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1. Einleitung

1.1 Funktion der menschlichen Haut

Die Haut bildet die duRere Korperoberflache von hoher differenzierten Organismen und dient
der Abgrenzung gegenuber der Umwelt. Beim erwachsenen Menschen nimmt sie etwa eine
Flache von 1.7-2.3 m? ein.[*

Durch eingelagerte Sinneszellen, genannt seien hier Merkel-Zellen oder MeiRner-
Tastkorperchen sowie freie Nervenendigungen, wie beispielsweise Mechano-, Schmerz-,
Druck- und Temperaturrezeptoren, ist sie ein wichtiges Sinnesorgan.”®! Neben diesen
Sinnesfunktionen erflllt die Haut noch weitere bedeutende Aufgaben. Hierzu zéhlt etwa die
Regulierung des Wasser- und Temperaturhaushaltes des Korpers.”®] Ebenso ist sie an
verschiedenen Immunreaktionen beteiligt und dient der Kommunikation mit anderen
Individuen.’>®) Aufgrund ihres vielschichtigen Aufbaus schiitzt sie den Korper gleichzeitig
vor mechanischen, thermischen und chemischen Einflissen.”® Eine Beeinflussung dieser
Funktionen kann durch Krankheiten erfolgen, als Beispiele seien an dieser Stelle atopische
Dermatitis'*®, Psoriasis’® sowie die verschiedenen Formen der Akne®'® genannt. Eine
weitere bedeutsame Aufgabe ist die kérpereigene Biosynthese von Vitamin Ds, einer Vorstufe
des fiir den Calcium-Haushalt essentiell wichtigen Hormons Calcitriol, welches unter Einfluss
von UV-Licht in den Keratinozyten aus 7-Dehydrocholesterol gebildet wird.2* Ein Mangel
von Vitamin D3 kann zu einer gestorten Mineralisierung der Knochen fiihren, was sich bei
Kindern in Form einer Rachitis bzw. bei Erwachsenen als Osteomalazie manifestieren
kann.20-%3

1.2 Aufbau der menschlichen Haut

Die menschliche Haut, deren Aufbau schematisch in Abbildung 1 dargestellt ist, besteht aus
zwei Hauptschichten, der inneren Subcutis, auch Unterhaut genannt, sowie der duReren Cutis.
Letztere wird noch einmal in Dermis (Lederhaut bzw. Korium) und Epidermis (Oberhaut)
unterteilt.”” ' An die Epidermis schlieRen sich dann Hautanhangsgebilde wie verschiedene
Hautdriisen, Haare und Nagel an.[? 1

Haar Ausfithrungsgang einer SchweiBdriise

Hornschicht

Oberhaut
(Epidermis) Keimschicht —:::
Nervenfasern mit
Merkel-Zellen
Lederhaut Talgdriise
(Korium) ) Talgdriise .
LymphgefaBe
Haarbalgmuskel
Ruffini-Korperchen
Fettgewebe

Nervenfasern der
Ruffini-Kérperchen

Pacini-Korperchen

Unterhaut
(Subkutis)

Haarpapille SchweiBdriise Vene  Arterie

Abbildung 1 Senkrechter Schnitt durch die Haut!4



Die einzelnen Hautschichten sollen nun gesondert und vertiefend betrachtet werden,
beginnend mit der Subcutis. Sie ist die unterste Schicht der Haut und besteht zum gréiten Teil
aus lockerem, fettgewebsreichem Bindegewebe.” Dieser spezielle Aufbau erméglicht die
Beweglichkeit und Elastizitat der Haut.” 281 Das eingelagerte Fett schiitzt den Organismus
vor mechanischen sowie thermischen Einfliissen und dient gleichzeitig als Energiereserve,
wobei die Fetteinlagerung individuell und regional unterschiedlich stark ausgebildet ist.[?]

An die Subcutis schliefit sich die Dermis an. Bedingt durch ihr dichtes Geflecht aus
kollagenen und elastischen Fasern gewéhrleistet sie die mechanische Belastbarkeit der Haut,
wie beispielsweise deren Verformbarkeit und ReiBfestigkeit.””) Neben LymphgefaBen ist sie
auch von feinen Blutkapillaren durchzogen, welche der Versorgung der Grenzzone zur
Epidermis dienen. Letztere haben in Zusammenarbeit mit der ebenso vorkommenden glatten
Muskulatur auBerdem eine wichtige Rolle bei der Thermoregulation des Korpers.!? 1]

Die anschlieBende Epidermis besitzt je nach Korperregion eine Dicke von 0.1-1.5 mm./ Sie
wird noch einmal in folgende Schichten von innen nach auBen unterteilt: Stratum basale,
Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum Corneum (SC).! Innerhalb des
Epithelverbandes der Epidermis sind verschiedene Zellarten eingelagert, wie beispielsweise
die bereits erwahnten Merkel-Zellen, Langerhans-Zellen oder Melanozyten. Letztere sind an
der Biosynthese und Einlagerung von Melanin in der Haut unter Einfluss von UV-Licht
beteiligt.”> ' Die am haufigsten vorkommenden Zellen in der Epidermis sind die
Keratinozyten. Gebildet werden sie durch Mitose aus epidermalen Stammzellen im Stratum
basale, wobei eine Schwesterzelle in das Stratum spinosum wandert und die Verbliebene sich
erneut teilt. Auf diese Weise werden die Keratinozyten durch nachfolgende Zellen in
Richtung Hautoberflache geschoben. Wahrenddessen kommt es zur Differenzierung der
Keratinozyten hin zu Korneozyten. Teil dieses Prozesses ist eine fortwahrende Bildung und
Einlagerung von Keratin, woraufhin eine Verhornung der Zelle stattfindet. Dieser
Keratinisierung genannte Prozess fiihrt allmahlich zu einer Veranderung der urspringlich
zylindrischen Form und die Zellen flachen im Verlauf immer weiter ab. Parallel dazu lauft ein
definiertes Apoptoseprogramm ab, indem samtliche Zellorganellen im Laufe der
Differenzierung verstoffwechselt werden. Durch die Ausbildung von Corneodesmosomen und
Tonofilamenten im nun folgenden Stratum spinosum wird der zuvor lockere Zellverband dann
verfestigt.” 1 ! Im anschlieBenden Stratum granulosum sind die sogenannten Odland
Bodies zu finden, hierbei handelt es sich um membranumschlossene Lamellengranula.l® 2!
Neben Glykoproteinen und Enzymen enthalten diese eine groBe Anzahl an verschiedenen
Lipiden. Letztere besitzen eine bedeutende Rolle bei der Ausbildung der Lipidmatrix (LM)
des angrenzenden SC.[°?? In dieser letzten Schicht ist die Umwandlung der Keratinozyten
hin zu Korneozyten vollstdndig abgeschlossen. Auf die Bedeutung und den speziellen Aufbau
dieser Schicht wird im néchsten Teil der Arbeit genauer eingegangen. Auf dem SC befindet
sich das Stratum disjunctum. Eine dinne undifferenzierte Schicht von beschédigten
Korneozyten, welche ihre Integritat sowie Funktion verloren haben und aus dem Zellverbund
teilweise bzw. ganz herausgeldst sind. Aufgrund dessen sie von selbst oder durch Einwirkung
von auReren physikalischen Kraften abschilfern.®!



1.3 Das Stratum Corneum

Wie bereits im vorangegangenen Teil der Arbeit erwahnt, ist das SC die &ul3erste Schicht der
Epidermis. Sie besteht aus 15-30 Zellschichten und hat je nach Region am Organismus eine
Dicke von ca. 9-20 um.[?*?% Der pH-Wert in den obersten Schichten von ca. 5.5 ist wichtig
fiir die bakterielle sowie fungale Mikroflora der Haut.[™® 3 Weiterhin ist er fiir die Regulation
der Enzymaktivitét von grolRer Bedeutung, so beeinflusst der pH-Wert die Keratinisierung der
Keratinozyten und hierdurch auch indirekt die Regeneration des SC.E% Aufgrund ihrer Lage
und ihres besonderen Aufbaus ist das SC zugleich Speichersystem als auch Barrieresystem
der Haut in einem.[*® 3! Durch den vergleichsweise geringen Wassergehalt (18 bis 58 %)
und der miteinhergehenden verminderten Wasserdurchlassigkeit schitzt sie den Korper zum
einen vor exogenen invasiven sowie irritierenden Einflissen und zum anderen verhindert sie
das Austrocknen des Korpers durch tiberméaRigen transepidermalen Wasserverlust.*23%

Eine der altesten und einfachsten Darstellungen zum Aufbau des SC ist das sogenannte ,,Brick
and Mortar® Modell, siehe Abbildung 2./2"*4 Die Korneozyten nehmen in diesem Modell die
Rolle der Backsteine (,,brick) ein, welche der Mauer ihre mechanische Stabilitat verleihen.
Diese wird zusétzlich durch die Vernetzung der Korneozyten untereinander mithilfe von
Korneodesmosomen erhoht.*¥ Die
Mortelschicht (,,mortar®) dazwischen
ist die Lipidmatrix, welche wiederum
flr die Barriereeigenschaften
verantwortlich ist. Der Aufbau dieser
Matrix des SC und die Bedeutung der
, , enthaltenen Ceramide (CER) st
Abbildung 2 Brick and Mortar** Modell nach Lanomann®!  Gegenstand der Betrachtungen im
Kapitel 1.5. Neuere Modelle zum
Aufbau des SC gehen dagegen eher von einer kubischen Geometrie bzw. einer Grundstruktur
ahnlich eines Dodekaeders aus.**%!

1.4  Stofftransport in und durch das Stratum Corneum

Fur das Durchdringen von exogenen Stoffen, beispielhaft seien hier Arzneistoffe genannt,
durch das SC auf dem transepidermalen Weg werden folgende Penetrationswege postuliert:
der interzellulare Weg zwischen den Korneozyten und der direktere transzellulédre Weg, siehe
hierzu auch Abbildung 3. Aufgrund des stetigen Wechsels von lipophiler und hydrophiler
Schicht wird Letzterer allerdings als duf3erst unwahrscheinlich angesehen.



interzelluliirer Weg transzellulirer Weg
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Abbildung 3 Schematische Darstellung des SC und mdgliche transepidermale Penetrationswege sowie makroskopische
und molekulare Domanen nach BARRYE™, bearbeitet und Gbersetzt durch LANGE

Die perkutane Resorption Uber den interzellularen Weg wird weitestgehend von den
physikochemischen Eigenschaften der Stoffe bestimmt.*®! Die 500 Dalton-Regel, welche
besagt, dass Substanzen mit einem Molekulargewicht grofler 500 Dalton die Haut nicht
penetrieren  kénnen®,  wurde durch  neuere  Untersuchungen mit  groReren
Hautsensibilisatoren nahezu ganzlich widerlegt.l*? Jedoch ist generell zu beachten, dass die
Bioverfligbarkeit von topisch applizierten Verbindungen bisher fiir gewohnlich sehr gering
ist.*] Um diese zu erhdhen gibt es in der Wissenschaft verschiedene Ansatze fiir dermale und
transdermale Drug Delivery Systeme. Ein aussichtsreicher Kandidat hierfur sind sogenannte
Microemulsionen.>*1 Diese transparenten, thermodynamisch stabilen, kolloidalen
Dispersionen zeichnen sich durch ihre duBerst geringe Viskositat aus.[***®! Bestandteile sind
neben Wasser und Ol stets ein Tensid in Kombination mit einem weiteren Co-Tensid.! %!
Sie sind durch ihren Aufbau in der Lage die Penetration von hydrophilen, lipophilen und
amphiphilen Substanzen signifikant zu steigern. Es gibt unterschiedliche Ansétze die
Bioverfugbarkeit von verschiedenen Stoffen wie CER[NP]™", Theophyllin®®!, Finasteride!*®!
oder Lidocain*! zu erhohen. Eine weitere vielversprechende Méglichkeit zur Verbesserung
der Wirkstoffverfligbarkeit sind sogenannte Enhancer. Dies sind Stoffe, die durch Interaktion
mit der LM bzw. mit den Proteinen des SC die Absorption von Arzneimitteln erleichtern
sollen. Zwar ist die Wirkungsweise auf molekularer Ebene noch nicht vollstandig aufgeklért,
jedoch werden verschiedene Modelle diskutiert.®® Zum einen wird diskutiert, dass Enhancer
eine fluidisierende Wirkung auf die LM des SC haben, und zum anderen, dass sie eine
Phasentrennung innerhalb der LM hervorrufen konnen.®®*@ Ein haufig in halbfesten und
flussigen Arzneiformen sowie Kosmetikprodukten verwendeter Enhancer ist das
Isopropylmyristat (IPM), welches die Resorption verschiedener Stoffe durch die Haut
verbessern soll. Dieser Effekt kann durch Kombination mit anderen Enhancern noch
gesteigert werden.®® Weitere Vorteile dieses natiirlich vorkommenden Isopropylesters der

4



Myristinséure sind seine Hautvertraglichkeit, toxikologische Unbedenklichkeit und das gute
Spreitungsvermdgen.®™ Zudem dient es als Ldésungsvermittler bzw. Lésungsmittel fiir
lipophile Steroidhormone, Antibiotika oder Vitamine in Salben und Emulsionen.®! In
Experimenten konnten ENGELBRECHT et al. und SCHROTER et al. aufzeigen, dass das IPM
komplett in die Lipiddoppelschicht der dort verwendeten Modellmembranen eingebaut wurde
und hierdurch im Vergleich zum Modellsystem die Ausbildung von zwei unterschiedlichen
Phasen beobachtet werden konnte.®*®! In weiteren Versuchen unter Anwendung von
Neutronendiffraktion und Deuterium Festkdrper-NMR konnten EICHNER et al zeigen, dass der
Einsatz von IPM zu einer Reduktion der Ordnung in der lamellaren Lipidstruktur fuhrte und
so die Barriereeigenschaften der Modellmembran verringerte.*”

Ein anderer Ansatz fir die Penetration von exogenen Stoffen durch das SC besteht iber die
Ausfuhrungsgange von Haarfollikeln (follikuldrer Weg) und (ber die Talg- bzw.
SchweiBdriisen (transglandularer Weg).”®¥! Aufgrund des geringen Flachenanteils im
Verhaltnis zur Gesamtoberflache der Haut wurde diesen in der Vergangenheit eine
untergeordnete Bedeutung zugesprochen. Neuere Ansdtze mit Nanopartikeln als Drug
Delivery System nutzen die hier vorkommenden anatomischen Besonderheiten aus und lassen
so dem follikularen Weg in letzter Zeit eine verstarkte Relevanz zukommen 85961

1.5 Die Lipidmatrix des Stratum Corneum und die
Bedeutung der Ceramide

1.5.1 Ceramide - Aufbau und Nomenklatur

Wie bereits im vorigen Abschnitt erwahnt, sind CER ein Hauptbestandteil der Lipidmatrix des
SC. Der Aufbau ist am Beispiel von DL-CER[AP18] in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
Die Grundstruktur der CER besteht aus einer Fettsdure (rot) und einer Sphingoidbase
(schwarz), welche Uber eine Saure-Amidbindung (griin) miteinander verbunden sind. Die
meisten CER haben einen asymmetrischen Aufbau, die Anzahl der Kohlenstoffatome ist in

o der Fettsdure hoher als in der Sphingoidbase. Die

e o e~ Anzahl an Kohlenstoffatomen in den Fettséuren

variiert meistens zwischen 16 und 26°%%1 wobei

/\WOH Lignocerinsdure  hier die am  h&ufigsten
OH  vorkommende ist.®%®1 Lediglich bei den

Abbildung4  Schematische Darste"li]z von @-Hydroxyfettsauren sind Fettsdauren mit einer
DL-CER[AP18] hoheren Anzahl an Kohlenstoffatomen zu

finden.[?% ¢71 Dje Sauren der CER weisen eine

unterschiedliche Anzahl an OH-Gruppen auf. Neben den unsubstituierten Sduren besitzen
uber 40 % eine in a-Position und etwa 9 % eine in w-Position, wobei letztere meist mit
Linolsaure verestert sind.!®%%3 %671 | ediglich bei einem sehr geringen Anteil ist dies nicht der
Fall.l®®! Generell sind ca. 5-6 % der enthaltenen Fettsauren in CER entweder einfach oder

zweifach ungesittigt.!®>

Bei den Sphingoidbasen sind Kettenldangen mit 18, 20 und 22 Kohlenstoffatomen am
haufigsten vertreten.®® ¢ Weiterhin unterscheiden sie sich in ihrer chemischen Struktur
anhand der Anzahl und jeweiligen Position sowie der An- oder Abwesenheit einer



Doppelbindung. Die OH-Gruppen sind, soweit bekannt, immer an Position C1 und C3 sowie
optional an C4 oder C6 zu finden, wahrend die mdgliche Doppelbindung zwischen C4 und C5
liegt. Eine Veroffentlichung aus dem Jahre 2012 von KINDT et al. postulierte zudem erstmalig
ein CER mit vier OH-Gruppen in der Sphingoidbase, die Bestimmung der chemischen
Struktur gelang jedoch nicht.[®® Im Jahr 2013 wurde zudem erstmalig auch von CER im SC
mit einer Veresterung der OH-Gruppe in o-Position der Sphingoidbase berichtet.[®5%!
Verschiedene Untersuchungen an CER zeigten auflerdem, dass eine ungerade Anzahl an
Kohlenstoffatomen zwar vorkommt, jedoch sehr selten ist.5” 7% Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass die CER des SC eine inhomogene und strukturell hoch komplexe
Substanzklasse sind.

Aus diesem Grund werden sie in mehrere Subspezies unterteilt. Ein hierfir anfanglich
verwendetes Zahlensystem zur Einteilung der CER beruhte auf ihren chromatographischen
Laufeigenschaften und der Reihenfolge ihrer Entdeckung.’®® "#"® Jenes wurde jedoch, auch
aufgrund der hohen Komplexitdt der CER, in der gegenwadrtigen Literatur weitestgehend
durch ein kombinatorisches Buchstabensystem nach MoTTA et al. abgelost. ' Im Laufe der
Jahre wurde dieses dann durch verschiedene Arbeitsgruppen weiterentwickelt und
verfeinert.® ® ™! Das System basiert auf der in diesem Abschnitt bereits einleitend
beschriebenen Grundstruktur der CER, der vordere Teil beschreibt dabei die Fettsaure und der
hintere Teil des Buchstabensystems die Sphingoidbase. Beide Varianten der Nomenklatur
sind fur die 12 am hdufigsten vorkommenden CER im SC noch einmal in der Abbildung 5
gegentibergestellt.l®

Fettsiiure Non-Hydroxyfettsiure o-Hydroxyfettsiure veresterte @—Hydroxy-
N] [A] oK fettsiure [EO]

AR AL AR AR AN A A A A A A O N S P S
I I 2 7 on

Sphingoidbase o o

Dihydrosphingosin [DS]

TR o CER[NDS] CER[ADS] CER[EODS]
NSNS oy
Sphingosin [S]
CER[NS] CER[AS] CER[EOS]
PR ,\J,\/_\&] % (CER 2) (CER 5) (CER1)
Phytosphingosin [P]
CER[NP] CER[AP] CER[EOP]
—— | (CER 3) (CER 6) (CER 9)

on

6-Hydroxysphingosin [H]

T CER[NH] CER[AH] CER[EOH]
PR (CER 8) (CER 7) (CER 4)
Abbildung 5 Ubersicht zur chemischen Struktur und Nomenklatur der CER nach MoTTA et al.l”¥, in GroRbuchstaben

und in Klammern die Benennung anhand ihrer chromatographischen Laufeigenschaften (es ist zu
beachten, dass die Ceramide mit Dihydrosphingosin nicht nach ihren chromatographischen Eigenschaften

eingeteilt wurden)



Das System von MoTTA et all musste fiir die dargestellten CER in dieser Arbeit
entsprechend Abbildung 6 erweitert werden. Bei CER, die racemische Gemische sind, wird
dem Namen an Position x ein DL- vorangestellt bzw. dann ein L- oder D- fur das jeweilige
reine Diastereomer. Bei den methylverzweigten m-Acylceramiden wird der eigentlichen
Nomenklatur ein m vorangestellt. Hierbei handelt es
x-CER[myyzz]-D, sich jeweils um ein Analogon zum CER[EOS] bzw.
CER[EOP], wo die Linolsdure gegen eine
Angabe von Diastereomer/ -gemisch  methylverzweigte Hexadecansaure ausgetauscht wurde.
methylverzweigte Saure enthalten ... . .
Buchstabencode nach MOTTA et al An Position yy erfolgt die Bestimmung der
Anzahl Kolienstoffatome Saure Grundstruktur nach MotTa et al.l’¥ Die Zahl an
a Anzahl Demterinmatome Szaure Position zz im Namen bezieht sich immer auf die
Abbildung 6 Obersicht zur erweiterten  ANZahl der Kohlenstoffatome der enthaltenen Fettséaure,
Nomenklatur bei den Sphingoidbasen ist diese in der vorliegenden
Arbeit dagegen konstant 18. Bei deuterierten
Verbindungen wird dem Namen ein D, nachgestellt. Das D steht dabei flr das eingebaute
Deuterium und das tiefgestellte a gibt die exakte Anzahl an Deuteriumatomen in der
Verbindung an. Die Angabe von zwei Deuteriumatomen bezieht sich stets auf die
o-Position der veresterten -Hydroxyfettsdure, wogegen die Angabe von drei
Deuteriumatomen sich auf die endstandige Methylgruppe der jeweils enthaltenen Fettséure
bezieht. Bei der Nennung von einer groBeren Anzahl als drei wird immer beginnend von der
o-Position der Saure bzw. methylverzweigten Séure aus gezahlt. Dieses System wurde ebenso
fur das deuterierte IPM ibernommen.

onNTEH

1.5.2 Die Lipidmatrix des Stratum Corneum

Im Vergleich zu anderen Lipidsystemen wie Zell- oder Zellkernmembranen hat die LM des
SC eine einzigartige Zusammensetzung, welche inter- und intraindividuell unterschiedlich
ist.?® 771 Hauptbestandteile der LM bezogen auf die Masse sind CER (ca. 46 %), Cholesterol
(ca. 27 %) und freie gesattigte Fettsduren (ca. 27 %) mit einer Kettenlanger von > 20
Kohlenstoffatomen. %3¢ 7 781 Das prozentuale Molverhaltnis zwischen diesen drei Gruppen
ist ca. 31:33:36.°! Weiterhin kommen Cholesterolsulfate und -ester sowie ungesattigte
Fettsauren in einem geringen Anteil vor.[®* ™! phospholipide, welche sonst ubiquitar in
Biomembranen vorkommen und dort eine elementare Bedeutung an deren Aufbau sowie
Funktionsweise haben™ 8% fehlen nahezu komplett.®*#2! Zwar sind diese noch in groRerer
Anzahl in tieferen Schichten der Epidermis in den Keratinozyten vorhanden, jedoch nimmt
ihre Haufigkeit im Laufe derer Differenzierung hin zum Korneozyten immer weiter ab.®®! Die
komplexeste Gruppe aller Bestandteile sind die CER, auf deren Aufbau und Nomenklatur
bereits im vorigen Abschnitt eingegangen wurde. Sie sind malgeblich an Aufbau und
Funktionsweise der LM beteiligt. Eine Ubersicht zur typischen Verteilung der am haufigsten
vorkommenden CER ist in der nachfolgenden Tabelle gegeben. Eine geringe alters- oder
jahreszeitlich bedingte Variation der Zusammensetzung ist zwar prinzipiell moglich®®, eine
Anderung fiihrt jedoch in der Regel zur Beeintrachtigung von Struktur sowie Barrierefunktion
der LM und &auf3ert sich haufig in Form einer Vielzahl von unterschiedlichen Krankheiten.
Genannt seien an dieser Stelle beispielsweise verschiedene Formen der Ichthyosel®®¥") oder
atopischen Dermatitis' % ®8 Von ScHROTER et al. wurde 2009 postuliert, dass der
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strukturelle Aufbau der LM im SC hauptsachlich durch CER bestimmt wird.®® Aufgrund
ihres amphiphilen Aufbaus mit der hydrophilen Kopfgruppe sowie den lipophilen, rigiden
Seitenketten sind sie in der Lage hochgeordnete lamellare Systeme zu bilden, die flexibel und
gleichzeitig aber auch mechanisch belastbar sowie fiir Makromolekiile bzw. polare Molekiile
nahezu undurchdringbar sind. Aufgrund des Aufbaus mit zwei Alkylketten werden in der
Literatur drei mogliche Konformationen diskutiert: zum einen die Haarnadelkonformation
(Alkylketten parallel zueinander, a=0°) und zum anderen die V-férmige (0° < a < 180°)
sowie die voll ausgestreckte (Alkylketten zeigen in entgegengesetzte Richtung, o= 180°)
Konformation.!®**! Alle drei Formen sind noch einmal in Abbildung 7 gegeniibergestellt. Bis
heute konnte nicht eindeutig geklart werden, welche der drei madglichen
Ceramidkonformationen in der natirlichen LM vorkommt. Verschiedene Modellsysteme
legen jedoch nahe, dass die Haarnadelkonformation die bevorzugte ist.[*>*%

Tabelle Ubersicht zur Verteilung der CER in der LM des SC

Verhéltnis nach Verhéltnis nach Verhéltnis nach

MASUKAWA et al.®®! KINDT et al.'*®] SMEDEN et al.[*®!
CER [Yomym] [Yomal] [Yonmm] [Yomol] [Yorm] [Yomol]
AH 15.73 15.42 10.77 11.01 12.59 15.73
AP 16.11 15.48 8.78 8.95 13.6 16.11
AS 3.56 3.41 9.58 10.02 3.86 3.56
EOS 4.28 6.07 6.48 4.58 5.48 4.28
NDS 5.95 5.59 9.83 10.49 8.73 5.95
NH 22.58 21.64 14.51 15.17 12.59 22.58
NP 21.31 20.48 22.10 23.04 26.19 21.31
NS 6.35 5.95 7.44 7.96 6.8 6.35
Rest* 4.13 5.96 10.51 8.78 10.16 4.13

*nicht beriicksichtigt sind EOH, ADS und EOP sowie fiir KINDT et al.l® zusatzlich EODS, NT, OH, OP und
OS da nur hier erwéhnt

Eine weitere Moglichkeit ist, dass die CER ihre Konformation in Abhangigkeit von auf3eren
Bedingungen andern koénnen.>®®! |m Armature-Reinforcement Modell nach KISELEV
wechselt CER[AP] beispielsweise in Abhéngigkeit

.: Hamade- — yom Wassergehalt die Konformation: bei niedrigem
Wassergehalt liegt es in der gestreckten

Konformation vor, wogegen es bei hohem

V-formige

Konformation \\assergehalt die Haarnadelkonformation
einnimmt.®! Fiir die seitliche Ausrichtung wird in
. vollawsgetrecite ey Literatur eine orthorhombische oder hexagonale

Ausrichtung der  Seitenketten  diskutiert, in
Abhéngigkeit von der Zusammensetzung und
Interaktion der CER mit anderen Lipiden der
LM,

Abbildung 7 CER-Konformationen nach

KIsELEV et al.®”!



Mithilfe der Gefrierbruchelektronenmikroskopie wurde 1973 erstmalig der multilamellare
Aufbau der LM nachgewiesen.®® Die haufigsten beobachteten Muster sind drei, sechs oder
neun iibereinandergestapelte Schichten.®®! Die Ausrichtung ist hierbei annahernd parallel zur
Zelloberflache, dies konnte durch spatere Untersuchungen der Seitenkettenregion unter
Verwendung von RuO, als Kontrastmittel gezeigt werden.®® 199192 Erstmalig wurde durch
Gefrierbruchelektronenmikroskopie auch die sogenannte Short-Periodicity-Phase (SPP) bei
Untersuchungen an Haut von Mausent® und Menschen*® beobachtet. Sie wird heute
gemeinhin verwendet, um die Basisstruktur der LM zu beschreiben. Bei der SPP handelt es
sich um mehrfach gestapelte Lamellen™ welche eine unterschiedliche Dicke von
4.5-6.5 nm besitzen kénnen.® Als Ursache fiir die asymmetrische Nanostruktur der SPP
werden in der Literatur zwei verschiedene Mdglichkeiten diskutiert. Zum einen basierend auf
der voll ausgestreckten Konformation der CER, wobei die meist unterschiedlich langen
Seitenketten in verschiedenen Doppelschichten angeordnet sind.® Zum anderen auf die
ungleichmaRige Verteilung von Kkurzkettigen symmetrischen CER und langkettigen
unsymmetrischen CER in den Lamellen, aufgrund ihres unterschiedlichen
Mischverhaltens.['®® Unter Verwendung von RuO, konnte in spéteren Untersuchungen auch
die 12-14 nm dicke Long-Periodicity-Phase (LPP) nachgewiesen werden, deren grofiter
Unterschied zur SPP die Anordnung der lipophilen Seitenketten ist.['* 2! Bis heute wird die
LPP in der Literatur kontrovers diskutiert. In den urspriunglichen mit RuO, geférbten
Aufnahmen wird ein Wiederholabstand von 5-3-5nm fir die Kopfgruppen- und
Seitenkettenregion beschrieben.'® Eine Untersuchung von 2003 postuliert dagegen einen
gleichmaRigen Wiederholabstand von 4.3-4.3-4.3 nm.'®! Die LPP wurde lange Zeit als
experimentelles Artefakt angesehen. So wurde beispielsweise vermutet, dass sie einzig und
allein auf die oxidierenden Eigenschaften des verwendeten RuO, zuriickzufiihren sei.l*®®
Verschiedene Studien mithilfe von X-Ray und Neutronendiffraktion beobachteten jedoch
ebenfalls einen Wiederholabstand von 12-13 nm**" 2 was wiederum fir die Existenz der
LPP spricht. Es ist allerdings zu beachten, dass in diesen Experimenten ein héherer molarer
Anteil an veresterten ®-CER als in der naturlichen LM vorkommend verwendet wurde. JAGER
et al. konnten jedoch die LPP in ihren Untersuchungen auch mit einem molaren Anteil an ®-
CER 4ahnlich der natiirlichen LM nachweisen.**¥! Neben den veresterten »-CER, hier ist vor
allem CER[EOS] zu nennen***!  scheint Cholesterol ein weiterer Faktor fiir die
Ausbildung der LPP zu sein.™® Untersuchungen von BouwsTRa et al. an menschlicher Haut
zeigten die Koexistenz von SPP und LPPM% 71 dass hieraus entwickelte Modell wird
gemeinhin als Sandwich-Modell bezeichnet und ist noch einmal schematisch in Abbildung 8
dargestellt.'81%% |n diesem wird die LPP als trilamellare Einheit beschrieben. Der innere
Bereich wird als fluid und die beiden &uBeren als kristallin charakterisiert.* Verbunden sind
sie miteinander tber die Kopfgruppen der enthaltenen CER.!*%®!
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Abbildung 8 Sandwich-Modell nach KessNERr et al.*®!, bearbeitet und tibersetzt durch LANGE

Neben den bereits genannten Modellen gibt es noch weitere, die versuchen den Aufbau der
LM né&her zu beschreiben. Genannt seien hier exemplarisch noch das Domain-Mosaic Modell
nach ForsLIND!?Y und das Single-Gel-Phase Modell nach NorLEN®. Auf beide wird in
dieser Arbeit aber nicht detaillierter eingegangen.

Zur Bestimmung der Nanostruktur der LM, welche Grundlage fur die makroskopische
Anordnung der einzelnen Schichten ist, wurden anféanglich komplette Schnitte der natirlichen
Epidermis oder Modellsysteme basierend auf isolierten natirlichen CER verwendet. Ein
grolRer Nachteil dieser Isolate ist ihre hohe Komplexitat bedingt durch die Gesamtanzahl an
enthaltenen Ceramidspezies, der unterschiedlichen Kettenlangen innerhalb einer Spezies und
weiterer Verunreinigungen wie beispielsweise Fettsauren.’%® 22 Aufgrund dessen sind
Aussagen zur Bedeutung einzelner Ceramidspezies fur den Aufbau der LM und auf die
Funktionsweise nur sehr schwer mdglich. Um diese Problematik zu umgehen, werden in der
Wissenschaft heute Modellmembranen mit einer vergleichsweise geringen Anzahl an
synthetisch hergestellten CER und Fettsauren mit definierten Kettenlangen verwendet.[*?*!
Diese Einfachheit erlaubt es, detaillierte Informationen uber die Nanostruktur sowie den
biophysikalischen Eigenschaften des verwendeten Systems bzw. einzelner enthaltener
Bestandteile zu erhalten. Durch Erhéhung der Komplexitat, beispielsweise durch
Kombination verschiedener Ceramidspezies oder Zugabe von Cholesterol bzw. verschiedener
Fettsduren, werden Ruckschlusse auf die natlrliche LM und die Bedeutung einzelner
Ceramidspezies fir die Nanostruktur der Matrix sowie deren makroskopische
Wechselwirkungen ermoglicht.%? 1% 1241251 |n ‘Modellmembranen werden zum Teil auch
Verbindungen eingesetzt, die den natlrlich vorkommenden CER nachempfunden sind. So
verwendeten zum Beispiel EICHNER et al.*? und ScHmiTT et al.l*#! fur ihre Untersuchungen
ein CER[EOS]-Analogon, bei dem die Linolsdure gegen eine methylverzweigte Palmitinsdure
ausgetauscht wurde. Das Analogon weil3t dabei ein &hnliches thermotropes Phasenverhalten
wie das natiirliche CER[EOS] auf.*?®! Neben Modellmembranen werden in den letzten Jahren
verstarkt auch Computersimulationen fir die Erforschung der Molekularstruktur und des
thermotrophen Verhaltens der LM sowie ihrer Barrierefunktion in der Hautforschung
verwendet.l}29131

10



1.6  Physikochemische Untersuchungsmethoden

1.6.1 Neutronendiffraktion

Wie bereits einleitend erwéhnt, ist die Neutronendiffraktion eine haufig angewandte Methode
bei Forschungsarbeiten zur Nanostruktur des SC. Ein groRBer Vorteil dieser Methode
gegeniiber Rontgenstrahlen ist die Kombination aus hoher Eindringtiefe in kondensierte
Proben und ihr nicht zerstérender Charakter aufgrund der vergleichsweise geringen
Energiedichte der eingesetzten Neutronenstrahlen.[**?

Grundlage der Neutronendiffraktion sind die namensgebenden Neutronen. Diese sind neutral
geladene Baryonen mit einer Atommasse von 1.00866492 Da, die in nahezu jedem Atom
vorkommen.*®! Eine Ausnahme ist das Wasserstoffatom.!*! Neutronen werden fir
entsprechende Experimente entweder mithilfe von Kernreaktoren, Teilchenbeschleunigern
oder Spallation erzeugt und dann gebiindelt in eine Richtung gelenkt."*! Die Energiedichte
der so erzeugten Neutronenstrahlen ist abhangig von der Neutronengeschwindigkeit.*®
Diffraktion wiederum ist eine Spezialform der Streuung. Letztere tritt immer dann auf, wenn
Strahlen auf Materie treffen und diese hierbei nicht absorbiert werden. Die gestreute
Strahlung kann im Anschluss durch einen Detektor gemessen und anschliel’end ausgewertet
werden; der Aufbau eines typischen Neutronenstreuexperiments ist schematisch in Abbildung
9 dargestellt."**] Trifft die Strahlung auf Probenmaterial mit einer niedrigen Ordnung, so wird
diese gestreut. Die so erhaltenen Streudaten geben zum Beispiel Auskunft tber Grofze und
Form von enthaltenen Molekilen sowie (ber die vorherrschenden intermolekularen
Wechselwirkungen.™" Trifft der Neutronenstrahl dagegen auf Material mit einer hoheren
Ordnung, mit einer Gitterstruktur beispielsweise, dann erfolgt die Streuung des Strahls in
einem bestimmten Winkel gemaR BRAGG’scher Gleichung, der sogenannten Diffraktion.!**

Ey, E;  Energie einfallender bzw. gestreuter Strahl \
7('0, ky Wellenvektoren Detektor
20 Streuwinkel Q

[ Streuvektor gestreute
Strahlung . \

/”
-
-
-
-

Z:1’ El i 7(’ -
. Streuwinkel 26 > o
ko, Ey 20

einfallende Probe 7}0
Strahlung
Abbildung 9 Schematischer Aufbau eines Streuexperiments nach WINTER et al.**"), bearbeitet durch LanGE

Die BRAGG’sche Gleichung beschreibt, wann es an parallelen Gitternetzebenen durch die
gestreute Strahlung zur Interferenz kommt. GemalR diesem, erfolgt die Streuung des
einfallenden Strahls im Streuwinkel 26. Der Streuvektor (3 ist die Richtungsanderung der
gestreuten im Vergleich zur einfallenden Strahlung. Der Abstand zwischen den parallelen
Ebenen, welcher bei Biomembranen auch als lamellarer Wiederholabstand d bezeichnet
wird,'®! kann mittels BRAGG’scher Gleichung und den experimentell ermittelten
Diffraktionspeaks berechnet werden, siehe hierzu auch Abbildung 10. Letztere kdnnen
detektiert werden, wenn Beugungsmaxima auftreten. Voraussetzung hierfur ist die
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Uberlagerung von gestreuter Strahlung, wobei die Wegdifferenz zwischen zwei Ebenen in
direkter Nachbarschaft dem ganzzahligen Vielfachen der Wellenldange entspricht.*”! Bei
Diffraktionsstudien hat der ermittelte Abstand d eine groRe Bedeutung, da er der Dicke einer
Lipiddoppelschicht plus interlamellarer Wasserschicht entspricht.[**®]

Streu-/
Beugungs-
winkel

Abbildung 10 Neutronenstreuprozess geméR BRAGG’scher Gleichung nach WINTER et al.l*”), bearbeitet durch LANGE

Weitere Informationen zum molekularen Aufbau der jeweiligen Membran kdnnen aus dem
Neutronenstreulangedichteprofil erhalten werden, welches man durch Umrechnung der
Intensitaten der Beugungsreflexe durch eine FOURIER-Synthese erhalt.**®l Eine weitere
wichtige GroRRe die bestimmt werden kann, ist der sogenannte Strukturfaktor. Dieser gibt die
statistische Verteilung der Neutronen an und kann nur als absoluter Wert angegeben
werden.P” 39140 Nachteilig ist hierbei, dass so aus den Intensitatsmessungen nur die
Amplituden erhalten werden und nicht die Phase samt Vorzeichen. Fir zentrosymmetrische
Bilayer kann dieser daher auch nur den Wert +1 oder -1 annehmen.*"!

