CH,-), 57,69 (>C(C0O0-),), 61,02 (2x -OCH,CHz), 62,47 (-OCH,
(CH,)3CH-0-), 67,80 (-(CH,)sCH,0-), 98,98 (-OCH-0-), 172,16 (2x -COO-)

6,6,6-D3-Hexyl-9-[(tetrahyro-2H-pyran-2-yl)oxy]nonylmalonsaurediethylester — (76)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C27H47D306 o 9 Vam

473,68 o o o o
83% (15,90 g)

klare farblose U
Flissigkeit D3C

LM 4: 0,40

positiv: 444,2 [M - C,Hs]*, 496,3 [M + Na]*

400 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,09-1,16 (m, 4 H, 2x (-OOC),C(CH,CH,-),),
1,21-1,35 (m, 16 H, D3C(CH,)s-, -(CH,)s(CH,),0-), 1,23 (t, *Jun = 7,1 Hz,
6 H, 2x -OCH,CH,), 1,48-1,62 (m, 6 H, -(CH,);CH,CH,OCH-CH,(CH.),-),
1,68-1,74 (m, 1H, -OCH-CHH-), 1,79-1,87 (m, 5H, -OCH-CHH",
(-O0C),C(CH,-),), 3,37 (dt, Jyn= 9,6 Hz Iy = 6,7 Hz, 1 H, -(CHy)s
CHH'O-), 3,46-3,52 (m, 1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 3,71 (dt, 23,y = 9,6 Hz
%Jyun= 6,9Hz, 1H, -(CH,)sCHH'O-), 3,83-3,89 (m, 1H, -OCH-(CH,)s
CHH'O-), 4,16 (q, *Jun = 7,1 Hz, 4 H, 2x -OCH,CH,), 4,55-4,57 (m, 1 H,
-OCH-0-)

100 MHz, CDCly: d[ppm] = 14,25 (2x -OCH,CHs), 19,84 (-OCH-CH,CH,-),
22,42 (D3CCH,(CHy)4-), 24,01 und 24,05 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 25,66
(-OCH,CH,(CH,),CH-0O-), 26,38 (-(CH,)¢CH2(CH,),0-), 29,43, 29,59,
29,62, 29,67, 29,90, 29,99 (-CH(CH,),CH-(CH,)(CH,)sCH,CH,-), 30,94
(-OCH-CH,-), 31,58 (DsCCH,CH,-), 32,27 (-CH,CH-CH,-), 57,69
(>C(CO0-),), 61,02 (2x -OCH,CH3), 62,47 (-OCH,(CH,); CH-O-), 67,80 (-
(CH,)sCH,0-), 98,98 (-OCH-0-), 172,16 (2x -COO-)

5.6.3 Darstellung der (2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséure-

ethylester

Zu einer Losung von Dialkylmalonsaureester 75,76 (15,0 g, 32 mmol) in 96% Ethanol (80 ml)
wurde KOH (2,53 g, 38,4 mmol) hinzugegeben und fur 24 h bei 65 °C gerthrt. Zur Aufarbei-
tung wurde gesattigte NH,CI-Lésung (80 ml) hinzugegeben und der Ansatz dreimal mit Ether
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(80 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung
(50 ml) gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer
eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie. Dabei wurden zunachst
mit Hilfe von CHCIl; und TEA (99/1 V/V) die Nebenprodukte abgetrennt, bevor mit einem
Gemisch aus CHCI; und MeOH (9/1 V/V) die Monosaure eluiert wurde. Die Monoséaure wur-
de mit TEA (4,44 ml, 32 mmol) und Pyridin (1 Tropfen) in Cumol (160 ml) fur 2 h unter Rick-
fluss erhitzt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel am Rotationsvakuumverdampfer abge-
zogen. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritdt mit einem Zusatz von TEA.

(2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséaureethylester — (77)

Summenformel:

Mg (g/moal):

Ausbeute:

Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):

EA: ber.(%):
gef.(%):

'H-NMR:

BC-NMR:

C24H4604 SO~ P

398,60 \/\/\I/\/\/\/\/C’ 0
74% (9,40 g) U
klare, farblose Flissigkeit
LM 4: 0,44

positiv: 421,3 [M + Na]*
C 72,31, H 11,63

C 7241, H 11,92
500 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,87 (t, 3Jun = 6,9 Hz, 3 H, HsC(CH,)s-), 1,23-
1,45 (m, 22 H, H3C(CH,)4sCHH'CH-CHH'(CH,)s-), 1,25 (t, 3Jyn = 7,1 Hz,
3 H, -OCH,CHj3), 1,50-1,62 (m, 8 H, -CHH‘CH-CHH'‘(CH,)sCH,CH,OCH-
CH,(CH,),-), 1,68-1,73 (m, 1 H, -OCH-CHH"*), 1,79-1,86 (m, 1 H, -OCH-
CHH"), 2,26-2,32 (m, 1 H, -CH,CH-CH,-), 3,37 (dt, Jyn = 9,6 Hz 3J44 =
6,7 Hz, 1 H, -(CH,)sCHH'O-), 3,47-3,51 (m, 1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-),
3,72 (dt, 2Jypn = 9,6 Hz 33, = 6,9 Hz, 1 H, -(CH,)sCHH'O-), 3,84-3,89 (m,
1 H, -OCH-(CH,)sCHH'0-), 4,13 (q, ®Jun = 7,1 Hz, 2 H, -OCH,CH,), 4,56-
4,57 (m, 1 H, -OCH-0O-)

125 MHz, CDCls: d[ppm] = 14,19 (HsC(CH,)s-), 14,50 (-OCH,CHj3), 19,86
(-OCH-CH,CH,-), 22,72 (H3CCH3(CH,)4-), 25,67 (-OCH-(CH,),CH,-),
26,38 (-(CH3)sCH2(CH,),0-), 27,54 und 27,58 (-CH,CH,CH-CH,CH,-),
29,36, 29,57, 29,60, 29,65, 29,69, 29,91 (-CHy(CH,),CH-(CH,),(CH,),4
CH,CH;-), 30,95 (-OCH-CH,-), 31,83 (H3CCH,CH,-), 32,67 (-CH,CH,CH-
CH,CH,-), 45,93 (-CH,CH-CH,-), 60,05 (-OCH,CHs), 62,48 (-OCH-
(CHy)3CH,-), 67,83 (-(CH,)sCH,0-), 98,99 (-OCH-0-), 176,74 (-COO-)

(2RS)-2-(6,6,6-Ds-Hexyl)-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jundecansaureethylester  —

(78)
Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):

C24H43D30, NP
401,62 D3C\/\/\I/\/\/\/\/O 0
83% (10,56 g) U

klare, farblose Flissigkeit
LM 4: 0,34
positiv: 424,3 [M + Na]"
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl;: d[ppm] = 1,23-1,45 (m, 22 H, D3C(CH,),CHHCH-
CHH‘(CH,)e-), 1,24 (t, *Jyyn = 7,1 Hz, 3 H, -OCH,CHs), 1,48-1,61 (m, 8 H,
-CHH‘CH-CHH*(CH,)sCH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-1,74 (m, 1 H, -OCH-
CHH%), 1,78-1,86 (m, 1 H, -OCH-CHH"-), 2,25-2,32 (m, 1H, -CH,CH-
CH,-), 3,37 (dt, 2Jyp = 9,6 Hz J4 = 6,7 Hz, 1 H, -(CH,)sCHH'O-), 3,46-
3,52 (m, 1 H, -OCH-(CH,)sCHH'O-), 3,71 (dt, “Jyn = 9,6 Hz 3Jy 1 = 6,9 Hz,
1 H, -(CH,)sCHH'O-), 3,83-3,89 (m, 1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,12 (q,
%Jyn = 7,1 Hz, 2 H, -OCH,CHa), 4,55-4,57 (m, 1 H, -OCH-0O-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 14,50 (-OCH,CH3), 19,85 (-OCH-CH,CH,-),
22,45 (DsCCHy(CH,)s-), 25,67 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,37 (-(CH,)sCH.
(CH,),0-), 27,53 und 27,57 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,37, 29,56, 29,59,
29,65, 29,68, 29,90 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)sCH,CH,-), 30,94 (-OCH-
CH,-), 31,75 (DsCCH,CH,-), 32,66 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 45,92 (-CH,
CH-CH,-), 60,04 (-OCH,CHs), 62,47 (-OCH-(CH,)sCH,-), 67,82 (-(CH,)s
CH,0-), 98,98 (-OCH-0-), 176,73 (-COO-)

5.6.4 Darstellung der 2-[(10RS)-10-Methylhexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyrane

(2RS)-2-Hexyl-11-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxyJundecanséaure — (68)

Zu einer gerUhrten Suspension von NaH (60% in Paraffin, 0,90 g, 22,5 mmol) und Diisopro-
pylamin (3,16 ml, 22,5 mmol) in abs. THF (22 ml) wurde unter Argonatmosphéare bei 0 °C
eine L6sung von Octansaure (67) (3,24 g, 22,5 mmol) in abs. THF (8 ml) hinzugetropft. Der
Ansatz wurde auf 60 °C bis zum vollstandigen Abschluss der Gasentwicklung erwarmt und
anschliel3end auf -10 °C abgekihlt. Eine Loésung von n-Butyllithium (2,5 M in Hexan, 9 ml,
22,5 mmol) wurde hinzugegeben. Der Ansatz wurde innerhalb von 45 min auf 28 °C er-
warmt, anschlieBend fur 3 min bei 30 °C geruhrt und fir weitere 30 min bei 28 °C gerihrt.
Eine L6sung von 2-(9-Bromnonyloxy)tetrahydro-2H-pyran (15) (4,61 g, 15 mmol) in abs. THF
(8 ml) wurde hinzugegeben und fir weitere 12 h bei 28 °C gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde
der Ansatz auf 0 C gekihlt und kalt gesattigte NH,CI-Lésung (40 ml) wurde hinzugegeben.
Der Ansatz wurde dreimal mit Ether (45 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Wasser (50 ml) und gesattigter NaCl-Lésung (50 ml) gewaschen, tber Na,SO4
getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte
mittels Saulenchromatographie. Dabei wurden zun&chst mittels CHCI; und TEA (99/1 V/V)
die Nebenprodukte abgetrennt, bevor mittels CHCI; und MeOH (9/1 V/V) die Séaure eluiert
wurde.

Summenformel: CyH4,04 HO ©
Mg (g/mol): 370,55 o__O
Ausbeute: 51% (2,82 g) U

Aussehen: zahflissige Substanz
Rs: LM 5: 0,13
LM 6: 0,55

ESI-MS (m/z): negativ: 369,5 [M - H]', 739,3 [2M - H]
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'H-NMR:

BC-NMR:

500 MHz, CDClg: 8[ppm] = 0,87 (t, Ju 4 = 6,9 Hz, 3 H, HsC(CH,)s-), 1,27-
1,35 (m, 20 H, H3C(CH,)4sCH,CH-CH,(CH,)s-), 1,40-1,45 (m, 2 H, -CHH’
CH-CHH%-), 1,49-1,62 (m, 8 H, -CHH’CH-CHH‘(CH,)sCH,CH,OCH-CH,
(CH,)»-), 1,68-1,74 (m, 1 H, -OCH-CHH-), 1,79-1,86 (m, 1H, -OCH-
CHH%-), 2,27-2,32 (m, 1 H, -CH,CH-CH,-), 3,38 (dt, 2Jyn = 9,6 Hz 334 =
6,7 Hz, 1 H, -CHH'OCH-0O-), 3,48-3,52 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH'O-),
3,72 (dt, 2ypn = 9,6 Hz %)y = 6,9 Hz, 1 H, -CHH'OCH-0-), 3,85-3,89 (m,
1 H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,57-4,59 (m, 1 H, -OCH-0-); zusatzlich vom
TEA 1,23 (t, 3Jyn= 7,3Hz, [HN(CH,Cs):]"), 3,00 (q, *Jyu= 7,3 Hz,
[HN(CH,C3)]")

100 MHz, CDClg: 8[ppm] = 14,19 (HsC-), 19,77 (-OCH-CH,CH,-), 22,74
(HsCCHy-), 25,64 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,35 (-(CH,)sCH,(CH,),0-), 27,59
und 27,61 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,43, 29,56, 29,56, 29,65, 29,73,
29,86 (-CH(CH,),CH-(CH,)»(CH,),CH,CH,-), 30,90 (-OCH-CH,-), 31,85
(HsCCH,CH,-), 32,57 und 32,58 (-CH,CH-CH,-), 44,82 (-CH,CH-CH,-),
62,40 (-OCH-(CH,)sCH,-), 67,81 (-(CH,)sCH,0-), 98,83 (-OCH-0-), 181,91
(-COOH); zusatzlich vom TEA 8,59 ([HN(CH.Cs)i]"), 46,19 ([HN(CH,
Ca)sl")

Methode E: Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1A aus den 2-Hexyl-11-
[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jundecansaurestern 77,78 (4,50 g, 11 mmol). Fir die Verbin-
dungen 79,81 wurde mit LiAIH4 reduziert und fir die Verbindungen 80,82 mit LiAID,. Die Rei-
nigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-
Gradienten steigender Polaritét mit einem Zusatz von TEA.

Methode F: Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1A aus den 2-Hexyl-11-
[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Jundecansaure (68) (1,11 g, 3 mmol). Abweichend zur Vor-
schrift wurde fir die erste Reduktionsreaktion 0,9 Aquivalente des Reduktionsmittels ver-
wendet. Fur die Verbindung 79 wurde mit LiAlH, reduziert und fir die Verbindungen 80 mit
LiAID,. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritdt mit einem Zusatz von TEA.

2-[(10RS)-10-Methylhexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyran — (79)

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturangaben.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:

Aussehen:

163

ez \/\/\)\/\/\/\/\/
340,57 o~ °
Methode E: 75% (2,88 qg); U

Methode F: 42% (0,43 g)
klare, farblose Flissigkeit

2-[(10RS)-10-(Methyl-Dz)hexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyran — (80)

Summenformel:
Mg (g/mol):

CZZH41D302 D,

343,59 \/\/\)\/\/\/\/\/O o

O
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Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

Methode E: 70% (2,69 g); Methode F: 39% (0,40 g)

klare, farblose Flissigkeit

LM 4: 0,43

366,2 [M + Na]”

500 MHz, CDClg: 8[ppm] = 0,87 (t, *Jun = 6,9 Hz, 3 H, H3C(CH,)s-), 1,04-
1,08 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"), 1,21-1,38 (m, 23 H, H;C(CH,),CHH'CH-
CHH‘(CHy)s-), 1,48-1,62 (m, 6 H, -(CH,)¢CH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-
1,74 (m, 1 H, -OCH-CHH*-), 1,80-1,86 (m, 1 H, -OCH-CHH"-), 3,38 (dt,
2Jyun= 9,6 Hz 3y = 6,7Hz, 1 H, -(CH,)sCHHO-), 3,47-3,52 (m, 1H,
-OCH-(CH,)sCHH'0-), 3,73 (dt, 2Jyn = 9,6 Hz %),y = 6,9 Hz, 1 H, -(CH.)s
CHH'O-), 3,85-3,89 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,56-4,58 (m, 1H,
-OCH-0-)

125 MHz, CDCls: 8[ppm] = 14,27 (HsC(CH.)s-), 19,86 (-OCH-CH,CH,-),
22,85 (H3CCH3(CH,)s-), 25,69 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,41 (-(CH,)sCH,
(CH,),0-), 27,21 und 27,24 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,66, 29,77, 29,82,
29,86, 29,93, 30,17 (-CHy(CH,),CH-(CH,), (CH,)4,CH,CH,-), 30,96 (-OCH-
CH,-), 32,12 (H3;CCH,CH,-), 32,68 (-CH-CDs), 37,20 (-CH,CH-CH,-),
62,48 (-OCH-(CH,)sCH,-), 67,86 (-(CH,)sCH,0-), 98,99 (-OCH-0-)

2-[16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyran — (81)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):
'"H-NMR:

BC-NMR:

C2H41 D30,

343,59 D3C\/\/\)\/\/\/\/\/O ©
Methode E: 79% (3,04 g) U
klare, farblose Flissigkeit

LM 4: 0,38

366,2 [M + Na]’, 709,0 [2M + Na]"

400 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,83 (d, 3J4 = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH3), 1,04-
1,11 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"), 1,26-1,36 (m, 23 H, D3C(CH,),CHH‘CH-
CHH‘(CH,)e-), 1,50-1,63 (m, 6 H, -(CH,)sCH,CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-
1,75 (m, 1 H, -OCH-CHH*), 1,79-1,87 (m, 1 H, -OCH-CHH"), 3,38 (dt,
2Jqn= 9,6 Hz %Jyn= 6,7Hz, 1 H, -(CH,)sCHH'O-), 3,47-3,52 (m, 1H,
-OCH-(CH,)sCHH'O-), 3,73 (dt, 2Jyn = 9,6 Hz %),y = 6,9 Hz, 1 H, -(CH.)s
CHH'O-), 3,84-3,90 (m, 1H, -OCH-(CH,);CHH'O-), 4,56-4,57 (m, 1H,
-OCH-0-)

100 MHz, CDCls: d[ppm] = 19,86 (-OCH-CH,CH,-), 19,88 (-CH-CHa),
22,85 (DsCCH,-), 25,69 (-OCH-(CH,),CH,-), 26,41 (-(CH,)sCH,(CH,),0-),
27,21 und 27,24 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,66, 29,77, 29,82, 29,87,
29,93, 30,17 (-CH,(CH,),CH-(CH,)2(CH,),CH,CH,-), 30,96 (-OCH-CH,-),
32,04 (D3CCH,CH,-), 32,92 (-CH-CH,), 37,26 und 37,27 (-CH,CH-CH,-),
62,48 (-OCH-(CH,)sCH,-), 67,86 (-(CH,)sCH,0-), 98,99 (-OCH-O-)

2-[16,16,16-Ds-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecyloxy]tetrahydro-2H-pyran — (82)

Summenformel:
Mg (g/moal):

C2H35D60- CD3
346,61 DG A OO

O
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Ausbeute:
Aussehen:
Rf:

ESI-MS (m/z):

'H-NMR:

BC-NMR:

Methode E: 72% (2,80 g)

klare, farblose Flissigkeit

LM 4: 0,35

369,9 [M + Na]*, 715,6 [2M + Na]"

400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,04-1,08 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,26-1,36
(m, 23 H, D;C(CH,)4CHH‘CH-CHH‘(CH,)6-), 1,49-1,63 (m, 6 H, -(CH,)sCH
CH,OCH-CH,(CH,),-), 1,68-1,75 (m, 1H, -OCH-CHH'-), 1,79-1,87 (m,
1 H, -OCH-CHH"-), 3,38 (dt, 2Jy= 9,6 Hz 3J4 = 6,7 Hz, 1 H, -(CH,)s
CHH'O-), 3,47-3,52 (m, 1 H, -OCH-(CH,)sCHH'O-), 3,73 (dt, “Jyn = 9,6 Hz
%Jun = 6,9Hz, 1H, -(CH,)sCHH'O-), 3,84-390 (m, 1H, -OCH-(CH,)s
CHH'O-), 4,56-4,58 (m, 1 H, -OCH-0O-)

100 MHz, CDClz: d[ppm] = 19,87 (-OCH-CH,CH;-), 22,59 (D;CCHy-),
25,69 (-OCH-(CH,),CHy-), 26,41 (-(CH,)sCH>(CH,),0-), 27,21 und 27,24
(-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,66, 29,77, 29,82, 29,88, 29,93, 30,17 (-CH,
(CH2)2CH-(CH,)2(CH,)4CH,CH,-), 30,96 (-OCH-CH,-), 32,04 (D3;CCH,
CH,-), 32,68 (-CH-CD3), 37,20 (-CH, CH-CH,-), 62,48 (-OCH-(CH,); CH>-),
67,86 (-(CH,)gCH,0-), 99,00 (-OCH-O-)

5.6.5 Darstellung der (10RS)-10-Methylhexadecanole

Zur THP-Schutzgruppenabspaltung wurden die THP-geschitzten Alkohole 79-82 (6 mmol)
und katalytische Mengen von Pyridiniumtosylat in abs. Methanol (120 ml) fiir 4 h unter Ruck-
fluss erhitzt. AnschlieRend wurde der Ansatz eingeengt. Das Rohprodukt wurde mittels Sau-
lenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/CHCI;-Gradienten steigender Polaritat

gereinigt.

(10RS)-10-Methylhexadecanol — (83)

Summenformel:

Mg (g/moal):

Ausbeute:

Aussehen:

Ry

EI-MS (m/z):

EA: ber.(%):
gef.(%):

'"H-NMR:

BC-NMR:

C17H360

256,46

97% (1,53 9)

klare, farblose Flissigkeit

\/\/\)\/\/\/\/\/OH

LM 5: 0,27

256 [1%, M'], 238 [4%, M-H,0"]
C 79,61, H 14,15

C 79,54, H 14,14

400 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,83 (d, 3Jun = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH), 0,87 (t,
3un = 6,8 Hz, 3H, HiC(CH.)s), 1,03-1,08 (m, 2 H, -CHH‘CH-CHH"),
1,20-1,35 (M, 23 H, HyC(CH,).CHH'CH-CHH(CH,)¢-), 1,52-1,59 (m, 2 H,
-(CH,)sCH,CH,OH), 3,62 (t, *Jy 1 = 6,7 Hz, 2 H, -CH,OH)

100 MHz, CDCly: 8[ppm] = 14,24 (HsC(CH,)s-), 19,84 (-CH-CH,), 22,84
(HsCCH,(CH,)s-), 25,90 (-CH»(CH,),0H), 27,19 und 27,22 (-CH,CH,CH-
CH,CH,-), 29,60, 29,78, 29,79, 29,79, 29,84, 30,15 (-CH,(CH,),CH-
(CH,)2(CH,)s-), 32,10 (HsCCH,CH,-), 32,90 (-CH-CHs), 32,92 (-CH,
CH,OH), 37,24 und 37,25 (-CH,CH-CH,-), 63,14 (-CH,OH)
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(10RS)-10-(Methyl-Dz)hexadecanol — (84)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

'"H-NMR:

BC-NMR:

C17H33D30 CD;

259,48 \/\/\)\/\/\/\/\/OH
96% (1,52 g)

klare, farblose Flissigkeit
LM 5: 0,28

400 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Jy = 6,7 Hz, 3 H, H3C(CH,)s-), 1,04-
1,11 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,21-1,40 (m, 23 H, H3C(CH,),CHH'CH-
CHH(CH,)e-), 1,53-1,60 (m, 2 H, -(CH,)sCH,CH,OH), 3,64 (t, 3Jyn=
6,6 Hz, 2 H, -CH,OH)

100 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 14,27 (H3C(CH,)s-), 22,85 (H3CCH,-), 25,90
(-CH2(CH,),0OH), 27,21 und 27,23 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,60, 29,78,
29,79, 29,86, 30,16 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)4-), 32,10 (H;CCH,CH-),
32,67 (-CH-CDs3), 32,98 (-CH,CH,OH), 37,19 (-CH,CH-CH,-), 63,25
(-CH,OH)

16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecanol — (85)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

'H-NMR:

BC-NMR:

C17H33D3O
259,48 Dgc\/vaOH
97% (1,53 9)

klare, farblose Flissigkeit
LM 5: 0,33

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,83 (d, ®Jyn = 6,6 Hz, 3 H, -CH-CH,), 1,03-
1,11 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH'-), 1,20-1,38 (m, 23 H, D3C(CH,),CHH'CH-
CHH‘(CH.)¢-), 1,54-1,59 (m, 2 H, -CH,CH,OH), 3,64 (t, *J1 = 6,7 Hz, 2 H,
-CH,OH)

100 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 19,87 (-CH-CHj3), 22,58 (D3CCH,(CHy)s-),
25,90 (-CHy(CH,),0OH), 27,21 und 27,23 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,60,
29,78, 29,79, 29,87, 30,16 (-CH»(CH,),CH-(CH,)>(CH,)4-), 32,03 (D3CCH,
CH,-), 32,91 (-CH-CHy), 32,98 (-CH,CH,0OH), 37,25 und 37,26 (-CH, CH-
CH,-), 63,25 (-CH,OH)

16,16,16-D3-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanol — (86)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

'"H-NMR:

BC-NMR:

C17H30D6O CD;

262,49 D3°\/\/\)\/\/\/\/\/OH
97% (1,54 g)

klare, farblose Flissigkeit
LM 5: 0,30

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,04-1,08 (m, 2 H, -CHH'‘CH-CHH"-), 1,21-1,36
(m, 23 H, D3C(CH,),CHH'CH-CHH'(CH,)s-), 1,53-1,59 (m, 2H, -CH,
CH,OH), 3,63 (t, *Jun = 6,7 Hz, 2 H, -CH,OH)

125 MHz, CDCls: O[ppm] = 22,58 (D3CCH3(CHy)s-), 25,90 (-CH;
(CH,),0OH), 27,21 und 27,23 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,60, 29,78, 29,79,
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29,87, 30,16 (-CH2(CH,),CH-(CH)»(CH,)s-), 32,03 (DsCCH,CH,-), 32,67
(-CH-CD3), 32,92 (-CH,CH,OH), 37,19 (-CH,CH-CH,-), 63,20 (-CH,OH)

5.6.6 Darstellung der (10RS)-10-Methylhexadecansauren

Die Darstellung erfolgte entsprechend DOBNER'®, dazu wurden die Alkohole 83-86
(5,8 mmol) in Aceton (65 ml) zu einer gekuhlten Suspension von CrO;z (1,45 g, 14,5 mmol) in
10 N H,SO, (7,25 ml) getropft. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie unter
Verwendung eines CHCIs/Ether-Gradienten steigender Polaritat gereinigt.

(10RS)-10-Methylhexadecansaure — (87)

Summenformel:

Mg (g/moal):

Ausbeute:

Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):

EA: ber.(%):
gef.(%):

'H-NMR:

BC-NMR:

C17H3402

69% (1,05 g)

klare, farblose Flissigkeit

LM 6: 0,31

269,4 [M - HJ', 539,0 [2M - H]
C 75,50, H 12,67

C 75,49, H 12,67

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,84 (d, *Ju = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CHS), 0,88 {(t,
%Jun = 6,8 Hz, 3H, HsC(CHys-), 1,09-1,11 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"),
1,21-1,36 (m, 21 H, H3C(CH,),CHH'CH-CHH'(CH,)s-), 1,60-1,67 (m, 2 H,
-CH,CH,COOH), 2,35 (t, *Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH)

100 MHz, CDCl;: §[ppm] = 14,27 (H3C(CH,)s-), 19,87 (-CH-CHy3), 22,86
(HsCCH,(CH,),4-), 24,85 (-CH,CH,COOH), 27,20 und 27,21 (-CH,CH,CH-
CH,CH,-), 29,23, 29,41, 29,63, 29,86, 30,09 (-CHy(CH,),CH-(CH,),
(CH,)s-), 32,12 (H3CCH,CH,-), 32,91 (-CH-CHj3), 34,15 (-CH,COOH),
37,23 und 37,26 (-CH,CH-CH,-), 179,93 (-COOH)

(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecansaure — (88)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C17H31D30, CD,

273,46 VV\)V\/\M(OH
70% (1,11 ) i
klare, farblose Flissigkeit

LM 6: 0,42

272,5 [M - HJ, 545,1 [2M - H]

400 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Jy = 6,8 Hz, 3 H, H3C(CH,)s-), 1,04-
1,09 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,22-1,36 (m, 21 H, H3C(CH,),CHH'CH-
CHH‘(CH,)s-), 1,60-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, *Jyn = 7,5 Hz,
2 H, -CH,COOH)

100 MHz, CDCl3: d[ppm] = 14,27 (H3C(CH,)s-), 22,86 (H;CCH,-), 24,85
(-CH,CH,COOH), 27,20 und 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,23, 29,41,
29,63, 29,86, 30,09 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)s-), 32,12 (H;CCH,CH-),
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32,67 (-CH-CDs), 34,21 (-CH,COOH), 37,17 und 37,19 (-CH,CH-CH,-),
180,18 (-COOH)

16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecansaure — (89)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C17H31D302

273,46 DngvMOH
72% (1,14 g)

klare, farblose Flissigkeit °
LM 6: 0,59

272,9 [M - HJ, 545,5 [2M - H]

400 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 0,84 (d, *J44 = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH3), 1,02-
1,09 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH'-), 1,26-1,36 (m, 21 H, D3C(CH,),CHH'CH-
CHH‘(CH,)s-), 1,60-1,67 (m, 2 H, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, 3Jyu = 7,5 Hz,
2 H, -CH,COOH)

100 MHz, CDCl;: d[ppm] = 19,87 (-CH-CHj3), 22,59 (D3CCH,(CHy)s-),
24,84 (-CH,CH,COOH), 27,20 und 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,23,
29,41, 29,63, 29,87, 30,09 (-CH2(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-), 32,04 (D3CCH,
CH,-), 32,91 (-CH-CHj3), 34,18 (-CH,COOH), 37,23 und 37,26 (-CH,CH-
CH,-), 179,95 (-COOH)

16,16,16-D3-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecansaure — (90)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

ESI-MS (m/z):
'"H-NMR:

BC-NMR:

C17H28D602 CD;

276,48 D3C\/\/\/K/\/\/\/ﬁ(OH
74% (1,18 g) I
klare, farblose Flissigkeit

LM 6: 0,53

275,7 [M - HI

500 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 1,04-1,08 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,26-1,34
(m, 21 H, D3C(CH,),CHH'CH-CHH‘(CH,)s-), 1,60-1,66 (m, 2 H, -CH,CH,
COOH), 2,35 (t, *Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH)

125 MHz, CDClz: 8[ppm] = 22,59 (D3CCH,(CH,)4-), 24,85 (-CH,CH,
COOH), 27,20 und 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 29,23, 29,41, 29,63,
29,88, 30,09 (-CH,(CH,),CH-(CH,)2(CH>)s-), 32,04 (DsCCH,CH,-), 32,67
(-CH-CD3), 34,16 (-CH,COOH), 37,17 und 37,20 (-CH, CH-CH,-), 179,89
(-COOH)

5.6.7 Darstellung des Triacontan-1,30-diol — (91)

Die Verbindung wurde entsprechend DRESCHER et al.**® aus 2-(15-Brompentadecyloxy)-
tetrahydro-2H-pyran (16) dargestellt. Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur tberein.

140
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5.6.8 Darstellung der (10RS)-10-Methylhexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-
ylester

Ein Gemisch aus 10-Methylhexadecansaure 87-90 (2,3 mmol) und frisch destilliertem
Thionylchlorid (1,67 ml, 23 mmol) wurde fur 4 h unter Rickfluss erhitzt und anschlieRend fur
12 h unter Argonatmosphare weitergeriihrt. Der Uberschuss an Thionylchlorid wurde unter
reduziertem Druck abdestilliert. Der Rickstand wurde iber KOH getrocknet, in CHCI; (20 ml)
aufgenommen und tropfenweise Uber 90 min zu einer siedenden Ldsung von Triacontan-
1,30-diol (91) (3,14 g, 6,9 mmol) in CHCI; (140 ml) hinzugegeben. Die Losung wurde fur 6 h
weiter unter Ruckfluss erhitzt. Fir eine vollstdndige Kristallisation des Uberschiissigen Diols
91 wurde der Ansatz fur 3 h bei Raumtemperatur stehen gelassen und der gebildete Nieder-
schlag abfiltriert. Der Filter wurde dreimal mit CHCI; (20 ml) gewaschen. Das Filtrat wurde
am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromato-
graphie unter Verwendung eines Heptan/CHCIls;-Gradienten steigender Polaritdt mit einem
Zusatz von TEA.

(10RS)-10-Methylhexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)ester — (92)
Summenformel:  C47Hg405

o)
Mg (g/mol): 707,22
Ausbeute: 82% (1,34 q) 5 8 15

Aussehen: weiller Feststoff
Ry LM 4: 0,15

LM 5: 0,33
Fo: 70,5-71 °C

ESI-MS (m/z):  707,4 [M + H]*, 729,6 [M + Na]*, 1435,6 [2M + Na]*
EA: ber.(%): C 79,82, H 13,40
gef.(%): C 79,51, H 13,55

'H-NMR: 500 MHz, CDClg: d[ppm] = 0,83 (d, 3J, = 6,6 Hz, 3 H, -CH-CHs), 0,88 {(t,
%Jun=6,9Hz, 3H, HsC(CH,)s), 1,04-1,44 (m, 75H, HszC(CH,)sCH-
(CHo)e-, -(CH5),6(CH,),0OH), 1,54-1,64 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-,
-CH,CH,0H), 2,29 (t, *Jyn= 7,5Hz, 2H, -CH,CO0-), 3,64 (t, *Jyn =
6,6 Hz, 2 H, -CH,OH), 4,05 (t, 3Jy = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 14,27 (HsC(CH,)s-), 19,87 (-CH-CHs), 22,86
(HsCCH,(CH,)4-), 25,20 (-CH,CH,COO-), 25,91 (-CH,(CH,),OH), 26,10
(-COO(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,83, 29,34, 29,42,
29,45, 29,60, 29,67, 29,69, 29,74, 29,76, 29,78, 29,81, 29,82, 29,84,
29,86, 30,11 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)s-, -CH;CHy(CH,),4(CH2);0H),
32,12 (HsCCH,CH,-), 32,91 (-CH-CHj3), 32,99 (-CH,CH,OH), 34,59 (-CH,
CO0-), 37,25 und 37,27 (-CH,CH-CH,-), 63,27 (-CH,OH), 64,56
(-COOCH,-), 174,16 (-COO-)

(10RS)-10-(Methyl-Dz)hexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)ester — (93)
Summenformel: C47Hg1D303

CD; O
Mg (g/mol): 710,24

o (gmo) AR
Ausbeute: 83% (1,36 ) 5 8 15
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Aussehen:
Ry

Fp:

EI-MS (m/z):
ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

weiller Feststoff

LM 4: 0,20

LM 5: 0,37

70-70,5 °C

710 [5%, M']

732,8 [M + Na]"

400 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Jy = 6,7 Hz, 3 H, H3C(CH,)s-), 1,04-
1,43 (m, 75 H, H3C(CH,)sCH-(CH,)6-, -(CH,)26(CH>),OH), 1,53-1,64 (m,
6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,0OH), 2,28 (t, %J = 7,5Hz, 2H,
-CH,COO-), 3,64 (t, *Jy = 6,6 Hz, 2 H, -CH,OH), 4,05 (t, *J.n = 6,7 Hz,
2 H, -COOCH,-)

125 MHz, CDCls: 8[ppm] = 14,27 (H3C(CH,)s-), 22,85 (H3CCH; (CH>)4-),
25,20 (-CH,CH,COO-), 25,90 (-CHy(CH,),0OH), 26,10 (-COO(CH,),CH,-),
27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,82, 29,33, 29,41, 29,44, 29,59, 29,67,
29,69, 29,74, 29,76, 29,77, 29,81, 29,82, 29,84, 29,86, 30,11 (-
CH3(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-, -CH,CH2(CH,)24(CH,)s0H), 32,12 (H;CCH,
CH,-), 32,68 (-CH-CDs), 32,98 (-CH,CH,OH), 34,58 (-CH,COO-), 37,18
und 37,20 (-CH,CH-CH,-), 63,24 (-CH,OH), 64,55 (-COOCH,-), 174,16
(-CO0-)

16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecansaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)- ester — (94)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C47H91D303

0
710,24 D3CW OH
84% (1,38 g) : ON;,

weil3er Feststoff

LM 4: 0,20

LM 5: 0,35

70-70,5 °C

711,0 [M + H]", 732,8 [M + Na]"

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,83 (d, *J44 = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH3), 1,04-
1,44 (m, 75H, D3C(CH,)sCH-(CH,)s-, -(CH3)26(CH,),0OH), 1,53-1,65 (m,
6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,OH), 2,29 (t, *Jyu= 7,5Hz, 2H,
-CH,COO0-), 3,64 (t, *Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -CH,OH), 4,05 (t, *Jyn = 6,7 Hz,
2 H, -COOCH;-)

100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,87 (-CH-CHs), 22,59 (D3sCCH,(CHy)s-),
25,20 (-CH,CH,COO0-), 25,91 (-CH,(CH,),0H), 26,11 (-COO(CH,),CH,-),
27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,83, 29,34, 29,42, 29,45, 29,60, 29,68,
29,69, 29,74, 29,76, 29,78, 29,82, 29,86, 30,11 (-CHy(CH,),CH-
(CHZ)2(CHy)s-, -CH,CH,(CHy)24(CH,);0H), 32,03 (D;CCH,CH,-), 32,92
(-CH-CH3), 32,99 (-CH,CH,OH), 34,59 (-CH,COO-), 37,25 und 37,27
(-CH,CH-CH,-), 63,27 (-CH,0H), 64,56 (-COOCH,-), 174,16 (-COO-)
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16,16,16-D3-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanséaure-(30-hydroxytriacontan-1-yl)-

ester — (95)
Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C47HgsD6O3 CDh; O
713,26 DAC W oH
82% (1,34 g) e ONS

weilRer Feststoff

LM 4: 0,09

LM 5: 0,33

69-70,5 °C

713,7 [M + HJ', 735,8 [M + Na]*, 1447,4 [2M + NaJ*

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,04-1,08 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,25-1,43
(m, 73 H, D3C(CH,),CHH'CH-CHH‘(CH,)s-, -(CH.),6(CH.),OH), 1,54-1,64
(m, 6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH, CH,OH), 2,29 (t, 3J,y = 7,5 Hz, 2 H,
-CH,COO-), 3,64 (t, 3Jy = 6,7 Hz, 2 H, -CH,OH), 4,05 (t, *J.n = 6,7 Hz,
2 H, -COOCH,-)

125 MHz, CDClg: 8[ppm] = 22,59 (D3CCH,(CH.),-), 25,20 (-CH,CH,COO-),
25,91 (-CH,(CH,),0H), 26,11 (-COO(CH,),CH,-), 27,22 (-CH,CH,CH-
CH,CH,-), 28,83, 29,34, 29,42, 29,45, 29,60, 29,68, 29,69, 29,74, 29,76,
29,78, 29,81, 29,82, 29,84, 29,87, 30,12 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)s-,
-CH,CH,(CH,)24(CH,);0H), 32,04 (DsC CH,CH,-), 32,68 (-CH-CD3), 32,99
(-CH,CH,0H), 34,59 (-CH,COO-), 37,18 und 37,20 (-CH,CH-CH,-), 63,27
(-CH,OH), 64,55 (-COOCH,-), 174,16 (-COO-)

5.6.9 Darstellung der 30-{[(10RS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontansauren

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 3, dazu wurden die w-veresterten Alkohole
92-95 (1,7 mmol) in einer Mischung aus Aceton (20 ml) und CHCI; (35 ml) zu einer gekihlten
Suspension von CrO; (0,37 g, 3,7 mmol) in 10 N H,SO,4 (1,90 ml) getropft. Die Reinigung
erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/CHCIs/Ether-
Gradienten steigender Polaritat.

30-{[(10RS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontansaure — (96)

Summenformel:

Mg (g/moal):

Ausbeute:

Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

EA: ber.(%):
gef.(%):

'"H-NMR:

Cu7Hg204 )
721,20 w oH
70% (0,86 g) AN OW
weilRer Feststoff

LM 5: 0,10

77-78 °C

719,7 [M - HJ

C 78,27, H 12,86
C 78,09, H 12,61
400 MHz, CDClg: d[ppm] = 0,83 (d, *Jun = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CHj3), 0,88 {t,
%Jyn=6,8Hz, 3H, H;C(CH,)s), 1,04-1,35 (m, 73 H, Hs;C(CH,)sCH-
(CH.)e-, -(CH,)25(CH,),COOH), 1,58-1,67 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-,




Experimenteller Tell 103

BC-NMR:

-CH,CH,COOH), 2,29 (t, *Jyn= 7,5Hz, 2H, -CH,COOCH,-), 2,35 (t,
334 = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH), 4,06 (t, *J, 1 = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-)
100 MHz, CDClz: 3[ppm] = 14,28 (HsC(CH,)s-), 19,87 (-CH-CH,), 22,86
(HsCCH,(CH,)4-), 24,86 (-CH,CH,COOH), 25,20 (-CH,CH,COOCH,-),
26,10 (-COO(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,82, 29,23,
29,33, 29,40, 29,42, 29,45, 29,60, 29,68, 29,69, 29,74, 29,80, 29,81,
29,84, 29,87, 30,12 (-CHy(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-, -CH,CH,(CH,)24(CH,)»
COOH), 32,12 (H3CCH,CH,-), 32,92 (-CH-CHs), 33,92 (-CH,COOH),
34,60 (-CH,COOCH,-), 37,25 und 37,27 (-CH,CH-CH,-), 64,58 (-COO
CH,-), 174,21 (-CO0O-), 178,58 (-COOH)

30-{[(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}triacontansdure — (97)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

Cu7HgoD30,4 CD; O

724,22 W -
68% (0,83 g) BN Ow

weiller Feststoff °
LM 5: 0,09

76,5-77 °C

722,7 [M - HJ

500 MHz, CDClg: 8[ppm] = 0,88 (t, *Jun = 6,9 Hz, 3 H, H3C(CH,)s-), 1,04-
1,08 (m, 2 H, -CHH'CH-CHH"-), 1,25-1,35 (m, 71 H, H3C(CH,),CHH'CH-
CHH(CH,)s-, -(CH,),5(CH,),COO0OH), 1,59-1,66 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,
CH,-, -CH,CH,COOH), 2,29 (t, *Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOCH,-), 2,35
(t, *3Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH), 4,06 (t, ®Jy 1 = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,")
100 MHz, CDCl3: d[ppm] = 14,24 (H3C(CH,)s-), 22,83 (H3CCH, (CH,)s-),
24,84 (-CH,CH,COOH), 25,17 (-CH,CH,COOCH,-), 26,07 (-COO(CHy,),
CH,-), 27,19 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,79, 29,20, 29,30, 29,38, 29,57,
29,65, 29,72, 29,84, 30,10 (-CH3(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-, -CH>CH(CH,)24
(CH,), COOH), 32,10 (H3CCH,CH,-), 32,66 (-CH-CD3), 34,14 (-CH,
COOH), 34,56 (-CH,COOCH;-), 37,17 (-CH,CH-CH,-), 64,54 (-COOCH,-),
174,18 (-COO0-), 179,39 (-COOH)