Ein weiterer Vorteil der Neutronenstreuung gegenuiber der Rontgenstreuung ist die gute
Sichtbarkeit von Wasserstoff, einem der Hauptbestandteile organischer Materialien.**? 44
Weiterhin werden Neutronenstrahlen aufgrund ihrer geringen Energiedichte nur am Atomkern
gebeugt.!*” Aufgrund der hohen Energiedichte bei Rontgenstrahlen beispielsweise treten dort
Wechselwirkungen mit den Hullelektronen von Atomkernen auf, wodurch diese zur
Oszillation gezwungen werden.™®  Dies wiederum bedingt die Ausbildung von
elektromagnetischen Wellen, welche die Berechnung der Intensitdt der Beugung des
Réntgenstrahls im Vergleich zum Neutronenstrahl erheblich erschwert.®” Die Starke der
Neutronenbeugung dagegen ist abhdngig vom Radius und der Tiefe des Kernpotentials.
Unterschiedliche Atomkerne erzeugen hierdurch verschiedene Streulangen.**! Dies gilt
ebenso fiir Isotope eines Elements, die unterschiedliche Atommassen haben. Aufgrund ihrer
Streuldnge konnen diese dann voneinander unterschieden werden (Wasserstoff:
-0.374x10™ cm, Deuterium: 0.677x10™2 cm).[**® Dieser Effekt kann durch den gezielten
Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium an spezifischen Stellen im Molekil genutzt
werden, um deren raumliche Lage in der entsprechenden Membran naher zu bestimmen.*4%
1441 Untersuchungen mit spezifisch deuterierten CER zeigten, dass der Austausch am Ende der
Fettsaurekette den groRtmaglichen Nutzen bei Neutronendiffraktionsexperimenten hat.[**®!

Weiterhin kann so durch Kontrastvariation der Komponenten das bereits erwahnte
Phasenproblem umgangen werden. Dies erfolgt durch Austausch oder Mischen von H,O und
D,O im Lésungsmittel bzw. -gemisch.™" 244141 Hierdurch ist zum einen die Beobachtung
von Phasenwechseln bei bestimmten Reflexen mdglich und zum anderen erhdlt man so
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gleichzeitig Informationen zur Wasserverteilung innerhalb der Probe.*3" 1441461 weiter soll in
dieser Arbeit jedoch nicht auf die Theorie und Hintergrinde zur Neutronendiffraktion und
ihrer Anwendung in der Erforschung des SC eingegangen werden. Fir tiefergreifendere
Abhandlungen sei hier beispielsweise auf die Arbeiten von EicHNER™™ und ScHmiTTM]
verwiesen.

1.6.2 Deuterium-Festkdorper-NMR Spektroskopie

Neben der schon genannten Neutronendiffraktion haben andere biophysikalische Methoden
wie Untersuchungen mittels Rontgenstrahlen!®” 17 149150 so\wie die Fourier-Transformations-
Spektroskopiel®®***®!  yund  Raman-Spektroskopiel®****® pei Forschungsarbeiten zum
strukturellen Aufbau des SC einen grofRen Stellenwert. Im Vergleich hierzu spielt die
Festkdrper-NMR Spektroskopie bisher eine eher untergeordnete Rolle, obwohl dieser Technik
in den letzten Jahren bei Untersuchungen zum Aufbau von Biomembranen* immer mehr
Bedeutung zugemessen wird und erste Verdffentlichungen von ABRAHAM und DOWNING zum
SC schon 19917 und 19921 veroffentlicht wurden. Die Grundlagen fur die magnetische
Kernresonanz (Nuclear Magnetic Resonance, kurz NMR) wurden bereits im Jahr 1946 durch
die spateren Nobelpreistrager Felix Bloch und Edward Mills Purcell unabhangig voneinander
entdeckt. Sie ist dadurch die &lteste nukleare Methode mit Anwendung in der
Festkorperphysik.*®  Grundgedanke der Methodik ist, dass durch Anlegen eines
Magnetfeldes die Dipolmomente von Kernen ausgerichtet werden kdnnen, ausgehend vom
ungeordneten Grundzustand. Die so gebildete Magnetisierung kann anschlieend durch
Hochfrequenz beeinflusst werden, wobei die zu wéhlende Frequenz immer kernabhéngig
ist.135 1621 1m Vergleich zu NMR-Spektren von fliissigen bzw. geldsten Proben sind Spektren
von Festkdrpern aufgrund ihrer schlechten Auflosung, bedingt durch die Breite der
Absorptionsbanden, schwerer auszuwerten.?*! Die Breite der Banden ist dabei von
verschiedenen Einflussfaktoren wie der magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung
abhangig, welche sich bei Festkdrpern im Vergleich zu Fliissigkeiten nicht herausmittelt.”!
Zum einen fihrt dies zur Ausbildung unterschiedlicher lokaler Felder und zum anderen zu
einer sehr kurzen Relaxationszeit bedingt durch die starken dipolaren Kopplungen, die gemaf
HEISENBERG-scher Unscharferelation zur Anhebung der Linienbreite fihren.**! Neben der
Dipol-Dipol-Wechselwirkung spielen bei der Linienverbreiterung beispielsweise noch die
Anisotropie der chemischen Verschiebung und Quadrupolwechselwirkungen bei
Quadrupolkernen eine gewichtige Rolle.™®" 2 Dyrch die Kombination verschiedener
Methoden kann jedoch die Auflésung stark verbessert werden und die dadurch erhaltenen
hochauflosenden Festkorperspektren lassen dann Rickschlisse auf strukturelle Informationen
zu, welche zum Beispiel im flussigen Zustand der Probe herausgemittelt werden. Eine
Methode, die haufig zur Verbesserung der Signalqualitat angewendet wird, ist die sogenannte
Magic-Angle-Spinning-Technik (MAS), siehe hierzu auch Abbildung 11.
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Abbildung 11 Aufbau MAS-Experiment nach WINTER et al.**"], bearbeitet durch LANGE

Hierbei wird die Probe im Winkel von 54.73°, dem sogenannten magischen Winkel, zum
Magnetfeld mit einer hohen Geschwindigkeit um die eigene Achse gedreht, wodurch die
Anisotropie der chemischen Verbindung und Teile der dipolaren Kopplungen aufgehoben
werden.!*"! Das so erhaltene Festkorperspektrum ist hinsichtlich der Auflésung mit einem
Flussigspektrum vergleichbar.**” 621 Aufgrund der hohen Rotationsgeschwindigkeit kommt
es im Spektrum jedoch héufig zur Ausbildung sogenannter Rotationsseitenbanden im
kHz-Bereich, diese lassen sich aber durch entsprechende Pulsverfahren unterbinden.™”
Weiterhin ist sowohl die Separierung als auch die Zuordnung der Resonanzlinien aufgrund
der Linienbreite des Festkdrpers und der oftmals hohen Anzahl an Protonen im
Makromolekiil erschwert.™*"! Eine Méglichkeit um hier Abhilfe zu schaffen, ist die selektive
Einflihrung von Kernen mit einer geringen natlrlichen Haufigkeit, wie beispielsweise
Deuterium oder *3C, wodurch gleichzeitig auch das Problem der Uberlappung und Zuordnung
gelost wird.**] Weitere Moglichkeiten zur VergroRerung der Sensitivitat sind zum Beispiel
die Kreuzpolarisation zur Erhéhung der Relaxation und die Verwendung spezieller Pulsfolgen
zur Rickgewinnung von geometrischen Abstandsinformationen ber die dipolare Kopplung,
welche jedoch unter Anwendung der MAS-Technik verloren gehen.™™”!

Aufbauend auf diesen Techniken wurde eine Vielzahl experimenteller Methoden entwickelt,
die mithilfe von Deuterium-Festkdrper-NMR Einblicke in die strukturellen und dynamischen
Prozesse fliissigkristalliner ~Systeme ermoglichen.™ 631%1  Dje 5o entstandenen
Messverfahren vereinen verschiedene Vorteile. Zum einen sind die einzelnen elektronischen
Interaktionen sehr dominant, wodurch die Auswertung des Spektrums samt zugehoriger
Relaxation verhaltnismaRig einfach ist.[**® 1831%] Hierdurch ist beispielsweise die Analyse
von hochkomplexen Membransystemen moglich. Zum anderen sind die quadrupolaren
Kopplungen der Membranlipide im Vergleich zu den bewegungsgemittelten dipolaren
Kopplungen und chemischen Verschiebungen groR, dies ermdglicht wiederum die gezielte
Identifikation und Beobachtung bestimmter Molekiilbereiche.** 3261 Der wohl groRte
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Vorteil jedoch ist, dass die bei Biomaterialien angewandten NMR-Magnetfeldstérken duf3erst
sensibel auf Molekularbewegungen reagieren. In der Festkdrper-NMR-Spektroskopie
entspricht hierdurch die Linienform des jeweiligen Systems den vorherrschenden
Gleichgewichtseigenschaften des Systems auf molekularer Ebene.!*® 183-1%8] Gleichzeitig sind
die dynamischen Eigenschaften durch die verwendeten Relaxationsraten und den damit
verbundenen spektralen Bewegungsdichten zugéanglich. Durch Kombination von Ergebnissen
aus Studien zur Linienform und Relaxation kann so eine Tiefe von Erkenntnissen zur
funktionellen Dynamik samt Gleichgewichtseigenschaften des Systems gewonnen werden,
wie sonst mit keiner anderen biophysikalischen Messmethode.!***) Um solche Informationen
von nicht-kristallinen amorphen oder flussigkristallinen Systemen zu erhalten, bendtigt man
neben einem fur Hochfrequenzleistungsstudien an festkdrperahnlichen Materialien
ausgestattetem NMR-Spektrometer noch speziell deuterierte  Modellverbindungen,
welche den natirlichen Substanzen samt den darin vorkommenden C-H-Bindungen
entsprechen.>7: 167170

Die Aufspaltungen im Festkdrper-NMR Spektrum lassen generell Rickschliusse auf die
Ordnung des Systems zu, da die Kopplungen der einzelnen Bestandteile untereinander
empfindlich auf deren Orientierung und Abstande reagieren.™™*! Gleichzeitig sind iber die
aufgenommenen Relaxationsparameter die Bewegungen der einzelnen Molekile
zuganglich.™*!  Zusatzlich werden bei Deuterium-Festkorper-NMR  Experimenten mit
biologischen Modellen die Relaxationszeiten und Linienform aufgenommen, dies ermoglicht
Riickschliisse auf die Strukturdynamik im System.*! Die Relaxationszeiten lassen mithilfe
mathematischer Modelle Schlussfolgerungen auf die vorherrschenden intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen im System zu.® Die im System vorherrschende
Ordnung wiederum lasst sich anhand der Linienform herleiten.'*® Durch die Deuterierung
der Verbindungen konnen den einzelnen Aufspaltungen bzw. Peaks im aufgenommenen
Spektrum zunéchst die entsprechenden Molekdlstellen oder -bereiche zugeordnet werden.
Unter Berticksichtigung mit entsprechend skalierten Ordnungsparametern fir die Deuterium-
Pake-Dubletts und einer isotropen Linie, welche Typisch fiir CER-Mischungen ist, erfolgt
anschlieBend eine Simulation des jeweils aufgenommenen Spektrums mittels geeigneter
Software.’” 2172 D3 in der Regel mehrere Phasen im System parallel vorliegen und sich im
Spektrum  gegenseitig Uberlagern, wird mittels sogenanntem FIT versucht das
Originalspektrum 1:1 nachzubilden. Basierend auf der Simulation kann dann ein
Ordnungsparameterprofil fur das System erstellt und jedem Kohlenstoffatom ein
Ordnungsparameter zugeordnet werden. Letzterer ist ein MaR fur die Beweglichkeit des
jeweiligen Kohlenstoffatoms im Molekil oder des Molekiils in der Modellmembran. Bei den
verwendeten CER-Systemen erfolgte dies unter Beriicksichtigung eines entsprechenden
Korrekturfaktors, da hier teilweise eine feldinduzierte Orientierung im System beobachtet
wurde.[**% 11 1731 Anhand der simulierten Linienform kann dann der prozentuale Anteil der
jeweils vorkommenden Phasen im System bestimmt werden.®” 29171 |n der nachfolgenden
Abbildung 12 ist die Auswertung noch einmal vereinfacht zusammengefasst.
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1) Typisierung der Deuterium-NMR-Spektren
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Abbildung 12
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Vereinfachte Darstellung zur Auswertung von CER-Festkdrper-NMR-Spektren in Anlehnung an
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2.

Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat die Synthese von spezifisch deuterierten und undeuterierten
Verbindungen flr die Erforschung des Stratum Corneum zum Ziel. Das Hauptaugenmerk
liegt dabei auf folgenden Punkten:

Neben einem deuterierten Isopropylmyristat soll zundchst weiterhin das
Dihydrosphingosins synthetisiert werden (siehe Abschnitt 3.1 und 3.2)

Des Weiteren sollen aus entsprechenden Grundkorpern spezifisch deuterierte und
undeuterierte Fettsduren mit unterschiedlicher Grundstruktur und Kettenlange als
Ausgangsverbindungen fur die spatere Ceramidsynthese dargestellt werden (siehe
Abschnitt 3.3)

Ferner soll ein modulares Synthesekonzept zur Darstellung von unterschiedlichen
Ceramiden des Dihydrosphingosin-, Sphingosin- und Phytosphingosintyps erarbeitet
werden. Schwerpunkte sind hierbei unter anderem die Entwicklung einer Methode zur
Darstellung von perdeuterierten Carbonsduren, die selektive Amidknlpfung der
synthetisierten Fettsdauren mit der jeweiligen Sphingoidbase und die Darstellung von
diastereomerenreinen Ceramiden der Typen CER[ADS], CER[AS] und CER[AP]
(siehe Abschnitt 3.4)

Die entsprechend darzustellenden Verbindungen werden bzw. wurden nachfolgenden
Arbeitsgruppen fur Strukturuntersuchungen an Stratum Corneum Modelmembranen unter
Anwendung von verschiedenen biophysikalischen Messmethoden zur Verfugung gestellt:

Der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Dr. R.H.H. Neubert, Institut fir Pharmazie der
Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg und  Institut  fir angewandte
Dermatopharmazie, Halle fiir verschiedene Neutronen-Diffraktionsuntersuchungen
Der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. G. Brezesinski, Max-Planck-Institute fur
Kolloid- und Grenzflachenforschung, Potsdam fir Untersuchungen mithilfe von
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie und Réntgenstrahlen

Der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. D. Huster, Institut fir Medizinische Physik und
Biophysik der Universitat Leipzig, Leipzig fur Experimente unter Anwendung von
Festkdrper-NMR-Spektroskopie

Ziel dieser Untersuchungen ist es, die Auswirkungen der synthetisierten Ceramide auf den
strukturellen Aufbau der Membranen zu erforschen und so Riickschlisse auf das natirliche
Stratum Corneum zu ermdglichen. Aufgrund der Menge an synthetisierten Ceramiden und
daraus resultierenden Mdoglichkeiten zur Zusammensetzung der Modellmembranen sowie an
Experimenten, kann in dieser Arbeit nur ein sehr kleiner Auszug der Ergebnisse aus den
physikalischen Untersuchungen prasentiert werden. Die umfangliche Beschreibung der
einzelnen Experimente samt ihren Resultaten bleibt daher den durchfiihrenden Personen
vorbehalten.
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3. Synthetisch préaparative Arbeiten
3.1 Synthese des Isopropyl-D,s-myristats

Als Ausgangsverbindung diente der CH-azide Malonsdureester 1 der zun&chst in das
Natriumsalz UGberfuhrt wurde (siehe Abbildung 13). Basierend auf den Erfahrungen der
Arbeitsgruppe wurde fiir die Deprotonierung nicht wie tblich Natriumethanolat sondern NaH
als Base verwendet.!”**® Dije anschlieBende Alkylierung erfolgte mit kommerziell
erhaltlichem perdeuteriertem Bromdodecan 2. Zur Erhéhung der Reaktivitat und der Ausbeute
wurde dem Ansatz hierbei im Sinne einer FINKELSTEIN-Reaktion Tetrabutylammoniumjodid
zugesetzt.""1 Der so erhaltene Dodecylmalonsaureester 3 wurde dann unter Verwendung von
KOH zur freien Dodecylmalonsdaure 4 verseift. Die anschlieBende Decarboxylierung zur
Tetradecansaure 5 erfolgte bei 140 °C und reduziertem Druck. Zur Darstellung des
Myristinséureesters 6 wurde die Sdure 5 zundchst mittels Thionylchlorid in das entsprechende
Saurechlorid Gberfilhrt™” und dann unter Zugabe von Isopropanol sowie Pyridin zum
Myristinséureester 6 umgesetzt. Das zugesetzte Pyridin fungiert als Base zur Bindung der
freigesetzten HCI und verschiebt so das Reaktionsgleichgewicht in Richtung des Produktes 6.

j 0
o p KOH
E—
(8] H;0 : Ethanol 2:1

Pyridin

0O D D D _D_D 0O D D D D _D
/]\ DID[D|D]D _~ Dsoh DID]ID[D]D_
<
(o} 3 HO
DIDIDIDID 2) Isopropanol DIDIDIDID
D D D D D idi D D D D D
6 5
Abbildung 13 Darstellung des deuterierten Isopropylmyristats 6

3.2 Synthese des Dihydrosphingosins

Wie bereits im Kapitel 1.5.1 einleitend erwéhnt, sind die Sphingoidbasen ein elementarer
Bestandteil der Ceramide. Evonik Industries AG (Essen, Deutschland) stellte die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Sphingoidbasen Phytosphingosin (7) und Sphingosin (8) mit der
jeweiligen Kettenldange von 18 Kohlenstoffatomen zur Verfligung. Beide wurden vor
Verwendung in der Synthese mittels Sdulenchromatographie (SCh) gereinigt. Das Sphingosin
(8) wurde weiterhin durch Hydrierung unter Zuhilfenahme von Pd/C (10 %) nach einer
Vorschrift von ZHUKOVA et al. zum Dihydrosphingosin (9) umgesetzt (siehe Abbildung
14).[178]

% OH pyc (10 %), Hy
" ""oH

EtOAc : MeOH 82

Abbildung 14 Darstellung des Dihydrosphingosins (9)
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3.3 Synthese der deuterierten und undeuterierten
Fettsauren

3.3.1 a-Hydroxyfettsduren nach MoRI

Entsprechend Abbildung 15 erfolgte zunéchst die Deuterierung der Sdure 10 unter
Verwendung von Pd/C (10 %), D,O und KOH in einer Hydrierapparatur. Die deuterierten
Séuren 11 und 12 wurden anschlieBend unter Verwendung von konz. H,SO, als Katalysator
und Methanol nach ORGANIKUM in die Sauremethylester 13 und 14 tberfuhrt.l!””1 Methanol
wurde hierbei im Uberschuss eingesetzt, um das Reaktionsgleichgewicht in Richtung der
gebildeten Ester 13 und 14 zu verschieben.*®! Die Synthese der Alkohole 15 und 16 erfolgte
im Anschluss durch Reduktion der Sdureester 13 und 14 mit LiAID,4 anlog der Vorschrift mit
LiAIH: nach ORGANIKUM in abs. Ether.'”Im nachsten Schritt erfolgte dann die
séurekatalysierte Einfihrung der THP-Schutzgruppe nach einer modifizierten Variante von
MivasHiTA et al.'® Im Gegensatz zur Originalvorschrift wurde zum einen DHP im
Uberschuss verwendet und zum anderen die Reaktionszeit erhoht. Die so erhaltenen
geschutzten Alkohole 17 und 18 wurden dann nach einer Vorschrift von SCHWARZ et al. zu
den Bromiden 19 und 20 umgesetzt.™® Hierfir wurde zunachst in CH,Cl, geldstes
elementares Brom zu einer Losung aus Triphenylphosphin in CH,Cl, getropft. Das so
gebildete Triphenylphosphoniumdibromid ist ein sehr gut geeignetes Reagenz fur die
Substitution der THP-Schutzgruppe gegen Brom unter neutralen Bedingungen.®? Die
Schwarzfarbung des Ansatzes resultiert aus der Anwesenheit von Sauerstoff und hat keinen
negativen Einfluss auf die Ausbeute.

3.4-Dihydro-

Pd/C (10 %), 2H.pyran,
“OTRI KOH “O\n/ R:  mys0. O Ry pam, R PPTS PPhs, Bry R
_— —— T — wh — R—> p-
O D20 O MeOD 0 Ether CHCL 0~ o ¢ cHiCh
10 11,12 13,14 15,16 17,18 19,20
10: R;=-(CH,),,-CH; 11, 14: R, = -(CDy);-CD; 15,17, 19:Ry;=-(CD,);5-CD,
12,13: Ry=~(CD,),+CD, 16, 18, 20: Ry=-(CD)),,-CD;

Abbildung 15 Umsetzung der Sduren 11 und 12 in die Bromalkane 19 und 20

Fur die Alkylierung des Acetamidmalonsdureesters 21 mit dem Bromid 19 oder 20 wurde
dieser zundchst unter Zuhilfenahme von Natriumethanolat am a-aciden Proton deprotoniert
und in das entsprechende Natriumsalz Uberfiihrt. Nach Zugabe des entsprechenden
Alkylbromids 19 oder 20 wurde der Ansatz unter Ruckfluss erhitzt. Im Vergleich zur
Originalvorschrift von MoRri und FUNAKI wurde die Reaktionszeit aufgrund der erhdhten
Kettenldnge verlangert.l'®*3 Die Verseifung der Ethylreste sowie Saureamidbindung der
alkylierten Malons&urederivate 22 und 23 kann unter sauren und alkalischen Bedingungen
erfolgen. Wie jedoch bereits durch SONNENBERGER beschrieben, hétte eine Verseifung mit
KOH nur unzureichende Ergebnisse geliefert.l'’™ Hintergrund ist die geringe Spaltung der
Amidbindung unter alkalischen Bedingungen, entsprechende Beobachtungen finden sich auch
in der Literatur.l'™® Eine Hydrolyse in konz. HCI, wie bereits in einer alteren Arbeit
erfolgt™® oder in verdiinnter HCI nach Mor1 und FUNAKI®® wurde aufgrund der schlechten
Loslichkeit von langkettigen Verbindungen und daraus resultierenden geringen Ausbeuten
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ebenfalls nicht in Betracht gezogen. Eine gangige Methode, um dieses Problem zu umgehen,
ist die Verwendung eines Gemisches bestehend aus konz. HCI und DMF im
Volumenverhaltnis von 9:1.1%% wahrend des Erhitzens unter Riickfluss kommt es neben
der Verseifung zur gleichzeitigen Decarboxylierung der Intermediate. Die Fallung der in
diesem Milieu als Hydrochlorid vorliegenden Aminosauren 24 und 25 erfolgte durch Zugabe
von NHazy. Die anschlieRende Umsetzung der Aminosauren 24 und 25 in die
a-Hydroxyfettsdauren 26 und 27 fand unter Verwendung von salpetriger Sdure statt. Letztere
muss aufgrund ihrer Unbestandigkeit in situ gebildet werden.!*”" 17 18 Hierfiir wurden die
Aminosauren 24 und 25 zundchst in 2N D,SO, suspendiert und anschlielfend unter Zugabe
von in D,0 geléstem NaNO; in die entsprechenden a-Hydroxyfettsduren 26 und 27 Gberflhrt
(siehe Abbildung 16).

—, 0 OH OH OH

NaNO,
R o 1] NaOEt /EtOH HO Dy 504 D504 /0 KoH HO
B! + NH R, Rj — 3 Rj — 3 R,
)=0 2) HCI / DMF EtOH MeOD 0 EtOH 0
19,20 21 24,25 26,27 18,29 26,27
19, 24,26,28: R,=-(CD,),5-CD, 20,25,27,29: R,= -(CD,),,-CD,

Abbildung 16 Umsetzung der Bromalkane 19 und 20 in die a-Hydroxyfettsduren 26 und 27

Entgegen der von MoRI und FUNAKI gewéhlten Reaktionsbedingungen, Ruhren fiir 2 h bei
80 °C gefolgt von weiteren 18 h bei RT!®! wurde der Ansatz die komplette Zeit tiber bei
80 °C geruhrt. MoRrI und FUNAKI begriinden die gewéhlten Bedingungen mit einer verstarkten
Racemisierung bei hoheren Temperaturen."®! Dies war jedoch fur die weitere
Synthesestrategie nicht von Bedeutung, da die Trennung erst spater auf Stufe der
diastereomeren DL-CER mittels SCh erfolgte. Flr eine ausfihrlichere Erléuterung zu dieser
Thematik sei an dieser Stelle auf Abschnitt 3.4.4 verwiesen. Eine Reinigung der
a-Hydroxyfettsduren 26 und 27 mittels SCh sowie durch Umkristallisation nach Mor1 und
FUNAKI waren nicht erfolgreich. Auch der Versuch eine als Rohprodukt vorliegende
a-Hydroxyfettsaure direkt mittels PyBOP® zum entsprechenden CER umzusetzen und die
Reinigung auf dieser Stufe mittels SCh unter Verwendung eines CHCI;:MeOH-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhdhung scheiterten in einer vorangegangenen Arbeit.l***! Die
Synthesestrategie musste daher entsprechend MoRrI und FUNAKI angepasst werden und die
Sauren zundchst in die Methylester (iberfihrt werden.™®! Abweichend von der
Originalvorschrift erfolgte die Synthese der Methylester 28 und 29 durch Umsetzung der
a-Hydroxyfettsauren 26 und 27 in MeOD und konz. D,SO4 nach OrcaNikum.’ Nach
Reinigung der Methylester 28 und 29 mittels SCh, wurden diese anschlieBend durch
alkalische Verseifung mit KOH in die Sduren 26 und 27 (berfiihrt und im Anschluss durch
Umkristallisation gereinigt.
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3.3.2 30-{[(10RS)-D33-10-Methylhexadecanoyl]oxy}triacontan-
saure

Die Synthese der verzweigten Saure 30 erfolgte gemaB SONNENBERGER et al.*®! und die des
Diols 33 aus entsprechenden Alkylbromiden durch Grignard Kupplung nach
DRESCHER et al.'®Y!, beide Verbindungen wurden durch Herrn Dr. Stefan Sonnenberger fir
diese Arbeit zur Verfugung gestellt.

Die Sdure 30 wurde zunéchst entsprechend Abbildung 17 unter Verwendung von
Pd/C (10 %), D,O sowie KOH in einer Hydrierapparatur zur deuterierten Sdure 31 umgesetzt
und dann entsprechend ORGANIKUM mit Thionylchlorid in das Saurechlorid 32 tberfihrt.""!
Die anschlieBende Veresterung des Diols 33 erfolgte entsprechend der von SUg beschriebenen
Methode.™ Hinderlich fiir die Umsetzung zum Monoester erwies sich die schlechte
Loslichkeit des Diols 33 in CHCI;. Um dennoch entsprechende Ausbeuten zu generieren,
erfolgte die Veresterung nach Sug in siedendem CHCI3 mit dreifachem Uberschuss an Diol 33
im Stoffmengenverhéltnis zum Saurechlorid 32, welches langsam zum Ansatz getropft

wurde.[%

1) PdC (10%), KOH
/W\T/\/\/\/\)k( H WWW
] $S0Cl

l 1.30-Triacontandiol (33)

CHCI;

0]

{/\}\)J\ €05, 10 NES0:
0 OH e—

28 Aceton: CHCl; 1:1.8

Abbildung 17 Synthese der Methylhexadecanoyltriacontanséure 35 ausgehend von der Methylhexadecansaure 30

Neben der verbesserten Loslichkeit konnte so auch eine Bisveresterung des Diols 33
weitestgehend ausgeschlossen und so auf die vorherige Einfuhrung einer Schutzgruppe
verzichtet werden. Uberschiissiges Diol 33 wurde im Nachhinein durch Umkristallisation
zuruckgewonnen. Entgegen ENGELBRECHT et al. erfolgte die AnschlieRende Oxidation des
Hydroxyesters 34 zum Saureester 35 nicht mit Pyridiniumdichromat™®! sondern durch JonEs-
Oxidation mit CrOz® ¥ 1% Zwar wurde Pyridiniumdichromat schon erfolgreich in der
Arbeitsgruppe fiir die Oxidation langkettiger Alkohole zu Carbonsduren eingesetzt™?® 94,
jedoch beobachtete SONNENBERGER bei seinen Synthesen eine Abspaltung von
CH,-Gruppen.™'™ Die JonEs-Oxidation ist eine gangige Methode im Labor fiir die Oxidation
von Alkoholen zu Carbonsauren™® wird jedoch aufgrund ihrer geringen Atomdkonomie
selten in grofdtechnischen Anlagen verwendet. Aufgrund der Kettenldnge des Hydroxyesters
34 und hieraus resultierenden Loslichkeitsproblemen, erfolgte die Oxidation wie bei
SONNENBERGER et al. in einer modifizierten Variante der Jones-Oxidation.**”! Anstatt reinem
Aceton wurde ein Gemisch bestehend aus Aceton und CHCI; verwendet, um den
Hydroxyester 34 in L6ésung zu bringen. Der geloste Hydroxyester 34 konnte dann zum
JONES-Reagenz getropft werden, um den entsprechenden Sdureester 35 zu erhalten. Im
ESI-MS-Spektrum wurden keine Peaks gefunden, die auf eine Abspaltung von CH,-Gruppen
hinwiesen.
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3.3.3 30-Linoleoyloxytriacontansaure und 30,30-D,-30-
Linoleoyloxytriacontansaure

Wie bereits einleitend im Abschnitt 1.5.2 erwéhnt, konnte bis heute nicht abschlieRend geklart
werden, ob die LPP im SC existiert oder ob es sich hierbei um ein experimentelles Fragment
handelt. Die Ausbildung der LPP wird in der Literatur hauptséchlich den CER zugeschrieben,
welche eine veresterte w-Hydroxyfettsdure als Fettsdure enthalten. In der Arbeitsgruppe
wurden fur vorangegangene Experimente zur Existenz der LPP bisher methylverzweigte CER
vom Typ CER[MEOP] und CER[MEOS] eingesetzt!*??": %% dije ein hnliches thermotropes
Phasenverhalten wie die naturlichen CER aufweisen und ebenfalls die Ausbildung einer
aquivalenten Lipiddoppelschicht bewirken®®. Aufgrund vereinzelter Kritik, welche die
Ergebnisse auf die verwendeten Modellverbindungen zurlickfuhren, sollten statt der
Modellverbindungen in weiteren Experimenten natirlich vorkommende CER bzw. die
veresterte w-Hydroxyfettsaure mit und ohne spezifische Deuterierung verwendet werden. Als
geeignete Position fiir die Deuterierung wurde das o-Kohlenstoff der veresterten
o-Hydroxyfettsdure bestimmt. Es wurde sich zun&chst gegen eine Deuterierung der
Linolsdure bzw. der jeweiligen Sphingoidbase entschieden. Die ausgearbeitete
Synthesestrategie basiert auf den Erfahrungen der Arbeitsgruppe aus der Darstellung der
methylverzweigten Modellverbindungen. Die entsprechend undeuterierte 36 bzw. deuterierte
37 Linoleoyloxytriacontansédure sollte aus einem Brombenzylether 38 und undeuterierten 39
bzw. deuterierten 40 Brommethoxymethylether als Grundbausteine aufgebaut werden. Eine
Ubersicht zur Synthesestrategie fir die einzelnen Grundkorper ist in Abbildung 18 gegeben.
Nach erfolgter GRIGNARD-Kupplung sollten die dann entsprechend geschiitzten
o-Hydroxyfettsauren 41 und 42 mit Linolsdure (43) verestert werden.
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Abbildung 18 Syntheseschema zur Darstellung der Grundkdrper 38, 39 und 40 ausgehend vom Lacton 44

Eine gilnstige und kommerziell verfugbare Ausgangsverbindung fir die jeweiligen
Grundbausteine war das Lacton 44, welches fur die Synthese des Brombenzylethers 38
zuné&chst durch 24 stiindiges Erhitzen in Methanol unter Zusatz von katalytischen Mengen an
p-Toluolsulfonsaure in den Hydroxysauremethylester 45 (iberfiihrt wurde!*®®. Die
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anschlieBende Einfihrung der THP-Schutzgruppe an die freie OH-Gruppe erfolgte dann
entsprechend etablierter Methode mit DHP in CH,Cl, und PyrTos in Anlehnung an
MiyasHITA et al.['®) Die Reduktion der Estergruppe des so erhaltenen THP-Esters 46 erfolgte
anschlieRend in abs. Ether mit LiAIH,*™, hierbei war auf die strikte Abwesenheit von
Wasser zu achten®® ¥ Aufgrund der saurelabilen THP-Schutzgruppe durfte der Ansatz
entgegen der Literatur auch nicht sauer aufgearbeitet™" %! sondern das gebildete Al(OH);
lediglich mittels Buichnertrichter abgetrennt werden. Fir die nun beabsichtigte Einfiihrung der
PMB-Schutzgruppe waren die Bedingungen so zu wahlen, dass eine gleichzeitige Abspaltung
der THP-Schutzgruppe des THP-Ethers 47 vermieden wird. Zur Deprotonierung der freien
OH-Gruppe des THP-Ethers 47 wurde dieser daher zundchst mit NaH in abs. Toluol fiir 24 h
bei 50 °C geriihrt. Durch anschlieRende Zugabe von p-Methoxybenzylchlorid zum Ansatz
erfolgte die Synthese des Ether-Acetals 48.1%1 Mehrere Versuche das Ether-Acetal 48
mithilfe von Triphenylphosphindibromid unter Austausch des Tetrahydropyranylrestes nach
ScHwARz et al. in den Bromether 38 zu iiberfiihren scheiterten.'®! Zwar wurde eine
Umsetzung nachgewiesen, jedoch erfolgte teilweise parallel eine Substitution des
Tetrahydropyranyl- und des Benzylrestes gegen Brom. Das so gebildete
1,15-Dibrompentadecan  konnte dunnschichtchromatographisch in  grofReren Mengen
nachgewiesen werden. Da eine chromatographische Abtrennung des Monobromids 38 von
diesem erfolglos war, wurde dieser Syntheseweg nicht weiter verfolgt und nach einer anderen
Mdoglichkeit zur Synthese des Bromethers 38 gesucht. Erneut ausgehend vom Lacton 44
wurde zunachst durch Reduktion mit LiAlH, in abs. THF das Diol 49 synthetisiert™’",
welches durch zweimalige Umkristallisation aus Essigester und Heptan gereinigt wurde. Die
Reduktion gelingt nur mit geringer Ausbeute. Ursachlich hierflr ist die schlechte Loslichkeit
des Diols 49, welches viel Ausgangsprodukt einschliet. Wie bereits bei der Synthese des
Ether-Acetals 48 aus dem THP-Ether 47 erfolgte die Deprotonierung der
OH-Gruppe durch NaH, aufgrund der Loslichkeit des Diols 49 allerdings in abs. DMF und
nicht in abs. Toluol. Die anschlielende Einfihrung der Schutzgruppe zur Darstellung des
Monobenzylethers 50 erfolge dann durch Zugabe von p-Methoxybenzylchlorid.l'%%°! Die
geringe Ausbeute an Monobenzylether 50 ist auf die zeitgleich nicht unerhebliche Bildung
von Dibenzylether zuruickzufiihren, welcher jedoch mittels SCh abgetrennt werden konnte.
Weiterhin wurde der Monobenzylether 50 aus dem Ether-Acetal 48 durch Erhitzen unter
Riickfluss in Methanol und gleichzeitiger Katalyse von PyrTos gewonnen.!**% Aufgrund der
guten Loslichkeit des Monobenzylethers 50 in MeOH wurde der Ansatz nach Abkihlung auf
RT bis zur Trockne eingeengt und dann durch SCh gereinigt. Die Darstellung des Bromethers
38 aus dem Monobenzylether 50 erfolgte nach einer, durch DRESCHER modifizierten!?”,
Vorschrift von Mori et al.?®™ Die freie OH-Gruppe des Monobenzylethers 50 wurde
zuné&chst unter Verwendung von Methansulfonsiurechlorid und TEA in CHCI3 bei 0 °C und
anschlielendem Rihren bei RT verestert. Nach Aufarbeitung des Ansatzes und Einengung bis
zur Trockne wurde das erhaltene Sulfonat 51 direkt weiter mit LiBr in Aceton und Erhitzen
unter Ruickfluss in den Bromether 38 tberfiihrt.

Ausgangsverbindung fur die Synthese der Brommethoxymethylether 39 und 40 war
wiederum das Lacton 44, welches zundchst mit KOH im Stoffmengenverhéltnis von
1.5kon: 144 alkalisch in einem Gemisch aus Ethanolicn und H>O im Volumenverhéltnis von 8:2
bei RT verseift wurde.*””? Nach Ansauern mit verdiinnter HCI und Abkuhlen des Ansatzes
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auf 0 °C wurde die ausgefallene Hydroxysaure 52 abgetrennt, mit H,O neutral gewaschen und
im Exsikkator tber P,Os fur 24 h getrocknet. Die Hydroxysaure 52 wurde dann ohne weitere
Reinigung in HBrsgy sowie Acetanhydrid fur 20 h unter Ruckfluss erhitzt und in die
Bromsaure 53 tberfuhrt.2°2 Zur Steigerung der Ausbeute wurde dem Ansatz in regelmaRigen
Abstanden frische HBragy, zugefuhrt. Eine urspriinglich geplante direkte Umsetzung des
Lacton 44 mit HBr4gy zur Synthese der Bromsaure 53 brachte keinen Erfolg.1?®? Zwar konnte
eine Umsetzung mittels Dunnschichtchromatographie (DC) beobachtet werden, jedoch war
eine Trennung der Reaktionsprodukte nicht mdglich. Die nachfolgende Veresterung der
Bromsaure 53 zur Darstellung des Bromesters 54 erfolgte durch Erhitzen unter Ruckfluss in
CHCI3 und MeOH im Volumenverhéltnis von 9:1 am Wasserabscheider unter Katalyse von
konz. H,SO.M"" Nachdem keine Abscheidung von H,O mehr zu beobachten war, wurde
durch Waschen die Reste an MeOH und H,SO, entfernt. Die Reinigung des Bromesters 54
durch SCh erwies sich fir die nachfolgende Reduktion mittels LiAIH, bzw. LiAID, in abs.
Ether bei -5 bis 0 °C zur Darstellung der Bromalkohole 55 und 56 als sehr dienlich!?®®!, da so
eine gute bis sehr gute Umsetzung erreicht werden konnte. Weiterhin erwies sich die
Verwendung des Reduktionsmittels im Uberschuss als vorteilhaft fir die Ausbeute.'”” Bei
der Reduktion ist die Temperatur von 0°C nicht zu Uberschreiten, um eine reduktive
Bromabspaltung maoglichst zu vermeiden. Vorteilhaft an der gewéhlten Variante des Einbaus
von Deuterium beim Bromalkohol 56 ist ihre Irreversibilitat aufgrund der Verwendung des
komplexen Metallhydrids fir die Reduktion der Estergruppe.?® Die Einfuhrung der MOM-
Schutzgruppe zur Synthese der Brommethoxymethylether 39 und 40 erfolgte jeweils durch
Losen der Bromalkohole 55 und 56 in Dimethoxymethan und Rihren fir 48 h bei RT in
Gegenwart von p-Toluolsulfonsdure und LiBr.!2%52%!
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Abbildung 19 Syntheseschema zur Darstellung der Linoleoyloxytriacontanséuretrichlorethylester 65 und 66
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Der Aufbau der langkettigen Diether 57 und 58 erfolgte anschlieRend aus dem Bromether 38
und Brommethoxymethylether 39 bzw. 40 durch eine kupferkatalysierte Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Kupplung nach GRIGNARD, die so bereits erfolgreich in der Arbeitsgruppe
angewandt wurde.** 272! Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche GRIGNARD-Kupplung
ist neben der Wahl des Ldsungsmittels auch die strikte Abwesenheit von H,O bis zum
Abbruch der Reaktion, da die aufgrund ihrer hohen Basizitat in situ gebildeten
magnesiumorganischen Verbindungen mit jedweder Protonenquelle reagieren und so
verbraucht werden.’®® 18 Zunachst wurden die Brommethoxymethylether 39 bzw. 40 in abs.
THF gel6st und unter Argonatmosphédre zu Mg-Spanen getropft, wahrenddessen konnte ein
Anstieg der Temperatur beobachtet werden. Nach erfolgter Zugabe wurde der Ansatz fiir 2 h
bei 50 °C gerlhrt und dann inert vom Uberschissigen Magnesium abdekantiert. Im Anschluss
wurde bei -5 °C der in abs. THF geloste Bromether 38 und eine frisch hergestellte 0.1 M
Katalysatorlosung aus Dilithiumtetrachlorocuprat (I1) in abs. THF zum jeweiligen Ansatz
gegeben. Nach mehrstiindigem Rihren bei 0 °C wurde die Reaktion durch Zugabe geséttigter
Ammoniumchloridlésung gestoppt. Aus den NMR-Spektren der Diether 57 und 58 war
ersichtlich, dass noch Nebenprodukte aus der GRIGNARD-Kupplung nach erfolgter Reinigung
mittels SCh enthalten waren. Sowohl die Diether 57 und 58 als auch die Verunreinigungen
zeigten jedoch ein ahnliches dunnschichtchromatographisches Laufverhalten, weshalb sich
gegen eine erneute Reinigung mittels SCh auf dieser Stufe entschieden wurde. Stattdessen
sollten die Nebenprodukte erst auf der nachfolgenden Stufe abgetrennt werden. Die
Abspaltung der PMB-Schutzgruppe zur Synthese der langkettigen Alkohole 59 und 60
erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von HoRITA et al. mit DDQ in CHCI3 unter Zugabe
von H,O bei RT.2% Bei der Aufarbeitung nach Originalvorschrift nur mit ges. NaHCOs-
Losung wurden lediglich geringe Ausbeuten erzielt, sodass abweichend hiervon neben der
Losung auch festes NaHCO3 zugesetzt wurde. Zusatzlich erfolgte eine mehrfache Extraktion
des Ansatzes mit CH,Cl,, nach entsprechender Reinigung mittels SCh wurden dadurch sehr
gute Ausbeuten erreicht. Die anschlieBende Oxidation der Alkohole 59 und 60 zur
Darstellung der langkettigen Carbonsédureacetale 61 und 62 konnte aufgrund der gewéhlten
Schutzgruppenstrategie nicht nach etablierter Methode mit CrO; und H,SO, realisiert
werden™ sondern musste unter Verwendung von Pyridiniumdichromat in einem Gemisch
aus CHCl; und DMF im Volumenverhaltnis von 1:1 erfolgen.!?® 19 2 pije yon
SONNENBERGER beschriebene Abspaltung von CH,-Gruppen wurde nicht beobachtet.'™ Die
Reinigung mittels SCh erfolgte bei dem Carbonsdureacetal 61 unter Verwendung eines
CHCl3:Methanol-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung. Aufgrund verunreinigter
Fraktionen musste hier jedoch ein zweites Mal chromatographiert werden. Um dies bei dem
Carbonsédureacetal 62 zu umgehen wurde hier mit einem Heptan:CHCI;:Ether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhohung chromatographiert, verunreinigte Fraktionen traten hier
nicht auf. Dem jeweiligen Eluenten wurde TEA zugesetzt, um eine Abspaltung der
MOM-Schutzgruppe wahrend der Chromatographie zu verhindern. Trotz anschlielender
Lagerung des Carbonsédureacetals 62 im Exsikkator tiber P,Os konnte nicht sémtliches TEA
entfernt werden, welches jedoch bei der nachfolgenden Einfihrung der Trichlorethyl-
Schutzgruppe nicht weiter storte. Hierfir wurden die Carbonsdureacetale 61 und 62 zundchst
in abs. CHCIs;, Pyridin und Trichlorethanol unter Argonatmosphére vorgelegt. Die
anschlief’ende Bildung der Ester 63 und 64 erfolgte nach Zugabe von DCC durch Riihren bei
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RT, eine Abspaltung der MOM-Schutzgruppe wurde hierbei nicht beobachtet.*? Die
NMR-Spektren des Esters 63 zeigten noch Spuren von Verunreinigungen nach der SCh,
sodass die Erhohung der Polaritat des Eluenten bei der Chromatographie des Esters 64 in
kleineren Schritten erfolgte. Die Darstellung der geschiitzten m-Hydroxyfettsauren 41 und 42
erfolgte dann aus den Estern 63 und 64 durch Erhitzen unter Rickfluss in tert-Butanol fir
24 h und Katalyse von PyrTos mit sehr guten Ausbeuten.’”*®! Die Synthese der Linoleoylester
65 und 66 erfolgte nach der Vorschrift von ZERKOWSKI et al. mit DCC unter Katalyse von
DMAP.?* Hierfiir wurden unter Argonatmosphare die jeweiligen o-Hydroxyfettsaureester
41 und 42 mit der Linolsdure (43) und DCC im Stoffmengenverhéltnis von 1:1.5:1.5 in abs.
Toluol fiir 10 h bei RT gertihrt.?* Aufgrund der schlechten Ausbeuten bei dieser Umsetzung
wurde fir die Synthese des Linoleoylesters 66 ein weiterer Ansatz verfolgt. Zunéchst wurden
die Linolsdure 43 sowie DCC in abs. Toluol und unter Argonatmosphéare fiir 2 h bei RT zur
Bildung des Anhydrids gerlhrt, anschlieend erfolgte die Zugabe von weiterem DCC, dem
Hydroxysaureester 42 sowie DMAP.?®] Nach Riihren fir 12 h bei RT wurde der Ansatz bis
zur Trockne eingeengt und dann gereinigt. Auf diesem Wege konnte eine signifikant héhere
Ausbeute als beim Ansatz nach ZErRkowskI et al. erzielt werden. [

In der Literatur sind verschiedene Wege flr die Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe
beschrieben, h&ufig erfolgt dies unter Verwendung von Zinkstaub in Kombination mit
verschiedenen  Salzen.'®28]  Ein  erster  Versuch  zur  Abspaltung  der
Trichlorethylschutzgruppe fiir die Darstellung der Linoleoylsdure 36 aus dem Ester 65
erfolgte daher nach einer Vorschrift von JusT und GROZINGER unter Verwendung von
Zinkstaub und KH,PO,-Losung in  THF.®! In  einer Testreaktion mit einer
Modellverbindung, wo die Kettenldnge der Czo-Hydroxyséure des Esters 65 auf Cys reduziert
war, erwies sich die Methode aufgrund der erzielten Ausbeute und gleichzeitigen Erhalt der
beiden Doppelbindungen als geeignet fir die Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe.
Trotz  12-stindigen  Rihrens bei RT  wurde jedoch  beim  Ester 65
dinnschichtchromatographisch keine Umsetzung beobachtet, auch bei der Untersuchung des
Rohproduktes mittels ESI-MS wurde kein Peak der Saure 36 gefunden.
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Abbildung 20 Umsetzung der geschitzten Sduren 65 und 66 in die freien S&uren 36 und 37 bzw. zum CER[EOS]-D, 67
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Da die Methode nach JusT und GROZINGER jedoch wie bereits erwéhnt in den Vorversuchen
gut funktionierte, wurde die urspriingliche Methode flr einen zweiten Versuch wie folgt
modifiziert: fir eine bessere Durchmischung wurde der Ansatz nun geschittelt und nicht
gertihrt sowie Zinkstaubag.go nm anstatt Zinkstaub<io ym verwendet. Eine Umsetzung wurde hier
sowohl mittels DC als auch bei der Untersuchung des Rohproduktes durch ESI-MS
beobachtet. Das Rohprodukt wurde daraufhin mittels SCh gereinigt, jedoch konnte keine freie
Saure 36 isoliert werden. Dies lag wahrscheinlich an der geringen Menge an zu reinigender
Substanz. Aufgrund der gescheiterten Ansatze wurde fir die Darstellung der Saure 37 aus
dem Ester 66 nach einer Alternative gesucht. In der Literatur finden sich neben den bereits
erwéhnten Methoden mit Zink weitere Ansatze, wie beispielsweise Selen in Kombination mit
NaBH;**!, die Kombination aus Indium und NH,CI®*%  Natriumtellurit®®! oder
Samariumdijodid???. Aufgrund der einfachen Reaktionsbedingungen und angegebenen
quantitativen Ausbeute wurde sich fiir die Variante mit Samariumdijodid entschieden.???
Unter Argonatmosphare wurde der Ester 66 bei 0°C in THF vorgelegt und mit der
Samariumdijodidldsung versetzt, nach Ruhren fur 2 h bei 35 °C erfolgte dann ein Abbruch
der Reaktion durch Zugabe von H,0. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei RT geruhrt und unter
Verwendung einer NH4Cl-sowie Na,S,03-Losung aufgearbeitet. Zwar wurde eine nahezu
quantitative Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe dinnschichtchromatographisch und
mittels ESI-MS beobachtet, jedoch fiihrten die gewahlten Reaktionsbedingungen zu einer
teilweisen Hydrierung der Linolsdure. Ursachlich hierflr ist die Aufarbeitung ber Nacht
unter Zugabe von H,O, da Samariumdijodid in Anwesenheit von Letzterem zur Hydrierung
von Doppelbindungen fuhrt!??®!. Auf eine Reinigung des Rohproduktes mittels SCh wurde
verzichtet. Da auch dieser Ansatz nicht erfolgreich war und aufgrund der begrenzten
Restmenge an verfugbaren Ester 66 wurde sich gegen einen weiteren Versuch unter neuen
Reaktionsbedingungen entschieden. Stattdessen sollte erneut auf den modifizierten
Versuchsaufbau nach JusT und GROZINGER mit Zink zuriickgegriffen werden?®!, da hier eine
entsprechende Umsetzung beobachtet wurde und scheinbar nur die Reinigung mittels SCh
nicht  erfolgreich war. Um eine moglichst quantitative  Abspaltung  der
Trichlorethylschutzgruppe zu erreichen wurde der Versuchsaufbau dahingehend Uberarbeitet,
dass die Reaktionszeit auf 36 h erhoht und nach 24 h der Ansatz erneut mit Zinkstaubaso-o nm
sowie KH,PO,4-Losung versetzt wurde. Eine regelméRige Kontrolle des Reaktionsverlaufes
mittels DC zeigte nach 36 h keine weitere Verdnderung mehr an. Durch Filtration wurde der
Zinkstaub abgetrennt und der Filterriickstand noch mehrfach mit CHCI3 gespult. Nach
entsprechender Aufarbeitung wurde das Rohprodukt der Saure 37 fiir 24 h im Exsikkator Giber
P,Os getrocknet. Bei der anschlieBenden Untersuchung mittels ESI-MS wurde nur noch der
Peak der Saure 37 gefunden. Um erneut Verluste bei der Reinigung der Sdure 37 mittels SCh
zu vermeiden, wurde diese direkt ohne weitere Reinigung unter Verwendung von PyBOP®
und Sphingosin 8 nach etablierter Methode zum CER[EOS]-D, 67 umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde zunéchst mittels ESI-MS untersucht, ein entsprechender Peak fir das
CER[EOS]-D, 67 wurde im Spektrum gefunden. Bei der nachfolgenden Reinigung mittels
SCh konnte erneut kein Produkt isoliert werden, was wahrscheinlich erneut an der zu
geringen Substanzmenge lag.

In den bereits angesprochenen Vorversuchen, welche nicht Gegenstand dieser Arbeit sind,
wurde die in diesem Abschnitt vorgestellte Synthesestrategie in Teilen an verschiedenen
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Modellkorpern erprobt. Die Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe mittels Zinkstaub und
KH,PO,4-Losung nach JusT und GROZINGER wurde beispielsweise zunédchst an einem zu 65
analogen Modellkdrper, wo die Cso-Kette gegen eine Cys-Kette ausgetauscht war, getestet.**°!
In diesem Experiment wurde eine hohe Ausbeute an freier Sdure erreicht. Mit der Kettenlange
einhergehende Loslichkeitsprobleme, ein haufiger Grund flr schlechte Ausbeuten, wurden so
wéhrend der Ansatze mit den Linoleoylestern 65 und 66 nicht beobachtet. Mdgliche Ursachen
fir die geringen Ausbeuten konnten beispielsweise eine durch Sauerstoff aus der Luft
verursachte Passivierung des Zinkstaubs, eine aufgrund der erhdhten Kettenldnge stark
verringerte Reaktivitdt in Kombination mit einer zu geringen Reaktionszeit oder aber eine zu
schlechte Durchmischung von Zinkstaub, KH,PO,4-Ldsung und THF-Phase sein. Um dennoch
eine entsprechend hohe Ausbeute an freier Sdure 36 oder 37 zu erreichen, kdnnte der
Zinkstaubag-s0 nm zundchst mit konz. HCI behandelt werden und die Reaktion im Anschluss in
einem Ultraschallbad erfolgen.”® Aufgrund von Zeitproblemen und Mangel an Substanz
konnte ein entsprechender Versuch jedoch nicht mehr durchgefiihrt werden.

3.4 Synthesekonzept der Ceramide
3.4.1 Perdeuterierte Fettsauren

Deuterium, welches mit einer Haufigkeit von 10™:1 im natiirlichen Wasserstoff vorkommt
und im Vergleich zu diesem ein zusétzliches Neutron im Atomkern besitzt™"® wurde 1931
vom spateren Nobelpreistrager Harold Clayton Urey und seinen Kollegen Ferdinand
Brickwedde sowie George Murphy entdeckt. Die molare Masse von Deuterium ist mit
2.014 g/mol fast doppelt so hoch wie die von Wasserstoff mit 1.008 g/mol. Dieser Umstand
wird bei einer Vielzahl unterschiedlicher Anwendungen ausgenutzt. Verbindungen mit
Deuteriumlabel haben beispielsweise eine groRe Bedeutung bei der Erforschung neuer
Arzneimittel,  der  Entwicklung  von  quantitativen  Analysemethoden  zum
Arzneimittelmetabolismus durch Massenspektrometrie sowie bei Untersuchungen von
Reaktionsmechanismen und -kinetiken.?®?%®! \weitere Anwendungen finden sich in
verschiedenen physikalisch-chemischen Messmethoden, als Beispiele seien hier Festkdrper-
NMR, Roéntgen- und Neutronenstreuuntersuchungen genannt.[137]

In der Arbeitsgruppe wurden bisher hauptsachlich CER mit einer spezifischen Deuterierung in
Form einer endstandigen CD3-Gruppe fir Neutronenstreuldnge- und Réntgenuntersuchungen
zum Aufbau der SC synthetisiert. Grundlage war hier zumeist die dreistufige Reduktion einer
Estergruppe in Anlehnung an eine Vorschrift von TuLLOoCH unter Verwendung von
LiAID,?*" welche je nach Bedarf modifiziert wurde. In dieser Arbeit wird aus Platzgriinden
nicht weiter auf die theoretischen Hintergriinde zu diesem Verfahren eingegangen, sondern an
dieser Stelle lediglich auf eine Auswahl entsprechender Arbeiten verwiesen. !> 185 1941

Wie bereits einleitend unter 1.6.2 erwéhnt, werden fir Untersuchungen von Biomembranen
durch Deuterium-Festkérper-NMR entsprechend perdeuterierte CER ben6tigt. Denkbar ist
hier entweder die Deuterierung einer oder beider Seitenketten des CERs. In der Literatur gibt
es zahlreiche Strategien fur die Darstellung von Sphingoidbasen®®2%  welche nach
entsprechender Modifikation auch die Synthese von deuterierten Aminoalkoholen ermdéglicht
hatten. Aufgrund des hohen synthetischen Aufwandes wurde dieser Ansatz allerdings nicht
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weiter verfolgt. Bei den Carbonsduren gibt es zwar kommerziell verfiighbare Verbindungen,
jedoch sind diese sehr teuer und auch nur in einer begrenzten Auswahl verfligbar. Ein
Schwerpunkt dieser Arbeit war daher die Weiterentwicklung und Variation bestehender
Methoden zur Darstellung perdeuterierter Carbonsdauren. Neben einem Gehalt von >95 %
Deuterium im Molekil sollte die Methode weiterhin kosteneffizient und fir einen gréReren
Labormalistab geeignet sein.

Als Modellverbindung diente dabei die Tetracosansaure (68), welche in die
korrespondierende perdeuterierte Tetracosansaure 69 tberfuhrt werden sollte. Eine der ersten
Publikationen zur Thematik der Perdeuterierung von Carbonsauren stammt von
VAN HEYNINGEN et al. Der Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium erfolgt hier mittels
D,O und KOH in Anwesenheit von PtO, als Katalysator bei einer Temperatur von
130-135 °C.*Y DINH-NGUYEN tiberfiihrte dagegen die Saure zunéchst in das entsprechende
Natriumsalz, der Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium erfolgte dann mit D,O und
NaOD sowie PtO, als Katalysator bei 200 °C.[?*2l Beide Methoden lieferten trotz langer
Reaktionszeiten bei entsprechenden Temperaturen nur bedingt zufriedenstellende Ergebnisse.
Urséchlich hierfur ist wahrscheinlich die Wahl des Katalysators, wie neuere Untersuchungen
zum Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium zeigen. Die hierbei zugrundeliegende
Kinetik wird stark von der Art und Form des Katalysators sowie der gewéhlten Temperatur
bestimmt.[?232*4 Weiterhin ist die Wahl des Katalysators bzw. -gemisches stark abhangig von
der Struktur der zu deuterierenden Verbindung, wobei sich Pd/C am effektivsten fir
unverzweigte Ketten erwies.??® 2528 AtiinsoN et al. beschrieben erstmalig 1967 eine
Methode zur Deuterierung von einfachen Alkylketten durch Pd/C und D,!*"! Hsiao et al.
griffen dieses Prinzip auf und entwickelten dieses weiter®®. Fir ihre Untersuchungen
verwendeten SAJIKI et al. ebenfalls Pd/C-Katalysatoren, aber anstelle des D, wurde D,O
benutzt, welches eine giinstige und leichtzugangliche Deuteriumquelle darstellt.239-240!
Aufbauend auf diesen Publikationen wurden verschiedene Vorversuche und drei Testldufe
durchgefiihrt. Gemein war allen L&ufen: die Durchfuhrung erfolgte im Autoklaven der Serie
5500 von Parr Instruments GmbH. Als Deuteriumquelle diente D,O und als Katalysator
wurde Pd/C (10 %) genutzt. Weiterhin wurden jeweils 1 g Saure 68 sowie 175 mg KOH
verwendet. Beide Testlaufe erfolgten bei einer Temperatur von 195 °C unter stdndigem
Rihren. Eine Decarboxylierung ist bei den gewéhlten Reaktionsbedingungen nicht zu
erwarten. 238 241

Beim ersten Lauf wurden zunéchst 200 mg Pd/C (10 %), 100 ml D,0, die Séure 68 und KOH
in der Hydrierapparatur vorgelegt. Die Apparatur wurde dann geschlossen, mehrfach mit D,
gespullt und der Ansatz gestartet. Nach 32 h wurde die Reaktion unterbrochen und das S&ure-
Katalysator-Gemisch von der wéssrigen Phase mithilfe eines Filters abgetrennt. Das Gemisch
wurde anschliefend zuriick in die Hydrierapparatur tberfiihrt und erneut mit 100 ml D,0,
200 mg Pd/C (10 %) sowie 175 mg KOH versetzt. Die Apparatur wurde dann wieder
verschlossen, mehrfach mit D, gespult und die Reaktion fortgesetzt. Nach weiteren 38 h
Reaktionszeit wurde diese Prozedur noch einmal wiederholt. Nach einer Gesamtreaktionszeit
von 107 h wurde die Reaktion abgebrochen und der Ansatz entsprechend aufgearbeitet. Fir
den zweiten Lauf wurden 300 mg Pd/C (10 %), 100 ml D,O, die Saure 68 und KOH in der
Hydrierapparatur vorgelegt und die Reaktion gestartet. Auf ein Spllen der Hydrierapparatur
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mit D, wurde diesmal verzichtet. Nach einer Reaktionszeit von 100 h wurde die Reaktion
abgebrochen und der Ansatz entsprechend aufgearbeitet. Ein dritter Testlauf erfolgte analog
zu Lauf zwei, jedoch wurden hier 3 g S&ure 68 anstatt 1 g umgesetzt. Anschliefend wurde der
Deuteriumgehalt der Zwischen- und Endprodukte jeweils durch Massenspektrometrie und
'H-NMR bestimmt sowie miteinander verglichen. Als interner Standard bei den NMR-
Messungen diente die undeuterierte Sdure 68. Die Ergebnisse der L&ufe lassen sich wie folgt
zusammenfassen: Ob die Hydrierapparatur vor der eigentlichen Deuterierung mit D, gesplilt
wurde oder nicht hatte keinen messbaren Einfluss auf den Deuterierungsgrad der Séure 69.
Gleiches wurde fur die Féallung bei RT zur Aufarbeitung der S&ure 69 mit HCI oder DCI
beobachtet. Ahnliche Beobachtungen werden auch durch HEYNINGEN et al. beschrieben.!?
Als Reaktionszeit erwiesen sich 100 h als ausreichend. Ebenso genligen 100 ml D,O als
Deuteriumquelle fur bis zu 3 g S&ure 68. Das so entwickelte und unter 5.3.6.1 beschriebene
Verfahren liefert eine homogene Deuterierung der Carbonsédurekette von >95 % bis zu einer
Kettenldnge von 24 Kohlenstoffatomen. Zum GroRteil wurde ein Gehalt von 98 % und mehr
erzielt. Ausnahme bleibt die methylverzweigte Hexadecansdure 31, bei der eine
unvolistandige Deuterierung an den Kohlenstoffatomen C-9, C-10 und C-11 sowie an der
Methylgruppe an Position C-10 beobachtet wurde. Urséchlich hierfir ist wahrscheinlich die
erwéhnte Methylgruppe, die zu einer sterischen Hinderung in dieser Region des Molekiils
fihrt. Um hier zukinftig bessere Ergebnisse zu generieren, konnte beispielsweise die
Reaktionszeit angehoben oder aber ein anderer Katalysator bzw. -gemisch verwendet werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das entwickelte Verfahren eine homogene
Deuterierung von unverzweigten Carbonsauren mit dem angestrebten Deuteriumgehalt
ermdoglicht. Gleichzeitig ist es kostenglnstig im Vergleich zum Kauf der deuterierten Séuren,
einfach anzuwenden und liefert im LabormaRstab hohe Ausbeuten.

3.4.2 a-Hydroxyfettsauren - alternativer Weg Uber die
Zwischenstufe der a-Bromsauren

Aufgrund der unkomplizierten Zugéanglichkeit des L- und D-Diastereomers aus dem DL-CER,
néheres siehe 3.4.4, wurde nach einer Alternative zur aufwendigen Synthese von
a-Hydroxyfettsauren nach Mori und Funaki™® gesucht. Eine einfache Synthesestrategie
besteht darin, eine gesattigte Monocarbonsdure entsprechender Kettenldnge mit elementarem
Brom zundchst in eine a-Bromséure zu tberfihren. Eines der ltesten Verfahren hierzu geht
auf eine Veroffentlichung aus dem Jahre 1881 von HELL zuriick, der zusétzlich
Phosphortribromid als Katalysator verwendete.[**? Dieses Verfahren wurde spater durch
VoLHARDP®! und ZeLINskY™*! weiterentwickelt. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die
gesattigte Monocarbonsdure zundchst mithilfe von Thionylchlorid in ein S&urechlorid zu
tiberfiihren und dieses anschlieBend mit elementarem Brom zur a-Bromsdure reagieren zu
lassen.[24>247]

Aufgrund der stark atzenden Eigenschaften des Phosphortribromids, wurde sich fir den
zweiten Weg entschieden. Entsprechend wurden die S&uren 68, 70 und 71 Uber die
Zwischenstufe eines Saurechlorids in die jeweiligen a-Bromséuren 72, 73 und 74 umgesetzt.
Zur Steigerung der Ausbeute erfolgte die Umsetzung unter Argonatmosphdre und mit
Thionylchlorid im Uberschuss. Die so erhaltenen a-Bromséuren 72, 73 und 74 wurden dann
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nach LE SUEUR durch nukleophile Substitution mit KOH in Wasser in die racemischen
a-Hydroxyfettsauren 75, 76 und 77 tberfuhrt.*® Abweichend zur Originalvorschrift wurde
mit konz. HCI anstatt verdinnter H,SO,4 angeséuert.

Br OH

R, OH 1) 800k 1) KOH, Hy0
\|'r o A OH —— > OH
o 2) By Ry yanEa R
68, 70,71 72-74 o 75-77 0o
632 R1= —{CH:]::-CH_‘; 72 R:= —{CH:] 15-CH3 75 R:= —{CH:] 15-CH3
70 R.1: —{CH:) lﬁ—CH3 73 R:Z —{CH:) 15—CD3 T6: R:Z —{CH:) 15—CD3
71: Ry=-(CHz)16-CD; 74: R;=-(CH3)1;-CH; 77- Ry=-(CH;)1;-CH;,

Abbildung 21 Darstellung der a-Hydroxyfettsduren 75-77 (iber die Zwischenstufe der a-Bromséauren 72-74

Fur die Darstellung der deuterierten a-Hydroxyfettsduren 26 und 27 wurden zuerst die Sduren
68 und 70 unter Verwendung von D,O, KOH und Pd/C (10 %) in die perdeuterierten
Carbonsduren 69 und 78 wberfihrt, welche zun&chst ebenfalls unter Anwendung von
Thionylchlorid sowie elementarem Brom in die a-Bromséuren 79 und 80 tberfihrt wurden.
Im Anschluss erfolgte dann gleichermalRen in abgewandelter Form nach LE SUEUR durch
nukleophile Substitution mit KOH in Wasser die Darstellung der racemischen
a-Hydroxyfettsauren 26 und 27.[2%¢]

PA/C (10 %), Br OH

R OH 1)30Ch 1) KOH. Hy0
R1\|_r01{ KOH z\[r P OH ol
0 D0 0 ) B Rs ywuet  Rs
68,70 69,78 79,80 0 26,27
68: R1= —{CH:]::—CH3 69: R2= -{CDg]gg-th 79. 26: R3= -{CD:] 15-CD3
70: R1= -{CH:]N-CH3 78: R:= -{CD:] 15-CD3 80. 27: R3= -{CD:]:I-CD3

Abbildung 22 Darstellung der deuterierten a-Hydroxyfettsduren 25 und 27 Uber die Zwischenstufe der a-Bromsduren
69 und 78

Die Reinigung der Séauren 26, 75 und 76 erfolgte durch Umkristallisation aus siedendem
CHCl3, zur vollstandigen Kiristallisation wurde der Ansatz nach Abkuhlung auf RT zusétzlich
fir 24h im Kuhlschrank gelagert. Aufgrund von Loslichkeitsproblemen bei den
a-Hydroxyfettsduren 27 und 77 wurde zum siedenden CHCI; solange MeOH zugetropft, bis
die Rohprodukte komplett geldst waren. Nach Abkihlen auf RT wurden zwecks vollstandiger
Kristallisation dann wenige Tropfen Heptan zum jeweiligen Ansatz gegeben und dieser
ebenfalls fur 24 h im Kihlschrank gelagert.

Im Vergleich zur unter 3.3.1 vorgestellten und in der Arbeitsgruppe etablierten
Synthesestrategie nach Mori und Funaki™ ist der hier beschriebene Weg eine deutliche
Vereinfachung fir die Darstellung von racemischen a-Hydroxyfettsauren bei gleichzeitig
signifikant erhohter Ausbeute. Auch ein negativer Einfluss auf den Gehalt an Deuterium im
Molekul wurde nicht beobachtet. Beim Vergleich der Produkte fiel lediglich ein erhohter
Gehalt an Deuterium am Kohlenstoffatom in a-Position bei dem in diesem Abschnitt
vorgestellten Weg auf. Ursachlich hierfur ist wahrscheinlich, dass ein Austausch von
Deuterium gegen Wasserstoff an dieser Position im Molekil unter den gewéhlten
Bedingungen kaum stattfindet. In dieser Arbeit wird der Einfachheit halber zwischen gleichen
Produkten des hier und unter 3.3.1 vorgestellten Syntheseweges bei der spéteren Synthese der
CER nicht unterschieden. Weiterhin wird generell von 100% Wasserstoff am
Kohlenstoffatom in a-Position ausgegangen.
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3.4.3 Amidknupfung

Wie bereits im Abschnitt 1.5.1 erwahnt, bestehen CER aus einer Fettsdure und einer
Sphingoidbase, die Uber eine Amidbindung miteinander verbunden sind. Eine direkte
Umsetzung beider Bestandteile zum CER wird aufgrund der Salzbildung durch die
konkurrierende Sdure-Base-Reaktion erschwert, da das entstehende Ammoniumcarboxylat
gegeniiber nucleophilen Angriffen resistent ist.®® Eine unmittelbare Amidbildung ist daher
nur unter sehr hohen Temperaturen moglich.®® 2#*! Um diese zu umgehen wird in der Regel
die Carbonséure zundchst in ein aktiviertes Carbonséurederivat Uberflihrt, beispielsweise
durch Austausch der OH-Gruppe gegen ein Halogenatom oder der Umwandlung der Sdure in
ein Sdureanhydrid bzw. aktivierten Ester. Bei der Wahl des Derivates galt es zu beachten,
dass eine Esterbildung mit den freien OH-Gruppen der Sphingoidbasen 7, 8 und 9 vermieden
wird sowie gleichzeitig die Doppelbindung der Sphingoidbase 8 erhalten bleibt. Weiterhin
sollte eine aufwendige Schutzgruppenstrategie vermieden werden und die Reaktion
idealerweise bei RT ablaufen. In der Literatur lassen sich verschiedene Ansétze zur Synthese
von CER finden.

WILD und SCHMIDT nutzten ein Saurechlorid firr die Synthese von CER[NP].1**% Bereits 1972
wurden N-Hydroxysuccinimidester von Fettsauren fir die Synthese von CER eingesetzt®®!],
die Ester wurden aus den Séauren unter Zuhilfenahme von N-Hydroxysuccinimid und
N,N “-Dicyclohexylcarbodiimid synthetisiert.”®? OpALKA et al. nutzten fiir die Synthese des
CER[EQS] ebenfalls einen N-Hydroxysuccinimidester, der gleichzeitig die Funktion einer
Schutzgruppe wiéhrend der mehrstufigen Synthese einnimmt.**® Die Synthese des
N-Hydroxysuccinimidesters erfolgte aus der entsprechenden Sdure und N,N’-Disuccin-
imidylcarbonat.”® TasHirRo und MoRI benutzten fiir die Synthese des CER[EOS] und
CER[EOH] einen aktivierten O-Acylharnstoff und 1-Hydroxybenzotriazol als Hilfsreagenz
zur Ausbeutesteigerung.™¥! Der O-Acylharnstoff wurde aus der Saure und 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid synthetisiert.>*) Diese Methode wurde spéter modifiziert
und auch von SkoLovA et al. fiir die Synthese weiterer CER eingesetzt.[>

In der Arbeitsgruppe wurden in ersten synthetisch-praparativen Arbeiten die Sduren zunéchst
mithilfe von Chlorameisensaureethylester®®! nach Ramsamy et al.*® oder EEDQI8: 194 2561
in Anlehnung an BeLLEAU et al.”®7 und MoLLER et al.™® in ein Anhydrid tberfiihrt.
AnschlieBend erfolgte die Umsetzung mit der jeweiligen Sphingoidbase zum CER. Aufgrund
des zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus erschien EEDQ als geeignetes
Kupplungsreagenz®™®, infolge geringer Ausbeuten bei der Umsetzung mit langkettigen
Carbonsauren oder dem Phytosphingosin 7 wurde dieser Ansatz jedoch nicht weiterverfolgt.
EEDQ wurde beispielsweise auch von WissE et al. fir die Synthese des CER[AH] verwendet,
wobei ahnliche Ausbeuten wie die der Arbeitsgruppe erzielt wurden.” Da fur die
Darstellung von Sdureamiden eine groBe Anzahl an Kupplungsreagenzien zur Verfiigung
steht™® wurde in der Literatur nach einer Alternative zu EEDQ gesucht. Basierend auf den
positiven Erfahrungen in der Arbeitsgruppe bei der Synthese verschiedener Malonsaureamide
mit PyBOP®?62%%2 ynd der Tatsache, dass eine Amidbildung in der Synthese von CER so
bisher noch nicht beschrieben war, sollte versucht werden, diese einfache Methode hier zu
etablieren. PyBOP®, ein kommerziell verfigbares und daher oftmals verwendetes
Kupplungsreagenz in der Peptidsynthese®®® ist ein Analogon von BOP® bei dem die
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Dimethylamino- gegen Pyrrolidingruppen ausgetauscht wurden. Dies hat den grolRen Vorteil,
dass nach erfolgter Kupplung im Vergleich zu BOP® nicht das karzinogene
Hexamthylphosphoramid ~ freigesetzt ~ wird®®¥,  bei gleichzeitig haufig gesteigerter
Ausbeute.?%® 251 \weitere Vorteile von PyBOP® sind die milden Reaktionsbedingungen und
die Selektivitat der Amidknupfung in Anwesenheit von freien Hydroxygruppen, solange der
postulierte Reaktionsmechanismus beachtet wird.[?*®! Die jeweilige Saurefunktion reagiert ad
interim mit PyBOP® in Anwesenheit einer Hilfsbase zu einem Phosphoniumintermediat,
welches aufgrund der hohen Reaktivitat weiter zu einem Benzotriazoylester reagiert.[?®
Wahrend ersteres noch in der Lage ist mit freien Hydroxygruppen zu reagieren, ist bei
letzterem nur noch eine Umsetzung mit einer Aminogruppe zu einem Saureamid maglich. 2!

Die Séuren 10, 68, 70 und 81 wurden zunéchst mithilfe von Pd/C (10 %), D,O und KOH in
die deuterierten Séuren 11, 69, 78 und 83 Uberflhrt. AnschlieRend erfolgte die Aktivierung
der Sauren 11, 35, 69, 78, 81 sowie 83 mit PyBOP® und DIPEA als Hilfshase in CH,Cl,.[%"
Versuche mit TEA als Hilfsbase lieferten im Vergleich zu DIPEA minimal geringere
Ausbeuten an CER. Um eine selektive Knupfung der Amidbindung zu gewabhrleisten, wurde
der Ansatz zunéchst bei RT gerthrt. AnschlieRend erfolgte durch Zugabe der entsprechenden
Sphingoidbasen 7-9 die Umsetzung in die CER 82 und 84-92, eine Ubersicht der dargestellten
CER ist noch einmal in Abbildung 23 gegeben.