30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontanséure — (98)

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
'"H-NMR:

C:47H89D3()4

(0]
724,22 DAC w oH
64% (0,78 g) SN OW

weiller Feststoff

LM 5:0,14

76-78 °C

746,8 [M + Na]*, 722,8 [M - H]
500 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 0,83 (d, ®Jyn = 6,6 Hz, 3 H, -CH-CH3), 1,04-
1,08 (m, 2 H, -CHHCH-CHH"*), 1,25-1,35 (m, 71 H, H3C(CH,),CHH'CH-
CHH'(CH,)s-, -(CH,),5(CH,),COO0OH), 1,58-1,66 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,
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BC-NMR:

CH,-, -CH,CH,COOH), 2,29 (t, ®Jy = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOCH,-), 2,35
(t, *Jupn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH), 4,05 (t, *J, = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-)
100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,87 (-CH-CH3), 22,59 (D3sCCH,(CH,).-),
24,86 (-CH,CH,COOH), 25,20 (-CH,CH,COOCH,-), 26,10 (-COO(CH,),
CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,83, 29,23, 29,34, 29,40, 29,42,
29,45, 29,60, 29,68, 29,69, 29,74, 29,75, 29,81, 29,87, 30,11 (-CH,(CH,),
CH-(CH,),(CH,)s-, -CH,CH,(CH,)24(CH,), COOH), 32,04 (DsCCH,CH,-),
32,92 (-CH-CHj3), 34,04 (-CH,COOH), 34,59 (-CH,COOCH,-), 37,25 und
37,27 (-CH,CH-CH,-), 64,57 (-COOCH,-), 174,20 (-COO-), 179,14
(-COOH)

30-{[16,16,16-D3s-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}triacontansaure — (99)

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
'H-NMR:

BC-NMR:

C:47H86D6()4

Ch; O
727,24 DsC W -
71% (0,87 g) AANA OW
weiler Feststoff
LM 5: 0,13
76-78,5 °C
727,2 [M-HJ
400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 1,04-1,08 (m, 2 H, -CHHCH-CHH"), 1,25-1,35
(m, 71 H, HsC(CH,),CHH'CH-CHH‘(CH,)s-, -(CH,),5(CH,),COOH), 1,58-
1,67 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH, COOH), 2,29 (t, %y =
7,5 Hz, 2 H, -CH,COOCH,-), 2,35 (t, ®Jyn = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COOH), 4,06
(t, *Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-)
100 MHz, CDClz: 8[ppm]= 22,59 (DsCCH,(CH,)s-), 24,86 (-CH,CH,
COOH), 25,20 (-CH,CH,COOCH,-), 26,10 (-COO(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,
CH,CH-CH,CH,-), 28,83, 29,23, 29,34, 29,40, 29,42, 29,45, 29,60, 29,68,
29,69, 29,74, 29,75, 29,81, 29,82, 29,84, 29,87, 30,12 (-CH,(CH,),CH-
(CH,)»(CH,)s-, -CH,CH,(CH,)»4(CH,),COOH), 32,04 (D;CCH,CH,-), 32,68
(-CH-CD3), 34,03 (-CH,COOH), 34,60 (-CH,COOCH,-), 37,20 (-CH,CH-
CH,-), 64,58 (-COOCHS,-), 174,20 (-COO-), 178,96 (-COOH)

5.6.10 Darstellung der methylverzweigten Ceramide [EOS]

Abweichend zur IUPAC-Nomenklatur wurde die Benennung analog zu den Ceramiden [NS]
und [AS] auf die Amid-Bindung der Ceramide bezogen.

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4a. Anschlieend wurde der Ansatz zur
Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Ver-
wendung eines CHCls/Methanol-Gradienten steigender Polaritat
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N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(1ORS)-10-methylhexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOS] - (100)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[(LORS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontansaure (96)
(200 mg, 0,28 mmaol).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:
EA: ber.(%):

gef.(%):
'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

CesH127NOs 8)
1002,67 w o

88% (245 mg) AANA OW
weiler Feststoff OH
LM 8: 0,42 N/\J/O\H

84,5-86 °C °

positiv: 1025,0 [M + NaJ*, 984,9 [M - H,O + HJ"

negativ: 1001,0 [M - H]

ber.: 1024,9606 Da (CesH127NOsNa [M + Na])

gef.: 1024,9588 Da

C 77,86, H 12,77, N 1,40)

C 77,90, H 13,09, N 1,50

400 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,83 (d, *Ju = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH), 0,88 (t,
%Jun=6,7Hz, 6 H, 2x H;CCH,), 1,04-1,38 (m, 95H, H;C(CH,)sCH-
(CH2)s-, -(CHy)25(CH,),CONH-, -(CH,);;CH,CH=CH-), 1,57-1,64 (m, 6 H,
-CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-), 2,02-2,07 (m, 2H, -CH,
CH=CH-), 2,22 (t, *Jy = 7,6 Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,28 (t, 3J4 = 7,5 Hz,
2 H, -CH,COO0-), 3,69 (dd, 2J41 = 10,6 Hz 3J,41 = 2,5 Hz, 1 H, -CHH'OH),
3,88-3,95 (m, 2 H, -CH-CHH'OH), 4,05 (t, 3J, = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-),
4,28-4,31 (m, 1H, -CH=CHCHOH-), 5,52 (dd, 3Jyn= 15,4 Hz 3J4u=
6,4 Hz, 1 H, -CH,CH=CH-), 5,74-5,81 (m, 1 H, -CH, CH=CH-), 6,28 (d,
%J4n = 7,2 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 14,26 (2x HzCCH,-), 19,85 (-CH-CHs), 22,84
(2x Hs;CCH,-), 25,19 (-CH,CH,COO-), 25,92 (-CH,CH,CONH-), 26,10
(-COO(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,80, 29,30, 29,32,
29,39, 29,40, 29,43, 29,45, 29,51, 29,54, 29,66, 29,68, 29,73, 29,78,
29,81, 29,84, 29,86, 30,10 (-CH,(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-, -CH,CH,(CH,)24
(CH,),CONH-, -(CH,)sCH,CH=), 32,07 und 32,11 (2x H;CCH,CH,-), 32,44
(-CH,CH=CH-), 32,90 (-CH-CH,), 34,58 (-CH,COO-), 36,99 (-CH,CONH-),
37,23 und 37,25 (-CH,CH-CH,-), 54,73 (-CH-CH,OH), 62,60 (-CH,OH),
64,57 (-COOCH,-), 74,65 (-CH=CHCHOH-), 128,97 (-CH,CH=CH-),
134,32 (-CH,CH=CH-), 174,11 (-CONH-), 174,21 (-COO-)

Reinheit: tg = 3,42 min; >99,5%

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(LORS)-10-(methyl-Ds;)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOS] m-D; — (101)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[(10RS)-10-(Methyl-Ds;)hexadecanoyl]oxy}triacontansaure
(97) (200 mg, 0,28 mmol).
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Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

C65H124D3N05 CD3 (6]

1005,69 WL o

84% (233 mg) AN OW
weil3er Feststoff OH
LM 8: 0,46 /N/\J/;

83-84 °C :

positiv: 1027,9 [M + Na]*

negativ: 1003,8 [M - H]

ber.: 1027,9795 Da (CesH124DsNOsNa [M + Na]")

gef.: 1027,9777 Da

500 MHz, CDClIs: 8[ppm] = 0,87-0,89 (m, 6 H, 2x H3CCH,-), 1,04-1,08 (m,
2 H, -CHH'CH-CHH*), 1,25-1,38 (m, 93 H, -(CH,),CHH'CH-CHH'(CH,)s-,
-(CH3)25(CH,),CONH-, -(CH,);:CH,CH=CH-), 1,58-1,67 (m, 6 H, -CH,CH,
COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-), 2,04-2,08 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,23
(t, ®Jyu= 7,6 Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,29 (t, 3Jyy= 7,4Hz, 2H, -CH,
COO0-), 3,71 (dd, 23y = 11,2 Hz %34 = 3,3 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,91 (dt,
2 H,%yn=11,2 Hz 3y = 3,7 Hz, 1 H, -CH-CH,0H), 3,96 (dd, 2 H, 2y =
11,2 Hz *Jyy = 3,8 Hz, 1 H -CHH'OH), 4,05 (t, *Jy = 6,7 Hz, 2 H, -COO
CH,-), 4,31-4,33 (m, 1H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, *J.n= 15,5Hz
%J4n = 6,4 Hz, 1 H, -CH,CH=CH-), 5,76-5,81 (m, 1 H, -CH,CH=CH-), 6,23
(d, ®Jyn = 7,3 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCls: §[ppm] = 14,27 (2x H3CCH,-), 22,85 und 22,86 (2x HsC
CH,-), 25,20 (-CH,CH,COO0-), 25,92 (-CH,CH,CONH-), 26,11 (-COO
(CH,),CHy-), 27,22 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,83, 29,28, 29,34, 29,38,
29,42, 29,45, 29,52, 29,54, 29,65, 29,68, 29,69, 29,74, 29,78, 29,82,
29,85, 29,88, 30,12 (-CH,(CH,),CH-(CH,),(CH,)s-, -CH,CH,(CH,)24(CH,)2
CONH-, -(CH,)sCH,CH=CH-), 32,09 und 32,12 (2x H;CCH,CH,-), 32,44
(-CH,CH=CH-), 32,68 (-CH-CD3), 34,60 (-CH,COO-), 37,02 (-CH,CONH-),
37,18 und 37,20 (-CH,CH-CH,-), 54,69 (-CH-CH,OH), 62,71 (-CH,OH),
64,57 (-COOCH,-), 74,87 (-CH=CHCHOH-), 128,98 (-CH,CH=CH-),
134,47 (-CH,CH=CH-), 174,03 (-CONH-), 174,19 (-COO-)

Reinheit: tg = 3,40 min; >98,5%

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-methylhexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOS] e-D; — (102)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}-
triacontansaure (98) (200 mg, 0,28 mmol).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

CGSH124D3N05 (@]
1005,69 DSCM
84% (235 mg) AN OW

o)
HN
weiler Feststoff OH
LM 8: 0,53 \ .I//OH
6

82,5-84 °C
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ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

positiv: 1027,9 [M + Na]*
negativ: 1003,7 [M - H]

ber.: 987,9875 Da (CG5H123D3NO4 [M - H,O + H]+)
gef.: 987,9852 Da
ber.: 1027,9795 Da (C65H124D3NO5N8. [M + Na.]+)

gef.: 1027,9779 Da

500 MHz, CDCls: 8[ppm] = 0,83 (d, ®Ju = 6,6 Hz, 3 H, -CH-CH3), 0,88 (t,
%y =7,0Hz, 3H, HsCCH,-), 1,04-1,38 (m, 95 H, -(CHy)s CH-(CHy)e-,
-(CHy)25(CH2),CONH-, -(CH,)1;CH,CH=CH-), 1,58-1,67 (m, 6 H, -CH,CH,
COOCH,CHy-, -CH,CH,CONH-), 2,03-2,07 (m, 2 H, -CH,CH=CH-), 2,23
(t, ®3Jqn= 7,6 Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,28 (t, *Jyn= 7,6 Hz, 2 H, -CH,
COO0-), 3,70 (dd, 2y = 11,7 Hz 3J, = 3,3 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,90 (dt,
2 H, %Jyn = 11,3 Hz 3y = 3,7 Hz, 1 H, -CH-CH,0H), 3,96 (dd, 2 H, “Jy s =
11,2 Hz 3J4 = 3,5 Hz, 1 H -CHH'OH), 4,05 (t, ®Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -COO
CH,-), 4,30-4,32 (m, 1H, -CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, *Jun= 15,5Hz
%Jyn = 6,3 Hz, 1 H, -CH,CH=CH-), 5,75-5,81 (m, 1 H, -CH,CH=CH-), 6,33
(d, ®Jyn = 4,5 Hz, 1 H, -CONH-)

125 MHz, CDCls: d[ppm] = 14,28 (HsCCH,-), 19,87 (-CH-CHs), 22,59
(DsCCH,-), 22,85 (H;CCH,-), 25,20 (-CH,CH,COO-), 25,92 (-CH,CH,
CONH-), 26,10 (-COO(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,81,
29,29, 29,33, 29,39, 29,42, 29,45, 29,47, 29,52, 29,55, 29,66, 29,68,
29,69, 29,74, 29,78, 29,82, 29,85, 29,87, 30,11 (-CH,(CH,),CH-(CH,),
(CHy)s-, -CH,CH3(CH,)24(CH2),CONH-, -(CH,)eCH,CH=CH-), 32,03 (DsC
CH,CH,-), 32,08 (HsCCH,CH,-), 32,45 (-CH,CH=CH-), 32,91 (-CH-CHs),
34,59 (-CH,COO-), 37,00 (-CH,CONH-), 37,24 und 37,26 (-CH,CH-CH,-),
54,69 (-CH-CH,OH), 62,67 (-CH,OH), 64,57 (-COOCH,-), 74,82 (-CH=CH
CHOH-), 129,03 (-CH, CH=CH-), 134,31 (-CH,CH=CH-), 174,01
(-CONH-), 174,20 (-COO-)

Reinheit: tg = 2,63 min; >99,5%

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-(methyl-D3)-
hexadecanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOS] e,m-Ds — (103)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}-
triacontansaure (99) (200 mg, 0,28 mmol).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

C65H121D6N05 CD3 [e)
1008,70 D3CW o
93% (257 mg) e OW

HN
weiler Feststoff OH
LM 8: 0,52 \ .I//OH

84-85,5 °C
positiv: 1030,8 [M + Na]*
negativ: 1006,6 [M - H]
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HR-MS: ber.: 1030,9983 Da (CesH12:DsNOsNa [M + NaJ*)
gef.: 1030,9970 Da
'H-NMR: 500 MHz, CDCly: 8[ppm] = 0,88 (t, 3Juy = 7,0 Hz, 3 H, HyCCH,-), 1,04-

1,38 (M, 95H, -(CH,)sCH-(CHye-, -(CH,)25(CH2),CONH-, -(CH,)1;CH,
CH=CH-), 1,58-1,66 (m, 6 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-),
2,03-2,07 (m, 2H, -CH,CH=CH-), 2,22 (t, 3Jyny= 7,7 Hz, 2H, -CH,
CONH-), 2,28 (t, *Jyn = 7,6 Hz, 2 H, -CH,COO-), 3,70 (dd, 2Jy = 11,2 Hz
3Jun = 3,3 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,90 (dt, 2 H, 3J4 4 = 11,2 Hz 3J, 1y = 3,6 Hz,
1H, -CH-CH,OH), 3,95 (dd, 2 H, “Jyu= 11,2Hz 3Jyn= 3,8Hz, 1H
-CHH'OH), 4,05 (t, ®Jy. = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-), 4,30-4,32 (m, 1H,
-CH=CHCHOH-), 5,53 (dd, 3J4n= 15,4Hz %)y = 6,4Hz, 1H, -CH,
CH=CH-), 5,75-5,81 (m, 1 H, -CH,CH=CH-), 6,33 (d, %J,, = 7,1 Hz, 1 H,
-CONH-)

1B3C-NMR: 125 MHz, CDCl;: 8[ppm] = 14,27 (H3CCH,-), 22,59 (DsCCH,-), 22,85
(HsCCH,-), 25,19 (-CH,CH,COO0-), 25,92 (-CH,CH,CONH-), 26,09 (-COO
(CH,),CH,-), 27,21 (-CH,CH,CH-CH,CH,-), 28,80, 29,28, 29,32, 29,38,
29,41, 29,44, 29,45, 29,52, 29,54, 29,65, 29,67, 29,69, 29,74, 29,78,
29,81, 29,84, 29,87, 30,11 (-CHy(CH,),CH-(CH,)2(CH,)s-, -CH,CH,(CHz)24
(CH,),CONH-, (-CH,)sCH,CH=CH-), 32,03 (DsCCH,CH,-), 32,08 (H;CCH
CH,-), 32,44 (-CH,CH=CH-), 32,66 (-CH-CDs), 34,58 (-CH,COO-), 37,00
(-CH,CONH-), 37,17 und 37,19 (-CH,CH-CH,-), 54,64 (-CH-CH,OH),
62,66 (-CH,OH), 64,57 (-COOCH,-), 74,81 (-CH=CHCHOH-), 128,95
(-CH,CH=CH-), 134,40 (-CH,CH=CH-), 174,05 (-CONH-), 174,21 (-COO-)

HPLC: Reinheit: tg = 2,63 min; >99,5%

5.6.11 Darstellung der methylverzweigten Ceramide [EOP]

Abweichend zur IUPAC-Nomenklatur wurde die Benennung analog zu den Ceramiden [NP]
und [AP] auf die Amid-Bindung der Ceramide bezogen.

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B. AnschlieBend wurde der Ansatz filtriert,
der Ruckstand wurde zweimal mit wenig CH,Cl, gewaschen und auf Kieselgel adsorbiert.
Die Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie unter Verwendung eines
CHCls/Methanol-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[(10RS)-10-methylhexadecanoyl]oxy}-
triacontanamid — CER[mEOP] — (104)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[(LORS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontansdure (96)
(200 mg, 0,28 mmol).

9
Summenformel:  CgsH120NOg WOW
5 8 14

Mg (g/mol): 1020,68

o
HN
Ausbeute: 80% (227 mgQ) OH
Aussehen: weil3er, wachsartiger Feststoff oK
A

OH
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Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

EA: ber.(%):

gef.(%):
'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

LM 9: 0,21

102-103 °C

positiv: 1042,7 [M + Na]"

negativ: 1018,6 [M - H]

ber.: 1042,9712 Da (CesH120NOgNa [M + Na])

gef.: 1042,9694 Da

C 75,16, H12,71, N1,35 (+1H,0)

C75,02 H12,63, N1,51

400 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,84 (d, *Jy = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CH,),
0,89 (t, *Jun = 6,7 Hz, 6 H, 2x H3CCH,-), 1,05-1,36 (m, 97 H, H3C(CH,)s
CH-(CHy)s-, -(CH)25(CH,),CONH-, -(CH,)1,CH,CHOH-), 1,48-1,78 (m,
8 H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-, -CH,CHOH-), 2,24 (t, 3JH,H =
7,5 Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,29 (t, ®J4 = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COO0-), 3,58-
3,68 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,76 (dd, Jyn = 11,6 Hz %y = 5,3 Hz,
1 H, -CHH'OH), 3,95 (dd, 2y = 11,6 Hz %Jy = 2,7 Hz, 1 H, -CHH'OH),
4,06 (t, Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-), 4,12-4,16 (m, 1 H, -CH-CH,OH),
6,32 (d, *Jypn = 7,6 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Ds, 40 °C: d[ppm] = 14,56 (2% HsCCH,-), 20,26 (-CH-CHj),
23,70 (2x H3CCH-), 26,80 (-CH,CH,COO-), 26,94 (-CH,CH,CONH-),
27,09 (-COO(CH,),CH,-), 28,14 und 28,15 (-CH,CH,CH-CH,CH,-, -CH,
CH,CHOH-), 29,89, 30,24, 30,39, 30,42, 30,45, 30,50, 30,63, 30,66,
30,70, 30,72, 30,76, 30,80, 30,89, 31,00, 31,06 (-CH,(CH,),CH-(CH,),
(CHy)s-, -CH;CH2(CH2)24(CH2),CONH-, -(CH;)o(CH,),CHOH-), 33,02 und
33,04 (2x H3CCH,CH,-), 33,95 (-CH-CHs), 34,46 (-CH,COO-), 34,88 (-CH,
CHOH-), 37,00 (-CH,CONH-), 38,22 (-CH,CH-CH,-), 54,04 (-CH-CH,0OH),
62,73 (-CH,OH), 64,71 (-COOCH,-), 73,43 (-CH,CHOH-), 77,40 (-CH,
CHOHCHOH-), 173,39 (-COO-, -CONH-)

Reinheit: tg = 4,30 min; >99,5%

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[(10RS)-10-(methyl-Ds;)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOP] m-D; — (105)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[(10RS)-10-(Methyl-Ds;)hexadecanoyl]oxy}triacontansaure
(97) (200 mg, 0,28 mmol).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

C65H 126D3NO6

CD; O

1023,70 W o

79% (223 mg) AANA OW

weil3er, wachsartiger Feststoff OH

LM 9: 0,25 /e\,)/\J/;
A

101-103 °C OH
positiv: 1045,8 [M + Na]*

negativ: 1021,7 [M - H]

ber.: 1045,9900 Da (CesH126D3sNOgNa [M + NaJ*)

gef.: 1045,9892 Da
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'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