Q b Q a Ry 0
3 — I — a: 1) PyBOP®, DIPEA / CH,Cl,
R;” "OH Ry “OH HN OH 2) Sphingoidbase 7. 8 oder 9
10, 68,70, 81 11,35, 69, _ b: PA/C (10 %), KOH/ D,0
78,83 R; “OH
a 8402
R 0 10: R1: —{CH:):Q—CH3 68: R1: —{CH:]::—CH3
! 70: R1: —(CH:)lﬁ—CH3 81. 82: R1: —(CH:]IQ—CH3
HN
OH 82,88, 89, 90, 91: R,=-CH=CH-(CH,),»-CH, 84: Ro=-(CHa),4-CH;
85, 86, 87, 92: R,=-CHOH-(CH,),5-CH;
R;” “OH
82 11, 84: R3= -(CD3)10-CD; 69, 87, 90: Ry=-(CD,)1,-CD;

78, 86, 89: Ry=-(CD1)15-CD; 83, 85, 88: Ry=-(CD;)15-CD;
35, 01, 92: Ry=-(CH,)25-COO0-(CD,)5-CD(-CD3)(CD,)s-CD;

Abbildung 23 Syntheseschema der dargestellten CER vom Typ CER[EQ], CER[NDS], CER[NP] und CER[NS]

Entgegen der unmittelbaren Amidkniipfung aus a-Hydroxyfettsdure und Aminoalkohol mit
PyBOP® musste fiir CER der Typen CER[ADS], CER[AP] oder CER[AS] ein anderer
Syntheseweg eingeschlagen werden. Wie bereits in der Arbeit von SONNENBERGER
erwahnt™™!, kommt es bei der direkten Umsetzung von einer a-Hydroxyfettsaure mit einer
Sphingoidbase zur Bildung eines Nebenproduktes, welches nicht durch SCh abgetrennt
werden kann. Es wird vermutet, dass es durch das hochreaktive Phosphoniumintermediat zur
Bildung eines Esters aus zwei a-Hydroxyfettsauremolekiilen kommt.?*®! In verschieden
Versuchsansédtzen konnte diese Nebenreaktion nicht ausgeschlossen werden, sodass dieser
Ansatz letztendlich verworfen und nach einem alternativen Weg gesucht wurde. Um die
Bildung des Esters auszuschlieRen, erfolgte daher zundchst eine Acetylierung an der freien
OH-Gruppe der Sauren 26, 27 und 75-77 durch Umsetzung mit Acetanhydrid und Pyridin
nach WissE et al. in CH,Cl,.”*% Die so geschiitzten 2-Acetoxyalkansauren 93-97 wurden
daraufhin direkt mit PyBOP® und DIPEA in CH,Cl, aktiviert. Unter Beachtung des
Reaktionsmechanismus wurde der Ansatz zundchst bei RT gerihrt und dann mit der
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jeweiligen Sphingoidbase 7-9 zur Reaktion gebracht. Die Deacetylierung der Verbindungen
98-103 erfolgte ebenfalls nach Wisse et al. in einem Gemisch aus CHCI3 und MeOH im
Volumenverhaltnis von 8:2 mit katalytischen Mengen an K,COs; unter Rihren bei RT!?¥,
abweichend zur Originalvorschrift wurden zur quantitativen Umsetzung noch 5 Tropfen
Wasser zugesetzt. Die Aufarbeitung beschrankte sich auf Einengen der Ansatze bis zur
Trockne. Auf die nachfolgende Diastereomerentrennung der DL-CER 104-112 in die
jeweiligen L- 113-121 und D-Diastereomere 122-130 wird naher in Abschnitt 3.4.4
eingegangen.

" 25,96,100,103, 107, 112: R,=-(CD;),5-CD;
0 o)k oH 27,97,101,109: R,=-(CDy)y-CD;
oH o . DaDs
o 2 OJ—'\ b R)\fo c Ru)\f/ 75,93, 98, 104, 106, 110: R;=(CH,),5s-CH;
Ri 0] ' HN ’ HN o 76 94,99,102, 105, 111: Ry=~(CHz);5-CD;
OH Ri ' J/\on 77,95, 108: Ry=~(CHy)y,-CH,
OH &
25,27,75-77 o R OH
o i R;y” “OH : 98, 99,104, 105: Ry=-(CH;),4-CH;
98103 104112 100, 101, 106, 107, 108, 109: R,=-CHOH-(CH,),3-CH

102, 103, 110, 111, 112: R;=-CH=CH-(CH;);;-CH;
a: Acetanhydrid, Pyridin / CH,Cl,
b: 1) PyBOP®, DIPEA / CH,Cl,, 2) Sphingoidbase 7, 8 oder 9
c: K;CO5/CHCl;:MeOHH,0 4:1:0.1

Abbildung 24 Syntheseschema der dargestellten DL-CER vom Typ CER[ADS], CER[AP] und CER[AS]

Wie bereits einleitend in diesem Abschnitt erwahnt, sind fir die Kniipfung der Amidbindung
von CER eine groRRe Anzahl unterschiedlicher Synthesewege beschrieben. Neben diesen sind
in der Literatur verschiedenste Kupplungsreagenzien fur die Synthese von Amiden zu
finden.[®” Basierend hierauf, wurde in verschiedenen Testansétzen mit der Hydroxysaure 75
und Sphingoidbase 8 eine Alternative zur in Abbildung 24 dargestellten Syntheseroute
gesucht. Jedoch scheiterten diverse  Ansdtze nach WATKINS et al. mit
Trifluoressigsaurepentafluorphenylester.?%® Eine Zwischenaktivierung der Saure 75 mithilfe
von N,N“Carbonyldiimidazol nach AcHaTz et al.”®) und anschlieBender Umsetzung nach
WaTkINs et al.?®® sowie mit N-Hydroxysuccinimid nach OPALKA et al.**® scheiterten
jeweils an der Aktivierung der Hydroxysédure 75, sodass die Suche nach einer alternativen
Amidkniipfung wieder verworfen wurde. Zumal der in Abbildung 24 beschriebene Ansatz
unter milden Reaktionsbedingungen ablduft, gute bis sehr gute Ausbeuten liefert sowie
PyBOP® kommerziell verfugbar und dazu giinstig ist.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit mussten die CER 82, 84-92 und 104-112 vor der
eigentlichen Reinigung mittels SCh auf SiO, aufgezogen werden. Hierfir wurden diese
zundchst in einem Gemisch aus CHCI3:MeOH im Volumenverhéltnis von 8:2 geldst und dann
auf wenig SiO, adsorbiert. Die anschlieBende SCh fand unter zu Hilfenahme wvon
CHCI3:MeOH:0.5 % n)NHsyq fur CER vom Typ CER[ADS], CER[AP], CER[AS],
CER[EOP] und CER[NP] bzw. Heptan:CHClI3:MeOH:0.5 %xn)NHzaq fur CER vom Typ
CER[EOS], CER[NDS] bzw. CER[NS] als mobile Phase statt. Die Abtrennung eines
Nebenproduktes aus der Kupplung, welches als weiller Schatten auf der DC-Platte kurz
oberhalb des CER sichtbar ist und bereits durch SONNENBERGER beschrieben wurdet*™,
erfolgte beim CER[NS12] 82 nicht vollstdndig, was zu einer erhohten Anzahl an
verunreinigten Fraktionen und einer geringen Ausbeute fiihrte. Um &dhnliche Verluste bei
weiteren CER des Typs CER[EOS], CER[NDS] oder CER[NS] zu vermeiden musste das
Reinigungsverfahren angepasst werden. Zun&chst wurde das jeweilige Rohprodukt nach
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Trocknung und vor Adsorption auf SiO, in Heptan suspendiert, bei 40-45 °C fir ca. 10 min
gertihrt und anschlieBend nach Abkihlung auf RT abfiltriert. Weiterhin wurde bei der
eigentlichen SCh mit einem Gemisch aus Heptan:CHCI; als mobile Phase anstatt direkt mit
CHCI3:MeOH:0.5 % n)NHssq  begonnen. Mit der adaptierten Methode konnte das
Nebenprodukt abgetrennt und die Ausbeuten des jeweiligen CER signifikant erhoht werden.
Auf eine nachtragliche Reinigung der Fraktionen von CER[NS12] 82 zur Steigerung der
Ausbeute wurde verzichtet.

Durch Kombination der synthetisierten CER mit den unter 1.6 vorgestellten
physikochemischen Untersuchungsmethoden konnten neue Erkenntnisse zur Bedeutung der
einzelnen CER-Typen auf die strukturelle Anordnung und Stabilitat der LM im SC gewonnen
werden.  Beispielsweise  wurde mithilfe  von  Festkdrper-NMR-Messungen  ein
unterschiedliches thermotropes Phasenverhalten von CER[NP] und CER[NS] in
Modellmembranen bei niedrigen Temperaturen nachgewiesen.’®! Die Membran mit
CER[NP] hatte tendenziell einen hoheren fluiden Phasenanteil, was auf die zusétzliche OH-
Gruppe im Bereich der Kopfgruppe im Vergleich zum CER[NS] zurlickgefiihrt wird. Diese
verursacht einen Packungsdefekt in der Anordnung der einzelnen Membranbestandteile, was
zu einer Destabilisierung der kompletten Membran fuhrt und hierdurch die Bildung einer Gel-
Phase begiinstigt wird.[**]

3.4.4 Diastereomerentrennung bei racemischen Ceramiden

CER, die neben der Sphingoidbase eine a-Hydroxyfettsaure in der Grundstruktur besitzen,
zéhlen zu den am hdufigsten vorkommenden Spezies im natlrlichen SC des Menschen, siehe
hierzu auch die Tabelle im Abschnitt 1.5.2. Dementsprechend werden diesen in der
Hautforschung eine besondere Aufmerksamkeit zuteil, wie eine kleine Auswahl an
Publikationen zeigt.[® % 125 2702111 Apyyejchend von der natiirlichen LM des SC werden fiir
die meisten Experimente jedoch racemische Gemische dieser CER genutzt. KARLSSON und
PASCHER postulierten jedoch schon in den 1970er Jahren, dass nur die D-Form der jeweiligen
CER in der natirlichen LM vorkommt.2"#%™1 Auf einer &lteren Arbeit aufbauend*®®! wurden
zwei Synthesestrategien entwickelt, welche die fir die Darstellung der D-Form bendtigten
(R)-konfigurierten a-Hydroxyfettsduren zugéanglich machen sollten.

Der erste Ansatz basierte auf der Synthese der Sduren ausgehend von D-Mannitol, aufgrund
seiner C2-Symmetrie eine gute Ausgangsverbindung fir die entsprechenden
a-Hydroxyfettsduren. Hierfir wurde das Mannitol zundchst nach einer Vorschrift von
BourRNE et al. mit konz. H,SO, und Aceton zum 1,2:3,4:5,6-Tri-O-isopropyliden-D-
mannitol®® und anschlieRend nach NuGIEL et al. mit 60%iger Essigsaure zum
3,4-O-Isopropyliden-D-mannitol  umgesetzt®”®).  Dieses wurde durch Reaktion mit
tert-Butyldimethylsilylchlorid und katalytischen Mengen an 4-(Dimethylamino)pyridin in
Pyridin nach einer Vorschrift von ALTERMAN et al. in das 1,6-Di-O-tert-butyldimethylsilyl-
3,4-O-isopropyliden-p-mannitol tiberfuhrt.?””! Die erzielten Ausbeuten entsprachen der
jeweiligen Literatur.””®%® Eine Dibenzylierung an Position 2 und 5 nach Literatur mit
Benzylbromid in THF unter Zuhilfenahme von Tetrabutylammoniumjodid als Katalysator und
NaH zur Deprotonierung der Hydroxygruppen lieferte nur eine sehr geringe Ausbeute.[?”" 2!
Ursachlich hierfur war, dass anstatt der Dibenzylierung meist nur eine Monobenzylierung

35



stattfand. In Anlehnung an die Vorschrift von ALTERMAN et al. wurden verschiedene
Testansédtze zur Deprotonierung der freien Hydroxygruppen an Position 2 und 5 sowie
anschlieBender Dibenzylierung durchgefihrt.?’”! Am effektivsten erwies sich hier NaH in
Verbindung mit einem Gemisch bestehend aus THF und Dimethoxyethan im
Volumenverhéaltnis von 1:1 zur Deprotonierung, gefolgt von einer Umsetzung mit
Benzylbromid in Anwesenheit von katalytischen Mengen an Tetrabutylammoniumjodid zur
Dibenzylierung. Mit dieser abgewandelten Methode konnte das 2,5-Di-O-benzyl-1,6-di-O-
tert-butyldimethylsilyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol mit einer guten Ausbeute erhalten
werden. Die Abspaltung der Silylschutzgruppen in Position 1 und 6 erfolgte durch
Tetrabutylammoniumfluorid in  THF.?”) Das so erhaltene 2,5-Di-O-benzyl-3,4-O-
isopropyliden-D-mannitol wurde in einer zweistufigen Synthese nach Mori et al.l?%t]
entsprechend DRescHER modifziert!?®. Unter Zuhilfenahme von Methansulfonylchlorid und
TEA in CHCI3 zum 1,6-Dimesyl-2,5-di-O-benzyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol berfiihrt
und dann mit LiBr in Aceton zum 1,6-Dibrom-1,6-dideoxy-2,5-di-O-benzyl-3,4-O-iso-
propyliden-D-mannitol umgesetzt. Dieses sollte im Anschluss mit Pentadecylbromid in einer
kupferkatalysierten GRIGNARD-Reaktion®  zum  4,5-Bis[(1-benzyloxy)heptadecyl]-2,2-
dimethyl-1,3-dioxolan umgesetzt werden. Diese Variante der GRIGNARD-Reaktion wurde
schon mehrfach in der Arbeitsgruppe erfolgreich angewandt.'¥" 2%82%9. 2891 | einem ersten
Versuch wurde anfangs das Pentadecylbromid mit Mg in THF zur GRIGNARD-Verbindung
umgesetzt, die anschliefende Kupplung mit dem 1,6-Dibrom-1,6-dideoxy-2,5-di-O-benzyl-
3,4-O-isopropyliden-D-mannitol scheiterte. Letztere Verbindung zunéchst in die GRIGNARD-
Verbindung zu Uberfiihren, scheiterte sowohl in Diethylether als auch in THF. Ursachlich
hierflr ist wahrscheinlich die sterische Hinderung aufgrund der Benzylschutzgruppe in
Position 2 und 5, auch wenn dies in der Literatur so nur fur die direkte Umgebung zu den
reagierenden Atomen beschrieben ist.® ¥ Aufgrund der mehrfach gescheiterten Versuche
zur Kohlenstoff-Kohlenstoff-Kniipfung wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt und sei
deshalb hier nur am Rand erwahnt.

Der zweite Ansatz baute auf dem bereits unter 3.3.1 beschriebenen Synthesekonzept von
Mori und Funaki auf™®! welche zunachst einen Acetaminomalonsaureester mit einem
Alkylbromid nach GEReNCEVIC et al. umsetzten.® AnschlieRend erfolgte iiber mehrere
Zwischenstufen die Synthese einer racemischen Aminosdure. Fur die eigentliche
Racematspaltung unter Verwendung von Aspergillus-Acylase, wurde die Aminoséaure hier
zunéchst durch Chlorameisensaurechlorid N-acetyliert.® 22 Mit NaNO, und H,SO, wurde
die Aminosédure anschliefend in eine Hydroxyséaure Uberfihrt. Die optische Reinheit der
(R)-Hydroxysaure war mit nur 85 % allerdings niedriger als erwartet."®! Dies wurde auf
eine partielle Racemisierung aufgrund der gewahlten Reaktionsbedingungen wahrend der
Deaminierung zurlckgefuhrt, da die Enantioselektivitat der angewandten Methode bei der
Synthese einer anderen Hydroxysaure mit 94 %, nahezu perfekt war./®®! Aufbauend hierauf
gab es verschiedene Uberlegungen die optische Reinheit der a-Hydroxyfettsauren zu erhéhen.
Zum einen sollte versucht werden eine Racemisierung durch Anpassung der Bedingungen
wéhrend der Deaminierung zu verhindern, da entsprechend BREWSTER et al. diese eigentlich
unter Beibehaltung der Konfiguration erfolgt.®! Zum anderen sollte versucht werden, die
a-Hydroxyfettsduren durch eine selektive Salzfallung unter Zuhilfenahme von
1-Phenylethylamin nach der von PASCHER und KARLSSON beschriebenen Methode weiter zu
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reinigen.’™ Eine weitere Maglichkeit ware gewesen, die Racematspaltung nicht auf Stufe der
Aminosédure sondern auf Stufe der a-Hydroxyfettsdure durchzufihren.

Der dritte Ansatz beruhte auf den chromatographischen Eigenschaften der DL-CER. Durch
DC Experimente konnten KARLSSON und PASCHER bereits 1971 das unterschiedliche
Laufverhalten der L- und D-Diastereomere von racemischen Gemischen verschiedener CER
mit einer a-Hydroxysaure aufzeigen.’? In einer spateren Publikation fiihrte PASCHER dies
auf die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen in der Kopfgruppe beim
L-Diastereomer zurlick, wodurch dessen Polaritdt im Vergleich zum D-Diastereomer
verringert ist.?®! Dies wiederum bedingt einen hoheren Ry-Wert des L-Diastereomers im
Vergleich zum D-Diastereomer.®! Die raumliche Ausrichtung samt Wasserstoff-
briickenbindungen ist noch einmal am Beispiel der Diastereomere von CER[AP] in
Abbildung 25 nach PAScHER gegeniibergestellt’?®® bei L- und D-Form unterscheidet sich
lediglich die Konfiguration der OH-Gruppe im Sdureteil. Beim verwendeten Modell zeigen
die Kohlenwasserstoffketten vom Betrachter weg. Im Vordergrund steht die Amidgruppe, auf
deren Ebene oder nahe dieser alle Atome mit fester Bindung angeordnet sind.

Aufbauend auf den unterschiedlichen
Laufeigenschaften der Diastereomere sollte eine
einfache Methode zur Trennung verschiedener
DL-CER mittels SCh entwickelt werden. Das dies
prinzipiell moglich ist, zeigten RAUDENKOLB et al.
am  Beispiel des DL-CER[AP18] unter
Verwendung eines Gemisches bestehend aus
D-CER[AP], ohne Wasserstoffbriickenbindung CHCI3: THF:MeOH mit steigender Polaritat bereits

in einer Verdffentlichung 2005.”%! Da die
L-CER[AP], mit Wasserstofibrickenbindung Ergebnisse unter Verwendung des beschriebenen
' Gemisches als mobile Phase wéhrend der SCh
mehrfach nicht reproduzierbar waren, musste nach
einer  Alternative  gesucht  werden. In
DC-Untersuchungen zum Laufverhalten
verschiedener DL-CER in unterschiedlichen
mobilen Phasen erwies sich ein Gemisch
bestehend aus CHCI;:MeOH:NHs,q hinsichtlich
Auftrennung der Diastereomere am geeignetsten.
Hier wurde eine saubere Trennung mit ermittelten
Ri-Werten jeweils >0.15 zwischen L- und D-Form
erreicht. Aufbauend auf diesen Ergebnissen
wurden  verschiedene  Versuche mit den
Modellsubstanzen DL-CER[AP18] und DL-CER[AS18] durchgefuhrt. Gemein hatten alle,
dass die entsprechenden DL-CER zuné&chst auf SiO, adsorbiert wurden. Variablen waren die
angewandte Technik der SCh, das Verhaltnis von SiO, zum DL-CER und die Polaritat der
mobilen Phase. Bei Letzterer erfolgte die Erhhung entweder dis- oder kontinuierlich bzw.
wurden auch isokratische Laufe durchgefuhrt. Am effektivsten erwies sich letztendlich die
Kombination aus konditionierter Sdule mit einem Masseverhaltnis SiO,:Substanz von 200:1

Abbildung 25 Réumliche Ausrichtung der
Diastereomere von CER[AP] nach
PAscHER mit Wasserstoffbriicken-
bindungen,®  bearbeitet  und

Uibersetzt durch LANGE
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und einer isokratischen mobilen Phase. Die Polaritdt muss dabei aber dem entsprechenden
DL-CER sowie der jeweiligen L- und D-Form angepasst werden. Weiterhin zeigte sich, dass
eine direkte Trennung der Diastereomere aus dem Rohprodukt nach der Synthese nur
unzureichende Ergebnisse mit einer hohen Anzahl an Mischfraktionen aus L- und D-Form
lieferte. Dies liegt vermutlich an dem ungunstigen Verhéltnis von SiO, zu Substanz. Um
dieses Problem zu wumgehen, wurde das Rohprodukt vor der eigentlichen
Diastereomerentrennung zundchst mittels SCh gereinigt.

OH
.0
RI/Y
L-Form
113121 HN 104, 106, 110, 113, 115, 119, 122, 124, 128: Ry;=(CH,);5-CH;
OH — J/\O” 105, 111, 114, 120, 123, 129: R,=~(CHy),5-CD;
R )\T//O R” O 107, 112, 116, 121, 125, 130: R;=-(CD5);5-CD;
1 a 2 108,117, 126: R;=(CHy)y;-CH;
I lf\j/\ o on 109, 118, 127: R;=(CD4)3;-CD;
Ry “OH S R 0 104, 105, 113, 114, 122, 123: Ry=-(CH,)14-CH;,

122-130 HN 106, 107, 108, 109, 115, 116, 117, 118, 124, 125, 126, 127: Ry=-CHOH-(CH,),5-CH;
rac-Cer D-Form ’ oH 110,111,112, 119, 120, 121, 128, 129, 130: Ry=-CH=CH-(CH,),-CH,
104112 J/\

R,” “OH

a: Diastereomerentrennung mittels SCh

Abbildung 26 Ubersicht der erhaltenen L- und D-Diastereomere, ausgehend vom entsprechenden DL-CER

Aufgrund der einfachen und zuverlassigen Trennung der Diastereomere mittels SCh wurden
die Ansétze 1 und 2 nicht weiter verfolgt. Ein grof3er Vorteil der gewéhlten Methode ist die
gleichzeitige Verfligbarkeit von L- und D-Form des jeweiligen CER aus einer Synthese. Dies
ermoglicht einen Vergleich der lamellaren als auch molekularen Eigenschaften und die
Auswirkungen auf die Nanostruktur von Modellmembranen nach deren Einbau. So konnte in
einer Publikation durch ScCHMITT et al. die unterschiedliche Interaktion der L- und D-Form
von CER[AP24] mit CER[NP24], Cholesterol und freien Fettsduren verdeutlicht werden.
Beide zeigten hier in Abwesenheit von CER[NP] ein kristallines Phasenverhalten.”®*"! In
Anwesenheit von CER[NP] zeigte die D-Form dagegen ein natives, wogegen die L-Form ihr
kristallines Phasenverhalten beibehielt.!”®”! Weiterhin konnte die Auswirkung auf den
Wassergehalt der Modellmembran demonstriert werden, welcher beim D-CER[AP]
signifikant hoher war.[®®”) Dies wiederum konnte zur Dehydrierung der Haut bei Verwendung
von DL-CER[AP] in Salben oder Cremes fiihren.

38



4. Zusammenfassung und Ausblick

Als duRerste Schicht des menschlichen Organismus fungiert die Haut als Abgrenzung
gegentber der Umwelt und ist zugleich Schutz gegentiber pathogenen Umwelteinfliissen.
Parallel hierzu hat sie eine Vielzahl unterschiedlichster Aufgaben wie beispielsweise die
Warmeregulation des Koérpers, der Beteiligung am Stoffwechsel sowie der Immunantwort und
weiterhin als Energiespeicher.

Die &uRerste Schicht der Haut ist das Stratum Corneum. Diese sich stdndig regenerierende
Schicht aus toten verhornten Keratinozyten, den sogenannten Korneozyten, und einer
interzellularen Lipidmatrix hat aufgrund ihres speziellen Aufbaus eine Schlusselfunktion beim
Schutz des Organismus gegenlber exogenen Einflissen inne. Gleichzeitig reguliert sie zur
Aufrechterhaltung der lebensnotwendigen Homoostase dessen Wasserhaushalt. Die
Lipidmatrix besteht vorwiegend aus Cholesterol und Cholesterolderivaten, freien Fettsduren
sowie Ceramiden. Die strukturelle Vielfalt der Ceramide hier ist dabei einzigartig. Die
unterschiedlichen Subspezies sind maRgeblich an der Aufrechterhaltung der lamellaren
Ordnung innerhalb der Matrix beteiligt. Um die Bedeutung der einzelnen Subspezies und die
Auswirkungen von Enhancern auf die Ordnung genauer zu verstehen, konnen
Modellmembranen mit verschiedenen physikochemischen Methoden wie beispielsweise der
Neutronendiffraktion, Rontgenstrahlung oder Festkdrper-NMR untersucht werden. Aufgrund
der geringeren Komplexitat gegenuber nativem Probenmaterial haben sich Modellmembranen
aus Cholesterol, freien Fettsdauren und synthetisch hergestellten Ceramide mit definierter
Kettenlange in den entsprechenden  Experimenten als vorteilhaft  erwiesen.
Vergleichsmessungen von undeuterierten und deuterierten Proben ermdglichen die
Lokalisation der Deuteriumatome bzw. Molekile innerhalb der jeweiligen Modellmembran.
Dies wiederum l&sst Riickschlisse zum Aufbau und den vorherrschenden Phasenverhéltnissen
zu. Die Zusammensetzung von undeuterierten und deuterierten Proben ist identisch und
orientiert sich beim Mengenverhéltnis der einzelnen Bestandteile fir gewdhnlich an der
naturlichen Matrix. Ein Schwerpunkt der Arbeit war daher den Arbeitsgruppen um Herrn
Prof. Dr. Dr. Neubert, Herrn Prof. Dr. Brezesinski und Herrn Prof. Dr. Huster mittels
Synthese spezifisch deuterierte Verbindungen wie dem héufig in halbfesten und flussigen
Arzneiformen als Penetrationshilfe verwendetem Isopropylmyristat sowie eine grof3e Anzahl
verschiedener Ceramide des Dihydrosphingosin-, Sphingosin- und Phytosphingosin-Typs fiir
die jeweiligen Experimente zur Verfligung zu stellen.

Im ersten Teil der Arbeit wird zunédchst die Synthese des deuterierten Isopropylmyristats
beschrieben. Ausgehend von perdeuteriertem Bromdodecan und Malonsdurediethylester
werden diese zundchst Uber mehrere Zwischenstufen in eine deuterierte Myristinsaure
uberfiihrt und im Anschluss mit Isopropanol dann zum entsprechenden Ester umgesetzt.
Weiterhin  wird auf die Darstellung verschiedener Grundkorper fiir die spétere
Ceramidsynthese eingegangen. Neben der Synthese des Dihydrosphingosins durch
Hydrierung von Sphingosin wurden zwei deuterierte racemische a-Hydroxyfettsauren mit
einer Kettenlange von 18 bzw. 24 Kohlenstoffatomen sowie eine in w-Position mit einer
deuterierten 10-Methylhexadecansdure, anstatt von Linolsdure wie bei der im CER[EOS]
vorkommenden Carbonsdure, veresterten 30-Hydroxytriacontansaure dargestellt.
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Im mittleren Teil der Arbeit wird dann die Synthese der 30-(Linoleoyloxy)triacontanséure und
30,30-D,-30-(Linoleoyloxy)triacontansdure ~ sowie  samtlicher ~ Vorstufen  detailliert
beschrieben, beide S&uren sollten dann mit Sphingosin jeweils zum CER[EOS] bzw.
CER[EOQOS]-D, umgesetzt werden. Fur die Synthese der beiden Sauren erfolgte zundchst die
Darstellung  der  folgenden  Cis-Grundkorper:  15-Brom-1-(4-methoxybenzyloxy)-
pentadecanol, 15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ether und 1,1-D,-15-Brompenta-
decanyl-1-(methoxymethyl)ether, welche im Anschluss zunéchst durch GRIGNARD-Reaktion
verknlpft und dann Uber mehrere Zwischenstufen in den 30-(Linoleoyloxy)-
triacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester und  30,30-D,-30-(Linoleoyloxy)triacontansaure-
(2,2,2-trichlorethyl)ester tberfuhrt wurden. Durch Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe
sollten diese dann in die entsprechenden Séauren Uberfiihrt werden. Trotz mehrerer Versuche
mittels Zinkstaub bzw. Samariumdijodidlésung gelang dies jedoch nicht. Zwar konnten die
entsprechenden Verbindungen mittels ESI-MS nachgewiesen aber letztendlich nicht isoliert
werden. Aufbauend auf der vorgestellten Synthesestrategie sollten urspringlich weitere
deuterierte Vertreter vom Typ CER[EOS] wie beispielsweise mit einer deuterierten
Linolsaure oder einem Endstandig deuterierten Sphingosin dargestellt werden. Aufgrund von
Zeitproblemen wurden diese Ansatze jedoch nicht weiterverfolgt und bleiben zukinftigen
Arbeiten vorbehalten, wie auch eine effiziente Abspaltung der Trichlorethylschutzgruppe.
Potentielle Ansatze hierfir sind zum einen der Umsatz mittels Zinkstaubag.gonm und
KH,PO4-Losung unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbads oder aber mithilfe einer
Samariumdijodidldsung ohne anschlieBende wassrige Aufarbeitung.

Der letzte Teil der Arbeit behandelt das Synthesekonzept fir die verschiedenen
Ceramidtypen. Beschrieben wird hier zunédchst die Entwicklung der in dieser Arbeit
angewandten Methode zur Darstellung perdeuterierter Carbonsauren unter Verwendung von
D,0, KOH und Pd/C (10 %) als Katalysator im Autoklaven. Im Anschluss wird eine, im
Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten, vereinfachte Methode zur Darstellung von
racemischen a-Hydroxyfettsdauren beschrieben. Ausgangspunkt waren hier Carbonsduren
entsprechender Kettenldnge welche unter Zuhilfenahme von elementarem Brom zuerst in
a-Bromsduren und dann unter alkalischen Bedingungen in die racemischen
a-Hydroxyfettsduren uberfiihrt wurden. Nachfolgend wird auf die Kupplung der
verschiedenen Sduren mit der jeweiligen Sphingoidbase nach der in der Arbeitsgruppe
etablierten Methode unter Verwendung von PyBOP® als Kupplungsreagenz eingegangen.
Zunachst werden daraufhin kurz die urspriinglich verfolgten Ansétze zur Darstellung von
diastereomerenreinen  a-Hydroxyfettsauren  beschrieben.  Abschlieend wird dann
ausfuhrlicher auf die Entwicklung einer einfachen Methode zur Diastereomerentrennung von
Ceramiden mittels Sdulenchromatographie und die zugrundeliegende Theorie eingegangen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten so neben dem spezifisch deuterierten Isopropylmyristat
insgesamt 28 Ceramide fiir die entsprechenden Untersuchungen bereitgestellt werden, wobei
das angewandte Baukastensystem genligend Madglichkeiten zur Abwandlung fir weitere
Arbeiten liefert. So konnten die Kettenldngen der verwendeten Sduren veréndert oder aber das
6-Hydroxysphingosin als Sphingoidbase verwendet werden. Ein weiterer Ansatzpunkt fur
zukinftige Arbeiten wére auch die Synthese von deuterierten Sphingoidbasen fir eine
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anschliefende Kupplung mit undeuterierten bzw. deuterierten Sduren, um deren Lage in den
unterschiedlichen Membranen nédher zu erforschen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse von Neutronendiffraktions- sowie Festkorper-
NMR-Experimenten sind nur eine kleine Auswahl und sollen lediglich die Mdglichkeiten zur
Erforschung des strukturellen Aufbaus der Lipidmatrix im Stratum Corneum aufzeigen,
welche sich durch die Verwendung natirlicher und spezifisch deuterierter Verbindungen in
Modellmembranen ergeben. Diese werden speziell flr die einzelnen Experimente angefertigt
und beinhalten vergleichsweise geringe Menge an deuterierten Verbindungen, sodass Letztere
noch eine groRe Anzahl an Experimenten und Arbeiten moglich machen. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass neben den entwickelten praparativen Grundlagen fiir die Synthese
verschiedener Subspezies von Ceramiden gleichzeitig mit den wéhrend dieser Arbeit
dargestellten Vertretern eine Vielzahl an Festkorper-NMR- und
Neutronendiffraktionsexperimenten im Themenfeld ,,molekularer Aufbau der Lipidmatrix des
Stratum Corneum* ermdglicht wurden und werden.
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5. Experimenteller Tell

5.1 Reinigung von Chemikalien, Losungsmittel sowie
Zwischen- und Endverbindungen

5.1.1 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Alle in diesem Abschnitt aufgefiihrten Chemikalien und Ldsungsmittel wurden, falls nicht
anders angegeben, bei Sigma Aldrich kommerziell erworben und ohne weitere Reinigung
direkt eingesetzt. Chemikalien und L&sungsmittel, welche hier nicht aufgefuhrt sind,
entstammen der Chemikalienausgabe des Instituts fur Pharmazie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg. Phytosphingosin (7) und Sphingosin (8) wurden von EVONIK

Industries AG bereitgestellt.

Acetamidomalonsaurediethylester

Ammoniumchlorid

Ammoniak, konz.

Brom [Laborchemie Apolda]

1-Brom-Dys-dodecan [Larodan Fine Chemicals AB]

Bromwasserstoffsaure

Deuteriumgas (99.8%) [AIR LIQUIDE]
Deuteriumoxide (99.8%) [ARMAR AG]

3,4-Dihydro-2H-pyran
Ethanol abs., HPLC (>99.8%)
D3;1-Hexadecanséure
Kaliumhydroxid

Laurinséure
Lithiumaluminiumhydrid
Lithiumchlorid, 99.99 %
Methanol-OD [Armar AG]
Methansulfonsaurechlorid
Natrium

Natriumhydrid, 60 % in Paraffin
Natriumhydrogensulfat
Natriumnitrit
Pentadecan-15-olid, 98 %
Phytosphingosin [Evonik]
Pyridin

Chrom(l11)oxid

Deuteriumchlorid [ARMAR AG]
2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon
4-(Dimethylamino)pyridin
N-Ethyldiisopropylamin

Kaliumcarbonat

Kupfer(Il)chlorid, (99.999 %)
Lithiumaluminiumdeuterid [ARMAR AG]
Lithiumbromid, > 99 %

Magnesiumspéne

Malonsaurediethylester [Laborchemie Apolda]
4-Methoxybenzylchlorid

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

Natriumsulfat

Phosphorpentoxid

PyBOP® [carbolution CHEMICALS GmbH]

Pyridinium-p-toluolsulfonat
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Pd/C (10 %) Salzséure, konz.
Samarium(Il)jodidlésung (0.1 M in THF)  Schwefelsdure, konz.

D,-Schwefelséure, konz. p-Toluolsulfonsduremonohydrat
p-Toluolsulfonséurechlorid Triethylamin
Triphenylphosphin [Fluka] Stearinsaure

D3s-Stearinsdure Tetracosanséure

Zinkstaub<1o ym, >98 % oder 40.60 nm, >99 %

5.1.2 Vorbehandlung von Chemikalien und Trocknung von
Losungsmitteln

e Chloroform

2 h Ruckfluss tber P,Os, Destillation
e Dichlormethan

2 h Ruickfluss tiber P,0s, Destillation, Lagerung unter Argonatmosphére und tiber Molsieb 4A
e Diethylether und Tetrahydrofuran

Vortrocknung tber KOH, Filtration, 2 h Riickfluss uber Na in Anwesenheit von Benzophenon
als Indikator fir Abwesenheit von Wasser, Destillation, Lagerung Uber Na in Anwesenheit
von Benzophenon und unter Argonatmosphare, frisch destilliert unter Argonatmosphére

e 3,4-Dihydro-2H-pyran
Lagerung uber KOH, vor Verwendung Destillation tber frischem KOH
e Ethylacetat

Gewaschen mit gleichem Volumen einer 5 %igen Na,CO3; Ldsung, Lagerung fir 24 h tber
CacCly, frisch destilliert

e Heptan
Lagerung uber KOH, Filtration, 2 h Rickfluss Giber KOH, Destillation
e Isopropanol
2 h Ruckfluss uber Na, frisch destilliert
e Methanol
3 h Rickfluss Gber Magnesiumspane, Destillation, Lagerung unter Argonatmosphére
e Pyridin

Vortrocknung durch 48 h Lagerung Uber KOH, Filtration, Destillation ber KOH, Lagerung
unter Argonatmosphére
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e Toluol

2 h Ruckfluss tber Na in Anwesenheit von Benzophenon als Indikator fur Abwesenheit von
Wasser, Destillation, Lagerung Uber Na in Anwesenheit von Benzophenon und unter
Argonatmosphare, frisch destilliert

e Triethylamin

2 h Ruckfluss uber Na, Destillation, Lagerung Uber frischem Na und unter Argonatmosphére

5.1.3 Saulenchromatographie

Die Reinigung der Zwischen- und Endverbindungen sowie die Diastereomerentrennung der
CER erfolgte mittels SCh unter Verwendung von Kieselgel 60 der Firma Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) mit einer KorngréfRenverteilung von 0.063-0.2 mm als stationare
Phase. Die fiir die SCh als mobile Phase (MP) bzw. zum Konditionieren der stationaren Phase
verwendeten Losungsmittel wurden wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben vorbereitet, die
Detektion der Elution und der einzelnen Fraktionen fand mittels DC statt, naheres siehe
Kapitel 5.2.3. Schwerlésliche Substanzen wurden vor der Reinigung in einem geeigneten
Losungsmittel bzw. -gemisch aufgenommen und dann auf wenig Kieselgel adsorbiert. Das
entsprechend adsorbierte Material wurde anschlieRend auf das obere Ende der stationéren
Phase aufgebracht und mit ca. 2 cm geglihtem Seesand bedeckt.

5.1.4 Reinigung von Zwischen- und Endverbindungen

Bei der Reinigung von saurelabilen Zwischen- und Endverbindungen wurde der MP zwecks
Phlegmatisierung der sauren Hydroxylgruppen des Kieselgels noch TEA im
Volumenverhaltnis von 100:0.5p:1ea) zugesetzt. Die Kontrolle der Elution der einzelnen
Fraktionen erfolgte durch DC, die Zusammensetzung der MP wird bei den jeweiligen
Verbindungen angegeben und bezieht sich immer auf das entsprechende Volumenverhaltnis
der jeweiligen Bestandteile untereinander. Es wurden folgende Techniken der SCh verwendet:

e Frontchromatographie

Die entsprechende Menge Kieselgel wurde im Masseverhéltnis von 1:10(substanz:Kieselgel)
trocken in den S&ulenkdrper eingefillt und mit ca. 2 cm geglihtem Seesand bedeckt. Das
entsprechende Rohprodukt wurde in wenig MP aufgenommen und auf das unkonditionierte
Kieselgel aufgetragen. Die Elution erfolgte isokratisch.

e SCh mit trockengepackter Saule

Die Berechnung der benétigten Kieselgelmenge erfolgte im Masseverhéltnis von
1:10(substanz:kieselgel). Das Kieselgel wurde anschlielend trocken in die Glassaule eingefillt, mit
ca. 2cm geglihtem Seesand bedeckt und mit der entsprechenden MP konditioniert, bei
sdurelabilen Zwischen- und Endverbindungen wurde dieser TEA im Volumenverhaltnis von
100:1(mp:Tea) zugesetzt. Die Erhohung der Polaritat der MP wahrend der eigentlichen SCh
erfolgte diskontinuierlich.
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e SCh mit konditionierter Saule

Kieselgel im Masseverhéltnis von 1:100(substanzKieselgey Wurde in der entsprechenden MP
suspendiert und nachfolgend unter einem kontinuierlichem Fluss dieser in den S&ulenkdrper
Uberfuhrt. Bei sdurelabilen Zwischen- und Endverbindungen wurde TEA im
Volumenverhaltnis von 100:1wp.tea) zugesetzt. Nach erfolgtem Konditionieren der Sédule
wurde die stationare Phase mit ca. 2 cm gegluhtem Seesand bedeckt, die Polaritatserhthung
der MP wahrend der SCh erfolgte entsprechend dem Bedarf diskontinuierlich.