400 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,89 (t, 3Jun = 6,7 Hz, 6 H, 2x HsC-),
1,05-1,36 (m, 97 H, H3C(CH,)sCH-(CH,)6-, -(CH,)25(CH,),CONH-, -(CH,) 1,
CH,CHOH-), 1,45-1,53 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 1,58-1,66 (m, 6 H, -CH,
CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-), 1,75-1,82 (m, 1 H, -CHH'CHOH-),
2,24 (t, 3y = 7,6 Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,29 (t, 3Jy = 7,5 Hz, 2 H, -CH,
COO0-), 3,59-3,67 (m, 2 H, -CH,CHOHCHOH-), 3,76 (dd, 2J 4 = 11,3 Hz
3Jun = 5,4 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,95 (dd, “Jyn = 11,4 Hz %)y = 2,2 Hz,
1 H, -CHH'OH), 4,06 (t, *Jyn = 6,8 Hz, 2 H, -COOCH,-), 4,13-4,17 (m, 1 H,
-CH-CH,0H), 6,32 (d, 3Jyn = 7,8 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg, 40 °C: d[ppm] = 14,57 (2x H3CCH,-), 23,70 (2x HsC
CH,-), 26,80 (-CH,CH,COO-), 26,95 (-CH,CH,CONH-), 27,09 (-COO
(CH,),CH,-), 28,14 und 28,16 (-CH,CH,CH-CH,CH,-, -CH,CH,CHOH-),
29,90, 30,24, 30,39, 30,42, 30,45, 30,50, 30,63, 30,66, 30,69, 30,72,
30,76, 30,80, 30,81, 30,84, 30,90, 31,01, 31,07 (-CH,(CH,),CH-(CH,),
(CH,)s-, -CH,CH,(CHy)24(CH5),CONH-, -(CH,)e(CH,),CHOH-), 33,02 und
33,04 (2x H3CCH,CH,-), 33,71 (-CH-CD3), 34,47 (-CH,COO-), 34,89 (-CH,
CHOH-), 37,00 (-CH,CONH-), 38,16 (-CH,CH-CH,-), 54,07 (-CH-CH,OH),
62,70 (-CH,OH), 64,71 (-COOCH,-), 73,43 (-CH,CHOH-), 77,41 (-CH,
CHOHCHOH-), 173,38 und 173,40 (-COO-, -CONH-)

Reinheit: tg = 4,30 min; >99,5%

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-(methyl)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOP] e-D; — (106)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}-
triacontansaure (98) (200 mg, 0,28 mmol).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

CGSH 126D3N06

1023,70 DsC M o

76% (215 mg) s ON;\HK

weil3er, wachsartiger Feststoff OH

LM 9: 0,22 k\/)/\J/o\H
LY

103-105 °C SH
negativ: 1022,4 [M - H]

ber.: 1024,0081 Da (CesH127D3NOg [M + H])

gef.: 1024,0099 Da

400 MHz, CDCl,, 40 °C: 8[ppm] = 0,84 (d, %Jun = 6,5 Hz, 3 H, -CH-CHj),
0,89 (t, ®Jun = 6,8 Hz, 3 H, H;CCH,-), 1,05-1,37 (m, 97 H, H3C(CH,)sCH-
(CHo)e-, -(CH2)25(CH,),CONH-, -(CH,);.CH,CHOH-), 1,44-1,55 (m, 1H,
-CHH'CHOH-), 1,58-1,68 (m, 6H, -CH,CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,
CONH-), 1,75-1,81 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 2,24 (t, ®Jyn= 7,5Hz, 2 H,
-CH,CONH-), 2,29 (t, *Jy = 7,5 Hz, 2 H, -CH,COO0-), 3,58-3,67 (m, 2 H,
-CH,CHOHCHOH-), 3,77 (dd, 2Jyn= 11,2Hz 3Jyu= 53Hz, 1H,
-CHH'OH), 3,96 (dd, 23y = 11,2 Hz ®J4 4 = 1,9 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,086 (t,
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BC-NMR:

HPLC:

%Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-), 4,12-4,16 (m, 1 H, -CH-CH,OH), 6,32 (d,
%J4n = 7,3 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg, 40 °C: 8[ppm] = 14,57 (HsCCH,-), 20,26 (-CH-CHj),
23,45 (D3sCCH,-), 23,70 (H;CCH,-), 26,81 (-CH,CH,COO-), 26,95 (-CH,
CH,CONH-), 27,10 (-COO(CH,),CH,-), 28,16 (-CH,CH,CH-CH,CH,-, -CH,
CH,CHOH-), 29,90, 30,25, 30,40, 30,43, 30,45, 30,51, 30,64, 30,67,
30,70, 30,73, 30,77, 30,81, 30,90, 31,01, 31,07 (-CH,(CH,),CH-(CH,),
(CHy)s-, -CHoCH(CH,)24(CH,),CONH-,  -(CH,)o(CH,),CHOH-), 32,97
(DsCCH,CH,-), 33,03 (HsCCH,CH,-), 33,95 (-CH-CHj), 34,46 (-CH,COO-),
34,89 (-CH,CHOH-), 37,01 (-CH,CONH-), 38,23 (-CH,CH-CH,-), 54,03
(-CH-CH,0H), 62,73 (-CH,OH), 64,72 (-COOCH,-), 73,44 (-CH,CHOH-),
77,39 (-CH,CHOHCHOH-), 173,40 (-COO-, -CONH-)

Reinheit: tg = 4,30 min; >99,5%

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-Ds-(10RS)-10-(methyl-D3)-
hexadecanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOP] e,m-D; — (107)

Die Darstellung erfolgte aus 30-{[16,16,16-Ds-(10RS)-10-(Methyl-Ds;)hexadecanoyl]oxy}-
triacontansaure (99) (200 mg, 0,28 mmol).

Summenformel:
Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

C65H 123D6NO6

CD; O
1026,72 DAC W o
77% (217 mg) AANA Ow
weil3er, wachsartiger Feststoff N OH
LM 9: 0,18 /NG/\/(;

100-103 °C SH
negativ: 1024,7 [M - H]

ber.: 1027,0269 Da (CesH124DsNOg [M + H])

gef.: 1027,0261 Da

400 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,89 (t, %Jun = 6,9 Hz, 3 H, HsCCH,-),
1,05-1,36 (m, 97 H, H3C(CH,)sCH-(CH,)6-, -(CH,)25(CH,),CONH-, -(CH,) 1,
CH,CHOH-), 1,47-1,53 (m, 1 H, -CHH'CHOH-), 1,58-1,68 (m, 6 H, -CH,
CH,COOCH,CH,-, -CH,CH,CONH-), 1,75-1,82 (m, 1 H, -CHH'CHOH-),
2,24 (t, 3y = 7,5Hz, 2 H, -CH,CONH-), 2,29 (t, *Jy= 7,5Hz, 2H, -
CH,COO-), 3,58-3,67 (m, 2H, -CH,CHOHCHOH-), 3,76 (dd, “Jyn=
11,5 Hz 3Jyn = 5,6 Hz, 1 H, -CHH'OH), 3,95 (dd, “Jyn = 11,5 Hz 3344 =
2,4 Hz, 1 H, -CHH'OH), 4,06 (t, ®3Jyn = 6,7 Hz, 2 H, -COOCH,-), 4,12-4,16
(m, 1 H, -CH-CH,0H), 6,32 (d, 3Jyn = 7,3 Hz, 1 H, -CONH-)

100 MHz, THF-Dg, 40 °C: 8[ppm] = 14,57 (H3;CCH,-), 23,44 (DsC CH,-),
23,70 (HsCCH,-), 26,80 (-CH,CH,COO-), 26,94 (-CH,CH, CONH-), 27,09
(-COO(CH,),CH,-), 28,14 und 28,16 (-CH,CH,CH-CH,CH,-, -CH,CH,
CHOH-), 29,89, 30,24, 30,39, 30,42, 30,45, 30,50, 30,63, 30,66, 30,70,
30,72, 30,76, 30,80, 30,81, 30,84, 30,90, 31,00, 31,07 (-CH,(CH,),CH-
(CH2)2(CH2)s-, -CH,CH;(CH2)24(CH2),CONH-, -(CH,)o(CH),CHOH-), 32,96
(D3CCH,CH,-), 33,03 (HsCCH,CH,-), 33,71 (-CH-CD3), 34,46 (-CH,COO-),
34,88 (-CH, CHOH-), 37,00 (-CH,CONH-), 38,16 (-CH,CH-CH,-), 54,04
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(-CH-CH,0H), 62,72 (-CH,OH), 64,71 (-COOCH,-), 73,43 (-CH,CHOH-),
77,40 (-CH,CHOHCHOH-), 173,39 (-COO-, -CONH-)
HPLC: Reinheit: tg = 3,53 min; >99,5%

5.7 Darstellung des 16-Oxountriacontan-1,31-diols

5.7.1 Methansulfonsaure-15-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecylester — (108)

Zu einer Losung von 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecan-1-ol (14) (3,619,
11 mmol) und TEA (3,19 ml, 23 mmol) in abs. CHCI; (30 ml) wurde unter Eiskiihlung eine
Losung von Methansulfonséurechlorid (0,89 ml, 23 mmol) in CHCI; (7,5 ml) hinzugetropft.
Der Ansatz wurde fir 2 h unter Eiskihlung und dann fur 12 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurde TEA (3,19 ml, 23 mmol), ein Eis-Wasser-Gemisch (50 ml) hinzugege-
ben und fir 1 h geruhrt. Zur besseren Phasenseparation wurde ges. NaCl-Losung (40 ml)
hinzugegeben. Die CHCI;-Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase wurde zweimal
mit CHCI; (50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na,SO, ge-
trocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Der erhaltene Methansul-
fonsaureester (108) wurde ohne weitere Reinigung und Charakterisierung weiterverwendet.

Summenformel:  CyH0sS Q 0
Mg (g/mol): 406,60 0" o O/C,S,)\CH3
Rs: LM 5: 0,58

5.7.2 2,2'-(16-Oxountriacont-1,31-diyl)bis(terahydro-2H-pyran) — (109)

Methode G: Unter Argonatmosphére wurde eine Ldsung von 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy]pentadecan-1-ol (14) (3,74 g, 11,4 mmol) in abs. Toluol (20 ml) zu einer Suspension
von NaH (0,455 g, 11,4 mmol) in abs. Toluol (20 ml) hinzugetropft. Der Ansatz wurde fur
12 h weitergeriihrt. Anschlielend wurde eine Ldsung von Methansulfonsaure-15-
[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecylester (108) (4,21 g, 10,4 mmol) in abs. Toluol
(8 ml) und fur 12 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde ges. NH,CI-Losung
(50 ml) hinzugegeben und fir 1 h weitergertihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ether (75 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer einge-
engt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA.

Methode H: Die Reaktion wurde analog Methode G durchgefiihrt, wobei anstelle von 1 Aqui-
valent NaH 1,1 Aquivalente KH verwendet wurden. AuBerdem erfolgte die Zugabe der L6-
sung des Methansulfonesters (108) bei 50 °C.

Methode I: Eine Losung von 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecan-1-ol (14) (6,57 g,
20 mmol) in abs. Toluol (20 ml) wurde zu einer geruhrten Suspension von KH (2,7 ml,
20 mmol) in abs. Toluol (40 ml) unter Argonatmosphéare hinzugetropft und fir 12 h geruhrt.
AnschlieBRend wurde der Ansatz auf 50°C erwarmt, eine Loésung von 2-(15-
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Brompentadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (16) (5,00 g, 12,8 mmol) in abs. Toluol (20 ml) hin-
zugetropft und fir 12 h unter Rickfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde ges. NH,CI-Lésung
(100 ml) hinzugegeben und fir 1 h weitergerihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige Phase dreimal mit Ether (100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsvakuumverdampfer einge-
engt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines Hep-
tan/Ether-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von TEA.

Summenformel:  C4oH750s5 0 0(\/)0(\/)0 o

Mg (g/moal): 639,02 U 5 15 U

Ausbeute: Methode H: 6% (0,41 g);
Methode G: 38% (2,54 g);
Methode I: 60% (4,91 g)

Aussehen: weil3er Feststoff
R:: LM 5: 0,25
Fe: 50 °C

ESI-MS (m/z):  positiv: 661,6 [M + Na]*
EA: ber.(%): C 75,18, H 12,30
gef.(%): C 75,21, H 12,57

'H-NMR: 400 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,25-1,38 (m, 44 H, 2x -(CH,)2(CH>)11(CH>),-),
1,49-1,62 (m, 16 H, 2x -CH,CH,(CH,);;CH,CH,-, 2x -OCH-CH,(CH,),-),
1,68-1,74 (m, 2 H, 2x -CHH'CH-0-), 1,79-1,87 (m, 2 H, 2x -CHH'CH-O-),
3,35-3,40 (m, 6 H, 2x -OCH,(CH,);s5CHH OCH<), 3,47-3,52 (m, 2 H, 2x
-OCH-(CH,)sCHH'O-), 3,72 (dt, 2Jyy = 9,2Hz 34y = 7,0Hz, 2 H, 2x
-(CH,)14CHHOCH<), 3,84-3,90 (m, 2 H, -OCH-(CH,);sCHH'O-), 4,56-4,58
(m, 2 H, 2x -OCH-0-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 19,86 (2x -CH,CH,CH-O-), 25,68 (2x -CH,
(CH,),CH-0-); 26,37 (2x >CHO(CH,),CH,(CH,)1>-), 26,41 (2% -(CH,):,.CH,
(CH,),0(CH,),CH»(CH,)1-), 29,66, 29,67, 29,76, 29,78, 29,82, 29,93,
29,95 (2x -CH,CH,CH,(CH,)sCH,CH,CH,-), 30,96 (2x -CH,CH-0-), 62,48
(2x -OCH-(CH,)sCH,0-), 67,85 (2x -(CH,)14CH,OCH<), 71,13 (-(CH,)14
CH,OCH,(CH,)14-), 98,99 (2% -OCH-O-)

5.7.3 16-Oxohentriacontan-1,31-diol — (110)

Zur THP-Schutzgruppenabspaltung wurde 2,2‘-(16-Oxountriacont-1,31-diyl)bis(terahydro-2H-
pyran) (109) (1,56 g, 2,4 mmol) und katalytische Mengen an Pyridiniumtosylat in abs. Me-
thanol (100 ml) fur 3 h unter Rickfluss erhitzt. Der gebildete Niederschlag wurde heil3 abfil-
triert und aus Heptan umkristallisiert.

Summenformel:  CzoHg205 HO{_ )04 \OH
. ﬁ/ym (\is

Mg (g/mol): 470,79

Ausbeute: 93% (1,14 g)

Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff
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Rs: LM 7: 0,23

Fp: 91°C

ESI-MS (m/z):  positiv: 493,4 [M + Na]”

EA: ber.(%): C 76,53, H 13,28

gef.(%): C 76,62, H 13,34

'"H-NMR: 500 MHz, CDCls: d[ppm] = 1,23-1,35 (m, 44 H, 2x -(CH,)2(CH>)11 (CH>),-),
1,51-1,57 (m, 8 H, 2x -CH,CH,(CH,)1,CH,CH,0H), 3,37 (d, *J, = 6,8 Hz,
4 H, -CH,OCH,-), 3,59 (t, *J41 = 6,7 Hz, 4 H, 2x -CH,OH)

3C-NMR: 125 MHz, CDClIs: 8[ppm] = 25,85 (2x HO(CH,),CH,-), 26,27 (-CH,CH,CH,
OCH,CH,CH,-), 29,54, 29,60, 29,70, 29,71, 29,75, 29,83 (2x HO(CH,)3
(CH)oCH,CH,CH,), 32,82 (2x HOCH,CH,-), 62,97 (2x HOCH,-), 71,09
(-CH,OCH-)

5.8 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide

5.8.1 Darstellung der 12,21-Dithiadotriacontandisaure

11-Mercaptoundecansaure — (118)

Zu einer Losung von Thioharnstoff (2,28 g, 30,0 mmol) in abs. Ethanol (100 ml) wurde 11-
Bromundecansaure (115) (7,5 g, 28,3 mmol) fur 24 h unter Ruckfluss erhitzt. Anschliel3end
wurde eine wassrige NaOH-Losung (2,83 g, 70,7 mmol in 20 ml Agua dest.) hinzugegeben
und fur 6 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde 100 ml Wasser hinzugeben, der
Ansatz mit konz. HCI vorsichtig angesauert und die wassrige Phase dreimal mit Ether
(100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit Wasser
(200 ml) gewaschen und auf Volumen von ca. 50 ml eingeengt. Fur eine vollstandige Kristal-
lisation wurde die org. Phase auf 0 °C abgekihlt und stehengelassen. Der gebildete Nieder-
schlag wurde abgesaugt und das gewonnene Rohprodukt durch Umkristallisation in Heptan
gereinigt.

Summenformel: Cy;H»,0,S

Mg (g/mol): 218,34 HS/\/\/\/\/\)J\OH
Ausbeute: 91% (5,65 Q)

Aussehen: weiller Feststoff

Ry LM 6: 0,48

Fp: 45-47 °C

ESI-MS (m/z): negativ: 217,5 [M — H]; 433,5 [2M — H]
EA: ber.(%): C 60,51 H 10,16
gef.(%): C 60,54, H 10,08

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3: 8[ppm] = 1,28-1,41 (m, 12 H, HS(CH,)2(CH.)e-), 1,57-
1,67 (m, 4 H, HSCH,CH,-, -CH,CH,COOH), 2,35 (t, *Jy = 7,5 Hz, 2 H,
-CH,COOH), 2,49-2,65 (m, 2 H, HSCH,-)

BC-NMR: 100 MHz, CDCls: d[ppm] = 24,80 und 24,82 (HSCH,-; -CH,CH,COOH),
28,51, 29,18, 29,34, 29,48, 29,57 (HS(CH,)»(CH,)e-), 34,04 und 34,18
(HSCH,CH,-, -CH,COOH)
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12,21-Dithiadotriacontandiséaure — (117)

Methode J: Zu einer Lésung von 11-Mercaptoundecansdure (118) (5,65 g, 25,9 mmol) in
abs. Methanol (80 ml) wurde unter Argonatmosphére eine 1 M methanolische Natriumme-
thanolat-Lésung (52 ml, 52 mmol) innerhalb von 30 min hinzugegeben. Der Ansatz wurde
30 min weitergerthrt und anschlieend auf 50 °C erwarmt. Zu dem Ansatz wurde eine Lo-
sung von 1,8-Dibromoctan (112) (2,93 g, 10,8 mmol) in abs. Methanol (20 ml) tropfenweise
hinzugegeben. AnschlieRend wurde der Ansatz fur 10 h unter Rickfluss erwarmt. Zur Aufar-
beitung wurde KOH (3,62 g, 64,7 mmol) zugegeben und der Ansatz fir 30 min unter Rick-
fluss erhitzt. Nach dem Erkalten wurde der Niederschlag abgesaugt und dreimal mit Ethanol
(20 mL) und einmal mit Wasser (20 ml) gewaschen. Der Niederschlag wurde in 2 M H,SO,
(200 ml) und Chloroform (150 ml) suspendiert und fir 30 min bei 50 °C erwdrmt. Die warme
org. Phase wurde abgetrennt. Zweimal wurde die wassrige Phase mit Chloroform (100 ml)
versetzt, fur 10 min auf 50 °C erwarmt und die warme organische Phase abgetrennt. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 2 M H,SO,4 (100 ml) versetzt, auf 50 °C erwarmt
und die warme organische Phase abgetrennt. Die org. Phase wurde eingeengt und das
Rohprodukt im Anschluss durch Umkristallisation in Ethylacetat gereinigt.

Summenformel:  C3oHs504S; OWS‘Q’SWO
Mg (g/mol): 546,88 5 8 5

OH OH
Ausbeute: Methode J: 85% (5,02 g)
Aussehen: weilder Feststoff
Rs: LM 7: 0,16
LM 12: 0,48
Fp: 101-103 °C

ESI-MS (m/z): negativ: 545,6 [M — H]
EA: ber.(%): C 65,88 H 10,69S 11,73
gef.(%): C 65,73, H 10,65S 11,53

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-Dg: O[ppm] = 1,24-1,35 (m, 32 H, 2x -(CH,)s(CH,),
COOH, -S(CH,)2(CH,)4(CH,),S-), 1,45-1,52 (m, 12 H, 2x -CH,CH,SCH,
CH,-, 2x -CH,CH,COOH), 2,18 (t, 3Jyy = 7,4 Hz, 4 H, 2x -CH, COOH),
2,45 (t, *Jyn = 7,3 Hz, 8 H, -CH,SCH,-)

BC-NMR: 125 MHz, DMSO-Dg: d[ppm] = 24,46 (2x -CH,CH,COOH), 28,05, 28,15,
28,42, 28,52, 28,54, 28,69, 28,81, 28,86, 29,06, 29,11 (-(CH,);CH,SCH,
(CH,)6CH,SCH,(CH,)7-), 31,08 (2x -CH,SCH,-), 33,63 (2x -CH,COOH),
174,41 (2x -COOH)

5.8.2 Darstellung der deuterierten 12,21-Dithiadotriacontandiséure

Octandiséaure-D;, — (121)

Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von HsiA0 et al.*® In einer geeigne-
ten Hydrierapparatur wurde KOH (3,37 g, 60 mmol) in D,O (80 ml) unter Argonatmosphare
geldst. Anschlief3end wurde Octandisaure (120) (5,23 g, 30 mmol) und Pd/C (10%) Katalysa-
tor (1 g) zugegeben. Der Ansatz wurde fir 80 h bei 9,5 bar und 180 °C gerihrt. Nach Ab-
schluss der Reaktion wurde konz. HCI (8 ml) und CHCI; (100 ml) zugegeben. AnschlieRend
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wurde der Katalysator abfiltriert. Der Filter wurde dreimal mit einer warmen Mischung von
Chloroform/Methanol (9/1 V/V) (100 ml) gewaschen. Die vereinigten org. Phasen wurden
eingeengt. Der Ruckstand wurde in Chloroform (300 ml) aufgenommen und mit ges. NaCl-
Lésung gewaschen (50 ml). Die org. Phase wurde eingeengt und das Rohprodukt ohne wei-
tere Charakterisierung und Reinigung weiterverwendet.

Summenformel: CgH,D1,04

Mg (g/moal): 186,26 HO oH
Ausbeute: 85% (4,76 g)

Aussehen weiller Feststoff

Rs: LM 6: 0,14

ESI-MS (m/z): positiv: 185,4 [M - H]

2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D;,-Octan-1,8-diol — (122)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 1B aus Octandisaure-D,, (121) (4,76 g,
25,6 mmol). Abweichend zur Methode wurde 1 Molaquivalent LiAlH, je Saurefunktion ver-
wendet, sowie eine Mischung aus abs. Diethylether und abs. THF (2/1 V/V) verwendet. Die
Reinigung erfolgte mittels S&ulenchromatographie. Als Elutionsmittel wurde ein Hep-

tan/Ethylacetat (1/1 V/V) Gemisch verwendet.

Summenformel:  CgHgD1,0, D D D D D D

Mg (g/mol): 158,29 Ho hehe! OH
Ausbeute: 90% (3,67 Q) b D D
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff

Ry LM 13: 0,11

Fp: 56-57,5 °C

ESI-MS (m/z):  positiv: 181,22 [M + Na]"

'H-NMR: 500 MHz, CDCly: d[ppm] = 3,63 (s, 4 H, 2x -CH,0OH)

BC-NMR: 125 MHz, CDClg: 8[ppm] = 63,09 (2x -CH,OH)

2,2'-(2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D1,-Oct-1,8-diyl)bis(terahydro-2H-pyran) — (123)

Die Verbindung wurde entsprechend MivAsHITA™®? aus 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D;,-Octan-1,8-
diol (122) (3,57 g, 22,6 mmol) dargestellt. Die Reinigung erfolgte mittels Sdulenchromatogra-
phie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritdt mit einem Zu-

satz von TEA.

Summenformel:  CygH2D1,04 D D D _ /O
Mg (g/moal): 326,52 o_ _O oo
Ausbeute: 95% (7,03 g) O/ p b lDJl

Aussehen: klare, farblose Flissigkeit

Ry LM 4: 0,14

ESI-MS (m/z):  positiv: 349,4 [M + Na]”

'H-NMR: 500 MHz, CDCl3: d[ppm] = 1,48-1,61 (m, 8 H, 2x -OCH-CH,(CH,),-), 1,68-

1,74 (m, 2 H, 2x -OCH-CHH"), 1,78-1,89 (m, 2 H, -OCH-CHH"), 3,36 (d,
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BC-NMR:

2Jun = 9,6 Hz, 2 H, 2x -OCHH'CD,-), 3,46-3,52 (M, 2 H, 2x -OCH-(CH.)s
CHH"), 3,70 (d, 24 = 9,6 Hz, 2 H, 2x -OCHH'(CD,)s-), 3,83-3,89 (m, 2 H,
2x -OCH-(CH,);CHH'-), 4,55-4,57 (m, 2 H, 2x -OCH-O-)

125 MHz, CDCly: 8[ppm] = 19,85 (2x -OCH-CH,CH,-), 25,66 (2x -OCH-
(CH,),CH,-), 30,94 (-OCH-CH,-), 62,47 (2x -OCH-(CH,)sCH,-), 67,68 (2x
-CD,CH,0-), 98,99 (2x -OCH-0-)

2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-Dy,-1,8-Dibromoctan — (124)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 2, dazu wurde 2,2'-(2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-
D;,-Oct-1,8-diyl)bis(terahydro-2H-pyran) (123) (3,70 g, 11,3 mmol) mit der entsprechenden
Menge Triphenylphoshindibromid zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgte mittels Sau-
lenchromatographie unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

GC-MS

'H-NMR:
BC-NMR:

C8H4DlgBr B D D i D D D

284,08 ' Br
DI D] D

87% (2,80 g) b D D

klare farblose Flissigkeit

LM 1: 0,34

Reinheit: tg - 10,03 min; >99,5%

(m/z): 203 [5%, M-Br"]

400 MHz, CDClz: d[ppm] = 3,39 (s, 4 H, 2x -CH,Br)
100 MHz, CDCls: 8[ppm] = 33,86 (2x -CH,Br)

14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D,,-12,21-Dithiadotriacontandisdure — (125)

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode J aus 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-D1,-1,8-
Dibromoctan (124) (0,85 g, 3 mmol) und zweifach deprotonierter 11-Mercaptoundecansaure
(119) (1,57 g, 7,2 mmol).

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:
ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

C30H46D1204S, OWS\&CDZ)\/SWO
558,95 On > 6 50H
65% (1,08 g)

weil3er, kristalliner Feststoff
LM 7:0,24

LM 12: 0,48

104-106 °C

negativ: 557,6 [M — HJ
ber.: 557,4474 Da (C30Ha5D1204S5 [M — H])

gef.: 557,4460 Da

400 MHz, DMSO-D¢, 45 C: d[ppm] = 1,25-1,35 (m, 24 H, 2x -(CHy)s
(CH,),COOH), 1,47-1,54 (m, 8 H, 2x -CH,CH,SCH,CD,-, 2x -CH,CH,
COOH), 2,18 (t, *Jyn = 7,3 Hz, 4 H, 2x -CH,COOH), 2,44-2,48 (m, 8 H,
-CH,SCH>-)

100 MHz, DMSO-Dg, 45 C: d[ppm] = 24,33 (2x -CH,CH,COOH), 28,00,
28,38, 28,51, 28,64, 28,69, 29,02 (2x -(CH,);CH,;),COOH), 30,86 (2x
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-CD,CH,S-), 31,07 (2x -CH,CH,S-), 33,53 (2x -CH,COOH), 174,15 (2x
-COOH)

5.8.3 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide [NSS]

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4A. Der Ansatz wurde anschlieRend zur
Trockne eingeengt und der Rickstand auf Kieselgel adsorbiert. Die Reinigung erfolgte mit-
tels Saulenchromatographie unter Verwendung eines CHCIls/Methanol-Gradienten steigender
Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

N,N‘-Bis[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-12,21-dithiadotriacontandi-amid —
dCer[NSS] — (126)

12,21-Dithiadotriacontandisdure (117) (164 mg, 0,3 mmol) wurde mit PyBOP® (344 mg,
0,66 mmol) und Diisopropylethylamin (204 ul, 1,2 mmol) in CH,Cl, (10 ml) aktiviert und mit
Sphingosin (30) (198 mg, 0,66 mmol) umgesetzt.

Summenformel:
Mg (g/mol):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

Ce6H128N206S2 OW S ‘(\/)’S WO
1109,81 5 8 5

ANH HN
94% (0,31 g) HO OH
weil3er, wachsartiger Feststoff HO 7 X "oH

LM 11: 0,57

93-94 °C

positiv: 1131,9 [M + Na]*
negativ: 1107,8 [M — HJ
ber.: 1091,9181 Da  (CggH127N205S; [M — H,O + HJY)

gef.: 1091,9172 Da

ber.: 1143,8908 Da  (CgsH128N206S,Cl [M + CI])

gef.: 1143,8889 Da

500 MHz, CDCls, 35 °C: d[ppm] = 0,88 (t, %Jun = 6,4 Hz, 6 H, 2x -CH,),
1,13-1,36 (m, 76 H, -(CH2)6(CH2)2S(CH2)2(CH)4(CH2)2S(CH.)2(CHz)e-, 2%
Hs:C(CH)1:-), 1,55-1,62 (m, 12 H, 2x -CH,CH, SCH,CH,-, 2x -CH,
CONH-), 2,02-2,07 (m, 4 H, 2x -CH,CH=CH-), 2,21 (t, ®3Jyu = 7,2 Hz, 4 H,
2x -CH,CONH-), 2,49 (t, *J4n = 7,1 Hz, 8 H, 2x -CH,SCH,-), 3,68-3,69 (m,
2 H, 2x -CHH'OH), 3,90-3,93 (m, 4 H, 2x -CH-CHH'OH), 4,27-4,30 (m,
2 H, 2x -CH=CHCHOH-), 5,52 (dd, ®Jy s = 15,2 Hz, ®J4 = 5,3 Hz, 2 H, 2x
-CH=CHCHOH-), 5,74-5,80 (m, 2 H, 2x -CH=CHCHOH-), 6,29 (d, Iy =
6,4 Hz, 2 H, 2x -CONH-)

125 MHz, CDCl3, 35 °C: d[ppm] = 14,22 (2% -CH3), 22,82 (2x CH3CH,-),
25,89 (2x -CH,CH,CONH-), 28,97, 29,07, 29,23, 29,31, 29,37, 29,39,
29,41, 29,47, 29,49, 29,56, 29,61, 29,65, 29,77, 29,80, 29,83, 29,90 (2x
HsC(CH2)2(CHz)o-,  -(CH2)sCH2SCH,(CH,)sCH.SCHZ(CHy)e-), 32,06 (2
CH3CH,CH,-), 32,36 und 32,39 (2x -CH,SCH,-), 32,44 (2x -CH,CH=CH-),
36,97 (2x -CH,CONH-), 54,82 (2x -CH-CH,OH), 62,56 (2x -CH,OH),
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HPLC:

74,57 (2x -CH=CHCHOH-), 129,03 (2x -CH=CHCHOH-), 134,28 (2x
-CH=CHCHOH-), 174,10 (2x -CONH-)
Reinheit: tg - 4,75 min; >99,5%

N,N‘-Bis[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,
19-D4,-12,21-dithiadotriacontandiamid — dCer[NSS]-D1, — (127)
14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D,,-12,21-Dithiadotriacontandisdure  (125) (164 mg,
0,3 mmol) wurde mit PyBOP® (344 mg, 0,66 mmol) und Diisopropylethylamin (204 pl,
1,2 mmol) in CH,Cl, (10 ml) aktiviert und mit Sphingosin (30) (198 mg, 0,66 mmol) umge-

setzt.

Summenformel:

Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Ry

Fp:

ESI-MS (m/z):

HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

CesH116D12N206S: W \/QCDZ)\/ W
1121,88

\\NH
97% (0,32 g)
weil3er, wachsartiger “Ion

Feststoff

LM 9: 0,38

92-94 °C

positiv: 1144,1 [M + Na]*
negativ: 1120,2 [M — HJ
ber.: 1103,9934 Da  (CggH115D12N205S; [M — H,0O + HJ")

gef.: 1103,9929 Da

ber.: 1155,9661 Da (CgsH116D12N206S,Cl [M + CI])

gef.: 1155,9611 Da

500 MHz, CDCls, 35 °C: d[ppm] = 0,88 (t, %Jun = 6,9 Hz, 6 H, 2x -CH,),
1,25-1,38 (m, 68 H, -(CH,)s(CH,)>,SCH»(CD;)sCH,S(CH,)2(CH>)s-, 2x H3C
(CH2)11-), 1,51-1,67 (m, 12 H, 2x -CH,CH,SCH,CD,-, 2x -CH,CONH-),
2,02-2,06 (M, 4 H, 2x -CH,CH=CH-), 2,23 (t, ®Jy = 7,6 Hz, 4 H, 2x -CH,
CONH-), 2,47-2,50 (m, 8H, 2x -CH,SCH,-), 3,63-3,72 (m, 2H, 2x
-CHH'OH), 3,88-3,96 (m, 4 H, 2x -CH-CHH'OH), 4,28-4,32 (m, 2 H, 2x
-CH=CHCHOH-), 5,52 (dd, *Jyn= 154 Hz, 3Jyn= 6,3Hz, 2H, 2x
-CH=CHCHOH-), 5,73-5,79 (m, 2 H, 2x -CH=CHCHOH-), 6,42 (d, %y =
7,3 Hz, 2 H, 2x -CONH-)

125 MHz, CDClz, 35 °C: d[ppm] = 14,23 (2% -CH3), 22,82 (2x CH3CH,-),
25,90 (2x -CH,CH,CONH-), 29,09, 29,33, 29,37, 29,39, 29,43, 29,49,
29,56, 29,62, 29,65, 29,77, 29,80, 29,83, 29,91 (2x H3C(CH,)2(CH>)10-, -
(CH2)sCH,SCH,(CD,)sCH,SCH»(CHy)e-), 32,07 (2x CH3CH,CH»-), 32,16
(2x -CH,SCH,CD,-), 32,40 (2% -CH,CH,SCH,-), 32,45 (2x -CH,CH=CH-),
36,95 (2x -CH,CONH-), 54,98 (2x -CH-CH,OH), 62,59 (2x -CH,OH),
74,57 (2x -CH=CHCHOH-), 129,20 (2x -CH=CHCHOH-), 134,02 (2x
-CH=CHCHOH-), 174,07 (2x -CONH-)

Reinheit: tg - 5,10 min; >99,5%
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5.8.4 Darstellung der dimeren Dithia-Ceramide [NPP]

Die Darstellung erfolgte entsprechend Methode 4B. Der Ansatz wurde anschlieRend filtriert,
der Rickstand wurde zweimal mit wenig CH,Cl, gewaschen und auf Kieselgel adsorbiert.
Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie unter Verwendung eines
CHCls/Methanol-Gradienten steigender Polaritat mit einem Zusatz von NH; (0,5% V/V).

N,N‘-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-12,21-dithiadotriacontandi-amid
dCer[NPP] — (128)

12,21-Dithiadotriacontandiséure (117) (164 mg, 0,3 mmol) wurde mit PyBOP® (344 mg,
0,66 mmol) und Diisopropylethylamin (204 ul, 1,2 mmol) in CH,Cl, (10 ml) aktiviert und mit
Phytosphingosin (31) (198 mg, 0,66 mmol) umgesetzt.

Summenformel:  CggHi132N208S, OWSQSWO
Mg (g/mol): 1145,84 N ©E o N
Ausbeute: 76% (6,09 g) /H\j/\
Aussehen: weiler Feststoff M oY “loH
Rr: LM 11: 0,22 OH OH
Fp: 132-135 °C
ESI-MS (m/z): negativ: 1144,2 [M — HJ
HR-MS: ber.: 1145,9498 Da (Ce6H133N208S, [M + H])

gef.: 1145,9488 Da
'H-NMR: 400 MHz, CDCls, 40 °C: 8[ppm] = 0,89 (t, %Jun = 6,84 Hz, 6 H, 2x -CHj),

1,27-1,39 (m, 80 H, -(CH2)s(CH2)2S(CH2)2(CHz)4(CH,)2 S(CH2)2(CHz)s-, 2
HsC(CHy)12-), 1,51-1,71 (m, 16 H, 2x -CH,CHOH-, 2x -CH,CH,SCH,CH,-,
2x -CH,CONH-, von H,O uberlagert), 2,25 (t, *J, 4 = 7,6 Hz, 4 H, 2x -CH,
CONH-), 2,51 (t, 33y = 7,4 Hz, 4 H, 2x -CH,SCH,-), 3,60 (m, 4 H, 2x -CH,
CHOH CHOH-), 3,73-3,78 (m, 2 H, 2x -CHH'OH), 3,90-3,95 (m, 2 H, 2x
-CHH'OH), 4,13-4,17 (m, 2 H, 2x -CH-CH,OH), 6,42-6,47 (m, 2 H, 2x
-CONH-)

BC-NMR: 125 MHz, CDCIy/CD;0D, 35 °C: d[ppm] = 13,66 (2x -CHs), 22,42 (2x
CH,CH,-), 25,60, 25,63, 28,61, 28,71, 28,89, 29,03, 29,08, 29,11, 29,14,
29,23, 29,29, 29,42, 29,46, 29,51, 29,52 (2x H3C(CH,)2(CHy)1o-, -(CH>)s
CH,SCH,(CH,)6CH,SCH,(CH,)g-), 31,70 (2x CH3CH,CH,-), 31,95 und
31,97 (2x -CH,SCH,-), 32,76 (2x -CH,CHOH-), 36,30 (2% -CH,CONH-),
51,83 (2x -CH-CH,OH), 61,01 (2x -CH,OH), 72,32 (2x -CH,CHOH-),
75,44 (2x -CH,CHOHCHOH-), 174,49 (2x -CONH-)

HPLC: Reinheit: tg - 6,02 min; >99,5%

N,N‘-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
D;»-12,21-dithiadotriacontandiamid — dCer[NPP]-Dy, — (129)
14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D,,-12,21-Dithiadotriacontandisdure  (125) (280 mg,
0,5 mmol) wurde mit PyBOP® (572 mg, 1,1 mmol) und Diisopropylethylamin (340 pl, 2 mmol)
in CH,Cl, (7 ml) aktiviert und mit Phytosphingosin (31) (349 mg, 1,1 mmol) umgesetzt.
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Summenformel:

Mg (g/moal):
Ausbeute:
Aussehen:

Rs:

Fp:

ESI-MS (m/z):
HR-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

HPLC:

Ce6H120D12N205S;
1157,91

81% (0,50 g)
weilder wachsartiger
Feststoff

Experimenteller Tell
LM 11: 0,30
133-136 °C

negativ: 1156,9 [M — HJ

ber.: 1158,0251 Da  (CggH121D12N206S; [M + H]Y)

gef.: 1158,0303 Da

500 MHz, CDCls, 40 °C: d[ppm] = 0,89 (t, %Jun = 6,9 Hz, 6 H, 2x -CH,),
1,27-1,87 (m, 84 H, 2x-CH,(CH,)sCH,S-, 2x H3C(CHy)12-), 2,23 (t, 3Jyn =
7,5Hz, 4 H, 2x -CH,CONH-), 2,48-2,51 (m, 8 H, 2x -CH,SCH,-), 3,59-
3,67 (m, 4 H, 2x -CH,CHOHCHOH-), 3,72-3,77 (m, 2 H, 2x -CHH'OH),
3,85-3,93 (m, 2H, 2x -CHH'OH), 4,08-4,16 (m, 2 H, 2x -CH-CH,OH),
6,36-6,39 (m, 2 H, 2x -CONH-)

125 MHz, CDCI/CDs0OD, 35 °C: d[ppm] = 13,69 (2x -CHs), 22,44 (2x
CH3CH,-), 25,61, 25,65, 28,73, 29,05, 29,10, 29,13, 29,15, 29,25, 29,31,
29,42, 29,43, 29,48 29,53, 29,54 (2x H3C(CH,), (CH,)1¢-, -(CH,)sCH,SCH,
(CD3)sCH,SCH,(CHy)g-), 31,71 (2x CH3CH,CH,-), 31,76 (2x -CH,SCH,
CDy-), 31,99 (2x -CH,CH,SCH,-), 32,76 (2x -CH,CHOH-), 36,32 (2% -CH,
CONH-), 51,84 (2x -CH-CH,OH), 61,02 (2x -CH,OH), 72,33 (2x -CH,
CHOH-), 75,44 (2x -CH,CHOHCHOH-), 174,50 (2x -CONH-)

Reinheit: tg - 6,30 min; >99,5%

D S g
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7 Anhang

Spektren und Chromatogramme ausgewahlter Verbindungen

18,18,18-D3-Octadecansaure — (27) (Mg = 287,48 g/mol)

'H-NMR:

ESI-MS — negativ Modus:
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BC-NMR:
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Anhang iii

'H-NMR:
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Sample Na
Daie collected  2015-11-30

@ Sonnenberger 6934-35

Pulse sequence  PROTON Study owner wnmrl

2

Temp e 2T
Solvent cdel3 Spectromater  max2-vnmres00 Operator  vnme

20151130
Sornenberger 6934-35
S0C-298A
-
I A = J LI\.J\_‘ .
T T L e e e L B L I o o o e e s e B L o o o o e e e R
14 12 10 6 4 2 0 ppm
O wogy Wy L L w
0.020.02 1.34 1.30 1.31 282 73.77 0.38
3.97 1.35 1.35 2.54 2.73 2.76  4.43

BC-NMR:

2015-11-30
Sonnenberger_6934-35
S0C-298A

Scnnenberger_6834-35

Sample Mame  Sonnenberger_634-35

Date collectad - 2015-11-30

Pulse sequence CARBON Temperature 27 Study owner wnmrl
Solvent cdeld Spectrameter MaX2-vIMESS00 Oparator vamri

173.858

134.321

128,807

mamafieaosnwmne-doa
nEEdnaancdEEIaa
RAGrfFRYEZnadoooon
P I R R A
[ S R R B

y-
/-
I

T5-356
22.666
22.401

14,086




Anhang

HR-MS:
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CasHea D3 N1 O3
paChrg 1



Anhang

'H-NMR: CER[NS] 18,18,18-D; mit PyBOP®-Nebenprodukt
(OpyBOP®-Nebenprodukt [PPM] = 1,79-1,85 (M), 3,12-3,17 (m))

a 3
el - 1
1.22 1.13 7.35

1.26 1.21 0.01

i 4 _;L_&_J;bd[;) v

PULSE SEQUENCE {OBSERVE M1, 399,9597531
| Relax. delay 1.000 =ec :
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 5.112 see
Width €410.3 He

| 16 repetitiens

| DATA PROCESSING
{FT size 131072
i Total time 1 minutes

2 1 0
LTI L Gy TN -
2.39 7.34 64.53 3.84

2.46 2.40 0.41 0.03
| Sonneberger_3850-52

| 80C-298

 Solvent: edecll
Temp. 27.0 C / 300.1 K

| sample #4, Operator: vnmrl
{File: Sonneberger_ 3950-52_PROTON_]65ul20

| VHMRS-400 "lampe"