5.1.5 Reinigung der CER vom Typ CER[EOS], CER[NDS] und
CERI[NS]

Das jeweils erhaltene Rohprodukt wurde zunachst in Heptan suspendiert, fir 10 min bei
45 °C geriihrt und anschlieBend von der Heptanphase nach Abkuhlen auf RT abfiltriert. Das
vorgereinigte CER wurde dann in einem Gemisch aus CHCIl3:MeOH im Volumenverhéltnis
von 8:2 gelost und auf wenig Kieselgel adsorbiert. Die Reinigung der adsorbierten CER
erfolgte hiernach unter Verwendung einer konditionierten Saule. Zum Einschwemmen der
stationdren Phase wurde ein Gemisch zusammengesetzt aus CHCls:Heptan im
Volumenverhdltnis von 8:2 verwendet. Als MP kam ein Gemisch bestehend aus
Heptan:CHCI3:MeOH  diskontinuierlicher  Polaritatserhohung zum  Einsatz.  Die
Startkonzentration sowie Endkonzentration sind stoffspezifisch und bei dem jeweiligen CER
gelistet. Die angegebenen Werte beziehen sich immer auf das Volumenverhaltnis der
einzelnen Bestandteile untereinander. Die Zugabe von NHs im Volumenverhéltnis von
100:0.5¢mp:NH3ag) erfolgte ab einer Konzentration von Heptan:CHCl3:MeOH 0:100:0.

Die Kontrolle der Elution der einzelnen Fraktionen erfolgte durch DC, die Zusammensetzung
der MP wird bei dem jeweiligen CER angegeben.

5.1.6 Reinigung der CER vom Typ CER[EOP] und CER[NP]

Das entsprechende Rohprodukt wurde in einem Gemisch bestehend aus CHCI3:MeOH im
Volumenverhaltnis von 8:2 gelést und nachfolgend auf wenig Kieselgel adsorbiert.
AnschlieRend erfolgte die Reinigung der adsorbierten CER mithilfe einer konditionierten
Sadule. Zum Einschwemmen der stationdren Phase wurde reines CHCI; verwendet. Als MP bei
der Reinigung kam ein Gemisch bestehend aus CHCI3:MeOH diskontinuierlicher
Polaritatserhnéhung zum Einsatz. Die Startkonzentration sowie Endkonzentration sind
stoffspezifisch und bei dem jeweiligen CER gelistet. Die angegebenen Werte beziehen sich
immer auf das VVolumenverhéltnis der einzelnen Bestandteile untereinander. Die MP wurde
jeweils zusatzlich mit NHzaq im Volumenverhaltnis von 100:0.5¢vp: NH3ag) Versetzt.

Die Kontrolle der Elution der einzelnen Fraktionen erfolgte durch DC, die Zusammensetzung
der MP wird bei dem jeweiligen CER angegeben.
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5.1.7 Reinigung und Diastereomerentrennung der CER vom
Typ CER[ADS], CER[AP] und CER[AS]

Das jeweilige DL-CER wurde in einem Gemisch aus CHCI3:MeOH im Volumenverhéltnis
von 8:2 gelost, auf wenig Kieselgel adsorbiert und unter Verwendung einer konditionierten
Séaule gereinigt. Bei CER vom Typ CER[ADS] und CER[AS] wurde die stationdre Phase mit
einem Gemisch bestehend aus CHCl3:Heptan im Volumenverhéltnis von 8:2 konditioniert.
Bei CER vom Typ CER[AP] wurde hierfur reines CHCI3 verwendet. Als MP kam wéhrend
der Chromatographie ein Gemisch bestehend aus Heptan:CHCI3;:MeOH diskontinuierlicher
Polaritdtserhéhung zum Einsatz. Die MP wurde jeweils mit NHz,q im Volumenverhaltnis von
100:0.5mp:NH3ag) Versetzt. Die Startkonzentration sowie Endkonzentration sind stoffspezifisch
und bei dem jeweiligen CER gelistet. Die Zugabe von NHz,q erfolgte ab einer Konzentration
von Heptan:CHCI;:MeOH 0:100:0. Alle Fraktionen, welche das entsprechende CER (reine
L- bzw. D-Form sowie DL-CER) enthielten, wurden vereinigt, bis zur Trockne eingeengt und
im Exsikkator fur 24 h tber P,Os getrocknet.

Fir die nachfolgende Trennung der Diastereomere mittels SCh wurden die initial gereinigten
DL-CER zunachst erneut in einem Gemisch bestehend aus CHCIl3:MeOH im
Volumenverhaltnis von 8:2 aufgenommen und dann auf wenig Kieselgel adsorbiert, die
anschlieende Trennung erfolgte unter Verwendung einer konditionierten Saule. Abweichend
zur unter 5.1.4 beschriebenen Methode wurde hier jedoch ein Masseverhéltnis von
1:200(pL-cerkieselget) Verwendet. Die entsprechende Menge Kieselgel wurde in CHCI;
suspendiert und nachfolgend unter einem kontinuierlichen Fluss dieser in den S&ulenkorper
uberfuhrt. Als MP bei der Diastereomerentrennung wurde ein Gemisch bestehend aus
CHCI3:MeOH unter Zugabe von NHs,q im  Volumenverhdltnis von 100:0.5wp:NH3aq)
verwendet. Die Angabe des genauen Volumenverhéltnisses von CHCIl;:MeOH fir die
Diastereomerentrennung erfolgt beim entsprechenden CER.

Die Kontrolle der Elution der einzelnen Fraktionen fand durch DC statt, die
Zusammensetzung der MP wird bei dem jeweiligen CER angegeben.

5.2 Analytische Methoden
5.2.1 Elementaranalyse (EA)

Falls moglich wurden die Substanzen vor der Analyse mithilfe einer Trockenpistole im
Vakuum getrocknet. Als Siedefllssigkeit wurde hierfir Methanol verwendet. Die
Bestimmung des Kohlenstoff- und Wasserstoffgehaltes fand im automatischen
Mikroverfahren an einem CHNS-932 der Firma Leco-Corporation (St. Joseph, MI, USA).
Durch Verbrennen der Substanz am Platinkontakt in reinem Sauerstoff samt anschlieBender
Titration mit Quecksilbernitrat gegen Diphenylcarbazid erfolgte die Bestimmung des
Halogengehaltes im Halbmikroverfahren.

5.2.2 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche bzw. -punkte erfolgte mittels Boetius
Heiztischmikroskop, die angegebenen Werte stellen unkorrigierte Werte dar.
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5.2.3 Diunnschichtchromatographie

Die Kontrolle von Reaktionsverlaufen, die Reinheitsprifung von Zwischen- und
Endverbindungen sowie die Bestimmung von Rg-Werten (unkorrigiert) erfolgte durch DC. Als
stationédre Phase dienten Kieselgelplatten der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
bzw. Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland), welche mit Kieselgel 60 Fs4 auf einer diinnen
Aluminium Platte als stationdre Phase beschichtet waren.

Zur Detektion der Substanzen wurde neben UV-Licht noch eine Bromthymolblaulésung
verwendet. Zur Herstellung dieser Lésung wurden in 10 ml Ethanol 400 mg KOH und
200 mg Bromthymolblau angeldst. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 1 | entionisiertem
Wasser. Der Triphenylmethanfarbstoff lagert sich an lipophile Strukturen an, wodurch die
entsprechenden Substanzen anschlieBend als gelbe (z. B Carbonsduren) bzw. blaue (z. B.
Amide) Flecken sichtbar werden. Zur Erhéhung der Sensitivitdt erfolgte noch eine
Bedampfung der Platten mit Ammoniakdampf nach  Besprihen mit der
Bromthymolblaulésung. Weiterhin  wurde eine Bromlésung zum Nachweis von
Doppelbindungen verwendet. Hierfir wurden 5-6 Tropfen elementares Brom in 10 ml
Methanol gel6st. Durch Addition des Broms an die Doppelbindung wurden weil3e Flecken auf
den bréaunlich gefarbten DC-Platten sichtbar.

Das Probenmaterial wurde vor dem Auftragen in einem geeigneten Ldsungsmittel bzw.
-gemisch geldst und anschlieBend mithilfe einer 10 ul Kapillare der Firma Diaglobal (Berlin,
Deutschland) auf die DC-Platten aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte unter
Kammersattigung in entsprechenden Chromatographiekammern. Als mobile Phase dienten
verschiedene Laufmittel bzw. -gemische, deren genaue Angabe erfolgt bei den jeweiligen
Substanzen. Die Zusammensetzung bei den Gemischen bezieht sich dabei immer auf das
Volumenverhaltnis. Die verwendeten Losungsmittel wurden ohne Vorbehandlung direkt
eingesetzt.

5.2.4 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die Bestimmung der Reinheit der Substanzen erfolgte an einem HP 1100 Agilent der Firma
Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Als Lichtstreudetektor fand ein ELSD 2000
Alltech der Firma Grace Davison (Columbia, MD, USA) und als Saule eine Nucleodur
100-5 125 x 2 Sé&ule der Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) Verwendung. Die
Auswertung der Chromatogramme erfolgte mithilfe der Software Origin 8.0 der Firma
OriginLab Corporation (Northampton, MA, USA) oder der Freeware SciDAVis 1.26. Die
Substanzen wurden entsprechend ihrer Loslichkeit in einem Gemisch bestehend aus
CHCI3:MeOH unterschiedlicher Zusammensetzung gel6ést. Vor Injektion in die Anlage
erfolgte die Herstellung verschiedener Stammldsungen. Die Reinheitsbestimmung des
deuterierten IPM 6 wurde PRONIUK et al. durchgefiihrt.?®®!

5.2.5 Massenspektrometrie

Die Berechnung der monoisotopischen Massen der jeweiligen Verbindungen erfolgte mit CS
ChemDraw Pro 6.0 der Firma CambridgeSoft Corporation (Cambridge, MA, USA).
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e Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Substanzen wurden vor Injektion in ein lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan SSQ
710C der Firma Thermo Electron (Egelsbach, Deutschland) mithilfe einer Spritzenpumpen 22
der Firma Havard Apparatus (Holliston, MA, USA) in CHCI3 bzw. einem Gemisch bestehend
aus CHClIs:Methanol unterschiedlicher Volumenanteilen gel6st. Die lonisierung erfolgte
entweder positiv oder negativ im lonenspray bei 4.5 kV bei einer Flussrate von 20 pl/min.
Weiterhin besitzt das Gerét eine bis auf 200 °C beheizbare Kapillare.

e Hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS)

Die Aufnahme der Spektren der hochaufldsenden  Massenspektrometrie  zur
Identitatsbestimmung erfolgte durch ein LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer der Firma
Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) unter Zuhilfenahme einer Proxeon-Nano-
ESI-Quelle zur lonisierung bei 1.3 kV, diese stammt ebenfalls von der Firma Thermo Fisher
Scientific (Bremen, Deutschland). Die jeweiligen Verbindungen wurden in einem Gemisch
bestehend aus CHCIs;:Methanol unterschiedlicher Volumenanteile aufgenommen und dann
der lonenquelle zugefihrt.

5.2.6 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) — 'H-
und ®C-NMR

Die Aufnahme der *H- bzw. **C-NMR Spektren erfolgte, falls nicht anders angegeben, bei
27 °C an einem VNMRS 400 der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) bei
400 MHz (*H) bzw. 100 MHz (*C) oder einem 500 MHz DD2 von Agilent Technologies bei
500 MHz (*H) bzw. 125 MHz (**C). Die Proben wurden entsprechend ihrer Léslichkeit in
verschiedenen deuterierten Losungsmittel bzw. einem Gemisch bestehend aus CDCl3:CD3;0D
unterschiedlicher Volumenanteile gelést. Die genaue Angabe erfolgt bei den jeweiligen
Substanzen. Die Auswertung der Spektren wurde mithilfe von MestReNova Version 6.0.2 der
Firma Mestrelab Research S.L. (Santiago de Compostela, Spanien) durchgefuhrt, wobei das
jeweils verwendete Ldsungsmittel als interner Standard diente. Bei den eingesetzten
Gemischen dient immer CDClI; als Standard. Die Dokumentation der Kopplungskonstanten
(J) erfolgt in Hz und die der chemischen Verschiebung (6) in ppm. Bei Multipletts (m) wird
der Bereich der chemischen Verschiebung angegeben, wogegen sich bei definierten
Multiplizitdten auf die Symmetrieachse bezogen wird. Folgende Abkirzungen dienen der
Dokumentation: s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), dd (Duplett vom Duplett), dt (Duplett
vom Triplett) und Septett.

5.3 Synthesevorschriften

Die in den Reaktionen verwendeten nicht kommerziell erworbenen Chemikalien und
Losungsmittel wurden falls noétig entsprechend ORGANIKUM vor Einsatz vorbehandelt,
getrocknet sowie frisch destilliert.!’”? Abweichende Prozedere sind in Kapitel 5.1.2
beschrieben. Zur Aufarbeitung der Reaktionen wurden unbehandelte Ldsungsmittel und
entionisiertes Wasser verwendet. Die verwendeten Salzlosungen wurden ebenfalls mit
entionisiertem Wasser hergestellt. Katalytische Hydrierungen sowie der Austausch von

48



Wasserstoff gegen Deuterium erfolgte im Autoklaven der Serie 5500 der Firma Parr
Instruments GmbH (Frankfurt, Deutschland).

5.3.1 Synthese des Isopropyl-D,s-myristats (6)

a) Darstellung des D,s-Dodecylmalonsaurediethylesters (3)

In einem ausgeheizten 250 ml Zweihalskolben wurden unter einer Atmosphére von Argon
14.21 mmol (0.34 g) NaH in 40 ml Toluol vorgelegt. 14.21 mmol (2.28 g) frisch destillierter
Malonséureester 1 wurden in 6 ml Toluol gelést und unter starkem Rihren vorsichtig zum
Ansatz getropft. Anschlieflend wurde dieser fur 2 h bei 60 °C geruhrt. Nach Abkuhlung auf
45 °C wurde zuerst eine katalytische Menge an Tetrabutylammoniumjodid zum Ansatz
gegeben und dann unter starkem Rihren 10.93 mmol (3.00 g) Bromdodecan 2, geldst in 10 ml
Toluol, zugetropft. Nachdem der Ansatz fir 5 h unter Ruckfluss erhitzt wurde, erfolgte durch
Zugabe von 50 ml einer gesattigten NH4CIl-Losung der Abbruch der Reaktion. Die
Toluolphase wurde anschlieBend 2x mit Wasser gewaschen, tiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und eingeengt.

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte mittels einer konditionierten S&ule unter
Verwendung eines  Heptan:Ether-Eluenten  diskontinuierlicher  Polaritatserh6hung
(Startkonzentration 100:0, Endkonzentration 94:6).

Summenformel: C19H11D2504

Molare Masse: 353.42 g/mol

Ausbeute: 1.60 g (72 %)

Aussehen: weiler Feststoff

DC: Heptan:Ether 95:5, R¢ = 0.11

ESI-MS: 354.22 [M+H]", 376.32 [M+Na]", 729.24 [2M+Na]"

'H NMR (500 MHz, CDCls): 4.19-4.12 (m, 4 H, 2x H3C-CHy-), 3.26 (s, 1 H, -CH-),
1.23 (t, 6 H, 3= 7.1 Hz, 2x HsC-)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 169.66, 61.25, 51.99, 31.97, 28.67-27.78, 26.17, 22.77,
14.15

b) Darstellung der D,s-Tetradecansaure (5)

In einem 100 ml Rundkolben wurden 4.52 mmol (1.60 g) Dodecylmalonsdureester 3 sowie
18.10 mmol (1.02 g) KOH in 32 ml Wasser und 16 ml Ethanol gel6st und anschliel3end fur
15 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde zuerst das Ethanol mithilfe eines
Rotationsverdampfers entfernt, 30 ml Wasser zugegeben, mit konz. HCI angesduert und die
wassrige Phase 4x mit Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden ber Na,SO4
getrocknet, filtriert und eingeengt. Es wurden 1.28 g Dodecylmalonséure 4 gewonnen und
ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt.

Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte durch DC (CHCI3:MeOH 8:2, R¢=0.1).

49



Die als Rohprodukt gewonnene Diséure 4 wurde zur Decarboxylierung in einem 100 ml
Rundkolben bei 140 °C und 700 mbar fir 90 min ber einem Metallbad geruhrt.

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte unter VVerwendung einer konditionierten S&ule und
eines CHCl3:Ether-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung (Startkonzentration 100:0,
Endkonzentration 90:10).

Summenformel: C14H3D250; W\WD
Ho D D D D D

Molare Masse: 253.36 g/mol

Ausbeute: 0.88 g (76 %)

Aussehen: weiller Feststoff

DC: CHCI3:MeOH 8:2, Rf=0.34
ESI-MS: 252.58 [M-H]

HRMS: ber. (C1sH2D2505): 252.3555 [M-H]"

gef.: 252.3586

c) Darstellung des Isopropyl-D,s-myristats (6)

3.47 mmol (0.88 g) der Tetradecansaure 5 und 34.7 mmol (4.13 g) frisch destilliertes SOCI,
wurden fiir 12 h bei RT in einem 100 ml Rundkolben gerlhrt. Das uberschiissige SOCI,
wurde anschlielend im Vakuum unter Zuhilfenahme einer Wasserstrahlpumpe entfernt.
13.8 mmol (0.83 g) frisch destilliertes Isopropanol und 3.82 mmol (0.30 g) frisch destilliertes
Pyridin wurden in 7 ml CHCI3 gel6st und im Anschluss Uber einen Zeitraum von 15 min bei
0 °C zum Ansatz getropft. Nachfolgend wurde das Gemisch noch fiir 1 h bei 0 °C und danach
fiir 1 h bei RT geriihrt. AbschlieRend wurde der Ansatz eingeengt, bis ein gelbes, viskoses Ol
als Ruckstand erhalten wurde.

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte mithilfe einer konditionierten Sdule unter
Verwendung eines  Heptan:Ether-Eluenten  diskontinuierlicher  Polaritatserh6hung
(Startkonzentration 100:0, Endkonzentration 97:3).

0 M) ny n D ny
Summenformel: C17HgD250; )\O p ol ololn
D D D D D
D D D D D

Molare Masse: 295.4103 g/mol

Ausbeute: 0.99 g (98 %)

Aussehen: dickflussiges, farbloses Ol

DC: CHCIs, R=0.67

ESI-MS: 318.18 [M+Na]", 613.16 [2M+Na]*
HRMS: ber. (C17H10D2505): 296.4181 [M+H]*

gef.: 296.4203
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'H NMR (500 MHz, CDCly): 4.99 (septett, 1 H, %] = 6.3 Hz, -CH-), 2.21 (s, 2 H,
-CH,CO-), 1.21 (d, 6 H, J = 6.3 Hz, 2x CH3-)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 173.32, 67.16, 34.46, 30.73-30.33, 28.56-27.67, 24.19-
23.89, 21.93-21.16, 13.15-12.70

5.3.2 Synthese des Dihydrosphingosins (9)

Im Autoklaven wurden 0.02 mmol (6.5 g) Sphingosin 8 in 150 ml eines Gemisches bestehend
aus EtOAc:MeOH im Volumenverhaltnis von 8:2 geldst und nach Zugabe von 3 Spatelspitzen
Pd/C (10 %) bei einem Wasserstoffdruck von 6 bar fir 3 h bei RT geriihrt. Nach Abschluss
der Reaktion wurde der Pd/C-Katalysator abfiltriert und mehrfach mit EtOAc:MeOH im
Volumenverhaltnis von 8:2 gewaschen. Im Anschluss wurden die organischen Phasen
vereinigt und bis zur Trockne eingeengt.

Das gewonnene Rohprodukt wurde auf wenig Kieselgel adsorbiert und anschlieBend mithilfe
einer trockengepackten Sdule unter Verwendung eines CHCI3;:MeOH-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhohung gereinigt (Startkonzentration 95:5, Endkonzentration
90:10).

H,N
Summenformel: Ci1gH3zoNO, Woﬂ
“DH

Molare Masse: 301.30 g/mol

Ausbeute: 6.10 g (93 %)

Aussehen: weiller Feststoff

Fp: 73-75°C

DC: CHCl3:MeOH:NH3syq, R = 0.21

ESI-MS: 302.54 [M+H]", 603.34 [2M+H]", 625.29 [2M+Na]*

'H NMR (500 MHz, CDCls): 3.70-3.67 (m, 2 H, -CH,OH), 3.60-3.57 (m, 1 H,

-CHOH-), 2.82 (dd, 1 H, %= 10.2 Hz, %)= 4.7 Hz, -CHNH,-), 1.52-1.45 (m, 2 H, -CH,-
CHOH-), 1.35-1.23 (m, 23 H, CH3-(CH5)13-), 0.88 (t, %)= 7.0 Hz, 3 H, CH3-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 75.11, 64.07, 55.86, 33.89, 32.08, 29.85-29.51, 26.16,
22.84, 14.27

3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 74.73, 65.04, 58.39, 34.73, 33.04, 31.03-30.47, 27.15,
23.72, 14.60

5.3.3 Synthese der (2RS)-2-Hydroxy-Djss-octadecansaure (26)
bzw. der (2RS)-2-Hydroxy-D,s-tetracosansaure (27) nach
MORI

a) Darstellung der Dys-Docosansaure (11)

11.8 mmol (5.01g) Docosansdure (10) wurden entsprechend der in Kapitel 5.3.6.1
beschriebenen Methode zur deuterierten Docosansédure 11 umgesetzt und direkt
weiterverwendet.
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Summenformel: CoH1D4305

Molare Masse: 383.60 g/mol

Ausbeute: 98 %

Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff
DC: CHCI3:MeOH 8:2, R¢ = 0.46

b) Darstellung des Dj;-Hexadecansauremethylesters (13) und des
D43-Docosansauremethylesters (15)

3.6 mmol (1.04 g) deuterierte Hexadecansaure 12, 10 ml MeOD und 10 Tropfen konz. H,SO,
wurden fur 5 h unter Rickfluss in einem 100 ml Rundkolben erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde
das MeOD im Vakuum entfernt, 10 ml eiskaltes D,O zum Ansatz gegeben und die wéssrige
Phase 3x mit 20 ml Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden nacheinander mit
30 ml ges. Na,COs- und 30 ml ges. NaCl-Losung gewaschen, Ulber Na,SO, getrocknet,
filtriert und eingeengt. Der als weiRer, wachsartiger Feststoff gewonnene Ester 13 wurde ohne
weitere Reinigung direkt umgesetzt (Rohprodukt: 1.05 g, Ausbeute: 97 %).

e Dg3-Hexadecansauremethylester (13)
Ausbeute: 1.05 g Rohprodukt
DC: CHCI3, Rf=0.73

Analog erfolgte die Umsetzung von 7.9 mmol (3.03 g) deuterierter Docosansdure 11 zum
entsprechenden Ester 14, dieser wurde ebenfalls direkt ohne weitere Reinigung umgesetzt.

e Dj3-Docosansauremethylester (14)
Ausbeute: 3.07 g Rohprodukt
DC: CHCl3:Heptan 6:4, R = 0.57

c) Darstellung des Dgzs-Hexadecan-1-ols (15) und des D4s-Docosan-1-ols
(16)

In einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphare von
Argon 3.88 mmol (92.5 mg) LiAID, in 5 ml Ether suspendiert. Zu dieser Suspension wurden
zunéchst unter starkem Rihren vorsichtig 3.5 mmol (1.05¢g) des zuvor in 10 ml Ether
geltsten Esters 13 bei RT zugetropft, im Anschluss daran wurde dieser noch fir 2 h unter
Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz auf 0 °C abgekihlt, mit 30 ml Ether
versetzt und unter starkem Rihren vorsichtig 5 ml D,O zugetropft. Bei RT wurde dann fir 2 h
weitergeriihrt und anschlieBend mit konz. DCI angesduert. Nachfolgend wurde vorsichtig eine
entsprechende Menge an D,O so lange zugetropft, bis sich der gebildete Niederschlag
komplett geldst hatte. Die Etherphase wurde abgetrennt und die wassrige Phase noch 3x mit
10 ml Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit 50 ml ges. NaCl-Ldsung
gewaschen, uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Der als weiller Feststoff
gewonnene Alkohol 15 wurde direkt weiter ohne Reinigung umgesetzt.
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e Dg33-Hexadecan-1-ol (15)
Ausbeute: 0.94 g Rohprodukt
DC: CHCl3:Heptan 6:4,R¢f = 0.21

Analog erfolgte die Umsetzung von 7.5 mmol (3.07 g) des Esters 14 zum entsprechenden
Alkohol 16, dieser wurde ebenfalls ohne weitere Reinigung umgesetzt.

e Dys-Docosan-1-ol (16)
Ausbeute: 2.81 g Rohprodukt
DC: CHCls:Heptan 6:4, Rf=0.16

d) Darstellung des 2-(Dss-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyrans (17) und
des 2-(D4s-Docosyloxy)tetrahydro-2H-pyrans (18)

Unter einer Atmosphare von Argon wurden in einem ausgeheizten 100 ml Rundkolben
3.5 mmol (0.94 g) Alkohol 15, 7.0 mmol (0.63 ml) 3,4-Dihydro-2H-pyran (2 h Ruckfluss tber
KOH, frisch destilliert) in 15 ml CH,Cl, gel6st, katalytische Mengen PPTS zugegeben und
der Ansatz fur 24 h bei RT geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde die CH,Cl,-Phase 2x mit 50 ml
H,O und 50 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und
eingeengt. Der als blassgelbes Ol gewonnene THP-geschiitzte Alkohol 17 wurde durch SCh
gereinigt.

Fir die Reinigung wurde der THP-geschiitzte Alkohol 17 in wenig Heptan gelost und tber
eine  trockengepackte  Sdule unter Verwendung eines  Heptan:Ether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0, Endkonzentration
99:2). Dem Eluenten wurde TEA im Volumenverhaltnis von 100:0.5 zugesetzt.

o 2-(Ds3-Hexadecyloxy)tetrahydro-2H-pyran (17)

Summenformel: C21HoD330; o

Molare Masse: 359.52 g/mol Py e e e U
Ausbeute: 1.25 g (97 % Uber 3 Stufen)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, Rf = 0.52

'H NMR (400 MHz, CDCls): 4.57-4.55 (m, 1 H, -CH-), 3.90-3.82 (m, 1 H, -O-CHH"-

), 3.56-3.40 (M, 1 H, -O-CHH*-), 1.94-1.76 (m, 1 H, -CH-CHH*-), 1.75-1.65 (m, 1 H, -CH-
CHH*-), 1.62-1.37 (M, 4 H, -O-CH-(CH,),-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 98.98, 67.72, 62.44, 30.95, 29.99, 29.07-28.01, 25.68,
25.15, 21.51, 19.85, 13.07.

Analog erfolgte die Umsetzung von 7.5 mmol (2.81 g) Alkohol 16 zum entsprechenden THP-
geschitzten Alkohol 18. Fir die Reinigung wurde dieser ebenfalls in wenig Heptan gel6st und
Uber eine trockengepackte Saule unter Verwendung eines Heptan:Ether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserh6hung gereinigt (Startkonzentration: 100:0, Endkonzentration
96:4). Dem Eluenten wurde TEA im Volumenverhéltnis von 100:0.5 zugesetzt.

53



o 2-(D4s-Docosyloxy)tetrahydro-2H-pyran (18)

Summenformel: C27HgD4s0;

Molare Masse: 455.69 g/mol

Ausbeute: 3.06 g (85 % Uber 3 Stufen)

DC: CHCls:Heptan 6:4, Rf = 0.51

'H NMR (500 MHz, CDCls): 457-456 (m, 1 H, -CH-), 3.89-3.84 (m, 1 H, -O-

CH‘H-), 3.51-3.47 (m, 1 H, -O-CH*H-), 1.86-1.80 (m, 1 H, -CH-CH’H-), 1.73-1.69 (m, 1 H,
-CH-CH’H-), 1.59-1.20 (m, 4 H, -O-CH,-(CH,)»-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 98.78, 67.58, 62.29, 31.91, 30.79, 29.68-28.03, 25.51,
25.03, 22.67, 19.69, 14.08

e) Darstellung des Brom-D3s-hexadecans (19) und des Brom-D,s-dodecans
(20)

In einem ausgeheizten 250 ml Dreihalsrundkolben wurden in einer Atmosphére von Argon
zunéchst 7.4 mmol (1.94 g) Triphenylphosphin in 20 ml CH,CI; gel6st. Im Anschluss wurden
7.4 mmol (0.19 ml) Brom in 10 ml CH,CI; gel6st und dann bei einer Temperatur von 0 °C
vorsichtig unter starkem Ruhren zum Ansatz getropft. Dabei war die Tropfgeschwindigkeit so
gewdhlt, dass keine Gelbfarbung des Ansatzes auftrat und auch kein Temperaturanstieg zu
beobachten war. Unmittelbar danach wurden 3.4 mmol (1.2 g) des in 5 ml CH,Cl, gel6sten
THP-geschiitzten Alkohols 15 zugetropft. Nach erfolgter Zugabe wurde noch fiir 12 h bei RT
geruhrt, hierbei verfarbte sich der Ansatz schwarz. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz 2x mit
50 ml eines Gemisches bestehend aus H,0:ges. NaCl-Lésung im Volumenverhaltnis von 1:1
gewaschen, tber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Die Reinigung des Bromids 19
erfolgte mittels SCh.

Zunéchst wurde das Rohprodukt in Heptan aufgenommen und dann auf wenig Kieselgel
adsorbiert. Die Reinigung erfolgte im Anschluss durch Frontchromatographie unter
Verwendung von Heptan als Eluent.

e Brom-Ds3-hexadecan (19)

Summenformel: C16D33Br

Molare Masse: 337.38 g/mol e r e
Ausbeute: 0.95 g (85 %)

DC: Heptan, R¢ = 0.56

BC NMR (125 MHz, CDCly): 34.01, 32.04, 31.07, 29.85-28.18, 22.85, 14.26

Analog erfolgte die Umsetzung von 6.4 mmol (2.90 g) THP-geschiitztem Alkohol 18 zum
Bromid 20. Fir die Reinigung wurde das Rohprodukt ebenfalls in Heptan aufgenommen, auf
wenig Kieselgel adsorbiert und durch Frontchromatographie unter Verwendung von Heptan
als Eluent gereinigt.
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e Brom-Dgs-dodecan (20)

Summenformel: C2D4sBr

Molare Masse: 433.55 g/mol prrr R el
Ausbeute: 2.72 9 (96 %)

DC: Heptan, R = 0.53

BC NMR (125 MHz, CDCly): 32.09, 29.87, 29.53, 29.10-28.21, 22.85, 14.27

f)  Darstellung des (2RS)-2-Hydroxy-Ds3-octadecansauremethylesters (28)
und des (2RS)-2-Hydroxy-D,s-tetracosansauremethylesters (29)

e Darstellung des Acetylamino-Dss-hexadecylmalonsdurediethylesters (22) und
Acetylamino-Dgs-docosanylmalonsaurediethylesters (23)

In einem ausgeheizten 250 ml Rundkolben wurden unter einer Atmosphére von Argon
4.1 mmol (0.89 g) Acetaminomalonséureester 21, geldst in 5 ml abs. EtOH, unter starkem
Rihren zu einer Natriumethanolatlésung [7.66 mmol (175 mg) Na gel6st in 4 ml abs. EtOH]
bei RT zugetropft. Darauf folgend wurde der Ansatz fur 30 min gerthrt. Im Anschluss
wurden 2.73 mmol (0.92 g) Alkylbromid 19 in 10 ml abs. EtOH geltst und zugetropft.
AnschlieRend wurde der Ansatz fir 18 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurden
20 ml H,O zum Ansatz gegeben und die wassrige Phase dann 3x mit je 50 ml Ether extrahiert.
Die Etherphasen wurden hierauf vereinigt, tber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.
Der als brauner Feststoff gewonnene Hexadecylmalonséureester 22 wurde direkt weiter
umgesetzt.

e Acetylamino-Ds3s-hexadecylmalonsaurediethylester (22)
DC: CH3Cl:Heptan 6:4, Ry =0.17

Analog erfolgte die Umsetzung von 5.8 mmol (2.53¢g) Alkylbromid 20 zum
Docosanylmalonsdureester 23, dieser wurde ebenfalls als Rohprodukt direkt weiter umgesetzt.

e Acetylamino-Dgs-docosanylmalonsaurediethylester (23)
DC: CH3Cl:Heptan 6:4, Rf=0.13

e Darstellung der (2RS)-2-Hydroxy-Ds3-octadecansaure (26) und (2RS)-2-Hydroxy-
Dys-tetracosansaure (27)

Der Hexadecylmalonsdureester 22 wurde im ndchsten Schritt in einem 100 ml Rundkolben
mit 10 ml eines Gemisches bestehend aus DCI:DMF im Volumenverhéltnis von 9:1 versetzt
und fir 24 h unter Rickfluss sowie starkem Ruhren erhitzt. Bei RT wurde der Ansatz danach
mit NHsy neutralisiert und flr 1h gerihrt. Die entstandene Suspension wurde unter
Verwendung einer Nutsche getrennt. Der Filterkuchen wurde im Anschluss mit jeweils 10 ml
H,O und MeOH sowie 2x 5ml Ether gewaschen. Die als grauer Feststoff gewonnene
Aminosdure 24 wurde unmittelbar danach in einen 250 ml Zweihalsrundkolben Gberfuhrt und
in 16 ml 2N D,SO,4 (1.5 ml konz. D,SO4 aufgenommen in 15 ml D,0) gel6st. Bei 80 °C
erfolgte dann unter starkem Rihren das vorsichtige Zutropfen von 16.1 mmol (1.119) in
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13 ml D,0O geldsten NaNO; Uber einen Zeitraum von 1 h. Der Ansatz wurde im Nachhinein
noch flr weitere 8 h bei 80 °C gertihrt. Zur Aufarbeitung wurden 20 ml H,O zum Ansatz
gegeben, die wéssrige Phase dann 3x mit je 50 ml Ether extrahiert und die vereinigten
Etherphasen tUber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Die als Rohprodukt erhaltene
Hydroxyséure 26 wurde direkt im Anschluss weiter umgesetzt.

Analog erfolgte die Umsetzung des als Rohprodukt vorliegenden Docosanylmalonséureesters
23 in 50 ml eines Gemisches bestehend aus DCI:DMF im Volumenverhdltnis von 9:1 zur
Aminosaure 25 und anschlieBend zur Hydroxyséure 27 unter Zuhilfenahme von 50 ml 2N
D,S0O4 sowie 43.9 mmol (3.03 g) NaNO,. Die als Rohprodukt erhaltene Hydroxyséure 27
wurde ebenfalls direkt weiter umgesetzt.

e Darstellung des (2RS)-2-Hydroxy-Dss-octadecansduremethylesters (28) und
(2RS)-2-Hydroxy-D4s-tetracosansauremethylesters (29)

In einem 100 ml Rundkolben wurde die ungereinigte a-Hydroxyfettsaure 26, 20 ml MeOD
und 10 Tropfen konz. D,SO, zundchst fiir 4 h unter Ruhren erhitzt und im Anschluss
eingeengt. Die Reinigung des gewonnenen Hydroxyséaureesters 28 erfolgte durch SCh.

Hierflr wurde der Ester 28 auf wenig Kieselgel adsorbiert und mithilfe einer konditionierten
Saule unter Verwendung eines Heptan:CHCIs:Ether-Eluenten  diskontinuierlicher
Polaritatserhdhung gereinigt (Startkonzentration: 40:60:0, Endkonzentration: 0:97:3).

e (2RS)-2-Hydroxy-Ds3-octadecansauremethylester (28)

&) N D D n D D N OH
D D

Summenformel: C19H5D3303

Molare Masse: 347.49 g/mol prr R mere
Ausbeute: 0.22 g (23 % Uber 4 Stufen)

DC: CHCI3, R¢=0.43

ESI-MS: 370.48 [M+Na]*

Analog erfolgte die Umsetzung der als Rohprodukt vorliegenden a-Hydroxyfettsdure 27 mit
50 ml MeOD und 10 Tropfen konz. D,SO,4. Zur Reinigung durch SCh wurde der Ester 29
anschlieBend ebenfalls auf wenig Kieselgel adsorbiert und unter Verwendung einer
konditionierten Séule mit einem Heptan:CHCI3:Ether-Eluenten  diskontinuierlicher
Polaritatserhdhung gereinigt (Startkonzentration: 40:60:0, Endkonzentration: 0:95:5).

e (2RS)-2-Hydroxy-Dgs-tetracosansauremethylester (29)

n [»} n D [ n D D [ Iy D OH
D D D

Summenformel: CasH5D4503

Molare Masse: 443.65 g/mol prorrrererpeee 0
Ausbeute: 0.23 g (9 % uber 4 Stufen)

DC: CHCI3, Rf=0.41

ESI-MS: 466.12 [M+Na]"
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g) Umsetzung der Hydroxysaureester 28 und 29 in die entsprechenden
a-Hydroxyfettsauren 26 und 27

In einem 50 ml Rundkolben wurden 0.63 mmol (0.22 g) Ester 28 sowie 0.96 mmol (53.9 mg)
KOH in 10 ml abs. EtOH gelost. Im Anschluss wurde fir 3 h unter Rickfluss erhitzt und
dabei gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde zunéchst das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und
dann der feste Ruckstand in 10 ml eiskaltem H,O aufgenommen. Der pH-Wert wurde
nachfolgend durch die Zugabe von 2 N HCI auf 5 eingestellt. Die wéssrige Phase wurde
danach 3x mit je 15 ml Ether extrahiert, die vereinigten Etherphasen Gber Na,SO, getrocknet,
filtriert und eingeengt. Die als blassgelber Rickstand gewonnene Hydroxysaure 25 wurde
anschlieBend 2x aus einem Gemisch von Heptan:Aceton im Volumenverhdltnis von 8:1
umkristallisiert.