3C-NMR: CER[NS] 18,18,18-D; mit PyBOP®-Nebenproduk:
(6PvBOP®-Nebenprodukt [ppm] = 26,50, 26,58

Sonnenberger_6934-35

- 693435

Pulse sequence CARBON

Study owner vemel

Sample Mame  Sonnenl Temperatuie 27
Data collactad  2015-11-30 Solvent cdeld Spactrometer  max2-vnmrs500 Opearator  vnmrl
2015-11-30
Sonnenberger_6934-35
$S0C-288A
esoahcansunnsaenss
sseaRpoEasEEssagsse
qﬂﬁtﬁﬂ!%qq.ﬁ%@%ﬂ11
ClddBdduaddaaaasss
A
3
o
N 5%
[ o232
GaBBRES
Ils83aa43
IEEFEEEE
4 B /
a s
e
39

173.858

220 200 180 160

120 100

60 40 20



Anhang

Vi

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid —
CER[NP]-18,18,18-D; — (35) (Mg = 586,97 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

E-Data'Sensos\cer-npd-2

Sorvenberger

S#: 1 RT: 000 P:- NL: T.34ET
T - ¢ Full ms | 100.00 - 1500.00]

0314 0230:16 Cer NP D3 - 586,07

bl 58557
95
%
85
80
75
70
65
-
g 55
3
]
-
2w
g
=
2 45
40
3 545,66
30
25
20
15 |
10 [
| 1171.39
s | 98770 1206.88
B31.44 1208.10
31158 55353
268,65 545,38 69139 83553 grggp 114224 1309.54 400,05
200 400 800 800 1000 1200 1400
miz
1 .
H-NMR:
Sonnenberger 2166
Sample Name  Sonmenberger_2166 Puise sequence PROTON Tamperature 40 Siugy owner vnmrt
Date coectad  2014-11-20 Solvert  edeld Spectrometer  max2-vnmrsS00 ‘Operator  vomrl
—
20141120
Sornenberger_2166
SOC-147
—_— s - —
| ) ‘L L |
— T . — T T T 1 . — .
8 7 6 5 4 3 2 1 1] ppm
PR - N —
0.06 0.05 0.95 1.07 80.36
95.83 0.82 1.07 2.16 3.48



Anhang vii

BC-NMR:

Sonnenberger_1830

Sampie Name  Sennenberger_1830 Pulss sequence  CARBON Tempsarature 45 Study owner vamrl
Date collected  2014-10-28 Solvent edeld Speclioneler max2-yames500 Operator vamrl

2014-10-28
Sonnenberger_1830
SOC-147H

48,732
48561

S

48,390
48,231
31.872

77.683
77,435
77,184
33.045
31.956

Vi
i
48803
3e.m8s

49.074
9.550
29.357

\C :
25.873

—15.763
72,653
22.667

22.401

[

J 1L ilJJJH‘LJ4

e ekttt i i e i A e Rt S i it e

160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm

13.859

174.808
£1.383

HR-MS:

587.5790 I‘sdla5 -
z=1 .
100 s

a0 147_150901131030#3-

10 RT:0.08-0.28 AV: 8
80 T: FTMS +p NSIFull ms
70 600.5606 [300.00-850.00]

z=1

o]
(=]

Relative Abundance
H
o o

N W
[ =]

-,
o o
oD Ton T o Too T o T DT

NL:

— 587.5801 B.64E5

] C 16 H7o D3 NOg +Na:
a0+ CasH70DaN10sNay
805 _ pa Chrg 1
703
603
503
40
303 609,5620
203
103 !

0=+ T T IRRSsmass P R T mass Assnessnans:

e PP : | i ;
400 500 600 700 ., 800



Anhang viii

18,18,18-D3-(2RS)-2-Acetoxyoctadecansaure — (51) (Mg = 303,48 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

ceisen 2613 VLIS 42208 soc 267, 30048

02010 AV: & NL: 2.M4E6
0.00 - 1000,00]
30284
o2
8
2
T
T2
1]
Y]
- SE7.7S
20 dam
52376
™
e sarap 11552
. . 674,68
2 cype ST 882 380 gapay OOAT TI882 94755
100 w00 300 400 00 B0 00 800 00
mz
1 .
H-NMR:
Sonnenberger_4900-01
Sample Name Sonnenberger_4900-01 Pulse sequence  PROTON Temperaturs 27 Study ovner  ynmri
Date collected  2015-06-17 Soivent thf Spactrometer max2-vnmrsS00 Operator  vnmrl
2015-06-17
Sonnenberger_4900-01
S0C-276
LL \_j L
Lo e e i T T T T T [ T T T T [ T T T T | T T T T T T T T T T T T [ T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
! ! L e e L e
2.51 -0.001.14 5.07 0.34

9.63 15.89 2.47 62.96



Anhang

BC-NMR:

Sonnenberger_4900-01

Sample Mame Sonnenberger_4900-01 Pulse sequence  CARBON Temperaturs 27 Study owner wnmrt

Date collectad  2015-06-17 Salvent  thf Spectrometer  max2-vnmrs500 Operator vamrl
2015-06-17
Sonnenberger_4900-01
S0c-276
arnvsomnooawdn e wnw md oo n o
NTheEcmBacrracaanedahononsm
EiqAaqeaasssndssqaganance
FErrreniocoocooo sonodonnsn g
wTouwn nnnnnnnnnnn RG]
~ e
-
RE
S
w
b3
i}
-
b
o
2
e
0
£
=
LI LI L L L L B O I I L L L B L L L L R R N R R RN EREEE R
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

(2SR)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-Ds;-octadecan-amid —
DL-CER[AS]-18,18,18-D; — (57) (Mg = 584,95 g/mol)
ESI-MS - negativ qu’.lis_ui_ (Weichmacher bei 312,1 m/z, 326,1 m/z, 340,0 m/z)

58369
32611
584.90
34108
FIFEL] 61965
34158 52346
353.95 620.50 24,5
18363 0944 52450
. 708.53 9254
; paasa 35579 3598 aesse | BIEA
200 400 600 800 1000

miz



Anhang

'H-NMR:

Lange 1947

Sample Mame  Lange_1047

Fulss sequence  PROTON

Temperature 27

Study owner vamr

Date collected  2017-01-31 Sohvent cdeld Spectrometer  max2-vRmess00 Gperator vnmr
2017-0%-31
Lamge_1547
SL-S0 AS18DL1
4 e —r e - =)
| uL._)lll UL K'\.Jn
— T T T T T i e B I T S M it S S o e ey () e e S B s e S s M w L e e T R
8 7 6 L) 4 ) 2 1 0 ppm
I e e : ot : L L
0.04 1.15 1.21 1.25 1.97 2.64 T2.21 0.47
5.16 1.23 1.16 2.48 3.11 1.27 4.62
13 .
C-NMR:
Langa_1848 -
Sample Name  Lange_1549 Pulse sequence  CARBON Temperatwe 27 Study owner  wnmr1
Date collected  2017-01-31 Solvent thi Spectromeler max2-vnmrs500 Operalor vomel ]
2017-01-31
Lange 1848
SL-50 AS18DL2
HdsSaEEdIncSEaRsS AN RanaEBEaEEYSEEERT
ER3InS2aSASRENTYARRISIIRAANERAEgIARAnE
FEEEGCeddeasaddasasspsncins gins sl
N (WP,
" &
-
\\ "
\ﬁ\
2
o
= s - &
pfgas /:;
o
883
i S
LEER
2
H
E
5
L l | I
L I T B B B o e o B I L e e L
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm



Anhang

Xi

HR-MS:

S0OC292 _pos#2 RT:0.05 AV:1 NL: 251E7
T: FTMS + p NSI Rull ms [120.00-1200.00]

100~

o
T

=III$IIII

Relative Abundance
o
T

567.5540

- 7=1

20— C3sHe72H3 03N
0.1859 ppm

508.5090
z=1

-
o
I

607.5463
z=1
Cag Hgg 2H3 O4 N Na
-0.0817 ppm

591.4960 619.5273
z=1 z=1

o

ol ik A ; iy 1 ™
SéD 5!10 560 580 600 620 640 660

miz

(2R)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecan-amid —
D-CER[AS]-18,18,18-D3; — (64) (Mg = 584,95 g/mol)

584 93




Xl

vnmri

vamrl

lsmpe-vnmrsdog

v

PROTON

Anhang

Lange_4043-34

20161117

Lange_4043-44

H-NMR

ppm
&
&
J
-
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ﬂ-m‘~u|./., }
L . mm /11‘ ) ‘|
—y %1 2 i
F 1N _ a
....... [ ; m
i % g E
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— & b
) b e —
580" 55— “\\ / ]
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e b3 .
qummW| o %u
§ |} 8
2
- g:
L 53 .
[ it ey ]
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\ Hv. b o 8
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I n OT8 " [L T mmemmms
| —g 5
Eid 14 i1
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Anhang Xiii

(2S)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-18,18,18-D;-octadecan-amid —
L-CER[AS]-18,18,18-D; — (63) (Mg = 584,95 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

‘w368 12OTNG 031024 SOC-369-1
S# 5 R 14 AV: 1 ML 554E6
T -csd mes [ 50,00 - 1500.00]

583.93
50
85
2
2 4
584.68
25 80
339.85
g 619.82
34053 708 50
TIOEE  opga7
183,47 g N -
S 3193 gaoe 71266 92442 1167 45
S—t 535 947 12 122628
) 200 400 600 £00 1000 1200
miz
\ Lange_1948 -
Sample ame Lange_1948 Puise sequence PROTON Temperature 27 Shudy cemsr wnmrl
% Date collecied 201 7-01-31 Solvent cdetd Spectrometer  max2-vnmrs500 Cperator  yamr

2017-01-31 [

Langa_1948

51-50 AStaLY

—rT T T T T T T T T ™
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
i e——— e e e e T —t Rl r Lyl ———

0.22 0.06 0.96 0.05 0.74 7.95 0.47 4.55

0.043.66 0.05 0.73 0.158 2.86 71.73 5.76



Anhang Xiv

1B3C-NMR:
il Soven bt st mai iyt gt -
| N N ‘
AR R AR L RN At R N R | T | T T FeTetat] T IRRRRS R
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
HPLC
| —DL-CER[AS]-18,18,18-D,
0,8_ -- Area Arealntg Beginni Endin FWH Center Heighi
Z E 240,66141 Peakl 6,741 49,981tg gzzs 2634 8,477 24ot,7 o,7911t
= 0,6 7 Peak2 2,918 21,6374 2958 322 8,832 307,3 0,300
5 04 307,28239
g 021 /\
E 0,0 : - 1 1 1 T T T ‘f’a 1
0 200 400 600 800
Zeit [s]
z 1,0
= 08 [ —D-CER[AS}18,18,18-D,
‘n 0:4 3
g 021
E 0'0 T T T T T T - T — 1
0 200 400 600 800
Zeit [s]
1,0
= 083 [ —— L-CER[AS}18,18,18-D,
£ 061
@ 04-
g 021
= 0,0+ T T T T — 1
0 200 400 600 800

Zeit [4]



Anhang

(2R)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —
D-CER[AS]-24,24,24-D; — (66) (Mg = 669,11 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus: (Weichmacher bei 311,8 m/z, 325,9 m/z, 339,8 m/z)

120718 0328:23

58 4 AV 1 NL 6B1EE
T Full ms | 50.00 - 1500.00]
668.02
80
8
EX
g 668.96
T
40
33982
32585
669.92
7037
31182
- 34083 T13.60
8348 765 65
267.84 | 34183 5 1007 46 1336 63
o 1183 53541 65419 823,69 112366 SR
200 400 600 800 1000 1200
miz
1 .
H-NMR:
Lange_4037-38
Lange_4037-38 PROTON 27 vami
20161117 cdot lampe-vnmrsd00 wnm
2mE-11-16
Lange_4037-38
SL-S0AS24D1
|
P
ﬂ'
\ ﬁ ”!
| 1 i |
- e Jb/ \Qﬁ |
JUL l o Jllu i Nttt Wittt
T T I T T T ——
B 7 [ 5 4 3 2 1 0 ppm
L L [, ST I T R L
0.02  0.85 0.80 3.78 15,57 3.82

12.98 0.75 0.82 1.71 53.87 1.02



Anhang XVi

BC-NMR:

Lange_4041-42

Lange_4041-42 GCARBON 27 wnmr1
2016-1117 & tht lampe-vnmrsd00 3 wnmrl

2016-11-16

Lange_4041-42
SL-S0AS2302
H
ER
GlEs |
78 X
|
| L NN
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

(2S)-N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —
L-CER[AS]-24,24,24-D; — (65) (Mg = 669,11 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

gefsoc-373-21-1 AOTHE OX2143 S0C-IT2-11
ar
S# 5 RT. 013 AV 1 NL: 7.55E6
- & 8 5 [ 50.00 - 1500.00]
858,26

100

85

90

85

a0

&5

60
8 55
5
2
F1
EE
3
& 4

an

£

669,18
%
15 703 B2
339.86
10
31184 34101 704,78
714,64
1835 L, 100762 —
B8 s | 2 ne ess26 92371 Foost 1rpars 158
200 400 600 290 1000 1200

miz



Anhang

XVi

'H-NMR:

Lange_4044-50
. T Lange_4049-50 PROTON 27 wnmri
20161117 cdcld lampe-vnmrs400 wnmri
I
20161117
Lange_4049.50
SL-50AS524 L1 oder L27?
|
|
|
|
|
I
I /
LU W Wl
B e R e A I AR e S S LS
8 7 6 5 4 3 2 1 0 PpPm
R e e B e e e e b
0.02 0.89 1.10 .12 2.34 0.54 0.93 5.7 5.01
4.650.10 1.11 1.06 1.19 0.75 2.45 70.73 0.28
13 .
C-NMR:
Lange_4035-36
. i Lange_4035-36 CARBON 27 vnmrl
2016-11-17 tht lampe-vnmred00 wnmri
2016-11-16
Lange_4035-36
SL-SOAS24L2
"
8
",)
i )
3
-
3
Q’\
oo B - @
gd. 2
P 'R
e da
\\ JJs
w . -
58 h / .//'J
i P
. Y
]
g |
" |
o
| |
B L B B I I B e e e B e e i e e e e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm



Anhang

Xviil

HPLC:
107 —— D-CER[AS]-24,24,24D,
Z 0,8
g %97
2 04+
'.q__") 4
£ 024
Y = ot ot
0 200 @0 600 800
10- Zeit [s]
= 0,8 | L-CER[AS]-24,24,24-D,
g %9
2 04+
9 4
= 0,2 1
O’OJWM = T T e e 1
0 200 400 600 800
Zeit [s]

(2SR)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-D;-octadecanamid —
DL-CER[AP]-18,18,18-Ds; — (58) (Mg = 602,96 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus: (Weichmacher bei 311,4 m/z, 325,4 m/z, 339,4 m/z)

601,58
325.4
339.38
31140 602 62
8322
637.48
302.43
340.48
22 = .
344 630,44
293.40 e
28341 35736 83 TR 68736
400 600



Anhang

XiX

'H-NMR:

Sonnenberger_8438

Sample Name  Sonnenberger 8438

Pulse ssquence  PROTON

Temperature 27

Study owner  vamr

Cate coflected 2016-03-03 Sonvent cdeld Spectrometer  max2-vamrs500 Operalor wnmrt
2016-03-03
Sonmenbarger_8438 |~
SOC-283b H
|~
- S S —_
A [ |
LR T T e e Lo T T=F T T [-F T T [ &= T [ =T+ [ -+ — T [ T T4
8 7 6 5 4 3 2 1 0 pPpm
Wy i —_ -
0.07  0.05 0.88 2.00 4.03
11.83 2.10 0.99 77.75 0.19
13 .
C-NMR:
Sonnenberger_8439-41
‘Samplz Mame Sonnenberger_BA39-41 Pulse sequence  CARBON Temperature 27 Study owner wnmri
Dats collacted 2016-03-03 Salvent thf Speciromeler max2-vnmrs500 Cperator vnmrl
2016-03-03
Sonnenterger_B138-41
S0C-2890 T
FEREEEREEEEFEEEEREEE R R ] g
R R R e e I A R e e S L <
BEsEdddNddnAdAdaaaaasaanaaann e -
wuwuuwnnnKnunnnnnnngun» B
ﬁ \ \
3
&
H N <
a
g
e
£ 2 0
53784 dia
PRI ae
AR 7
T
B
"
L e
Z 8
2
i
n R
25
-
L L L L L L B B L L L L B B
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm



Anhang

XX

(2R)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds;-octadecanamid —

D-CER[AP]-18,18,18-D3; — (60) (Mg = 602,96 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

ad322

Relative Abundance
o

46

01 AV 1 NL 919E6
id Full ms [ 50.00 - 1500.00)

32555

£ 183.33

118.28

'H-NMR:

2016-10-17
Lange_1266
SL-SOAP1ED

0261

287 80
28442

200

345862
413.03

400

583,

OROIE 11:16:35 SL-18D03 2 - 602.57

BTT

B600.83

73

60276

63765

638.70

640.70 -
7928 9780 gigon 120388 13014 14117

800 BOO 1000 1200 1400

miz

Lange_1266

Pulse sequence  PROTON
Scivent  cdcld

Sample Mame Lange_1266
Date collected  2016-10-17

Temperature 35
Spactrometer  max2-vnmrs500

Study owner vamrl
Operator vamri

V




Anhang

XXi

BC-NMR:
Lange_962-53 N
Sample Name  Lange_962-63 Pulsa sequance cannm. Temperature 27 Study owner wm;l-l
Date collected  2016-09-14 Soivent  thf Soac:mmerf(_ _r_m_ﬂqmmusm o Opératar  veme
2016-09-14
Lange_962-63
SL-50 AP18D
1 |
S O st A St tstublubatis
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
HR-MS:
SL_SOAP 18D_neg#4 RT:0.10 AV:1 NL: 6.01E4
T: FTMS - p NSI Full ms [120.00-1200.00]
637.5373
z=1
60125:508 C3sH702H3 Os N CI
] 0.5494 ppm
] negativ
90 &
80
70
3 ]
§ 607
= _
= =
3 ]
< 50
o 3
= =
2 ]
E 40t
30
20
10
G_ I I I T | 1 I T I L | I LI AR R | T il | I I | 1 I 1 { L 1
580 590 600 610 620 630 640



Anhang

XXii

(2S)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-18,18,18-Ds-octadecanamid —
L-CER[AP]-18,18,18-D; — (59) (Mg = 602,96 g/mol)

ESI-MS — negativ Modus:

S#1 RT
T -csd Fi

100
94
96
B4

Relative Abundance
@

118.25

112 CATEE 11:12:20 SL-1800 1 - 60247

1 NL: 7.47EG

Y
ms | 50,00 - 1500.00]

601.75

80277

325 55
30250 330.54

183.32
B3763

a5 54 638,65
2078 412,00
284 40 BODSE | | 54063 n4op, BEZT.64
73781 #59.11 120422 131460 1481

200 400 GO0 800 1000 1200 1400
miz

'H-NMR:

2016-10-13
Lange_1232
SL-50AP18L

Lange_1232

Sample Name  Lange_1232 Pulse sequenca PROTON
. Date collected 2016-10-13 Solvent Gdcl

Temperature 40
Speciometer max2-vimess00

Study owner vomr1
Operator  vamrl




Anhang XXiii

13 .
C-NMR:
Lange_964-65
Sample Name  Lange_964-65 Fulss ssquence CARBON Temperaturs 27 Study owner vt
Date collected  2016-09-14 Solvent thi Spectrometer  max2-vnmrsS00 Operator wnmrl
2015-09-14
Lange_964-65
SL-50 AP18L
g388 g
coed 8%
i)
g
| 1IN ﬂ
T T e e e e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 pom

SL_SOAP 18L_n_160928112626 #2-10 RT: 0.04-026 AV:9 NL: 9.54E6
T. FTMS - p NSIFull ms [120.00-1200.00]
637.5357
z=1
C3sH72H3 OsNCI
-2.1975 ppm

negativ

—

(=] o

o o

plrr s dvrea byl

]
(=]

3

_ 601.5593

z=1

N CasHga 2H3 Os N
] -1.8971 ppm

Relative Abundance
o
T

0 1 IJ e T T T T TN T 1 EI 1 l] LI l| I T N Y N T N O I I N N I | iI LN 1l LI
570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670
miz



Anhang XXIV

HPLC:
’ — DL-CER[AP]-].S,lS,Z|.8-D3
Z 0’8 - 354,86635 -- Area Arealnt Begin Endin FWH Cente Heigh
E 0,6 438,8451 |Peaki 11,10 46,605 341,8 382,8 12,85 355 0,791
04
2 9o Peak2 8,675 36,414 421 462 14,17 435,6 0,561
£ 001 VAt
= T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Zeit [s]
= 06 | —— D-CER[AP]-18,18,18-D,
B 04
% 02
IS 00 T T T T T T T 1 T 7
0 200 400 600 800 1000
Zeit [5]
=, 06
8 04’ | L-CER[AP]-18,18,18-D,
% 0,21
E 00 T T T T T T T . v ? .
0 200 400 600 800 1000
Zeit [s]