Analog wurden 0.52 mmol (0.23 g) Ester 29 zur Hydroxysaure 27 umgesetzt, die Reinigung
erfolgte hier durch 3-fache Umkristallisation aus einem Gemisch bestehend aus
Heptan:Aceton im VVolumenverhéltnis von 8:1.

e (2RS)-2-Hydroxy-Ds3-octadecansdure (26)

Summenformel: C1gH3D3303

Molare Masse: 333.78 g/mol pEr R R
Ausbeute: 0.19 g (89 %)

Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff

DC: CHCI3:MeOH 8:2, R =0.38

ESI-MS: 333.02 [M-H]

BC NMR (125 MHz, CDCly) 178.28, 70.41, 34.39, 32.00, 29.85-29.42, 24.91, 22.58,
13.36

e (2RS)-2-Hydroxy-Dgs-tetracosansaure (27)

Summenformel: C24H3D4503

Molare Masse: 429.6382 g/mol pvoromrrr e e
Ausbeute: 0.18 g (83 %)

Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff

DC: CHCI3:MeOH 8:2, Ry = 0.41

ESI-MS: 428.04 [M-H]

3C NMR (125 MHz, CDCly): 176.04, 70.53, 33.62, 32.08, 29.86-28.21, 23.70, 22.85,
14.26
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5.3.4 Synthese der 30-{[(10RS)-Ds3-10-Methylhexadecanoyl]-
oxy}triacontansaure (35)

a) Darstellung der (10RS)-D33-10-Methylhexadecansaure (31)

3.7mmol (1g) Methylhexadecansdure 30 wurden entsprechend 5.3.6.1 zur deuterierten
Methylhexadecansdure 31 umgesetzt. Abweichend zur unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode
wurde der Ansatz zur Aufarbeitung zunachst mit konz. DCI angesduert und dann mit 100 ml
CHCI; versetzt. Die Suspension wurde nachfolgend in einen 500 ml Rundkolben tberfuhrt
und fur 1 h bei RT stark geruhrt. Die Abtrennung des Pd/C-Katalysators erfolgte anschlieend
Uber eine Fritte, zusétzlich wurde der Filterkuchen noch 2x mit je 20 ml CHCI;3 gewaschen.
Nach Abtrennen der CHCI3-Phase wurde die wassrige Phase noch 2x mit je 50 ml CHCI;
extrahiert. Die vereinigten CHCl3-Phasen wurden dann (ber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und
eingeengt. Die deuterierte Sdure 31 wurde durch SCh gereinigt.

Hierfur wurde die Séure 31 auf wenig Kieselgel adsorbiert und Uber eine trockengepackte
Saule  unter  Verwendung  eines  Heptan:CHCIs-Eluenten  diskontinuierlicher
Polaritatserhdhung gereinigt (Startkonzentration: 50:50, Endkonzentration: 0:100).

D n D n M) v N 0
D D M) D M) D

Summenformel: C17HD330,

Molare Masse: 303.46 g/mol

Ausbeute: 0.73 g (65 %)

DC: CHCI3:Ether 8:2, Rf = 0.42
ESI-MS: 302.73 [M-H]

b) Darstellung des (10RS)-D3s-10-Methylhexadecansaure-30-hydroxy-
triacontanyl-1-esters (34)

In einem ausgeheizten 50 ml Zweihalsrundkolben und unter einem stdndigen Fluss von Argon
wurden 2.4 mmol (0.73 g) Séure 31 und 24 mmol (2.86 g) frisch destilliertes SOCI, fiir 6 h
unter Rickfluss erhitzt. Bei 45 °C wurde im Anschluss das Uberschiissige SOCI, unter
Verwendung einer Wasserstrahlpumpe entfernt und der Ansatz dann vorsichtig unter einem
stetigen Strom von Argon auf RT abgekihlt. Das gewonnene Saurechlorid 32 wurde
umgehend weiter umgesetzt.

In einer Atmosphére von Argon wurden in einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben
7.2 mmol (3.27 g) des C3p-Diols 33 und 150 ml CHCI3 vorgelegt. In der Siedehitze und unter
starkem Ruhren erfolgte dann ber einen Zeitraum von 2 h das vorsichtige Zutropfen des in
25 ml CHCl; gelosten S&urechlorids 32. Der Ansatz wurde im Nachhinein noch fiir 8 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlung auf RT wurde der feste Riickstand Uber eine Nutsche
abgetrennt, der Filterkuchen 2x mit je 30 ml CHCI3 gewaschen, die vereinigten CHCI3-Phasen
bis zur Trockne eingeengt und der Ester 34 anschlieRend durch SCh gereinigt.

Hierfur wurde das Rohprodukt zundchst in CHCI3 gelost, auf wenig Kieselgel adsorbiert und
dann mithilfe einer trockengepackten Sdule unter Verwendung eines Heptan:CHCI3-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritdtserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0 Endkonzentration:
90:10). Der MP wurde zusatzlich TEA im Volumenverhaltnis von 100:0.5vp.tea) ZUgesetzt.
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Summenformel: C47Hg1D3303

Molare Masse: 739.92 g/mol

Ausbeute: 1.38 g (78 %)

DC: CHCl3z:Heptan 6:4, Rf=0.14

ESI-MS: 740.90 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, CDCl5): 4.05 (t, 3J= 6.7 Hz, 2 H, -CH,-0-), 3.63 (t, %)= 6.7 Hz,

2 H, -CH-OH), 1.62-1.53 (m, 4 H, -CH-CH,-O-; -CH»-CH,-OH), 1.35-1.23 (m, 52 H,
-(CH3)26-CH,-CH,-0-), 0.88 (t, 3J= 6.9 Hz, 1 H, -CD,-CD,H), 0.83 (d, *J= 6.6 Hz, 1 H, -CD-
CD,H)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 174.18, 64.51, 63.20, 37.24, 34.57, 32.98, 32.11, 30.10-
29.27, 28.82, 27.20, 26.09, 25.91, 25.05, 22.84, 19.85, 14.26

c) Darstellung der 30-{[(10RS)-D33-10-Methylhexadecanoyl]oxy}-
triacontansaure (35)

In einem ausgeheizten 500 ml Zweihalsrundkolben und unter einer Atmosphére von Argon
wurden bei 0 °C 3,4 mmol (0.34 g) CrO3 sowie 1.7 ml 10 N H,SO, vorgelegt. Anschlielend
wurde Uber einen Zeitraum von 3 h und unter starkem Rihren 1.5 mmol (1.14 g) Ester 34,
geldst in 60 ml Aceton und 105 ml CHCIs3, zugetropft und der Ansatz nachfolgend fir 1 h bei
0 °C weitergerlhrt. Zur Aufarbeitung erfolgte im Nachhinein die Zugabe von 200 ml CHCls,
50 ml H,0 und 50 ml ges. NaCl-Losung. Nach Abtrennung der organischen Phase wurde die
wassrige Phase 3x mit je 100 ml CHCI; extrahiert, die vereinigte organische Phase Uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und bis zur Trockne eingeengt. Die veresterte Hydroxysaure 35
wurde durch SCh gereinigt.

Hierfir wurde das Rohprodukt zundchst in warmen CHCI; geldst, auf wenig Kieselgel
adsorbiert und dann mithilfe einer trockengepackten Sdule unter Verwendung eines
Heptan:CHClI;:Ether-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhdhung gereinigt
(Startkonzentration: 30:70:0 Endkonzentration: 0:80:20).

Summenformel: Ca7Hs9D3304

Molare Masse: 753.90 g/mol

Ausbeute: 0.81 g (69 %)

Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff

Fp: 72-73 °C

DC: CHCI3, Ry =0.09

ESI-MS: 753.13 [M-H]

HRMS: ber. (C47Hs9D330,4Na): 776.8931 [M+Na]”

gef.: 776.9000
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ber. (C47H59D3304C|): 788.8722 [M+C|]
gef.: 788.8759

'H NMR (500 MHz, CDCls): 4.05 (t, *J= 6.7 Hz, 2 H, -CH»-0-), 2.34 (t, %= 7.5 Hz,
2 H, -CH,-COOH), 1.68-1.55 (m, 4 H, -CH,-CH,-O-; -CH,-CH,-COOH), 1.39-1.20 (m,
50 H, -(CH2)5-CH2-CH,-0-), 0.88 (t, %)= 6.9 Hz, 1 H, -CD,-CD,H), 0.83 (d, *J= 6.6 Hz, 1 H,
-CD-CD3H)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 179.76, 174.25, 64.55, 37.26, 34.15, 32.92, 32.12, 30.11-
29.23, 28.82, 27.21, 26.10, 25.06, 24.85, 22.85, 19.86, 14.27

5.3.5 Synthese der 30-Linoleoyloxytriacontansdure (36) und
30,30-D,-30-Linoleoyloxytriacontansaure (37)

5.3.5.1 Synthese des 15-Brompentadecyl(p-methoxybenzyl)ethers (38),
Methode 1

a) Darstellung des 15-Hydroxypentadecansauremethylesters (45)

In einem 1000 ml Rundkolben wurden 0.08 mol (20 g) Lacton 44 und 3 mmol (0.6 g)
p-Toluolsulfonséure in 500 ml Methanol fur 24 h unter Rickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde
der Ansatz in einen Scheidetrichter Gberfuhrt, mit 500 ml Wasser versetzt und 4x mit je
300 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden je 2x mit je 400 ml
einer ges. NaHCOs- und NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na SO, getrocknet, filtriert,
eingeengt und im Exsikkator flr 48 h Gber P,Os getrocknet. Der als Rohprodukt vorliegende
Hydroxyséaureester 45 wurde aus wenig Heptan umkristallisiert.

0

Summenformel: C16H3203 e e

Molare Masse: 272.24 g/mol

Ausbeute: 21.79 g (98 %)

DC: CHCI3, R=0.18

ESI-MS: 273.16 [M+H]", 295.58 [M+Na]", 567.30 [2M+Na]*
Elementaranalyse: ber.: C: 70.54, H: 11.84 gef.: C: 70.35, H: 11.75

'H NMR (400 MHz, CDCls): 3.66 (s, 3 H, -CH3), 3.64 (t, %)= 6.6 Hz, 2 H, HO-CH,-),

2.32-2.27 (M, 2 H, -CH,-C0O0-), 1.66-1.52 (m, 4 H, HO-CH,-(CH5),-), 1.37-1.23 (m, 20 H,
-(CH3)10-CH,-COO-)

3¢ NMR (100 MHz, CDCly): 174.49, 63.25, 51.58, 34.28, 32.98, 29.76-29.30, 25.89,
25.12
b) Darstellung des 15-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]pentadecansaure-
methylesters (46)

In einem 500 ml Rundkolben wurden 0.08 mol (21.8 g) Hydroxysdureester 45, 0.14 mol
(13.0 ml) DHP und eine katalytische Menge PyrTos geldst in 300 ml CH,Cl, fir 24 h bei RT
gerihrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 150 ml H,O versetzt und in einen
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Scheidetrichter Gberflhrt. Nach Abtrennung der organischen Phase wurde die wéssrige Phase
2x mit je 75 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden nachfolgend
uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Der THP-geschltzte Ester 46 wurde
anschlieBend durch SCh gereinigt.

Das Rohprodukt wurde in einer kleinen Menge Heptan:Ether im Volumenverhéltnis von 9:1
sowie 10 Tropfen TEA aufgenommen und danach mithilfe einer trockengepackten S&ule unter
Verwendung eines Heptan:Ether-Eluenten diskontinuierlicher Polaritdtserhohung gereinigt
(Startkonzentration: ~ 100:0, Endkonzentration:  92:8). Zur  Vermeidung einer
Schutzgruppenabspaltung wurden dem Eluenten je 100 ml 10 Tropfen TEA zugesetzt.

Summenformel: C21H4004 QOWD/

Molare Masse: 356.29 g/mol

Ausbeute: 28.51 g (98 %)

DC: CHCl3, R=0.42

ESI-MS: 379.17 [M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 70.74, H: 11.30 gef.: C: 70.59, H: 11.33

'H NMR (400 MHz, CDCls): 4.58-4.55 (m, 1 H, -O-CH-O-), 3.89-3.84 (m, 1 H, -O-

CHH*-(CH,),-CHH‘-CH-0-), 3.70 (dt, %)= 9.3 Hz, 3J= 6.9 Hz, 1 H, -O-CHH*-(CH>)14-), 3.64
(s, 3 H, -CH3), 3.51-3.46 (m, 1 H, -O-CHH*-(CH,),-CHH*-CH-0-), 3.36 (dt, %)= 9.4 Hz, %)=
6.7 Hz, 2 H, -O-CH,-(CH2)13-), 2.28 (t, %)= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-CO0-), 1.85-1.77 (m, 1 H, -O-
CHH‘-(CH2),-CHH‘-CH-0-), 1.72-1.66 (m, 1 H, -O-CHH*-(CH,),-CHH*-CH-0-), 1.63-1.46
(m, 8 H, -CHz-(CHz)ll-CHz-CH2-O-CH-CH2-CH2-CH2-), 1.35-1.23 (m, 22 H, -COO-(CHg)z-
(CH2)11-)

3C NMR (100 MHz, CDCly): 174.38, 98.91, 67.78, 62.38, 51.50, 34.22, 30.92, 29.89,
29.75-29.23, 26.36, 25.65, 25.06, 19.83

c) Darstellung des 15-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)pentadecanols (47)

In einem ausgeheizten 500 ml Zweihalsrundkolben wurde unter einer Atmosphére von Argon
eine Suspension bestehend aus LiAlIH4 und 150 ml Ether vorgelegt. AnschlieBend wurden
0.04 mol (14.23 g) Ester 46, geldst in 80 ml Ether, vorsichtig unter starkem Rihren bei RT
zum Ansatz getropft und nachfolgend fir 6 h unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung
wurden sehr vorsichtig 150 ml Eiswasser zum Ansatz getropft und dieser dann noch fir 1 h
bei RT gerthrt. Mittels einer Fritte wurde im Anschluss der Feststoff vom Ansatz abgetrennt
und der erhaltene Filterkuchen 3x mit je 30 ml Ether gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden nach dem Abtrennen der wéssrigen Phase noch 1x mit 50 ml ges. NaCl-
Ldsung gewaschen, uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und zur Trockne eingeengt.

Zur Reinigung wurde das gewonnene Rohprodukt in wenig Heptan:Ether im
Volumenverhéltnis von 8:2, versetzt mit 10 Tropfen TEA, gel6st und unter Verwendung einer
trockengepackten  Sdule  sowie eines  CHCIs:Ether-Eluenten  diskontinuierlicher
Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0, Endkonzentration: 95:5). Zur
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Vermeidung einer Schutzgruppenabspaltung wurden dem Eluenten je 100 ml 10 Tropfen TEA
zugesetzt.

Summenformel: C20H4003 @0 -

Molare Masse: 328.30 g/mol

Ausbeute: 11.83 g (90 %)

DC: CHCls:Ether 8:2, R=0.36

ESI-MS: 351.22 [M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 73.12, H: 12.27 gef.: C: 73.11, H: 12.54

'H NMR (500 MHz, CDCls): 4.58-457 (m, 1 H, -O-CH-0-), 3.89-3.85 (m, 1 H, -O-

CHH*‘-(CH,),-CHH‘-CH-0-), 3.72 (dt, 2= 9.6 Hz, )= 6.9 Hz, 1 H, -O-CHH‘-(CH,)14-),
3.64 (t, )= 6.7 Hz, 2 H, HO-CH,-), 3.52-3.47 (m, 1 H, -O-CHH*-(CH,),-CHH*-CH-0O-),
3.38 (dt, 2J= 9.6 Hz, 3J= 6.7 Hz, 1 H, -O-CHH"*-(CHy)14-), 1.87-1.80 (m, 1 H, -O-CHH"-
(CH,),-CHH‘-CH-0-), 1.74-1.68 (m, 1 H, -O-CHH‘-(CH,),-CHH*-CH-0-), 1.62-1.48 (m,
8 H, -CHa-(CHy)11-CHy-CH2-O-CH-CH,-CH,-CH,-), 1.38-1.26 (m, 22 H, HO-(CHy):-
(CH2)11-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 99.00, 67.86, 63.25, 62.49, 32.98, 30.96, 29.92, 29.82-
29.58, 26.40, 25.90, 25,68, 19.86

d) Darstellung des 2[15-(p-Methoxybenzyloxy)pentadecyloxy]tetrahydro-
2H-pyrans (48)

Bei RT wurde in einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben unter einer Atmosphére von
Argon eine Ldsung bestehend aus 0.031 mol (10.31 g) THP-Alkohol 47 und 30 ml Toluol
vorgelegt. Unter starkem Rihren wurden vorsichtig 0.031 mol (1.4 g) NaH zum Ansatz
gegeben und dieser anschlieBend bei 50 °C fiir 24 h weitergeruhrt. Nach erfolgter Abkuhlung
auf RT wurden 0.031 mol (4.2 ml) p-Methoxybenzylchlorid zum Ansatz gegeben und dieser
fiir 2 h bei RT weitergeruhrt. Im Anschluss wurden 5 ml DMF zum Ansatz getropft und dieser
erneut flr 48 h bei 50 °C gerlhrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz auf RT abgekihlt, mit
30 g Eis versetzt und solange geriihrt, bis das Eis vollstandig geschmolzen war. Nachfolgend
wurde die wéssrige Phase abgetrennt, 3x mit je 30 ml Ether extrahiert. Die Etherphasen
wurden vereinigt, Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und bis zur Trockne eingeengt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in wenig Heptan: TEA im Volumenverhaltnis von 99:1
gelost und mithilfe einer trockengepackten S&ule unter Verwendung eines Heptan:Ether-
Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0,
Endkonzentration: 90:10). Zur Vermeidung einer Schutzgruppenabspaltung wurden dem
Eluenten je 100 ml 10 Tropfen TEA zugesetzt.

Summenformel:  CpgHa304 e
Molare Masse: 448.36 g/mol \O/QA
Ausbeute: 9.27 g (68 %)
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DC: CHCI3, R= 0.64, CHCl3:Ether 8:2, Ry= 0.38,
CHCl3:Heptan 6:4, R=0.29

ESI-MS: 471.29 [M+Na]"
Elementaranalyse: ber.: C: 74.95, H: 10.78 gef.: C: 74.69, H: 10.63
'H NMR (500 MHz, CDCly): 7.27-7.25 (m, 2 H, 2,6-CgH4-), 6.89-6.86 (m, 2 H,

3,5-CgHa-), 4.58-4.57 (m, 1 H, -O-CH-0-), 4.43 (s, 2 H, -O-CH,-CgH,-), 3.90-3.85 (m, 1 H,
-O-CHH*-(CH,),-CHH*‘-CH-0-), 3.80 (s, 3 H, -CH3), 3.73 (dt, 2J= 9.6 Hz, 3J= 6.9 Hz, 1 H,
-O-CHH*-(CHy)14-), 3.52-3.48 (m, 1 H, -O-CHH*-(CH,),-CHH*-CH-0-), 3.43 (t, 3J= 6.7,
2 H, -CH»-0O-CH,-CgHs-), 3.38 (dt, 2J= 9.6 Hz, %)= 6.7Hz, 1 H, -O-CHH*-(CH,)1s),
1.87-1.80 (m, 1 H, -O-CHH‘-(CH,),-CHH*-CH-0-), 1.74-1.69 (m, 1 H, -O-CHH*-(CH,)-
CHH‘-CH-O-), 1.62-1.50 (m, 8 H, -CH,-(CHy)11-CHy-CH,-O-CH-CH,-CH,-CH,-),
1.35-1.25 (m, 22 H, -C6H4-CH2-O-(CH2)2-(CH2)11-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 159.24, 131.01, 129.33, 113.89, 98.99, 72.65, 70.41,
67.85, 62.48, 55.42, 30.96, 29.94-29.65, 26.41, 26.37, 25.68, 19.86

e) Darstellung des 15-Brompentadecyl(p-methoxybenzyl)ethers (38)

In einem ausgeheizten 100 ml Dreihalsrundkolben wurden unter Argonatmosphare 4.6 mmol
(1.21 g) Triphenylphosphin und 15 ml CH,CI, vorgelegt. Anschlielend wurden 4.6 mmol
(0.24 ml) Brom in 2 ml CH,CI, gelést und unter starkem Ruhren vorsichtig bei 0 °C zum
Ansatz gegeben, sodass weder ein Anstieg der Temperatur noch eine Verfarbung des
Ansatzes durch Bromreste zu beobachten war. Nachfolgend wurde der Ansatz flr weitere
15min bei 0°C gerthrt, anschlieRend erfolgte die Zugabe von 2.1 mmol (0.9Q)
doppeltgeschitztes Diol 48. Der Ansatz wurde dann fur 10h bei RT gerthrt. Zur
Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 10 ml CH,Cl, versetzt, 3x mit je 25 ml Wasser
gewaschen, uber Na,SO, getrocknet, filtriert und bis zur Trockne eingeengt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde nicht weiter gereinigt.

NN N TV Nl
Summenformel: ~ Cy3HseBro, - /@A" "
Molare Masse: 426.21 g/mol
DC: CHCl3:Heptan 4:6, R= 0.49

5.3.5.2 Synthese des 15-Brompentadecyl(p-methoxybenzyl)ethers (38),
Methode 2

a) Darstellung des Pentadecan-1,15-diols (49)

In einem ausgeheizten 500 ml Dreihalsrundkolben wurde unter Argonatmosphére eine
Suspension bestehend aus 0.08 mol (3.4 g) LiAlH4 und 120 ml THF vorgelegt. In 80 ml THF
wurden anschlieBend zundchst 0.1 mol (24.0 g) Lacton 44 gel6st und dann unter starkem
Ruhren vorsichtig zur Suspension getropft. Im Anschluss wurde der Ansatz fir 6 h bei 50 °C
weitergeriihrt. Nach dem Abkihlen auf RT wurde der Ansatz vorsichtig mit 5 ml Wasser
versetzt, auf die Halfte eingeengt, mit weiteren 150 ml Wasser versetzt und das ausgefallene
Produkt dann mittels Fritte abgesaugt. Das Rohprodukt wurde 2x aus einem Gemisch
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bestehend aus Essigester:Heptan umkristallisiert. Das erhaltene Diol 49 wurde ohne weitere
Charakterisierung direkt in den nachfolgenden Synthesen eingesetzt.

T e e T T T

Summenformel: Ci5H3,0; "o A
Molare Masse: 244.24 g/mol

Ausbeute: 20.27 g (83 %)

DC: Heptan:Ether 8:2, Ry = 0.13

b) Darstellung des 15-[(4-Methoxybenzyl)oxy]pentadecan-1-ols (50)

e Methode 1 - ausgehend vom Diol 49

In einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben wurden unter Argonatmosphare 0.035 mol
(8.6 g) Diol 49 und 0.035 mol (1.4 g) NaH (60 %) in 75 ml DMF fir 30 min bei 50 °C
geriihrt. Nachfolgend wurden vorsichtig Uber einen Zeitraum von 15 min bei gleichbleibender
Temperatur 0.035 mol (5.48 g) p-Methoxybenzylchlorid zum Ansatz getropft und dieser fur
weitere 5 h geriihrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde der Ansatz bei 45 °C und 5 Torr bis
zur Trockne eingeengt.

e Methode 2 - ausgehend vom Ether-Acetal 48

Zur Abspaltung der THP-Schutzgruppe wurden in einem 250 ml Rundkolben 16.6 mmol
(7.43 g) des Ether-Acetals 48 in 150 ml MeOH gel6st, mit 100 mg PyrTos versetzt und flr
24 h bei RT gerthrt. Im Anschluss wurde der Ansatz bis zur Trockne eingeengt, der
Rickstand in 150 ml CH,CI, aufgenommen, 3x mit je 75 ml Wasser gewaschen, tiber Na,SO,4
getrocknet, filtriert und erneut bis zur Trockne eingeengt.

e Reinigung der Rohprodukte:

Das jeweils erhaltene Rohprodukt wurde in wenig Heptan:CHCI3 im Volumenverhéltnis von
1:1 gel6st und mithilfe einer trockengepackten Sdule unter Verwendung eines Heptan:CHCl;-
Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 50:50;
Endkonzentration: 15:85).

Summenformel:  Ca3H4003 \ODAOWMWO“
Molare Masse: 364.30 g/mol
Ausbeute: Methode 1  5.61 g (44 %)
Methode 2  4.88 g (81 %)
DC: CHClI3, R=0.21; CHCl3:Heptan 4:6, R= 0.36
ESI-MS: 387.18 [M+Na]", 751.32 [2M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 75.77, H: 11.06 gef.: C: 74.91, H: 10.89
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'H NMR (500 MHz, CDCly): 7.28-7.25 (m, 2 H, 3,5-CeHs-), 6.89-6.86 (m, 2 H,
2,6-CeHa-), 4.43 (5, 2 H, -CHy-CeHa-), 3.80 (5, 3 H, -CHs), 3.63 (t, %= 6.7 Hz, 2 H,
HO-CH,-), 3.43 (t, 3J= 6.7 Hz, 2 H, -CH»-O-CH,-CgHs-), 1.62-1.54 (m, 4 H, HO-CH,-CH,-,
-CH-CH»-0-), 1.34-1.26 (m, 22 H, HO-CH,-(CH2)11-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 159.24, 131.00, 129.34, 113.90, 72.65, 70.40, 63.24,
55.42, 32.98, 29.83-29.58, 26.36, 25.90

c) Darstellung des 15-Brom-1-(4-methoxybenzyloxy)pentadecans (38)
Uber die Zwischenstufe des 15-(4-Methoxybenzyloxy)pentadecanoyl-
sulfonats (51)

In einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphdre von
Argon 0.06 mol (21.87 g) des Hydroxyethers 50, 80 ml CHClI3 sowie 0.065 mol (9.1 ml) TEA
vorgelegt. Anschlieend wurden 0.065 mol (5.2 ml) Methansulfonsaurechlorid in 10 ml
CHCI; gelost und danach bei 0 °C sowie unter starkem Rihren vorsichtig zugetropft. Der
Ansatz wurde dann flr weitere 12 h geruhrt, dabei erwarmte sich dieser sehr langsam auf RT.
Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz zundchst mit 50 ml Eiswasser versetzt, in einen
Scheidetrichter Uberfuhrt, die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase
anschlieend 2x mit je 20 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde dann
je 1x mit 50 ml Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen, uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und bis zur Trockne eingeengt. Das als Rohprodukt vorliegende Sulfonat 51 wurde ohne
Reinigung direkt weiterverwendet.

Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte durch DC (CHClI3:Ether 8:2, Ri= 0.65).

Zur weiteren Umsetzung wurden das Sulfonat 51 und 0,14 mol (12 g) LiBr in 100 ml Aceton
suspendiert. Der Ansatz wurde nachfolgend unter Rickfluss fir 5 h geruhrt. Dabei l6ste sich
das Sulfonat 51 zuerst vollstandig auf und fiel anschlieRend als Bromether 38 wieder aus. Zur
Aufarbeitung wurde der Ansatz zunachst im Vakuum eingeengt, der Rickstand in 70 ml
CHCI; aufgenommen und die organische Phase nachfolgend je 1x mit 30 ml Wasser und ges.
NaCl-L6sung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Das Rohprodukt wurde in wenig Heptan gelést und mithilfe einer trockengepackten Saule
unter Verwendung eines Heptan:Ether-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung
gereinigt (Startkonzentration: 100:0; Endkonzentration: 96:4).

Summenformel: Ca3H39Bro, . g“ww“’
Molare Masse: 426.21 g/mol )

Ausbeute: 21.80 g (85 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R= 0.46

ESI-MS: 449.06 [M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 64.63, H: 9.20 gef.: C: 64.44, H: 9.12
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'H NMR (500 MHz, CDCly): 7.28-7.24 (m, 2 H, 3,5-CgHs-), 6.89-6.86 (M, 2 H, 2,6-
CeHa-), 4.43 (s, 2 H, -CH»-CgHa-), 3.80 (s, 3 H,-O-CHg), 3.45-3.39 (m, 4 H, -(CH5)14-CH,-O-
, Br-CH,-), 1.89-1.82 (Br-CH,-CH,-), 1.63-1.56 (m, 2 H, -CH,-CH,-0-), 1.46-1.26 (m, 22 H,
-(CH2)11-(CH5)2-0-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 159.24, 131.00, 129.33, 113.89, 72.65, 70.40, 55.42,
34.17, 33.01, 29.94-28.92, 28.34, 26.37

5.3.5.3 Synthese des 15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (39)
und 1,1-D,-15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (40)

a) Darstellung des 15-Brompentadecansauremethylesters (54)

In einem 500 ml Rundkolben wurde eine Mischung bestehend aus 0.15 mol (8.4 g) KOH,
80 ml Ethanolic,. sowie 20 ml Wasser unter Rihren zunéchst mit 0.1 mol (24,03 g) Lacton 44
versetzt. Der Ansatz wurde nachfolgend fiir 48 h bei RT ohne Rihren stehen gelassen. Im
Anschluss wurde dieser dann fur 2 h unter Ruckfluss erhitzt, erneut auf RT abgekdhlt und
unter starkem Rihren mit 15 ml konz. HCI, welche zuvor in 100 ml Wasser geldst wurde,
versetzt. Nach Abkiihlen des Ansatzes auf 0 °C wurde der Uberstand mittels Fritte abgesaugt,
2x mit je 50 ml Wasser gewaschen und im Exsikkator fur 24 h uber P,Os getrocknet. Die als
Rohprodukt vorliegende Hydroxysdure 52 wurde ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt.

Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte durch DC (CHCIs:Ether 1:1, Ri= 0.4).

In einem 250 ml Zweihalsrundkolben wurden 22.1 ml HBrag0, vorgelegt. Hierzu wurden bei
einer Temperatur zwischen 0 °C und 10 °C unter Rihren vorsichtig 79.7 ml Acetanhydrid
zugetropft. Nach Abklingen der exothermen Reaktion wurde die Hydroxyséure 52 zum
Ansatz gegeben und dieser fur 20 h unter Rickfluss erhitzt. Wobei im Abstand von jeweils
5h weitere HBragy, zuerst 10 ml und dann 2x je 5ml, zum Ansatz gegeben wurde. Zur
Aufarbeitung wurde dieser zunachst eingeengt, in einen Scheidetrichter Gberfiihrt und im
Anschluss mit 300 ml Ether sowie 200 ml Wasser versetzt. Nach Abtrennen der wéssrigen
Phase wurde diese noch 2x mit je 50 ml Ether extrahiert. Die vereinigte Etherphase wurde 2x
mit je 100 ml Wasser und 100 ml ges. NaCl-Ldsung gewaschen, tber Na,SO, getrocknet,
filtriert und eingeengt. Die als Rohprodukt vorliegende Bromséure 53 wurde ohne weitere
Reinigung direkt umgesetzt.

Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte mittels DC (CHCl3:Ether 1:1, R= 0.4).

In einem 250 ml Rundkolben wurde die Bromsdure 53, 100 ml CHClsecn sowie 10 ml
Methanolicn vorgelegt und dann mit 1 ml konz. H,SO, versetzt. Es wurde solange am
Wasserabscheider unter Rickfluss erhitzt, bis kein Wasser mehr abgeschieden wurde. Der
Ansatz wurde nachfolgend in einen Scheidetrichter tberfiihrt und mit 50 ml CHCI; sowie
50 ml Wasser versetzt. Nach Abtrennen der wéssrigen Phase wurde die organische Phase je
2x mit 50 ml einer 1 %igen NaHCOg3-Losung und 2x mit je 50 ml Wasser sowie 50 ml ges.
NaCl-Lésung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Das Rohprodukt wurde anschlieBend in wenig Heptan:Ether im Volumenverhéltnis von 95:5
gelést und mithilfe einer trockengepackten S&ule unter Verwendung eines Heptan:Ether-
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Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0;
Endkonzentration: 93:7).

o]

Summenformel: C16H31BroO; AN

Molare Masse: 334.15 g/mol

Ausbeute: 30.3 g (91 % Uber 3 Stufen)

DC: CHCl3:Ether 8:2, Ri= 0.49

ESI-MS: 357.25 [M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 57.31, H: 9.32 gef.: C: 57.48, H: 9.30

'H NMR (500 MHz, CDCl5): 3.66 (s, 3 H, -CHs), 3.40 (t, *J= 6.9 Hz, 2 H, Br-CH,-),

2.30 (t, )= 7.6 Hz, 2 H, -CH,-COO0-), 1.88-1.82 (m, 2 H, Br-CH,-CH,-), 1.65-1.58 (m, 2 H,
-CH-CH,-COO-), 1.45-1.39 (M, 2 H, Br-CH»-CH»-CHj-), 1.32-1.25 (m, 18 H, -(CH5)s-CH,-
CH,-CO0-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 174.39, 51.48, 34.23, 34.16, 33.01, 29.94-29.15, 25.07

b) Darstellung des 15-Brompentadecan-1-ols (55)

In einem ausgeheizten 500 ml Dreihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphére von Argon
0.09 mol (3.42g) LiAIH; und 100 ml Ether vorgelegt. Nachfolgend wurden 0.091 mol
(30.51 g) Bromester 54 in 50 ml Ether gel6st und dann unter starkem Ruhren bei -5 bis 0 °C
vorsichtig zum Ansatz getropft. Anschlieend wurde dieser fur 8 h bei 0 °C weitergerihrt.
Zur Aufarbeitung wurden 36 ml konz. HCI mit 100 ml Eiswasser versetzt und diese dann
vorsichtig bei -5 bis 0 °C zum Ansatz getropft. Nach Abtrennung der organischen Phase
wurde die wassrige Phase noch 2x mit je 30 ml Ether gewaschen und die organischen Phasen
im Anschluss vereinigt. Die vereinigte organische Phase wurde dann unter mehrmaliger
Verwendung von je 50 ml einer 5%igen Natriumacetatlosung neutral gewaschen. Im
Anschluss wurde die organische Phase noch mit 50 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber
Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt und dann im Exsikkator tber P,Os flir 48 h getrocknet.
Das Rohprodukt wurde zum Schluss 2x aus wenig Heptan umkristallisiert.

" P N N N 0 P N NN

Summenformel: CisH3:BroO B oH

Molare Masse: 307.14 g/mol

Ausbeute: 19.8 g (71 %).

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R=0.16

ESI-MS: 330.39 [M+Na]*

Elementaranalyse: ber.: C: 58.62, H: 10.17 gef.: C: 58.81, H: 10.23

'H NMR (400 MHz, CDCls): 3.62 (t, %= 6.5 Hz, 2 H, HO-CH,-), 3.39 (t, 3J= 6.9 Hz,

2 H, Br-CHy-), 1.91-1.78 (m, 2 H, Br-CH,-CH,-), 1.58-1.51 (m, 2 H, HO-CH,-CH,-), 1.48-
1.23 (m, 22 H, Br-(CH>),-(CH2)10-)

3C NMR (100 MHz, CDCly): 63.25, 34.19, 33.08, 32.94, 29.76-28.34, 25.89
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c) Darstellung des 1,1-D,-15-Brompentadecan-1-ols (56)

In einem ausgeheizten 500 ml Dreihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphare von Argon
0.04 mol (2.1 g) LiAID,4 und 120 ml Ether vorgelegt. Im Anschluss wurden zunéchst 0.05 mol
(16.76 g) Bromester 54 in 80 ml Ether gel6st und dann unter starkem Rihren bei 0 °C
vorsichtig zugetropft. Nachfolgend wurde der Ansatz fir 5h bei 0 °C weitergeriihrt. Zur
Hydrolyse des berschiissigen LiAID, wurde dieser erst auf -5 °C abgekihlt und dann sehr
vorsichtig tropfenweise mit 2.0 ml D,O versetzt. Fir die weitere Aufarbeitung wurden
zundchst 16 ml konz. DCI mit 16 ml D,O verdiinnt und im Anschluss unter starkem Rihren
bei 0 °C vorsichtig zum Ansatz getropft. Nach Abtrennung der Etherphase wurde die wassrige
Phase noch 3x mit je 50 ml Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit Wasser
neutral gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wurde
abschlieRend 2x aus wenig Heptan umkristallisiert.

D

Summenformel: C1sH29D2,BrO NN
Molare Masse: 308.17 g/mol i
Ausbeute: 13.4 g (87 %)
DC: Heptan:CHCI; 6:4, R= 0.17; CHCIl3 R=0.33

CHCI3:Ether 8:2, Ri= 0.47
ESI-MS: 331.04 [M+Na]"
'H NMR (400 MHz, CDCls): 3.40 (t, %)= 6.9 Hz, 2 H, Br-CH,-), 1.90-1.78 (m, 2 H,
Br-CH,-CH,-), 1.57-1.53 (m, 2 H, HO-CD,-CH>-), 1.46-1.26 (m, 22 H, -CD»-CHa-(CH)11
3C NMR (125 MHz, CDCls): 62.51, 34.19, 33.00, 32.77, 29.78-29.59, 28.92, 28.34,
25.85

d) Darstellung des 15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (39) und
1,1-D,-15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (40)

e Darstellung des 15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (39)

In einem 500 ml Rundhalskolben wurden 0.096 mol (29.67 g) Bromalkohol 55 in 200 ml
Dimethoxymethan suspendiert. Unter starkem Rihren wurden dann 9.6 mmol (1.65 g)
p-Toluolsulfonséure sowie 19 mmol (1.65 g) LiBr zum Ansatz gegeben und dieser fur 48 h
bei RT geruhrt. Zur Aufarbeitung wurden 30 ml ges. NaCl-L6ésung zum Ansatz gegeben und
dieser fur 30 min stark geruhrt. Die wassrige Phase wurde danach abgetrennt und die
zuriickbleibende Suspension bis zur Trockne eingeengt.

e Darstellung des 1,1-D,-15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ethers (40)

In einem 250 ml Rundkolben wurden 0,02 mol (6.18 g) Bromalkohol-D, 56 geldst in 40 ml
Dimethoxyethan und 20 ml CHCI3 vorgelegt. Nach erfolgter Zugabe von 0.004 mol (0.35 g)
LiBr und 0.002 mol (0.35 g) p-Toluolsulfonséure wurde der Ansatz bei RT fur 48 h geriihrt.
Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz bei einer Wasserbadtemperatur von 25 °C zundchst am
Rotationsverdampfer eingeengt und dann mit 50 ml CHCI; sowie 0.4 ml TEA versetzt.
AnschlieBend wurde die organische Phase je 1x mit 50 ml Wasser und ges. NaCl-L&sung
gewaschen, ber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.
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e Reinigung der Bromether 39 und 40

Das jeweilige Rohprodukt wurde in wenig Heptan:TEA im Volumenverhéltnis von 100:2
gelost und mithilfe einer trockengepackten Saule unter Verwendung eines Heptan:Ether-
Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0,
Endkonzentration: 97:3). Zur Vermeidung der Schutzgruppenabspaltung wurde dem Eluenten
TEA im Volumenverhaltnis von 100:2vp:tea) ZUgeSetzt.

e 15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ether (39)

. B N e e e e N N g

Summenformel: C17H3sBrO; ’ vor

Molare Masse: 350.18 g/mol

Ausbeute: 26.07 g (77 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R= 0.62

ESI-MS: 373.60 [M+Na]"

'H NMR (500 MHz, CDCls): 4.59 (s, 2 H, -O-CH»-0-), 3.49 (t, J= 6.7 Hz, 2 H, -CH,-

0-CH,-0-), 3.38 (t, 3J= 6.9 Hz, 2 H, Br-CHy-), 3.34 (s, 3 H, CHy-), 1.87-1.78 (m, 2 H, Br-
CH,-CH,-), 1.61-1.51 (M, 2 H, -CHp-CH,-O-CH,-0-), 1.44-1.21 (m, 22 H, Br-CHy-CH-
(CH2)11-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 96.34, 67.83, 55.01, 33.93, 32.82, 29.73-29.42, 28.75,
28.15, 26.19

e 1,1-D,-15-Brompentadec-1-yl-(methoxymethyl)ether (40)

D

Summenformel: C17H33D2BrO, NN U

Molare Masse: 352.19 g/mol )

Ausbeute: 6.2 g (88 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R=0.61

ESI-MS: 375.03 [M+Na]*

'H NMR (400 MHz, CDCls): 462 (s, 2 H, -O-CH,-0-), 3.41 (t, %= 6.9 Hz, 2 H,

Br-CHy-), 3.36 (s, 3 H, CHs-), 1.89-1.81 (m, 2 H, Br-CH,-CH-), 1.60-1.54 (m, 2 H,
-CH»-CD,-), 1.44-1.26 (m, 22 H, -(CH2)11-CH»-CD>-)

3C NMR (100 MHz, CDCls): 96.51, 55.23, 34.19, 33.01, 29.79-29.59, 28.93, 28.34,
26.32
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5.3.5.4 Synthese der Linoleoyloxyalkansauretrichlorethylester 65 und 66

a) Darstellung des 30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-yl(p-methoxy-
benzyl)ethers (57) und 30,30-D,-30(Methoxymethyloxy)triacontan-1-
yl(p-methoxybenzyl)ethers (58)

e Darstellung

In einem ausgeheizten und mit Argon sekuriertem 250 ml Dreihalsrundkolben wurden
0.065 mol (1.58 g) Magnesiumspéne vorgelegt. AnschlieBend wurden 0.045 mol (15.81 g)
Bromether 39 in 60 ml THF geldst und unter starkem RuUhren so zugetropft, dass die
Innentemperatur 50 °C nicht Gberstieg. Nach Beendigung des Zutropfens wurde der Ansatz
im Anschluss flr 2 h bei 50°C weitergerthrt und dann inert vom Uberschiissigen Magnesium
in einen ausgeheizten und ebenfalls mit Argon sekuriertem 500 ml Dreihalsrundkolben
abdekantiert. AnschlieRend wurden unter starkem Rihren inert bei -5 °C zunéchst 0.0287 mol
(12.27 g) in 20 ml THF geltster Methoxybenzylether 38 auf einmal zum Ansatz gegeben,
gefolgt von 3.5 ml 0.1 M Dilithiumtetrachlorocuprat in THF. Der Ansatz wurde fur 30 min
bei 0°C geruhrt, dann erneut mit 25 ml THF versetzt und nochmals fur 2.5h bei 0 °C
weitergeruhrt. Zur Aufarbeitung des Ansatzes wurde dieser mit 100 ml Ether sowie 50 ml
geséttigter Ammoniumchloridlésung versetzt und in einen Scheidetrichter tGberfiihrt. Nach
Abtrennen der wassrigen Phase wurde diese 2x mit je 50 ml Ether extrahiert und die
vereinigten Etherphasen zundchst mit Wasser neutral und dann zusatzlich 1x mit 100 ml ges.
NaCl-L6sung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 0.015 mol (5.1 g) des Bromethers 40 und 0.0092 mol
(3.93 g) Methoxybenzylether 38 zum Diether 58.

e Reinigung

Zur Reinigung mittels SC wurde das jeweilige Rohprodukt in einem warmen Gemisch aus
Heptan:CHCI3 im Volumenverhaltnis von 50:50 sowie 10 Tropfen TEA gel6st; auf wenig
Kieselgel adsorbiert und mithilfe einer konditionierten Séaule unter Verwendung eines
Heptan:CHCIs-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhbhung (Startkonzentration: 90:10,
Endkonzentration: 56:44 (fur 53) und 44:56 (fir 54)) gereinigt. Zur Vermeidung der
Schutzgruppenabspaltung wurde dem Eluenten TEA im Volumenverhéltnis von 100:1vp-tea)
zugesetzt.

o 30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-yl(p-methoxybenzyl)ether (57)

0
Summenformel: CoH740 -
4011744 \o/\o/\{/\)\/o\/@/
Molare Masse: 618.99 g/mol "
Ausbeute: 11.79 g (66 %)
DC: CHCl3:Heptan 6:4, R=0.41
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'H NMR (500 MHz, CDCls): 7.28-7.26 (m, 2 H, 3,5-CgH,-), 6.90-6.87 (m, 2 H,
2,6-CgHa-), 4.63 (5, 2 H, -O-CH,-0-), 4.44 (s, 2 H, -CH,-CgHa-), 3.82 (5, 3 H, -CgH4-O-CHa),
3.53 (t, %J= 6.7 Hz, 2 H, -CH»-O-CH»-0-), 3.44 (t, ®J= 6.7 Hz, 2 H, -CH,-O-CH,-CgHg-), 3.37
(s, 3 H, CH3-0-CH,-0-), 1.63-1.55 (M, 4 H, -O-CH»-0-CH,-CH,-; -CH»-CH,-O-CH,-CgHa-),
1.43-1.20 (M, 52 H, -(CH3)6-CH,-CH,-O-CHy-CgHa-)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 159.08, 130.85, 129.17, 113.73, 96.39, 72.48, 70.24,
67.90, 55.26, 55.06, 29.77-29.44, 26.21

¢ 30,30-D,-30(Methoxymethyloxy)triacontan-1-yl(p-methoxybenzyl)ether (58)

Summenformel:  CyoH72D,04 ooy ﬁ o

Molare Masse: 620.57 g/mol oM

Ausbeute: 5.82 g (62 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R=0.39

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 7.84 (d, %)= 8.8 Hz, 2 H, 3,5-C¢H4-), 7.01 (d, %)= 8.7 Hz,

2 H, 2,6-CeHa-), 4.61 (M, 4 H, -O-CH,-O-; -CH,-CsHa-), 3.89 (s, 3 H, -CoHs-O-CHs), 3.40
(m, 2 H, -CH,-0O-CH,-CgHg-), 3.36 (s, 3 H, CH3-O-CH,-0-), 1.60-1.55 (m, 4 H, -CD,-CH,-;
-CHz-CHz-O-CHz-C6H4-), 1.42-1.23 (m, 52 H, -CDz-CHz-(CHz)za-)

3C NMR (100 MHz, CDCly) 159.44, 132.14, 130.16, 114.47, 96.50, 72.01, 70.41,
67.52, 55.74, 55.22, 29.86-29.62, 26.32

b) Darstellung des 30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-ols (59) und
30,30-D,-30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-ols (60)

e Darstellung

In einem 250 ml Rundkolben wurden 9.6 mmol (6 g) des Diethers 57, 100 ml CHCI3 und 6 ml
Wasser vorgelegt. Unter starkem Rihren wurden 14.4 mmol (3.24 g) DDQ zum Ansatz
gegeben und dieser dann fir 5 h bei RT weitergerthrt. Anschlielend wurde der Ansatz erneut
mit 6.6 mmol (1.5 g) DDQ, 50 ml CHCI; sowie 3 ml Wasser versetzt und weitere 6 h bei RT
geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 150 ml gesattigter NaHCOs3-L6sung sowie
etwas festem NaHCOg; versetzt und fur 1 h bei RT gerthrt. Nach Abtrennung der wassrigen
Phase wurde diese 2x mit je 100 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigten CHCl3-Phasen wurden
dann tber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 0.0032 mol (2.0 g) des Diethers 58.

e Reinigung

Das jeweilige Rohprodukt wurde in 5 ml CHCI; sowie 5 Tropfen TEA gel6st und mithilfe
einer  konditionierten  S&ule unter  Verwendung eines  CHCIs:Ether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhthung (Startkonzentration: 100:0, Endkonzentration: 97:3)
gereinigt. Zur Vermeidung der Schutzgruppenabspaltung wurde dem Eluenten TEA im
Volumenverhaltnis von 100:1vp:tea) ZUgesetzt.
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e 30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-ol (59)

Summenformel:  CaHgeOs oo

Molare Masse: 498.50 g/mol

Ausbeute: 4.14 g (87 %)

DC: CHCIs, R=0.17

ESI-MS: 522.28 [M+Na]"

'H NMR (500 MHz, CDCl5): 4.63 (s, 2 H, -O-CH,-0-), 3.65 (t, *J= 6.6 Hz, 2 H, -CH,-

OH), 3.53 (t, %)= 6.7 Hz, 2 H, -CH,-O-CH,-0-), 3.37 (s, 3 H, CH3-), 1.61-1.56 (m, 4 H, -CH,-
CH,-OH; -CHy-CHy-0-CH,-0-), 1.36-1.24 (m, 52 H, -(CH2)26-CH2-CH,-OH)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 96.38, 67.90, 63.09, 55.06, 32.82, 29.75-29.42, 26.21,
25.73

e 30,30-D,-30-(Methoxymethyloxy)triacontan-1-ol (60)

Summenformel: C3oHgsD-03 \O/\OMOH

Molare Masse: 500.51 g/mol

Ausbeute: 1.37 g (85 %)

DC: CHCI3, R=0.18

ESI-MS: 523.35 [M+Na]"

'H NMR (400 MHz, CDCls): 4.62 (s, 2 H, -OCH,0-), 3.64 (t, %)= 6.6 Hz, 2 H, -CH,-

OH), 3.36 (s, 3 H, -CHs3), 1.57-1.53 (m, 4 H, -CH,-CH,-OH; -0-CD,-CHj-), 1.45-1.25 (m, 52
H, -O-CD,-CHy-(CH»)26-)

3C NMR (100 MHz, CDCls): 96.50, 63.27, 55.23, 32.99, 29.86-29.60, 26.32, 25.90

c) Darstellung der 30-(Methoxymethyloxy)triacontansdure (61) und
30,30-D,-30-(Methoxymethyloxy)triacontansaure (62)

e Darstellung

In einem 500 ml Rundkolben wurden unter einer Atmosphére von Argon 8 mmol (3.99 g)
Hydroxyacetal 59, 100 ml CHCI3 und 100 ml DMF vorgelegt. Unter starkem Rihren wurde
der Ansatz portionsweise mit 56 mmol (21 g) Pyridiniumdichromat versetzt und ftir 60 h bei
RT geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz in einen Scheidetrichter Gberfuhrt und mit
300 ml Wasser, 50 ml Methanol sowie 60 ml CHCI; versetzt. Nach Abtrennen der wassrigen
Phase wurde diese noch 2x mit je 150 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit 200 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 0.0026 mol (1.3 g) des Hydroxyethers 60.
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¢ Reinigung des Carbonsaureacetals 61

Das Rohprodukt wurde in wenig CHCI5:TEA im Volumenverhdltnis von 100:2 geldst und
mithilfe einer konditionierten S&ule unter Verwendung eines CHClI3:Methanol-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhthung gereinigt (Startkonzentration: 100:0,
Endkonzentration: 96:4). Zur Vermeidung der Schutzgruppenabspaltung wurde dem Eluenten
TEA im Volumenverhéltnis von 100:1pvp.tea) zugesetzt. Es wurden zundchst 2.91 g reines
Carbonsédureacetal 61 und wenige verunreinigte Fraktionen isoliert. Diese wurden erneut
chromatographiert, um weitere 0.68 g des Carbonséureacetals 61 zu erhalten.

e Reinigung des Carbonsaureacetals 62

Das Rohprodukt wurde in wenig CHCI3:TEA im Volumenverhaltnis von 100:2 gel6st und
mithilfe einer konditionierten S&ule unter Verwendung eines Heptan:CHCI;:Ether-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 60:40:0,
Endkonzentration: 0:90:10). Nach Einengen der Fraktionen wurde das gereinigte
Carbonséureacetal 62 noch fir 48 h uber P,Os im Exsikkator gelagert, um restliche Spuren
von TEA zu entfernen.

e 30-(Methoxymethyloxy)triacontansaure (61)

Summenformel:  CaHeiOs /OVOVf\)f]EOOH
Molare Masse: 512.48 g/mol
Ausbeute: 3.59 g (90 %)
DC: CHCI3:Ether 8:2, Ri= 0.31; CHCI3:MeOH 95:5, Rs= 0.47;
CHCI3, R=0.18
ESI-MS: 511.40 [M-H]
'H NMR (500 MHz, CDCls): 4.64 (s, 2 H, -O-CH,-0-), 3.53 (t, *J= 6.8 Hz, 2 H, -CH,-

0-CH,-0-), 3.37 (5, 3 H, CH3-), 2.30 (t, *J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COOH), 1.63-1.56 (m, 4 H,
~CH,-CH,-OH; -CHy-CH,-0-CH,-0-), 1.36-1.21 (m, 52 H, -(CH5)25-CH»-CH,-COOH)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 177.34, 96.36, 67.87, 32.80, 55.07, 29.83-26.37, 26.20,
24.97

e 30,30-D,-30-(Methoxymethyloxy)triacontansaure (62)

o

Summenformel: CaoHgD204 /OVOW‘;"O“

Molare Masse: 514.49 g/mol

Ausbeute: 1.19 g (89 %)

DC: CHCl3:Ether 8:2, Ri= 0.28; CHCI3:MeOH 95:5, Ri= 0.48;
CHCI3, R=0.19

ESI-MS: 513.62 [M-H]
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'H NMR (400 MHz, CDCls): 4.61 (s, 2 H, -OCH,0-), 3.35 (s, 3 H, CHs-), 3.10 (qd,
)= 7.3 Hz, %J= 4.8 Hz, 6 H, -CH,-CH3 (TEA)), 2.33 (t, ®J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COOH), 1.64-
1.54 (m, 4 H, -CD,-CH,-; -CH,-CH»-COOH), 1.41 (t, *J= 7.3 Hz, 9 H, -CH3 (TEA)), 1.34-
1.23 (M, 50 H, -(CHy)25-CH2-CH,-COOH)

13C NMR (100 MHz, CDCl5): 177.18, 96.46, 55.20, 45.96 (TEA), 33.94, 29.82-29.24,
26.29, 24.93, 8.76 (TEA)

d) Darstellung des 30-(Methoxymethyloxy)triacontansaure(2,2,2-trichlor-
ethyl)esters (63) und 30,30-D,-30-Methoxymethyltriacontansaure(2,2,2-
trichlorethyl)esters (64)

e Synthese

In einem ausgeheizten 100 ml Zweihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphare von
Argon 4 mmol (2.05 g) des Carbonsaureacetals 61 gelost in 15 ml CHCI; vorgelegt. Unter
starkem Rihren wurden nacheinander 20 mmol (1.92 ml) Trichlorethanol, 4 mmol (0.32 ml)
Pyridin und 5 mmol (1.03 g) DCC zum Ansatz gegeben und dieser nachfolgend bei RT fur
10 h geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz zundchst eingeengt und der Rickstand dann
in 100 ml Ether aufgenommen. Die Etherphase wurde 2x mit je 20 ml Wasser und 20 ml ges.
NaCl-Lésung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 2.2 mmol (1.15 g) des Carbonsaureacetals 62, allerdings
wurde der Ansatz hier nach Zugabe von DCC 24 h anstatt 10 h bei RT gerthrt.

e Reinigung

Zur Reinigung wurde das jeweilige Rohprodukt zunéchst in einer geringen Menge eines
Gemisches bestehend aus Heptan:CHCI3;: TEA im Volumenverhaltnis von 50:50:2 geldst und
dann mithilfe einer trockengepackten Saule unter Verwendung eines Heptan:CHCI;-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritatserhthung gereinigt (Startkonzentration: 50:50,
Endkonzentration: 10:90). Zur Vermeidung der Schutzgruppenabspaltung wurde dem
Eluenten TEA im Volumenverhaltnis von 100:1vp.tea) ZUgesetzt.

e 30-(Methoxymethyloxy)triacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (63)

Summenformel: C34He5Cl304 0.0 o
Molare Masse: 644.24 g/mol \/f\% /\E
Ausbeute: 1.78 g (71 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, Ri= 0.38; CHCI3, R=0.65
ESI-MS: 667.82 [M+Na]"
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'H NMR (500 MHz, CDCly): 4.73 (s, 2 H, -CH,-CCly), 4.62 (s, 2 H, -OCH,0-), 3.52
(t, 3J= 6.7 Hz, 2 H, -OCH,0-CH,-), 3.36 (s, 3 H, CH3-), 2.44 (t, %)= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-
), 1.71-1.53 (m, 4 H, -CH,-CH,-COO-; -OCH,0-CH,-CH,-), 1.38-1.27 (m, 50 H, -(CHy)zs-
CH,-CH,-CO0-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 172.55, 96.41, 95.16, 74.07, 68.23, 55.24, 34.11, 29.86-
29.17, 26.57, 24.92

e 30,30-D,-30-Methoxymethyltriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (64)

Summenformel: C34Hs3D2Cl50, ool i A

Molare Masse: 646.25 g/mol M /\E

Ausbeute: 1.21 g (83 %)

DC: CHCls:Heptan 6:4, R= 0.39; CHCI3, R=0.67

ESI-MS: 669.23 [M+Na]"

'H NMR (500 MHz, CDCly): 4.74 (s, 2 H, -CH,-CCl3), 4.61 (s, 2 H, -OCH,0-), 3.36

(s, 3 H, CH3-), 2.45 (t, 3J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-), 1.72-1.66 (m, 2 H, -CH,»-CH,-COO0-),
1.59-1.56 (M, 2 H, -CD,-CH,-), 1.37-1.24 (m, 50 H, -CD»-CHa-(CH2)s-)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 172.32, 96.51, 95.25, 74.02, 55.22, 34.12, 29.86-29.19,
26.33, 24.93

e) Darstellung des 30-Hydroxytriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)esters
(41) und 30,30-D,-30-Hydroxytriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester
(42)

e Synthese

In einem ausgeheizten 100 ml Zweihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphare von
Argon 2.3 mmol (1.5g) Trichlorethylester 63, 25 ml tert-Butanol und 2.3 mmol (0.57 g)
Pyridiniumtosylat vorgelegt. Der Ansatz wurde anschlieBend fir 24 h gerthrt und gleichzeitig
unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit je 25 ml Wasser und ges.
NaCl-L6sung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 1.5 mmol (1 g) D,-Trichlorethylester 64.

e Reinigung

Zur Reinigung mittels SCh wurden die Cgp-Hydroxysduretrichlorethylester 41 und 42 in
wenig Heptan:CHCI; im Volumenverhaltnis von 80:20 aufgenommen und mithilfe einer
trockengepackten Sdule unter Verwendung eines Heptan:CHCIs-Eluenten diskontinuierlicher
Polaritatserhdhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0, Endkonzentration: 50:50).

¢ 30-Hydroxytriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (41)

[0

Summenformel: Cs32H61Cl303 HO Ca
A

Molare Masse: 598.37 g/mol

Ausbeute: 1.26 g (91 %)
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DC: CHCls, Re= 0.35
ESI-MS: 621.72 [M+Na]*

'H NMR (400 MHz, CDCl5): 473 (s, 2 H, -CH,-CCly), 3.62 (t, %)= 7.5 Hz, 2 H, OH-
CH,), 2.47 (t, 3= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-CO0-), 1.71-1.65 (m, 2 H, -CH,-CH,-COO-), 1.57-1.49
(m, 2 H, OH-CH,-CH>-), 1.41-1.23 (m, 50 H, OH-(CH,)>-(CH.),5-)

3C NMR (100 MHz, CDCls): 172.31, 95.28, 73.94, 62.73, 34.11, 32.77, 29.62-29.07,
25.91, 24.87

¢ 30,30-D,-30-Hydroxytriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (42)

8]

Summenformel: Ca2Hs9D,Cl304 Ho.J N

Molare Masse: 600.38 g/mol M /\E

Ausbeute: 0.81 g (89 %)

DC: CHCI3, R=0.39

ESI-MS: 600.17 [M-H]

'H NMR (400 MHz, CDCls): 4.74 (s, 2 H, -CH,-CCls), 2.46 (t, %)= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-

COO0-), 1.73-1.65 (M, 2 H, -CH,-CH,-CO0-), 1.55 (t, %)= 6.9 Hz, 2 H, -CD»-CHy-), 1.44-1.42
(m, 2 H, -CDZ-CHz-CHz-), 1.36-1.25 (m, 48 H, -CDz-CHz-CHz-(CH2)24-)

3C NMR (100 MHz, CDCly): 172.33, 95.25, 74.03, 62.52, 34.12, 32.78, 29.86-29.19,
25.85, 24.93

f)  Darstellung des  30-(Linoleoyloxy)triacontansaure(2,2,2-trichlor-
ethyl)esters (65) und 30,30-D,-30-Linoleoyloxytriacontansaure(2,2,2-
trichlorethyl)esters (66)

e Darstellung, Methode 1:

In einem ausgeheizten 250 ml Zweihalsrundkolben wurden unter einer Atmosphdre von
Argon 0.5 mmol (0.3 g) Hydroxyester 41, 0.75 mmol (0.21 g) Linolsaure (43), 0.75 mmol
(0.15 g) DCC sowie 0.5 mmol (0.06 g) DMAP in 30 ml Toluol gel6ést und dann fir 10 h bei
RT gerihrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt.

Analog erfolgte die Umsetzung von 0.11 mmol (0,07 g) Hydroxyester 42.

e Darstellung, Methode 2:

In einem ausgeheizten 100 ml Zweihalsrundkolben wurden unter Argonatmosphare 0.4 mmol
(0.11 g) Linolséaure (43) und 0.2 mmol (0.04 g) DCC in 10 ml Toluol geldst und fiir 2 h bei
RT gerthrt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 0.13 mmol (0.08 g) Hydroxyester 42,
geldst in 5 ml Toluol, weiteren 0.2 mmol (0.04 g) DCC sowie 0.26 mmol (0.03 g) DMAP.
Nachfolgend wurde der Ansatz fir weitere 12 h bei RT geruhrt und im Anschluss am
Rotationsverdampfer eingeengt.
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e Reinigung

Das jeweilige Rohprodukt wurde zur Reinigung mittels SCh in wenig warmen Heptan
aufgenommen und mithilfe einer konditionierten S&ule unter Verwendung eines
Heptan:CHCIs-Eluenten diskontinuierlicher Polaritatserhhung gereinigt (Startkonzentration:
100:0, Endkonzentration: 80:20).

e 30-(Linoleoyloxy)triacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (65)

Summenformel:  CsoHg1Cl304 A 00 .
Molare Masse: 860.60 g/mol "o M ﬁf
Ausbeute: 0.23 g (55 %)

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R= 0.56

ESI-MS: 883.68 [M+Na]"

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5.42-5.29 (m, 4 H, 2x -CH=CH-), 4.74 (s, 2 H, -CH,-

CCls), 4.05 (t, %)= 6.7 Hz, 2 H, -COO-CH,-(CHy)zs-), 2.77 (t, *J= 6.5 Hz, 2 H, =CH-CH,-
CH=), 2.46 (t, *J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-CH,-CCls), 2.29 (t, *J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-
(CHy)29-), 2.07-2.02 (m, 4 H, 2x -CH,-CH=CH-), 1.73-1.65 (m, 2 H, -CH,-CH,-COO-CH,-
CCls), 1.64-1.58 (m, 4 H, -CH,-CH,-COO-CH,-CH,-), 1.42-1.22 (m, 64 H, -(CH,),-CHs;
-(CH3)s5-(CH2)2-COO-(CH2)2-(CHa)25-), 0.89 (t, 3= 6.9 Hz, 3 H, -CHs)

3C NMR (100 MHz, CDCls): 174.11, 172.32, 130.37, 130.20, 128.20, 128.07, 95.25,
74.02, 64.57, 34,57, 34.12, 31.69, 29.87-29.20, 28.83, 27.36, 26.10, 25.80, 25.18, 24.93,
22.73,14.22

e 30,30-D,-30-Linoleoyloxytriacontansaure(2,2,2-trichlorethyl)ester (66)

Summenformel: CsoHgoD2Cl30, NN o, i o
Molare Masse: 862.61 g/mol "o M /\Ig
Ausbeute: Methode 1 0.07 g (74 %)

Methode 2  0.10 g (90 %)
DC: CHCl3:Heptan 6:4, R= 0.56
ESI-MS: 885.67 [M+Na]"
'H NMR (500 MHz, CDCly): 5.41-5.30 (m, 4 H, 2x -CH=CH-), 4.74 (s, 2 H, -CH,-

CCly), 2.77 (t, 3J= 6.5 Hz, 2 H, =CH-CH,-CH=), 2.45 (t, *J= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-CH,-
CCls), 2.28 (t, )= 7.5 Hz, 2 H, -CH,-COO-CD;-), 2.05 (g, %)= 6.9 Hz, 4 H, 2x -CH,-CH=CH-
), 1.69 (M, 2 H, -CH,-CH»-COO-CH,-CCls), 1.64-1.58 (m, 4 H, -CH»-CH,-CO0-CD,-CH,-),
1.38-1.24 (m, 64 H, -(CH2),-CHa; -(CH2)5-(CH2)2-COO-CDy-; -CD2-CHa-(CHy)z5-), 0.89 (t,
3J=6.9 Hz, 3 H, -CH3)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 174.09, 172.28, 130.35, 130.18, 128.19, 128.06, 95.24,
74.01, 60.28, 34.55, 34.10, 31.68, 29.86-29.19, 28.62, 27.35, 26.04, 25.79, 25.17, 24.92,
22.72,14.21
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5.3.5.5 Synthese der 30-(Linoleoyloxy)triacontansaure (36) und 30,30-D,-30-
(Linoleoyloxy)triacontansaure (37)

e Darstellung, Methode 1:  Zinkstaub<io um, Riihrfisch

In einem 25 ml Rundkolben wurden 0.8 mmol (65 mg) S&ureester 65 geldst in 5 ml THF
vorgelegt. Nach erfolgter Zugabe von 0.29g Zinkstaub<ioym und 05ml 1M
Kaliumdihydrogenphosphatlésung wurde der Ansatz fir 12h bei RT gerthrt. Zur
Aufarbeitung wurden 15 ml CHCI3; zum Ansatz gegeben und der Zinkstaub dann abfiltriert.
Letzterer wurde im Anschluss zusétzlich 2x mit je 10 ml CHCI; gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 10 ml H,O gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und
eingeengt. Das Rohprodukt wurde nicht weiter gereinigt.

e Darstellung, Methode 2:  Zinkstaubao-0 nm Und Schittelapparatur

Auf einer Schittelapparatur wurden in einem 250 ml Rundkolben 0.18 mmol (151 mg)
Sdureester 65, 8 ml THF, 0.8ml 1M Kaliumdihydrogenphosphatlosung und 0.3 g
Zinkstaubso-60 nm flr 12 h geschdttelt. Zur Aufarbeitung wurden 25 ml CHCIl3 zum Ansatz
gegeben und der Zinkstaub abfiltriert. Letzterer wurde zusétzlich 2x mit je 15 ml CHCI;
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 15 ml H,O gewaschen, uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Die Kontrolle des Rohproduktes erfolgte durch
ESI-MS.

Das Rohprodukt wurde in wenig Heptan:CHCI; im Volumenverhéltnis von 1:1 gel6st und
mithilfe  konditionierter ~S&ule unter Verwendung eines Heptan:CHCI3-Eluenten
diskontinuierlicher Polaritdtserhéhung gereinigt (Startkonzentration: 100:0 Endkonzentration:
30:70).

e 30-(Linoleoyloxy)triacontansaure (36)

Summenformel: CagHgoO4 TSN

Molare Masse: 730.68 g/mol "o MOH
Ausbeute: 0%

DC: CHCl3:Heptan 6:4, R= 0.26

ESI-MS: 729.87 [M-H] rohprodukt

e Darstellung, Methode 3:  Abspaltung mittels Sml,-L6sung

In einem ausgeheizten und mit Argon gespulten 25 ml Rundkolben wurden 0.8 mmol (65 mg)
Séureester 66 geldst in 5 ml THF vorgelegt. Zum Ansatz wurden dann nach Abkuhlung auf
0 °C vorsichtig 0.43 mmol (4.3 ml) Samariumdijodidlésung zugetropft. Unter einem stetigen
Strom von Argon wurde der Ansatz nachfolgend auf 35 °C erwarmt und dann fir 2 h gerdhrt.
Zum Abbruch der Reaktion wurde 1 ml H,O zugegeben und der Ansatz iber Nacht bei RT
gerlhrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 2 ml 5%igen NH,CI-L6sung sowie 2 ml ges.
NaCl-Lésung versetzt und im Anschluss 3x mit je 10 ml Ether extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde mit 10 ml einer 0.2 M Na,S,03-LOsung gewaschen, tber Na,SO4
getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wurde nicht weiter gereinigt.
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e Darstellung, Methode 4:  Zinkstaubsg-sonm SOwie Schuttelapparatur und direkte
Umsetzung zum CER[EOS]-D, 67

Auf einer Schittelapparatur wurden in einem 250 ml Rundkolben 0.12 mmol (105 mg)
Sdureester 66, 5ml THF, 0.5ml 1M Kaliumdihydrogenphosphatlosung und 0.2 g
Zinkstaubgso-60 nm fur 12 h geschdttelt. Anschliefend wurden erneut die gleichen Mengen an
Zinkstaubso-60 nm Uund 1 M Kaliumdihydrogenphosphatlésung zum Ansatz gegeben und dieser
fiir weitere 12 h geschdittelt. Zur Aufarbeitung wurden 15 ml CHCI3; zum Ansatz gegeben und
der Zinkstaub abfiltriert. Letzterer wurde zusatzlich 2x mit je 10 ml CHCI; gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 10 ml H,O gewaschen, uber Na,SO, getrocknet,
filtriert, eingeengt und anschlieRend fir 24 h im Exsikkator uber P,Os getrocknet. Es wurden
87.9 mg Rohprodukt gewonnen und direkt weiter umgesetzt.

Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes und des Rohproduktes erfolgte durch DC
(CHCl3:Heptan 6:4, R; = 0.21) und ESI-MS.

e 30,30-D,-30-(Linoleoyloxy)triacontansaure (37)

Summenformel: CagHggD204 MA\/\AWQWOH
Molare Masse: 732.70 g/mol P
DC: CHCl3:Heptan 6:4, R=0.21

ESI-MS: 731.95 [M-H] ronprodukt

In einem ausgeheizten und mit Argon gespulten 50 ml Rundkolben wurden 0.12 mmol
(87.9 mg) Saure 37 (ausgehend von 100 % Umsetzung des S&ureesters 66) geldst in 10 ml
CH,Cl, vorgelegt. Nach erfolgter Zugabe von 0.12 mmol (65 mg) PyBOP® sowie 10 Tropfen
DIPEA wurde fiir 30 min bei RT gerthrt und im Anschluss 0.12 mmol (36 mg) Sphingosin 8
zum Ansatz hinzugegeben. Der Ansatz wurde dann fir 12 h bei RT gertihrt und anschlielRend
bis zur Trockne eingeengt. Es wurden 0.42 g Rohprodukt als blassgelber Feststoff gewonnen.

Das Rohprodukt wurde in CHCIl3:MeOH im Volumenverhéltnis von 8:2 gelést und auf wenig
Kieselgel adsorbiert, die Reinigung erfolgte mithilfe einer konditionierten Saule (Annahme:
Rohprodukt entspricht 100% CER[EOS]-D, 67) unter Verwendung von CHCIs:Heptan im
Volumenverhaltnis von 8:2 zur Konditionierung. Als mobile Phase wurde ein Gemisch
bestehend aus Heptan:CHCI3:MeOH:NHzyq verwendet. Die Zugabe von NHsaq zur mobilen
Phase erfolgte ab einer Konzentration von Heptan:CHCI3;:MeOH 0:100:0, der VVolumenanteil
von NHs,q war dabei konstant mit 0.5%. Die Erh6hung der Polaritat erfolgte
diskontinuierlich (Startkonzentration: 40:60:0, Endkonzentration: 0:90:10).

e CER[EOS]-D,

Summenformel: CesH123D2NOs /\/\A\/WUM?
Molare Masse: 1013.97 g/mol WOH
Ausbeute: 0% o
DC: CHCl3:MeOH:NHzyq 9.5:0.5:0.5, R= 0.38

ESI-MS: 1012.96 [M-H] rohprodukt
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5.3.6 Allgemeine Synthesemethoden zur Darstellung von
Ceramiden

5.3.6.1 Darstellung von perdeuterierten Fettsauren

In der Hydrierapparatur wurden 10 mmol der zu deuterierenden Sdure, KOH (S&ure:KOH im
Stoffmengenverhéltnis von 1:1.2) sowie 300 mg Pd/C (10 %) pro 1g bis 3 g Sdure und
100 ml D,O vorgelegt. Anschlieend wurde der Autoklav zunéchst fur 2 min mit Argon
gespult und der Ansatz dann fur 100 h bei einer Temperatur von 195 °C gerihrt. Nach
Abkihlen auf RT wurde mit konz. HCI angesduert, die feste Phase bestehend aus deuterierter
Saure sowie Pd/C von der waéssrigen Phase abfiltriert und im Anschluss an der Luft
getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde in einem Gemisch aus CHCIl3:MeOH im
Volumenverhaltnis von 8:2 geldst, auf wenig Kieselgel adsorbiert und mithilfe einer
Frontchromatographie vom Katalysator abgetrennt. Als Eluent diente ein Gemisch bestehend
aus CHCI3:MeOH im Volumenverhdltnis von 8:2, die Elution der einzelnen Fraktionen
wurden durch DC kontrolliert (Laufmittel: CHCIs). Die erhaltenen Sduren wurden
anschlieBend ohne weitere Charakterisierung direkt umgesetzt.

5.3.6.2 Synthese der (2RS)-2-Hydroxyfettsauren tber die Zwischenstufe
der (2RS)-2-Bromsauren

a) Darstellung der C.g a-Hydroxyfettsduren 26, 75 und 76

Zunéchst wurde die Carbonsédure 70 entsprechend der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in
die perdeuterierte Sdure 78 umgesetzt. In einem ausgeheizten Zweihalsrundkolben wurden
unter einer Atmosphare von Argon jeweils 1 mmol der Saure 70, 71 oder 78 in 10 ml SOCI,
geldst und fur 30 min bei 50 °C geriihrt. AnschlieBend wurden vorsichtig 3 mmol Brom zum
Ansatz getropft, dieser flr 8 h unter Rickfluss erhitzt und dann im Anschluss fur weitere 12 h
bei RT geruhrt. Das uberschussige SOCI, wurde nachfolgend mithilfe einer
Wasserstrahlpumpe bei 75 °C Olbadtemperatur entfernt. Um restliche Spuren von SOCI, zu
zersetzen, wurden zundchst 15 ml eiskaltes H,O zum Ansatz gegeben und dieser dann
kurzzeitig auf 80 °C erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde die wassrige Phase 2x mit je 30 ml Ether
gewaschen, die Etherphasen vereinigt, Gber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und bis zur Trockne
eingeengt. Die als blassgelbe Feststoffe gewonnenen a-Bromsduren 72, 73 und 79 wurden
jeweils in einer KOH-L6sung, bestehend aus 4.5 mmol KOH geldst in 10 ml H,O, suspendiert
und bei starkem Ruhren fur 8 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde mit 2N
HCI angeséuert, der Feststoff abfiltriert, 3x mit je 5 ml H,O gewaschen und im Exsikkator fir
24 h Uber KOH getrocknet.