(2R)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-D;-tetracosanamid —
D-CER[AP]-24,24,24-D; — (62) (Mg = 687,12 g/mol)
ESI-MS — negativ Mo_du_s: (Wei(_:_hm_acher bei 311,5 m/z, 325,5 m/z, 339,5 m/z)

e 1 RT. 001 AV. 1 NL 3B7EE
T: - ¢ sid Full ms [ 50.00 - 1500.00]
685.80



Anhang

XXV

'H-NMR:

Lange_1233

Sample Name  La

1233

Puise sequence  PROTON

Temparatura 40

Study owner  vmrl

Date collected 20161013 Schvent edel3 Spectromater maxz-vnmrss00 Cperator wnmrl
20161013
Lange 1233
SL-30AP24D
-
e o — .
L\L " \
— T T B A e S s L e e L o e e e e e LA B
8 7 6 4 3 2 1 0 Ppm
el e e [
0.08 0.45 1.51 0.66 -0.03 0.60 75.93 0.39
14.42.15 0.69 1.41 0.qL23 2.64
Lange_867
Sample Name  Lange_867 Fulse sequence GARBON Temperara 27 Study ownar veme
Date collected 2016-08-15 Solvent the Spectrometer max2-vnmrss00 Oparator vomr
2016-08-14
Lange_867
5L-50 AP24D
nenEmssdaarsdnonrreno bW n
BIRBAIZAAREIPEERTIIC3E8 3
EEprYnnuisdasfoccscsascum w
HE - R R 5
2 o
HE e 2
a B 5 543
8d¢ za
o 87
3L
= \
=
-
H
£
¥
]
1 " v ! \ "
U B R B I L I L B L O B B B R R RN RN \IIJ|||\\|I\II|I1\\I|I
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm



Anhang

XXVi

(2S)-N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-24,24,24-Ds-tetracosanamid —

L-CER[AP]-24,24,24-D; — (61) (Mg = 687,12 g/mol)

ESI-MS — negativ Modus:

E\DataServioe'al- Je3-1-3 DUDHE 110142

Largs
5# 1 RT. 001 AV: 1 NL 9.8TEE
T. - csid Full ms [ 50,00 - 1500.00)

88584
8
96
4
92
80
]
85

a5 E

ERERZENYAAE

28

S HEEE

Redative Abundance
R R E T T Y
PR REEREEREENLEEE

339.58

R

=

325.56
183.30

31154 380,66
- 687.85
72168

184,31 42061 12275
11822 28320 44zes  BBAGE

M e O @D R

200 400 600 800

miz

'H-NMR:

Lange_1265

T4T4 gapar 101185

SL-2400 1 - 66 66

1000

1204.17 1408 15

1200 1400

Sample Name  Lange_1265
. Date collected  2016-10-17

20164017
Lange_1265
SL-SDAP2AL

Pulsa sequance  PROTON
Solvent cdei3

Temperature 35
Speciiomaler Max2-vamPs500

Study owner vnmel
Operator vamrd

Va




Anhang XXVii
BC-NMR;:
Lange_960-61
Sampla Name  Lange_960-61 Pulse sequence  CARBOMN Temperature 2T Study owner wamrl -
Date collected  2016-09-14 Solvent thf Spectrometer m.m‘l-vllmm Operator vamr
2016-09-14
Large 960-61
SL-50 AP24L
xk
: | “ L l {
e e e S E s B e st sir s Senis enssssil ss S
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
HR-MS:
SL_SOAP 24L_n_160928125727 #2-9 RT: 0.05-025 AV:8 NL: 8.64E6
T: FTMS - p NSIFull ms [120.00-1200.00]
721.6294
z=1
Ca2Ha22H3 05N ClI
2.2299 ppm
100+ PP
90: negativ
80—
70
o n
Q
§ 607 393.2770
2 . z=1
= -~
£ 50+
® n
= -
< 40
¥ ]
30
20
10
0ot T |l b |'l"'|L'J 1 T T T "l* R T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200



Anhang XXViii

HPLC:

10+ —— D-CER[AP]-24,24,24 D,
= 0,8-
g 007
2 04-
9 .
£ 024
e e L
0 200 400 600 800
_ Zeit [5]
1,2
10- | —— L-CER[AP]-24,24,24-D,
= 08-
8 ]
‘B 0,64
& 041
= 02
00 T . T T T T — 1
0 200 400 600 800

Zeit [9]

30-{[(10RS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontansaure — (96)
(Mg = 721,20 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

o Sareice SOC-218-2 72014 111845 AM S0C 28, 712
Saneese mer
S0C-218-2 #1-5 RT: 0.01-0.11 AV: 5 NL: 524E5
T: - ¢ ESI Full ms [ 50.00-1500.00]

100 719.79
95
0
85

80

Retative Abundance
o
=

720.83

20 518.05

1440.04
20
1020.41
15 18531 33949 40008 52003 i 1438.39
. 626.70 807.22 1077.70
454.14 S840 1230.85
10 265.54

" e i 1

200 400 1000 1200 1400
miz



Anhang

XXiX

'H-NMR:

PULSE SEQUENCE
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 5.112 sec
Width 6410.3 Hz

| 16 repetitions

BC-NMR:

7 6
oy e -
0.04 0.18
1.59 0.08
OBSERVE H1, 399.5597531

174.042

0.14 0.07
0.12 2.30

- DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 131072
ETM!I time 1 minutes

—77.304
77.180
-76.985
76.670
~64.400

/
/

/

37.071
34.419

/
/"

2 i 0 -1 Ppm
L it =
4.83 T1.63 7.11 0.22 0.09 0.03
7.62 3.30 0.26 0.19 0.04

! Sonnenberger_7555-7600
| 50C-213 A

Solvent: cdell
Temp. 27.0 C / 300.1 K
sample #9, Operator: vnmrl

File: Sannenberger_7599-7600_PRO
ST I — - VEMRS-400 “lampe" i
abhswnesuncsona
ghsspeanaseng
aFIaggindssRs
pry C e G e i i A
dsfiagaaasasas
- ~ .,
R Ny
5 .3
. o33
\ 2332
‘ MR
!“—g") w S8
S L5328,
81 «388%2
Jy gS.gas
» PR R R
| s8] L5

220

PULSE SEQUENCE
relax. delay 1.000 sec

| Pulse ¢5.0 degrees
Acq. time 1.311 see

| wideh 25000.0 Hz
1000 repstitions

180

OBSERVE C13, 100.569959%
{DECOUPLE H1, 399.9617529
| Power 39 dB
contimucusly on

WALTZ-16 modulated

TTTTTTT TTTTTT

100

| DNTR PROCESSING

| Line broadening 9.5 Hz
{FT size 131072

{Total time 38 minutes

20 0

| Sonnenberger 7599-7600
| goc-118 A
Solvent: edcl3
Temp. 27.0 C / 300.1 K
| sample #9, Operator: vamrl
| File: Sommenberger_7599-7600 ¢
i wlampes

2958

_29¢



Anhang XXX

ESI-MS (negativ Modus) vom Reaktionsansatz mit PDC in Dichlormethan gemal ENGEL-
BRECHT et al.”®; Nebenpeaks (705,6 g/mol und 691,8 g/mol) deuten CH,-Gruppenverlust bei
Oxidationsreaktion an.

CrDateniservices-103 04/04/08 09:20:52 KS-10.-721.202
Suass.

ks-103#1 RT. 001 AV:1 NL 5.0BES
T. - ¢ id=30.00 Full ms [ 100.00-2000.00]

100 T8

85

90~ |
- |

a5 }
1 |

a

Relative Abundance

L
g

1048.0 1098.1 14128
8566 A 1426

4 18325 17357 16088
|

200 400 800 800 1000 1200 1400 1600 1800 o

30-{[(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}triacontansaure — (97)
(Mg = 724,22 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

& Reien Servics 8002351 MO0 10062T AM 5OC- 738 - TH 34
o
50c-235-1 81 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.74E6

T: - ¢ ESI Full ms [ 50.00-1500.00)

100

722

@
&

g

T23T6

Felative Abundance
@ )

& 31150

666.42

340.51 799.64 114454
10 183,52 353.31 sgagn 107527 1338.70

636.26 1470.68
5 12673

o ket A b A
200 400 600 800 1000 1200 1400



Anhang XXXi

'H-NMR:

Sonnenberger_1803-04

Sample Mame  Sonnenberger_1803-04 Pulse sequence PROTON Tamperamra 27 Sty cumer wnmrt
Date collected 20141024 Solvert ceiel3 Spoctramater max2-vnmrsS00 Operator vnme
2014-10-24 |
Sonnenberger_1803-04
S0C-235
- - e o=
T LI B Ty s, AN N B By N R S B T - N B B S B e e e s e e B m TS S S
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Lo S | S L o y [ S . T — i
0.01  0.01 0.62 6.67 3.61
2.21 2.98 4.46 79.34 0.07
13 .
C-NMR:
T R R RN R
R He - A R A - R i T
AEEReIaTaabhAeNAg
Frlddramudooanaaoaoao
T LTI
L : . L L
o -
IHR
1 -
2
| E P 4
[ lgva8%2s
| Jrasds
P25
e .
e o e L
w5 e
a <
-
G :
I} | L l
LI L B B B L B LN B L B B T T T T TTT T T T
ieo0 160 140 120 100 80 80 40 20 PPm
PULSE SEQUENCE {OBSERVE C13, 100.5699599 | DATA PROCESSING Sonnenberger_4510-11 ‘
Relax. delay 1.000 sec |DECOUPLE H1, 399.8617528 Line broadening 1.0 Hz s0c-92 |
Pulse 45.0 degress | Power 39 dB FT size 131072 | — —
Acg. time 1.311 sec | comtinucusly on Total time 38 minutes Solvent: cdcl3 |
‘width 25000.0 Hz | WALTZ-16 modulated Temp. 27.0 C / 300.1 K |
1000 repstitions £ sample #22, Operater: vomrl

File: sonn‘nhuaarfﬁlo—il_cmur_nm
5 VIMRS-400 “lampe"



Anhang

30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontanséure — (98)

(Mg = 724,22 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

TS 2012 S0C-212. T4

2280
36,56 a7
25.58
183.44
T24.81
7280 MOB4 -
L
118, 39165 5.7 B
9.38 6452 | MO porre iy vrzios
400 600 800 1000
mz
1 .
H-NMR:
Sonnenberger_§332-33
ine  Sonnenberger_6532-33 Temperatwe 27 ner wnmrel
tec 2015-11-30 Spectromater maxd-vnmrs500 wvamrl
2015-11-30
Sonnenberger_6832-33
S0C-332
Ly | f S—
L | T T — T U B A T B T L | DL B B
8 7 6 5 4 2 1 ppm
Ly (-] [E— el el Bt
2.97 4.36 78.06 3.28
2.20



Anhang XXXiii
13 .
C-NMR:
Sonnankerger 662330 B L ke N
Sonnenberger_6332-33 Putse sequence  CARBON Study owner wnmrl
[rate colected  2015-11-30 Sowent  edcld Operator  vnmr
2015-11-30
Sonnenberger_6932-33
S0C-332
253
le822c
gig48%
ry gagis
J MEELE
g id
3
.
“ . . LI " I‘
e
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-(Methyl-Ds)hexadecanoyl]oxy}triacontanséure — (99)

(Mg = 727,24 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

CcakturdataiSanicnsos 331 1E2016 15:04:35 AM SOC-343. 727,24
G —

wc-343-1#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.22E6
T: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-1600.00]

00 72565
95
a0
a5

80

726.66

Relative Abundance
o
=1

71170
10 330.44 2762
52164

5 31142 ‘sza57 | TB4B4

145338
678 24061 88120 108473 128994

o ! el o N s - 1 ‘
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
miz



Anhang

XXXIV

'H-NMR:

Relax. delay 1.000 sec

{
- s f I
—_ = o = . J — e ) | .
i
| ' Ak Al
L e e e I T T BN e By s e s s B e s e ey B T L B T e e
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 § Ppm
S R : (T 1 — : o
0.05 -0.00 0.71 o0.01 92.02 0.05
-0.00 0.01  0.00 2.3 4.67 -0.00
P o - - 1
PULSE SEQUENCE OBSERVE H1, 399.9597531 Sonnenberger_8002-03 |
Relax. delay 1.000 sec H jsoc-au
Fulse 45.0 degrees i
Acq. time 5.112 sec ] Solvent: cdeld
| Width €410.3 Hz Temp. 27.0 C / 300.1 K
| 16 vepetitions sample #19, Operator: vamrl
| File: Sonnenberger §002-03_PROTOM|02Mar2
— . . — 8. 0" =~ = . - i “lampe”
13 .
C-NMR:
|
Ro32cszptassBAgg
swimas@eenaas A
R ARRRSIRIRARRERRI S
2o § LU L
3 3 : \
it ° Ry
=
-
2
@
238
R 2
R
aj) 8 g : s
| an N
[ a7 ] a
| 7 8
2 /
w B |
a = |
=~ - [ 1
5 5 | N |
® o 1
] |
o | |
; | ,
| | |
| | LA
o | N
T T R B e IR rFCTTTT T LB T T R R T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
| FULSE SEQUENCE | OBSERVE C13, 100.5699595 . DATA PROCESSING ‘ jEmnb‘mt_!ﬂuﬁfﬂz
| DECOUPLE H1, 399.961752% : Line broadening 1.0 Ez | soc-343 |

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.311 sec
Width 25000.0 Hz
1000 repetitions

Bower 40 4B
centinususly on
WALTZ-16 modulated

FT size 131072
Total time 38 minutes

| Solvent: cdcll
| Temp. 27.0 C / 300.1 K

Sample #19, Operator: vimrl
File: Scnmenberger B002-03_
=400 "lampe®




Anhang

XXXV

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(LORS)-10-methylhexadecanoyl]-
oxy}riacontanamid — CER[mEQOS] — (100) (Mg = 1002,67 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

EADatatServicalsoc-2108-3

Sonrarterge

S# 3 RT: 0.07 P:- NL1.07E7

T - ¢ Full ms [ 100.00 - 2000.00]
100

Relative Abundance
@
=

ogar 32522 81774

OH30/14 111348 S0C-2

986.91

748.99
70471 95900 || |l
I

2ot~ 422, 32

1000.87

1002.00

100283

7.91
1257.00
| |1083.70 128412

1987.83
137.07 | | | 128522 140050

1607.47 187257
i i e

0
200 400 800

'H-NMR:

.

1000 1200 1400 1800 1800 2000
miz

FULSE SEGUENCE

Ralax. dalay 1,000 see
Pulse 25.0 degress
hog, time 5.112 ses
Width 6410.3 He

16 repetitioms

13 5 4 3 2
[ — aallil . L s L
o.82 G0 1.6 .03 0.9 3.54
0.76 0.BL 170 ©0.87 0,13 0.0z 1.74

DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 131072

Total time 1 minutes

OBSERVE  H1. 355 5557831

PPm

Ll s -

2.61 0.20 0.08

B9.5% 796 0,04

Sonnecberger_1587-08

50C-224

Solvent: edsll

Temp. 7.0 € / 300.1 K

Sample #8, Operatos: wemcl

| File: Sconecberger T597-95 PROTON| 23Sep2
| VHMRS-400  "lampe” |



Anhang

XXXVi

BC-NMR:

-
11
1
U
1 ‘
|
i | |
| - . L e
T TTT T TTTTTTTT T L L L B L B B B L O Y I L L B L R UL R R
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
[ r— omsmsve 13, 100.5639599 |1 | sconeabarges_7537-38 o
melae. delay 1.000 sec | DECOURLE H1, 335.3517529 i : soc-a24
Pulss 45.0 degress | Power 18 dB |7 size 131072 R S
Rog. time 1.311 mee | comtimseusly an (Toral eime 38 mizutes ! golvent: odold |
wWidek 25000.0 He | WALTZ-16 modulatsd H Temp, 7.0 € 7 300.1 K
1008 repetitions i | Bample #8, Dparator: vmmrl
File: Sonnenberger_7537-5& [ _208ep
. 4 L wms-400  *Lempes S
HR-MS:
NL:
1.06E7
1024 9588 soc
=1 224_2_ 150901082910
106+ #3-10 RT: 007027
| AVB T FTMS + p NSI
{ Full ms
8 80| ! [300.00-1400.00]
= | 1
3 i {
g 80
2 i
2 {
2 a0
[}
T
T oo 984 9672
i =1
1 | It .
o NL:
4.82E5
Cgs Hizr NOg +Ma:
1024 9606 Ces Hiar N1 Og5 Nay
100 pa Chrg 1
80-{
60
40
20-
r-—r—r—r—rr T T | ekt (Sl T
400 600 80O 1000 1200 1400



Anhang

XXXVii

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[(LORS)-10-(methyl-D3)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOS] m-D; — (101) (Mg = 1005,69 g/mol)

ESI-MS — negativ Modus:

CoXcalburidata\Servicetsos-237-2 10ZB/Z0T4 846114 AM

rrrrrrrr
s0c-237-2#5 RT: 0.14 AV: 1 NL: 1.59E5
T: - ¢ ES| Full ms [ 100.00-2000.00]

100

1003.78

a5

a0

85

a0

75

70

65

1004.79

60

55

50

Relative Abundance

45
40
35

a0

o 1050.73
32549
20 330.36

31139 08955

1195.64

53g3g 71632
10 29726 gay g 91383

'H-NMR:

Sonnenberger_1831-32

SOC-237 - 1005.69

1814.19 1994.34

1616.96
1759.74

m mm;;mmmmw

il

2000

Sampla Name  Sonnenberger_1831-32
Date collected  2014-10-28

2014-10-28
‘Sonnenberger_1831-32
S0C-237

Puise sequance
Sowent cdefd

PROTON Temperature 27

Speciométer max2-vnmrsS00

Study owner vomrl
Operator wnmrt

Y A

_ ) T

(S S e S}
0.57 0.85 0.02
0.07 0.70

L e
0.060.02 1.59 0.59
0.02 0.020.78 1.20 0.06

| T T | T T T 'I T

3 2 1 ppm
: : . s

0.08 3.47 74.67 0.03
3.49 4.79 4.91



Anhang

XXXViii

BC-NMR:

2014-10-28
Sonnenberger_1831-32
s0cC-237

174.035
173.872

Sonnenberger_1831-32

Sample Name  Sonnenberger_1831-32 Pulse ssquance  CARBON

Temperaturs 27

Study owner vnmr

Date collectsd  2014-10-28 Solvent cdeld SPECIBMEST  MAaX2-vAmrs500 Operator vnmel
R EE R e R R FHE L
AarEdlgadR s cRicBEE3 349
fdddgasluddddinaadanananss
EEgfdddfuddddddagasaanigaas
g
H
g 3 1
L
-
s a
3 2
T @
g
g

180 160 140 120 100 80 60 40
HR-MS:
NL:
1.MME7
1027.9777 50C237
z=1
100 , RT. 0.04-0.29 AV: 9 T: FTMS +
q p NSI Full ms {300.00-1400.00
880*
c 1
[} |
E 60
3 |
< i
L0
= 1
& |
20
0 NL:
1.13E4
1027.9795 Ces Hi24 NOs D3 +Na:
_ z=7 Ces H124 N1 O5D3 Naq
100 7 p (gss, s /p:40) Chrg 1
i R: 100000 Res .Pwr. @FWHM
80
]
60 | :
40 -
20
. |
[ ’ . e ’ ‘ s
400 600 800 1000 1200 1400



Anhang XXXIX

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[16,16,16-D;-(10RS)-10-methylhexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOS] e-D; — (102) (Mg = 1005,69 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

CoXealiurdatatSonnenbergen344-2 22812016 34331 P 344 mEOS-£3 - 1005.71

344.2#1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 4.34E7
T: - ¢ ESI Full ms [ 50.00-2000.00]

1003.67
100

a5
90
85
a0
75
70
65
60

55 1004.81

Relative Abundance
n
8

98967

100581 -
5 339.48 112081 1693 42
1287 58
31129 42344 8304g 97569 170216
p— iusinsicuananiin il 1 e 0
500 1000 1500 2000
miz

'H-NMR:

Sennenberger_8548-49

Sample Name  Sonnenberger_8548-49 Pulse sequence  PROTON Tempersture 27 Study cwmer vnmrl
Date collectad  2016-03-16 Solvent cdel3 Spectrometer  max2-wnmrs500 Operatar vomel
2016-03-16 [

Sonnenberger_8548-49
$0C-339

-

g — —_— —_ g i
r ‘ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T '| T T T T I T T T
B 7 6 5 4 3 2 1 ppm
L b ) ! e —— e e
1.35 0.74 0.72 1.45 2.24 1.45 4.89 1.88

0.68 0.74 1.52  0.75 2.98 2.31 71.66 4.64



Anhang

xl

BC-NMR:

2016-03-16
Sonnenberger_8546-49

S0C-339

HR-MS:

bundance

Relative A

100

180

174.058

160

‘Sonnenberger_8548-19

Sample Name  Sonnenberger_8548-49

Pulse sequence  CARBON

Temperature 27

Study owner  vnmrl

Datz collected  2016-03-16 Salvent cdeld Spectrometsr  max2-vnmrs500 Cperator  vamrl
mememsnennennonNrowmaRpessnpnoang
EEEE R R RS RS- LR E SR F ISR ag
§a225208345858 SERHSAREIIRHR SRRAF3R%
Fsgsiggssrrusnadrisasnaansnnnanaans
AR EER R R R R EEEE LR R EEEEEEEEEEE]

a
o
g
g9
.
3
Ik

157
128,871

134

140 120

987.9852
z=1

1025.9428

400

-
600

T
800

m/z

T
1000

E kil b
1200

sy cian
1400

e

NL:

5.60E5
S0OC344#2-15 RT:
0.04-048 AV: 14 T:
FiMIS + p NSiFuilms

NL:
451E5

Cegs H122 D3 NO4 +K:
Cegs Hi22 D3 N1 04Ky
pa Chrg 1



Anhang xli

N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-(methyl-Ds)-
hexadecanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOS] e,m-Ds — (103) (Mg = 1008,70 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

XealburidataiSannenberperisac3ss-2 2262016 12:05:40 PM $0C355 mEOS - 100871

s0c355-2#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 3.13E7
T. - ¢ ESI Full ms [ 100.00-2000.00]

1006 64
100

95
%0
85

BO

75

55 1007.77

Relative Abundance
@
=]

1008.74

992.73

104273 108 ga
[ 2628 1537.36
34136 521 (4860 173816 19178

0 i i et Ll il oLl
500 1000 1500 000
miz

'H-NMR:

Sonnenberger_8537-38

Sample Name Sonnenberger_8537-38 Pulse saquence  PROTON Temperaturs 27 Study owner vmel
Dats coilected 2016-03-15 Solvent cdcl3 Speckomeler Mmax2unmrs500 Operator_wnmrt
2016-03-15 [
Sonnenberger_B537-38
S0C-355

T ‘ T T T T | T T T | T T T T ] o T T T T T T | T T T ‘ T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
L e e ol et T
0.56 0.80 0.81 1.63 3.40 5.17 2.05 0.03



Anhang

xlii

Relative Abundance

e Ao VoAt oV R Yo T erymerkm ek
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
HR-MS:
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- SOC355_160322123338
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3 1030.9970
b Fo Ba-
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20
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= L L | i th | Lousld
0 NL:
100- 1030.9983 4.82E5
E Cgs H121 Dg NOs +Na:
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80— paChrg 1
70=
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Sonnenborger_8537-38

Samole Name  Sonnenberger_8537-38

Date cofected  2016-03-18

Pulsé seu

ence CARBON
o13

Temperature 27

Spectiometer  max2vnmrs500

Study owner  vomrl
Operator vamr

-
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«:3?
s Bu 2R
287 a8
2%a8
Taa
o8
a
a g
]
a288g
':-;ma'.
L
an b

\

14.108
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xliii

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[(L0RS)-10-methylhexadecanoyl]oxy}-
triacontanamid — CER[mEOP] — (104) (Mg = 1020,68 g/mol)

ESI-MS — negativ Modus:

Sendcelzac-240-2 2A16/2016 B:46:20 AM

s00-240-2#1 RT: 0.01 Av: 1 NL: 9.87E6
T: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-2000.00]

100

1018.62

95

90

85

80

75

70

@
<

1019.68

Relative Abundance
o
=1

330.51

325.46

1020.62

68718
715.23
716.36

340.49
311.49

5 28345

1054.88

393.07 gangg 1008.52

o

500 1000

miz

'H-NMR:

FULSE SEGURNGE
Belax. delay 1.000 suc
Pulse 45,0 degreas
Aeq. time 3.112 ses
Width 6410.3 He

16 sepetitions

OBSERVE  Hi.

399, 9397531

S0OC-240- 102072

1344.56

141153 1683.40

1790.01

oo o s 1

1500 2000

L e e e

0.380.82  1.08

1.26 0.56 0.10 T4.58

| DATA FROCESSING
{FT mdze 131072
iTotal time 1 minutes

Sennenbecges_£458
S0G-241

Solwent: cdold

Tamp. 40.0 C f 313.1 K
Operator: vomrl |

Fila: Scanacberger BE3E_PROTON 16Har2016
VIMRE-400 " lampe” |

1
|
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BC-NMR:

a1.718
77.751

! .
| il
=TT T LI B T L B T T T T T T T T T 7717 T LI B T T
180 180 140 120 100 80 &0 40 20
|vuLaE sEovEnCE " cesmmvE ci3, 100.3€80599  DAmA — | Sommemberges_2433-8501
| Melax. @slay 1.000 sec |ORCOURLE  HL, 399.361751% | rdne bresdening 1.0 Bz | SOE-241T
Palze 45.0 degress | Powar 40 4B FT size 131072
| heg. time 1.3311 ssc | oontioucusly on ‘Total time 36 micetes | Solvent: odold
| width 25000.0 Ex WALTE-16 modulated : Temp. 40.0 €/ 3I1E
1000 sepetitions Operator: wvemrl
VIRRS-400 “lampa®
HR-MS:
MNL:
148E5
104296094 s0C
00 =1 241_150801092910%2
| -10 RT:0.050.33 AV:
1 3T FTMS + p NSiFull
80-| ms [300.00-1400.00]
8
= 4
g
£ 604
F]
-
_é 403
T =1
o 4
20+
E}1 . 'l PN
ML:
4 81E5
Cas Hizg NOg +Na:
100 1042.9712 Css Hiza N1 Og Nay
j pa Chrg 1
80~
60
40_
20
0- -
T T T T T | FLLEA | T T T TT T T IRARENRRLEY RAARS RARAs Lasss easnd |
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N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[(10RS)-10-(methyl-Ds;)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOP] m-D; — (105) (Mg = 1023,70 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

o

Relative Abundance

aliburdatalSenice'soc-260-2

100

@

339.53

500

'H-NMR:

687.41
BB7 AT

Qbbb et T 0 i b

20162018 B42:19 AM

rger
c-260-2#1 RT. 0.02 AV:1 NL: 1.86E7
- cESI Full ms [ 100.00-2000.00]

71511 1007.66

953.32

1021.65

1022.73

102372

1067.69 1291 64

i il

1000
miz

1368.73

SOC-260 - 1023,73

1764.85 186554
silid vha

1500

FULSE SEQUENCE
Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 5.112 sec
Width 6410.3 Hr
16 repetitions

| OBSERVE

H1, 3959597531

| DATA PROCESSING
{FT size 131072
iTobal time 1 minutes

Sonnenberger_8822
50C-260

solvent: cdeld
Temp. 40.0 C f 313.1 K
Sample #4, Operator: vnmrl

File: Sennenbesger 8822 PROTON_308ar2016,

VNMRS-400 "lampe"



Anhang xIvi

BC-NMR:

HHdddddgrmeoenseaog B gmanNmaeenssCaSmaRnaNE RS
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78.066

—24.352

e Mi |

TT TV T T T LI T T

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
PULSE SEQUENCE |OBSERVE C13, 100.5703280 | DATA PROCESSING i ! Sonnenberger_8818-19
Relax. delay 1.000 sec | DECOUPLE Hi, 399.9632167 | nine breademing 1.0 Hz | soc-260T
Fulse 45.0 degress | Bower 40 dB (FT size 131072
| Asg. time 1.311 sec ' continuously on iTotal time 38 minutes | Solvent: thf
width 25000.0 Hz ! WALTZ-16 modulated H Temp. 40.0 € / 313.1 K
i | Sample #1, Operater: vrmrl

1000 repetitions i
H H i File: Sonnenberger 8818-19_CARBON_30Maz
VIMES-400 "lampe" |

HR-MS:

381.297.
z=1 2 NL:
C1gHs7 O2 Ng ot
socC
100 -0.0974 mmu 260_1508011335104#5-
| 8 RT:0.14-0.22 AV: 4
N I T: FTMS + p NSIFuli ms
- 80! | [300.00-1400.00]
g |
3
c 60
=2
= 619.5266
o =1
£ 407 C27 Hss Os N1g 1045.9892
E - 65.2703 mmu L
20+
oL ; il .J..“L " A,
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Ces Hizs D3 NOg +Na:
1005 1045.9900 CesH126 D3Ny Op Nay
4 pa Chrg 1
30—_
60~
40|
20-
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'l T Ty .
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Anhang xlvii

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-Ds-(10RS)-10-(methyl)hexa-
decanoyl]oxy}triacontanamid — CER[MEOP] e-D; — (106) (Mg = 1023,70 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus: (Weichmacher bei 312,1 m/z, 326,1 m/z, 340,0 m/z)

ricelgon-3d0-2 121415 03:39:52 S0C-140
berger

AT: 0.04 AV:1 NL:1.77E6

Il ms [ 50.00 - 2000.00]

1022.37
339.95
32612
1023.50
naor
340,88
16368 341.93
1024.56
1008.48
736.81
738 04 1056.33
342 86 10668.35
6897 78728 108927 136247
383.87 1004.54 1549.45 164026 .00 .,

51116

AT

1200 1400 1800 1800

i o

200

800 1000
miz
-
|
Il
i
1
- — o - _f/ /1 ~
! _ —~ —— _— e o~ <1 Vel -
E ‘ /1
— ' i S . N 'WJ;J!,— G
T T T T T S B e o S T —
T
8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm
ST R S [E— I L 1
0.04 . ' ¥
503 0.04 o 2.66 1.22 2.93 6.91 2.32 0.11
. 5 0.62 0.67 Z.64 66.88 4.48
PULSE SEQUENCE oBSERVE  H1, 389.9597s31 {bATA PROCES nberge:
" . i SING
Relax. delay 1.000 sec 1 {FT size 131072 i =
H soc-340
| Pulse 45.0 degrees ‘Total time 1 minutes
Acq. time 5,112 see i
Width 6410.3 Hz i Solvent: edeld
16 repatirions | H | Temp. 40.0 C / 313.1 K

| Sample #2, Operator: vnmzl
File: Scnnenberger B820_PROTON_30Mar2016
. VEMRS-400 “lampe"



Anhang xlviii

BC-NMR:
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FULSE SEQUENCE {OBSERVE €13, 100.5703280 | DATA PROCESSING i Sonnenberger 8918-19
Relax. delay 1.000 sec | DECOUPLE H1, 399.9632167 | Line broadening 0.5 Hz | soc-340T
Pulse 45.0 degress . Fower 40 4B {FT size 131072 IR T
Aeg. time 1.311 sec continuously on E'l'ﬂtal time 38 minutes | Solvent: thf |
width 35000.0 Hz | WALTZ-16 modulated Temp. 40.0 C / 313.1 K
| 1000 repetitions H i H sample #1, Cperator: vamrl
1 : 1 File: Sonnenberger_ 8918-19 ¢ _01Ap:
| VMMRS-400  "lampe®

515.3397 NL:
z=1 1.06E8

100
J SOC_340b#10-41
RT: 0.06-0.23 AV: 32

a0 | T: FTMS +p NSIFull
& : s
s [197.0777-2000.0000]
2 60
3 1 1024.0099
< | z=1
@ 1 |
& 40 :
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Anhang xlix

N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-{[16,16,16-D3-(10RS)-10-(methyl-D3)-
hexadecanoyl]oxy}triacontanamid — CER[mMEOP] e,m-D; — (107) (Mg = 1026,72 g/mol)
ESI-MS — negativ Modus:

Kl burdataiGonnentergensocsl-1 2/26i2016 11:40:02 AM SOCIH1 MEQR - 1028 74

50c351-1#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 5.68E6
T: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-2000.00]
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Relative Abundance

40

R 339.48

35
265.40

30
25 1306.71

20 1266.59

A010:5¢ 1300.60

15 340 85

1757.11
918.30 1365.42
" B56.28 72295 1494.52 1803 04

ik 1L

500 1000 1500

o A

'H-NMR:

. - T e ™ e =
It . Jue A "
T T T T T T T T T T T
8 7 [ 5 4 3 2 1 PPm
Ld Ll L L — et
T T T T T
0.03 0.03 2.12 0.62 3.40 75.01 Z.69
5.85 0.49 o.62 1.28 0.66 2.93 0.17
PULSE SEQUENCE {OBSERVE  H1, 399.9597531 DATR PROCESSING | Sonnenberger_8821
Ralax. delay 1.000 sec H FT =ize 131072 H £0C-356
Pulse 45.0 degrees i Total time 1 minutes H
Acqg. time 5.112 sec i 1 | Solvent: edell
| Width 6410.3 Hz H | Temp., 40,0 € / 313.1 K
16 repetitions i i sample ¥3, Cperator: wnmrl

| File: Sonnenberger_ 8821 PROTON_30Mar2016.
VEMRS-400  "lampe"
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BC-NMR:
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Anhang

12,21-Dithiadotriacontandisaure — (117) (Mg = 546,88 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

E-\Daten'Serviceisoc-185-1 §/22/2014 2:07:56 P SOC-185 - 546 91
Sonnenbarger

soc-185-1 #3 RT: 0.05 AV: 1 NL: 479EY
T. - ¢ ESI Full ms [ 50.00-1500.00]

100 545.58
95
90
85
80
75
70
85
60
55
50

45

Relative Abundance

40

35

10 546.63

25

20

0 547.50

. 993 .84
1175.67
° aara| O T2147 1315.79
59.63 328.99 79 138631

1 T S

200 400 600 800 1000 1200 1400
mfz

'H-NMR:

Sonnenberger_643-44

Sample Name  Sonnenberger_843-44 Puise sequence PROTON Temperaturs 27 Study owner vomet
Date coected 2014-07-31 Sowent dmso Spectromster max2-vnmrss00 Oparalor wnmel

2018-07-31
Sonnenberger_843-44
S0C-185

|JL A ﬂul——ﬁ{\-—.——

T I e e e e e e o e B e B LA B e e B T e e e e e T E R e e e e LA
12 11 io0 g 8 7 6 5 4 3 2 ppm
e ! o L
1.70 5.12 DERMBDE6.12 13.5%

0.18% -0 09 M2 7430 . 00 37.50



Anhang

BC-NMR:

Sonnenberger_B43-44

Sample Name Sonnenberger_843-44 Pulse sequence  CARBON Temperature 27 Study owner  vimi

Date collecies  2014-07-31 Solent dmso Spectrometer  max2-vnmrs500 Operator  vamel
2014-07-31
Sonnenberger_B43-44
S0C-185
csmperesngfleerenssnrssene
R R EE I EE R R R R R R E R R L
Efanaqeaepudanjnanesilia
Sssssssnaflasdannanansans
$3353333°7A ««jnnnﬂn««nn««
g
S
= H
2
H
N
5
Ll 4 " el o) |
il
. S i 7 T ; T vl Al 1
I | A ! V! il i PR 4 L 4 '] il {] X I L Ll
m ¥ " i
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-D,,-12,21-Dithiadotriacontandisdure — (125)
(Mg = 558,95 g/mol)
ESI-MS - negativ Modus:

L3\Servic 21212016 955:58 AM SOC-327 - 558,34

327-2#1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 1.39E7
: - ¢ ESI Full ms [ 50.00-1500.00]

57.64
100 5

a5

80

556.65

Relative Abundance
o
<]

558.62
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|

27872
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33048 20467

° 45723 | 61159 118163
ciEd £93.31 TIB25  onara 145235
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'H-NMR:

2016-05-24
Sonnenberger_207-08
$0C-327

e

2016-05-24
Sonnenberger_207-08
soc-327

180

759

174

B i T e e i B e e

160
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Anhang liv

HR-MS:

SOC327_neg #9 RT: 0.24 AV: 1 NL: 9.79ES
T: FTMS - p NSI Full ms [120.00-1200.00]
557.4460
z=1
Ca0Ha52H1204 52
0.5437 ppm

1004
] 5554336
90 z=1
] CapHa72H1004S2
] 0.7631 ppm
BG—_ |
70
e
§ 907
=] .
= _
= |
< 50
) .
£ 7
§ 40—:
30
20
] 559.4420
10} z=1
G_ 4 T T T T T |l T T T I‘ T T T (BEEEL T ‘ |"L'|" T T "I"""|' T T
545 550 555 560 565
miz

N,N‘-Bis[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-12,21-dithiadotriacontandi-amid —
dCer[NSS] - (126) (Mg = 1109,81 g/mol)
ESI-MS — positiv Modus: negative Modus:

T — AT OSBRSS i C Xealburl \SONNENbargensocids-55.2 21262016 10:48:13 AM SOCI45-55 NS - 110986
50c345-55-1#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 8.78E6 : :
T: +c ESI 5id=25.00 Full ms [ 100.00-2000.00] s0c346-55-2#1 RT FD ﬁZ Avm1n n’;Lz;nyn?
1131.88 T: - cESIsid=25.00 Full ms [ - 1
100 1107 .82
100
95 e
80 "
85 85
80 80
75 75
70 70
1108.85
65 1132.83 o
80 60
8 @
g 55 2 55
: £
2 50 é 50
2 ?
2 B
g% i .
40 40
35 &
® 1182 0 1109.84
25 25
1147.60
20, 20,
1148.65
e 1163.50 15
1 1164.48 10 111084
1143.62
5 g27.79 88167 1165.56 R 50850
26413 40293 97480 1389.99 153720 1878.04 ) 33951 100383 114674
i ! i 1 0.6
0 ! PRRFTIERTA 1T VLSRN [ AT 4 SR} 1 o 537.02 71278 - 43558 156154 198
i 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000

miz miz
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'H-NMR:

Sennenberger_216-17
Sample Mame  Sonnenberger_216-17 Pulsz sequence  PROTON Temperature 35 Study owner  wnmri
. Date collected  2016-07-06 Solvent edel3 Spectometer  max2-wnmrs500 Operator  vnmrl
2016-07-06
Somnenberger_216-17
‘S0C-345
s
O A N LN S S R B B B I S B B IR e o o By B B B B E S B S S B S
8 7 6 5 4 3 2 1 0 pPpm
[ [— e N S S| JI— SN T O S N L
-46 1.57 1.55 1.61 5.61 2.85 62.34 0.07
1.43 1.88 3.15 1.54 2.80 B.38 4.69
13 .
C-NMR:
Sonnenberger_216-17
Sample Nama  Sennenberger_216-17 Fulss sequence  CARBON Temperanse 35 Study owner  vnmel
L Date collected  2016-07-06 Sokvent cdcl3 Spectrometer max2-wamrsS00 Operator - vamrl
2016-07-06
‘Sonnenberger_216-17
50C-345
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Anhang

Ivi

HR-MS:

S0OC345 63 neg#11 RT: 0.31 AV:1 NL: 3.42E6
T: FTMS - p NSI Full ms [120.00-1200.00]

1143,8889
z=1
CggH128 Og N2 CIS2
-1.6239 ppm

%] 362;31469

80 negativ

70
g -
5 8074530324
B 4 z=?
£
2 50
2 1 376.2626
3 407 =1
14 7

30{ 39‘32.=2‘T79

20

] 546.3838
10 z=1
0' J...‘LJ JI |L.[ll - | - I|L"|' ‘ 1‘k|‘ : | " ' |’l"‘L“'il' - Illl“
200 400 600 800 1000

m/z
N,N‘-Bis[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,
19-D4,-12,21-dithiadotriacontandiamid — dCer[NSS]-D;, — (127)

(Mg = 1121,88 g/mol)
ESI-MS — positiv Modus: negative Modus:

arisac 367342 1210616 114508 Sec38T-34 - 11154

5o

e 357341 12006118 014520 Soc357-34 - 112168
st 0.15 AV: 1 NL; 1.40E6 S )
T + ¢ sid Full ms [ 100.00 - 2000.00] o s[‘éD})Dh—‘éolaaB%EF
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¢ s Egc.ga sasyy P08 122178 70087 1899 5 1i7zg | ]136%8
awras TanAT 124508 455975 110 620,08 w7223
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Anhang Ivii
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Anhang lix
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HR-MS:
6.13E6
1145.9488 SOC 232
21 NP252_150901140305#2-1(

RT:0.05-0.27 AV:9 T:FTMS
P NSIFull ms [300.00-1400.01

1167.9302
z=1
1127.9378
z=1
1 | "
' NL:
9.97E3
1145.9498 Ces Hizz N2 O S +H:
z=? CesH1aaN20g 52
100 p (gss, s /p:40) Chrg 1
90 R: 100000 Res .Pwr . @FWH
80
70
60
50
40
30
20
10
0 i T T T T T | i) T T T T | Al T T T T T T
400 600 800 . 1000 1200 1400

N,N‘-Bis[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
D;»-12,21-dithiadotriacontandiamid — dCer[NPP]-D1, — (129) (Mg = 1157,91 g/mol)
ESI-MS —negative Modus:

icatanc-328-1 111215 122137 $0C-328 - 157,82

001 AV:1 NL: 4.17E6
c Full ms [ 100.00 - 2000.00)
e 115635

o8

96

BB

66 1157.36

&4

. 1155.36

56

1192.28

33077

- 1183.26

325,15 119420
24
22
ap 1154.36

376
18
18
1195.23

14

12 1834z

10

8 34077 1196.21

. 1sazs | | 11962

4175 2BAS 149623
1482 30 .
WO e 108 900.23 ! | 49729 178779 10570
R e— ittt 1 0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20

miz



Anhang

Ixi

'H-NMR:
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HR-MS:
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