Die als Rohprodukt gewonnenen a-Hydroxyfettsduren 26, 75 und 76 wurden in siedendem
CHCI3; umkristallisiert. Zur vollstandigen Kristallisation wurde die CHCI; Phase nach
Abkihlen auf RT fur 24 h im Kihlschrank aufbewahrt. Die a-Hydroxyfettsauren 26, 75 und
76 wurden danach unter Verwendung einer Glasfritte abgesaugt, im Exsikkator fur 24 h Gber
P,Os getrocknet, anschlieBend mit ESI-MS untersucht und dann weiter umgesetzt.
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e (2RS)-2-Hydroxy-Ds3-octadecansaure (26)

Summenformel: C1gH3D3303

Molare Masse: 333.47 g/mol prrr e
Ausbeute: 75 % (Uber 2 Stufen)

Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff

DC: CHCI3:MeOH 8:2, Rf=0.29

ESI-MS: 333.14 [M-H]

e (2RS)-2-Hydroxyoctadecansaure (75)

Summenformel: Ci18H3603 \/W\AM/\)YOH

Molare Masse: 300.27 g/mol

Ausbeute: 71 % (Uber 2 Stufen)
Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff
DC: CHCI3:MeOH 8:2, Rf=0.30
ESI-MS: 299.67 [M-H]

e (2RS)-2-Hydroxy-18,18,18-D3-octadecansdure (76)
OH

Summenformel: Ci1gH33D303 DJCMAMOH

Molare Masse: 303.28 g/mol 0

Ausbeute: 72 % (Uber 2 Stufen)
Aussehen: weiler, kristalliner Feststoff
DC: CHCI3:MeOH 8:2, Rf=0.31
ESI-MS: 302.58 [M-H]'; 605.33 [2M-H]

b) Darstellung der C,4 a-Hydroxyfettsauren 27 und 77

Zuerst wurde die Carbonséure 68 entsprechend der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode zur
perdeuterierten S&ure 69 umgesetzt. Als Nachstes wurden in einem ausgeheizten
Zweihalsrundkolben unter einer Atmosphéare von Argon 1 mmol S&ure 68 und 69 in 10 ml
SOCI; gel6st und fur 30 min bei 50 °C geriihrt. Anschlieend wurden zur Darstellung der
entsprechenden a-Bromsduren 74 und 80 vorsichtig 3 mmol Brom zum Ansatz getropft.
Dieser wurde dann fur 16 h unter Rickfluss erhitzt und im Anschluss weitere 16 h bei RT
geriihrt. Das Uberschiissige SOCI, wurde nachfolgend mithilfe einer Wasserstrahlpumpe bei
75 °C Olbadtemperatur entfernt und restliche Spuren von SOCI, durch Zugabe von 15 ml
eiskaltem H,O zersetzt. Unter starkem Rulhren wurde anschlieBend eine KOH-L6sung,
bestehend aus 4.5 mmol KOH geldst in 10 ml H,O, zum Ansatz gegeben und dieser fir 30 h
unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde mit 2N HCI angesauert, der Feststoff
abfiltriert, 3x mit je 5 ml H,O gewaschen und im Exsikkator fur 48 h Gber KOH getrocknet.
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Die als Rohprodukt gewonnenen a-Hydroxyfettsdauren 27 und 77 wurden in siedendem
CHCI3, unter Zugabe von wenigen Tropfen MeOH, zundchst aufgenommen und durch
Umkristallisation gereinigt. Zur vollstandigen Kristallisation wurde die CHCIs-Phase nach
Abkuhlen auf RT mit wenig Heptan versetzt und fur 24 h im Kihlschrank aufbewahrt. Die
a-Hydroxyfettsauren 27 und 77 wurden danach unter Verwendung einer Glasfritte abgesaugt,
im Exsikkator fir 48 h Uber P,Os getrocknet, mit ESI-MS untersucht und dann weiter
umgesetzt.

e (2RS)-2-Hydroxy-Dgs-tetracosansaure (27)

Summenformel: C24H3D 4503

Molare Masse: 429.64 g/mol prormRRer e o
Ausbeute: 57 % (lber 2 Stufen)

Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff

DC: CHCI3:MeOH 8:2, Ry = 0.35

ESI-MS: 428.91 [M-H]

e (2RS)-2-Hydroxytetracosansaure (77)

OH

Summenformel: Co4Hs03 \/\/W\/\M/\/\/\/I\WOH

Molare Masse: 384.36 g/mol °

Ausbeute: 53 % (liber 2 Stufen)
Aussehen: weil3er, kristalliner Feststoff
DC: CHCI3:MeOH 8:2, Rf=0.38
ESI-MS: 383.64 [M-H]; 767.51 [2M-H]

5.3.6.3 Allgemeine Methode zur Darstellung der CER vom Typ
CER[EOP], CER[EOS], CER[NDS], CER[NP] und CER[NS]

1 mmol der entsprechenden Saure, 1.05 mmol PyBOP®, 10 Tropfen DIPEA und 10 ml
CH.Cl, pro 1 mmol Saure wurden fur 20 min bei RT in einem Rundkolben geriihrt,
anschlieRend erfolgte die Zugabe von 1 mmol der bendtigten Sphingoidbase 7, 8 oder 9 zur
klaren L6sung. Nachfolgend wurde der Ansatz zuerst fiir 12 h bei RT gerlhrt und dann bis zur
Trockne eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wurde in einem Gemisch bestehend aus
CHCI3:MeOH im Volumenverhéltnis von 8:2 aufgenommen und auf wenig Kieselgel
adsorbiert. Anschliel3end erfolgte die Reinigung durch SCh wie in Abschnitt 5.1.5 und 5.1.6
beschrieben.
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5.3.6.4 Allgemeine Methode zur Darstellung der CER vom Typ
CERJADS], CER[AP] und CER[AS]

a) Einfihrung Acetylschutzgruppe

In einem ausgeheizten Rundkolben wurden unter einer Atmosphéare von Argon 1 mmol der
jeweils bendtigten Saure, 1.5 mmol Acetanhydrid, 3 mmol Pyridin und 10 ml CH,ClI, pro
0.6 mmol Saure fir 16 h bei RT gerthrt. Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe
von 10 ml ges. NaHCOs3-Ldsung pro 0.6 mmol Sdure. Der Ansatz wurde im Anschluss 3x mit
je 10ml CHCI; pro 0.6 mmol S&ure extrahiert. Nachfolgend wurde die vereinigte
CHCI3-Phase mit 25 ml einer 0.5 M NaHSOy4-L6sung pro 0.6 mmol Séure gewaschen, tber
Na,SO, getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Die als blassgelber Feststoff gewonnenen
acetylgeschutzten S&uren wurden mit ESI-MS untersucht und direkt ohne weitere Reinigung
umgesetzt (Ausbeuteronproduki: 93-96 %).

e (2RS)-2-Acetyloxyoctadecansaure (93)

Summenformel: CoH3504
Molare Masse: 342.28 g/mol
ESI-MS: 341.39 [M-H]', 683.23 [2M-H]

e (2RS)-2-Acetyloxy-18,18,18-D3 octadecansaure (94)

Summenformel: C20H35D304
Molare Masse: 345.30 g/mol
ESI-MS: 344.56 [M-H]’, 689.45 [2M-H]

e (2RS)-2-Acetyloxy-Dss-octadecansaure (95)

Summenformel: CooHsD3304
Molare Masse: 375.48 g/mol
ESI-MS: 374.81 [M-H]

e (2RS)-2-Acetyloxytetracosansaure (96)

Summenformel: CysHs5004
Molare Masse: 426.37 g/mol
ESI-MS: 425.70 [M-H]

e (2RS)-2-Acetyloxy-Dgs-tetracosansaure (97)

Summenformel: Co6HsD4504
Molare Masse: 471.65 g/mol
ESI-MS: 470.14 [M-H]', 942.23 [2M-H]
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b) Darstellung der acetylgeschitzten CER

In einem Rundkolben wurden zundchst 1 mmol der jeweils umzusetzenden acetylgeschitzten
Saure, 1.05 mmol PyBOP®, 10 Tropfen DIPEA und 10 ml CH,Cl, je 0.5 mmol Saure fir
20 min bei RT geruhrt, anschlieBend erfolgte die Zugabe von 1 mmol entsprechender
Sphingoidbase 7, 8 oder 9 zur klaren Losung. Abermals wurde der Ansatz fir 12 h bei RT
geriihrt und dann bis zur Trockne eingeengt. Die so erhaltenen Rohprodukte wurden ohne
weitere Reinigung und Charakterisierung direkt umgesetzt.

c) Abspaltung Acetylschutzgruppe

Fur die Darstellung des DL-CER wurde in einem Rundkolben das entsprechende
acetylgeschutzte CER in 10 ml eines Gemisches bestehend aus CHCIl3:MeOH:H,O im
Volumenverhaltnis von 4:1:0.1 pro 0.25 mmol acetylgeschiitztes CER geldst. Nach Zugabe
einer kleinen Menge K,CO3 wurde der Ansatz fiir 2 h bei RT geruhrt und nach Abschluss der
Reaktion bis zur Trockne eingeengt. Die chromatographische Reinigung der Rohprodukte und
die anschliefende Trennung der Diastereomere erfolgte nach der im Kapitel 5.1.7
beschriebenen Methode.

5.3.7 Synthese der Ceramide

Entgegen der IUPAC-Nomenklatur erfolgt die Benennung der CER in diesem Abschnitt
bezogen auf die ceramidtypische Amidbindung, analog zu SONNENBERGER. "

5.3.7.1 Synthese der Ceramide vom Typ CER[NDS]

Darstellung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-D43-docosan-
amids - CER[NDS22]-Dy; (84)

Zunéchst wurde die Sdure 10 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Saure 11 umgesetzt, anschlielend erfolgte die Synthese des CER[NDS22]-D,; 84
entsprechend Methode 5.3.6.3 aus der Saure 11 und dem Aminoalkohol 9.

D D D D 8] D D D D D D
D D D D D

Summenformel: CoH3sD43NO3 g
Molare Masse: 666.89 g/mol

Ausbeute: 78 %

Aussehen: weilder, pulverférmiger Feststoff

Fp: 98-101 °C

DC: CHCl3:MeOH:NH3yq 95:5:0.5, Ri= 0.44

SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:98.5:1.5
ESI-MS: 665.10 [M-H]", 689.05 [M+Na]*

HRMS: ber. (C4oH3sD42NO3CI): 700.8498 [M+HCI]"

gef.: 700.8532

3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 173.22, 73.26, 63.07, 56.36, 35.42, 33.04, 30.96-29.40,
27.02, 23.72, 14.59
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5.3.7.2 Synthese der Ceramide vom Typ CER[NP]
a) Darstellung des  N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-D,s-
dodecanamids — CER[NP12]-D,; (85)

Zunachst wurde die Sdure 81 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Saure 83 umgesetzt, anschlielend erfolgte die Synthese des CER[NP12]-D3 85 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 83 und dem Aminoalkohol 7.

Summenformel: C3oH3sD23sNO4 DWO
D D D D D
D D D D D HN
Molare Masse: 522.60 g/mol MOH
<o

Ausbeute: 81 % On
Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff

Fp: 115-118 °C

DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5, R= 0.33

SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:95:5
ESI-MS: 521.69 [M-H]", 1043.79 [2M-H]

HRMS: ber. (CaoHssD23NO,): 523.6099 [M+H]"

gef.: 523.6118

3C NMR (125 MHz, CDCl5:MeOD 8:2): 174.53, 75.06, 72.05, 60.78, 51.64, 32.37, 31.55,
29.37-29.22, 28.97, 27.76, 25.50, 22.27, 13.44

b) Darstellung des  N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-Dzs-
octadecanamids - CER[NP18]-Dss (86)

Zunachst wurde die Sdure 70 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Saure 78 umgesetzt, anschlieend erfolgte die Synthese des CER[NP18]-D3ss 86 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 83 und dem Aminoalkohol 7.

Summenformel: C3sH3D35NO4

Molare Masse: 618.77 g/mol

Ausbeute: 85 %

Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff

Fp: 120-121 °C

DC: CHCI3:MeOH:NH3,q 95:5:0.5, R= 0.22

SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:96:4
ESI-MS: 617.81 [M-H]

HRMS: ber. (CagHsgD3sNO,): 619.7779 [M+H]"

gef.: 619.7788
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3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 173.33, 77.23, 73.24, 62.53, 53.86, 34.31, 32.92, 30.90-
30.35, 26.84, 25.86, 25.37, 23.60, 14.46

c) Darstellung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-D47-
tetracosanamids - CER[NP24]-Dg4; (87)

Zunachst wurde die Sdure 68 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Saure 69 umgesetzt, anschlieBend erfolgte die Synthese des CER[NP24]-Dy4; 87 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 69 und dem Aminoalkohol 7.

Summenformel: Ca2H3D47NO4

Molare Masse: 714.94 g/mol

Ausbeute: 91 %

Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff

Fp: 110-114 °C

DC: CHCl3:MeOH:NH3yq 90:10:0.5, R= 0.39

SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:96:4
ESI-MS: 713.92 [M-H]

HRMS: ber. (C4H39D47NO,): 715.9459 [M+H]"

gef.: 715.9486

3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 173.34, 77.27, 73.27, 62.55, 53.91, 34.33, 32.90, 30.89-
30.64, 30.33, 26.83, 25.86, 23.58, 14.45

5.3.7.3 Synthese der Ceramide vom Typ CER[NS]

a) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-
dodecanamids — CER[NS12] (82)

Die Saure 81 und der Aminoalkohol 8 wurden entsprechend Methode 5.3.6.3 zum
CER[NS12] 82 umgesetzt. Abweichend zum beschriebenen Reinigungsverfahren wurde das
als Rohprodukt vorliegende CER[NS12] 82 vor Adsorption auf Kieselgel nicht in Heptan

suspendiert sondern direkt auf SiO, adsorbiert.
8]

Summenformel: C3oHsoNO3 \/\/\/\/\/:f -

Molare Masse: 481.45 g/mol /W\/\/\/\MZHO”
Ausbeute: 62 %

Aussehen: weiler, wachsartiger Feststoff

Fp: 78-79 °C

DC: CHCI3:MeOH:NH3,q 95:5:0.5, R= 0.39

SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:98:2
ESI-MS: 480.49 [M-H], 482.18 [M+H]", 504.36 [M+Na]", 985.15 [2M+Na]*
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'H NMR (500 MHz, CDCly): 6.23 (d, *J= 7.6 Hz, 1 H, -HN-), 5.82-5.75 (m, 1 H,
-CH2-CH=CH-), 5.53 (dd, %)= 15.4 Hz, %)= 6.5 Hz, 1H, -CH,-CH=CH-), 4.34-4.31 (m, 1 H,
-CH-OH), 3.96 (dd, %J= 11.2 Hz, 3J= 3.8 Hz, 1H, -CH*HOH), 3.91 (dd, %= 11.3 Hz, %)=
3.7 Hz, 1 H, -CHNH-), 3.71 (dd, %= 11.2 Hz, *J= 3.3 Hz, 1H, -CH*HOH), 2.26-2.21 (m, 2 H,
-CH,-CONH-), 2.06 (g, 2= 14.2 Hz, %)= 7.1 Hz, 2 H, -CH,-CH=CH-), 1.64 (dt, 2J= 15.0 Hz,
3J: 7.6 HZ, 2 H, -CHz-CHz-CONH-), 1.40-1.25 (m, 38 H, H3C-(CH2)8-; -(CH2)11-CH2-
CH=CH-), 0.88 (t, ®J= 7.0 Hz, 6 H, 2x HsC-)

3C NMR (125 MHz, CDCly): 174.04, 134.48, 128.96, 74.86, 62.70, 54.69, 37.01,
32.44, 32.08, 29.85-29.28, 25.92, 22.84, 14.26

b) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-Dos-
dodecanamids — CER[NS12]-D,; (88)

Zunachst wurde die Sdure 81 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Sdure 83 umgesetzt, anschlielend erfolgte die Synthese des CER[NS12]-D,3 88 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 83 und dem Aminoalkohol 8.

Summenformel: C30H3sD23N03 DWWO
Molare Masse: 504.59 g/mol wﬁ
Ausbeute: 74 % o
Aussehen: weiler, wachsartiger Feststoff
Fp: 77-80 °C
DC: CHCl3:MeOH:NH3yq 95:5:0.5, Ri= 0.41
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:98:2
ESI-MS: 503.68 [M-H]’, 527.55 [M+Na]"
HRMS: ber. (CaoHs7D23NO3): 505.5993 [M+H]"

gef.: 505.6012
3C NMR (125 MHz, CDCls): 17413, 134.40, 128.99, 74.80, 62.67, 54.68, 36.90,

32.44, 32.08, 29.84-29.26, 25.71, 22.84, 14.26

c) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-Dss-
octadecanamids — CER[NS18]-D3s (89)

Zunachst wurde die Sdure 70 nach der unter 5.3.6.1 heschriebenen Methode in die deuterierte
Séure 78 umgesetzt, anschlielRend erfolgte die Synthese des CER[NS18]-D3s 89 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 78 und dem Aminoalkohol 8.

Summenformel: C3sH36D35NO3

Molare Masse: 600.76 g/mol

Ausbeute: 81 %

Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff
Fp: 87-89 °C

87



DC: CHClI3:MeOH:NHzyq 95:5:0.5, Ri= 0.46

SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:98:2
ESI-MS: 599.71 [M-H]', 626.61 [2M+Na]"; 1224.80 [2M+Na]*
HRMS: ber. (CasHssD3sNO3Cl): 635.7284 [M+CI]
gef.: 635.7360
3C NMR (125 MHz, CDCls): 174.16, 134.44, 128.97, 74.80, 62.67, 54.68, 32.44,

32.08, 29.85- 29.28, 28.21, 22.84, 14.26

d) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-Dy-
tetracosanamids — CER[NS24]-Dy4; (90)

Zunachst wurde die Sdure 68 nach der unter 5.3.6.1 beschriebenen Methode in die deuterierte
Saure 69 umgesetzt, anschlieend erfolgte die Synthese des CER[NS24]-D47 90 entsprechend
Methode 5.3.6.3 aus der Saure 69 und dem Aminoalkohol 8.

Summenformel: Ca2H36D47NO3
Molare Masse: 696.93 g/mol
Ausbeute: 85 %
Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff
Fp: 91-93 °C
DC: CHCl3:MeOH:NH3yq 95:5:0.5, Ri= 0.42
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:98:2
ESI-MS: 719.78 [M+Na]"
HRMS: ber. (CaxHssD47NO3Na): 719.9173 [M+Na]*
gef.: 719.9201
BC NMR (100 MHz, CDCly): 173.86, 134.48, 129.09, 74.86, 62.74, 54.81, 32.43,

32.09, 29.86- 29.30, 28.53, 22.84, 14.23
5.3.7.4 Synthese der Ceramide vom Typ CER[EOQ]

a) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-30-
{[(10RS)-D33-10-methylhexadecanoyl]oxy}triacontanamids —
CER[mMEOS]-Ds; (91)

Die Sdure 35 und der Aminoalkohol 8 wurden entsprechend Methode 5.3.6.3 zum
CER[mMEOS]-D33 91 umgesetzt.

Summenformel: CesHgaD33NOs5

Molare Masse: 1035.18 g/mol
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Ausbeute: 86 %

Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff
Fp: 81-82 °C
DC: CHClI3:MeOH:NH3yq 95:5:0.5, Ri= 0.64
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:98.5:1.5
ESI-MS: 1058.27 [M+Na]"
HRMS: ber. (CesHeaD3sNOsCl): 1070.1441 [M+CI]"
gef.: 1070.1497
3C NMR (125 MHz, CDCls): 174.24, 174.08, 134.30, 129.00, 74.68, 64.54, 62.61,

54.72, 37.25, 36.99, 32.90, 32.44, 32.07, 30.10, 29.87-29.30, 28.81, 27.20, 26.09, 25.92,
25.06, 22.83, 19.85, 14.25

b) Darstellung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-30-
{[(10RS)-D33-10-methylhexadecanoyl]oxy}triacontanamids —
CER[mMEOP]-D33 (92)

Die Sdure 35 und der Aminoalkohol 7 wurden entsprechend Methode 5.3.6.3 zum
CER[MEOP]-Ds3 92 umgesetzt.

Summenformel: CesHosD33NOg

Molare Masse: 1053.19 g/mol

Ausbeute: 83 %

Aussehen: weiler, pulverférmiger Feststoff

Fp: 103-105 °C

DC: CHCl3:MeOH:NHzyq 95:5:0.5, Ri= 0.27

SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:97:3
ESI-MS: 1052.19 [M-H]

HRMS: ber. (CesHesD3sNOGCI): 1088.1546 [M+CI]"

gef.: 1088.1585

3C NMR (125 MHz, THF-Dg):  173.29, 77.36, 73.34, 64.69, 62.62, 53.99, 38.23, 36.93,
34.43, 33.95, 33.05, 31.09-30.42, 29.88, 28.16, 27.10, 26.97, 26.82, 23.73, 20.25, 14.60
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5.3.7.5 Synthese der Ceramide vom Typ CER[ADS]

a) Darstellung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2RS)-2-
hydroxyoctadecanamids - DL-CER[ADS18] (104)
Die Darstellung von DL-CER[ADS18] 104 erfolgte aus der Séure 75 und dem Aminoalkohol
9 entsprechend der unter 5.3.6.4 beschriebenen Methode. Die Diastereomerentrennung von
DL-CER[ADS18] 104 in L-CER[ADS18] 113 und D-CER[ADS18] 122 erfolgte
anschlieBend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 erlduterten Methode.

Summenformel: CssH73NO4 \/W\/W\/\/‘W(O L
Molare Masse: 583.55 g/mol HN@ oo
Ausbeute: 67 % fur 104 tber 3 Stufen "
Aussehen: jeweils weiller, f:)H o
pulverférmiger Feststoff B ZHOH o
DC: CHClI3:MeOH:NHzyq 95:5:0.5
Rs=0.31 fur 113, 0.23 fur 122
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:95:5
ESI-MS: 582.66 [M-H]

e Charakterisierung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2S)-2-hydroxy-
octadecanamids - L-CER[ADS18] (113)

Fp: 104-108 °C
SCh: 98.5:1.5
HRMS: ber. (CasH7sNOLCI): 618.5228 [M+CI]

gef.. 618.5237

IH NMR (500 MHz, THF-Dg):  7.30 (d, 3J= 8.4 Hz, 1 H, -HN-), 4.02 (d, %)= 6.1 Hz, 1 H,
-CHOH-CH-), 3.93-3.90 (m, 1 H, -CHOH-CONH-), 3.79-3.75 (m, 1 H, -CH‘H-OH), 3.73-
3.68 (m, 1 H, -CHOH-CH-), 3.56-3.54 (m, 1H, -CH‘H-OH), 1.60-1.48 (m, 3 H, -CH,-
CHOH-CH-; -CH*H-CHOH-CONH-; 1.76-1.71 -CH*H-CHOH-CONH- iiberlagert von THF-
Dg), 1.46-1.38 (M, 4 H, 2x H3C-CH,-), 1.36-1.25 (m, 50 H, -(CH5)1s-CH,-CHOH-CONH-;
-(CH5)12-CH,-CHOH-CH-), 0.89 (t, *J= 6.8 Hz, 6 H, 2x H3C-)

3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 17491, 73.18, 72.77, 62.89, 56.00, 36.10, 35.41, 33.03,
30.98-30.47, 27.09, 23.72, 14.58
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e Charakterisierung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2R)-2-hydroxy-
octadecanamids - D-CER[ADS18] (122)

Fp: 117-121 °C
SCh: 97:3
HRMS: ber. (C3sH73NO4CI): 618.5228 [M+CI]

gef.: 618.5244

'H NMR (500 MHz, THF-Dg): 7.30 (d, %= 8.4 Hz, 1 H, -HN-), 4.01-3.99 (m, 1 H,
-CHOH-CH-), 3.94-3.90 (m, 1 H, -CHOH-CONH-), 3.79-3.75 (m, 1 H, -CH‘H-OH), 3.74-
3.70 (m, 1 H, -CHOH-CH-), 3.56-3.55 (m, 1H, -CH‘H-OH), 1.60-1.49 (m, 4 H, -CH,-
CHOH-CH-; -CH‘H-CHOH-CONH-; 1.75-1.70 -CH‘H-CHOH-CONH- (iberlagert von THF-
Dg), 1.46-1.37 (M, 4 H, 2x H3C-CHy-), 1.35-1.29 (m, 50 H, -(CH,)13-CH,-CHOH-CONH-;
-(CHy)12-CH,-CHOH-CH-), 0.89 (t, %)= 6.9 Hz, 6 H, 2x HsC-)

3C NMR (125 MHz, THF-Dg):  174.80, 73.19, 72.88, 62.84, 55.86, 36.13, 35.46, 33.05,
30.96-30.48, 27.02, 23.73, 14.60

b) Darstellung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2RS)-18,18,18-
Ds-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[ADS18]-D3 (105)
Die Darstellung von DL-CER[ADS18-D3;] 105 erfolgte aus der S&ure 76 und dem
Aminoalkohol 9 entsprechend der unter 5.3.6.4 beschriecbenen Methode. Die
Diastereomerentrennung von DL-CER[ADS18]-D; 105 in L-CER[ADS18]-D; 114 und
D-CER[ADS18]-D; 123 erfolgte anschlieBend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7
erlauterten Methode.

Summenformel: CasH70D3NO4 DO
Molare Masse: 586.57 g/mol oo
Ausbeute: 69 % fir 105 Uber 3 Stufen on "
Aussehen: jeweils weiler, D‘CW\/\/W\A/”'“KO D-Farm
pulverformiger Feststoff ‘iOHOH
DC: CHCl3:MeOH:NHzyq 95:5:0.5
Rs=0.34 fur 114, 0.21 fur 123
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:95:5
ESI-MS: 585.69 [M-H]"
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e Charakterisierung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2S)-18,18,18-D3-2-
hydroxyoctadecanamids - L-CER[ADS18]-D; (114)

Fp: 102-106 °C
SCh: 98.5:1.5
HRMS: ber. (CasH70DsNOLCI): 621.5413 [M+CI]

gef.: 621.5430

'H NMR (500 MHz, THF-Dg): 7.30 (d, %= 8.3 Hz, 1 H, -HN-), 4.05-3.99 (m, 1 H,
-CHOH-CH-), 3.94-3.90 (m, 1 H, -CHOH-CONH-), 3.79-3.76 (m, 1 H, -CH‘H-OH), 3.74-
3.70 (m, 1 H, -CHOH-CH-), 3.57-3.54 (m, 1H, -CH‘H-OH), 1.62-1.48 (m, 4 H, -CH,-
CHOH-CH-; -CH‘H-CHOH-CONH-; 1.76-1.70 -CH‘H-CHOH-CONH- (iberlagert von THF-
D), 1.47-1.37 (m, 4 H, 2x H3C-CHy-), 1.36-1.26 (m, 50 H, -(CH,)13-CH,-CHOH-CONH-;
-(CH3)12-CH,-CHOH-CH-), 0.89 (t, %)= 6.9 Hz, 3 H, H4C-)

3C NMR (125 MHz, THF-Dg):  174.92, 73.17, 72.78, 62.88, 55.96, 36.09, 35.41, 33.03,
30.93-30.31, 27.09, 23.71, 14.60

e Charakterisierung des N-[(2S,3R)-1,3-Dihydroxyoctadec-2-yl]-(2R)-18,18,18-Ds-
2-hydroxyoctadecanamids - D-CER[ADS18]-D3 (123)

Fp: 119-122 °C
SCh: 97:3
HRMS: ber. (CssH70D3sNO4CI): 621.5413 [M+CI]

gef.: 621.5432

'H NMR (500 MHz, THF-Dg): 7.30 (d, %)= 8.3Hz, 1 H, -HN-), 4.03-4.00 (m, 1 H,
-CHOH-CH-), 3.94-3.89 (m, 1 H, -CHOH-CONH-), 3.80-3.76 (m, 1 H, -CH‘H-OH), 3.74-
3.71 (m, 1 H, -CHOH-CH-), 3.56-3.54 (m, 1H, -CH‘H-OH), 1.61-1.47 (m, 4 H, -CH,-
CHOH-CH-; -CH‘H-CHOH-CONH-; 1.76-1.70 -CH*H-CHOH-CONH- {iberlagert von THF-
Dg), 1.46-1.38 (M, 4 H, 2x H3C-CHy-), 1.36-1.25 (m, 50 H, -(CH,)13-CH,-CHOH-CONH-;
-(CHy)12-CH2-CHOH-CH-), 0.89 (t, %)= 6.9 Hz, 3 H, H3C-)

BC NMR (125 MHz, THF-Dg):  174.83, 73.17, 72.88, 62.83, 55.85, 36.12, 35.45, 33.05,
30.96-30.49, 27.02, 23.73, 14.60
5.3.7.6 Synthese der Ceramide vom Typ CER[AP]

a) Diastereomerentrennung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-
yl]-(2RS)-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[AP18] (106)

Das DL-CER[AP18] 106 wurde von Evonik Industries AG (Essen, Deutschland) zur
Verfugung gestellt, die Reinigung und Trennung in die Diastereomere L-CER[AP18] 115 und
D-CER[AP18] 124 erfolgte entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 beschriebenen Methode.
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OH

Summenformel: C3sH73NOs C 0

(5]

HN
Molare Masse: 599.55 g/mol MOH L Form
w "OH

Aussehen: jeweils weiler, on

pulverférmiger Feststoff \/\MNWV(YRYO
Fp: 126-129 °C fur 115 Mwwon DeForm
‘OH

T(R)

142-143 °C fur 124 ot
DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5

R¢= 0.50 fir 115, 0.24 fiir 124
SCh: 96.5:3.5 fir 115, 95:5 fur 124

b) Darstellung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2RS)-
Ds3-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[AP18]-D3; (107)

Die Darstellung von DL-CER[AP18-D33] 107 erfolgte aus der Sdure 26 und dem
Aminoalkohol 7 entsprechend der wunter 5.3.6.4 beschriebenen Methode. Die
Diastereomerentrennung von DL-CER[AP18]-D3; 107 in L-CER[AP18]-D3; 116 und
D-CER[AP18]-Ds3 125 erfolgte anschlieend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 erlduterten
Methode.

Summenformel: C3sH19D33NOs5
Molare Masse: 632.75 g/mol i WOH LForm
Ausbeute: 71 % fur 107 tber 3 Stufen e
Aussehen: jeweils weiler, :

pulverférmiger Feststoff ’ W"” oo
DC: CHCl3:MeOH:NHazq 90:10:0.5

R¢= 0.48 fur 116, 0.23 fur 125
SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:94:6
ESI-MS: 631.94 [M-H]

e Charakterisierung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2S)-D33-2-
hydroxyoctadecanamids - L-CER[AP18]-Ds3 (116)

Fp: 120-125 °C
SCh: 96.5:3.5
HRMS ber. (C36H41D33NO5C|) 668.7332 [M+C|]

gef.: 668.7397

3C NMR (100 MHz, THF-Dg):  175.15, 77.33, 73.31, 62.48, 53.38, 34.62, 33.05, 31.06-
30.49, 26.96, 23.73, 14.61
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e Charakterisierung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2R)-D33-2-
hydroxyoctadecanamids - D-CER[AP18]-D3;3 (125)

Fp: 134-138 °C
SCh: 95:5
HRMS ber. (C3sH41D33NOsCl): 668.7332 [M+CI]

gef.: 668.7323

13C NMR (100 MHz, THF-Dg):  175.33, 77.25, 73.23, 62.54, 53.32, 34.44, 33.05, 31.04-
30.48, 26.96, 23.73, 14.60

c) Diastereomerentrennung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-
yl]-(2RS)-2-hydroxytetracosanamids — DL-CER[AP24] (108)

Das DL-CER[AP24] 108 wurde von Evonik Industries AG (Essen, Deutschland) zur
Verfligung gestellt, die Reinigung und Trennung in die Diastereomere L-CER[AP24] 117 und
D-CER[AP24] 126 erfolgte entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 beschriebenen Methode.

oH

Summenformel: Cy2HgsNOs
Molare Masse: 683.64 g/mol "
Aussehen: jeweils weiRer, o

pulverformiger Feststoff \WM/\NMWO
Fp: 120-124 °C fur 117 WO..

135-140 °C fur 126

DC: CHCl3:MeOH:NH3yq 90:10:0.5
Rf= 0.38 fur 117, 0.22 fur 126
SCh: 97:3 fir 117, 96:4 fur 126

d) Darstellung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2RS)-
Dys-2-hydroxytetracosanamids — DL-CER[AP24]-Dys (109)

Die Darstellung von DL-CER[AP24]-Dss 109 erfolgte aus der Sdure 27 und dem
Aminoalkohol 7 entsprechend der wunter 5.3.6.4 Dbeschriebenen Methode. Die
Diastereomerentrennung von DL-CER[AP24]-Dss 109 in L-CER[AP24]-Dss 118 und
D-CER[AP24]-Dys 127 erfolgte anschlieRend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 erlduterten
Methode.

Summenformel: Ca2H40D4sNOs
Molare Masse: 728.92 g/mol
Ausbeute: 76 % fiir 109 tiber 3 Stufen o
Aussehen: jeweils weiler,

pulverformiger Feststoff
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DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5

Ry= 0.37 fur 118, 0.17 fur 127
SCh: Startkonzentration:  0:100:0 Endkonzentration: 0:94:6
ESI-MS: 728.31 [M-H]

e Charakterisierung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2S)-D4s-2-
hydroxytetracosanamids — L-CER[AP24]-D4s (118)

Fp: 121-123 °C
SCh: 97:3
HRMS: ber. (C42H41D4sNOs): 729.9285 [M+H]*

gef.: 729.9318

ber. (C42H40D4sNOsCI): 763.8895 [M+CI]

gef.: 763.8957
3C NMR (125 MHz, THF-Dg):  175.10, 77.35, 73.29, 62.49, 53.42, 34.61, 33.05, 31.06-
30.48, 26.96, 23.73, 14.60

e Charakterisierung des N-[(2S,3S,4R)-1,3,4-Trihydroxyoctadec-2-yl]-(2R)-D4s-2-
hydroxytetracosanamids — D-CER[AP24]-Dys (127)

Fp: 134-139 °C
SCh: 96:4
HRMS: ber. (C42H41D45NO5): 729.9285 [l\/l'l'H]+

gef.: 729.9316
ber. (C42H40D4sNOsCI): 763.8895 [M+CI]
gef.: 763.8934
3C NMR (125 MHz, THF-Dg):  175.16, 77.33, 73.30, 62.46, 53.35, 34.61, 33.05, 31.05-
30.48, 26.95, 23.73, 14.60
5.3.7.7 Synthese der Ceramide vom Typ CER[AS]

a) Diastereomerentrennung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-
en-2-yl]-(2RS)-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[AS18] (110)

Das DL-CER[AS18] 110 wurde von Evonik Industries AG (Essen, Deutschland) zur
Verfugung gestellt, die Reinigung und Trennung in die Diastereomere L-CER[AS18] 119 und
D-CER[AS18] 128 erfolgte entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 beschriebenen Methode.
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Summenformel: C3sH71NOy . 0

HN
Molare Masse: 581.54 g/mol M O 1-Form
) "'OH

Aussehen: jeweils weiler, on

pulverférmiger Feststoff \M/\MM/';(’ N
Fp: 95-98 °C fiir 119, M

99-103 °C fur 128

DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5
R¢= 0.44 flr 119, 0.29 fur 128
SCh: 98:2 fur 119, 97:3 fur 128

b) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2RS)-
18,18,18-Ds-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[AS18]-D; (111)

Die Darstellung von DL-CER[AS18]-D; 111 erfolgte aus der Sdure 76 und dem
Aminoalkohol 8 entsprechend der wunter 5.3.6.4 beschriebenen Methode. Die
Diastereomerentrennung von DL-CER[AS18]-D; 111 in L-CER[AS18]-D; 120 und
D-CER[AS18]-D3; 129 erfolgte anschlieBend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 erlduterten
Methode.

OH

Summenformel: CssHgsD3NO4 DJ(Z\/\WU

Molare Masse: 584.56 g/mol MMN\/:JJOUH L ¥orm
) "0

Ausbeute: 63 % fur 111 Gber 3 Stufen on

. . . DJC\AM/\AN\/J'%.’//O
Aussehen: jeweils weiler, o
WOH D-Form
pulverférmiger Feststoff e om

DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5

R¢= 0.47 fur 120, 0.31 fur 129
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:95:5
ESI-MS: 583.77 [M-H]

e Charakterisierung des  N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2S)-
18,18,18-D3-2-hydroxyoctadecanamids - L-CER[AS18]-D; (120)

Fp: 95-97 °C
SCh: 98:2
HRMS: ber. (C36H68D3NO4C|) 619.5257 [M+C|]

gef.: 619.5263
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'H NMR (500 MHz, THF-Dg): 7.26 (d, *J= 7.9Hz, 1 H, -NH-), 5.70-5.64 (m, 1 H,
-CH=CH-CH-), 5.50 (dd, 2J= 15.4 Hz, 3J= 6.4 Hz, 1 H, -CH=CH-CH-), 4.09 (dd, %J= 10.6 Hz,
%)= 5.3 Hz, CH=CH-CH-), 3.92-3.87 (m, 1 H, -CHOH-CO-), 3.78-3.72 (m, 2H, -CH’H-OH;
-CHNH-), 3.56-3.53 (m, 1 H, -CH’H-OH), 2.02 (dd, 2J= 14.0 Hz, %)= 6.9 Hz, 2 H, -CH,-
CH=CH-), 1.71-1.69 (m, 1 H, -CH’H-CHOH-CO-), 1.55-1.48 (m, 1 H, -CH‘H-CHOH-CO-),
1.43-1.37 (m, 4 H, -CH,-CH,-CHOH-CO-; -CH,-CH,-CH=CH-), 1.29-1.25 (m, 48 H, DsC-
(CH2)13-; H3C-(CH2)10-), 0.89 (t, 3J: 6.9 HZ)

BC NMR (125 MHz, THF-Dg):  175.09, 132.56, 132.14, 73.78, 72.78, 62.73, 56.48,
36.11, 33.42, 33.04, 30.84-30.39, 26.25, 23.73, 23.46, 14.60

e Charakterisierung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2R)-
18,18,18-D3-2-hydroxyoctadecanamids - D-CER[AS18]-D3 (129)

Fp: 100-102 °C
SCh: 97:3
HRMS: ber. (CssHesD3sNO.LCI): 619.5257 [M+CI]°

gef.: 619.5266

'H NMR (500 MHz, THF-Dg): 7.25 (d, )= 7.7Hz, 1 H, -NH-), 5.69-5.64 (m, 1 H,
-CH=CH-CH-), 5.51 (dd, 2= 15.4 Hz, 3J= 6.3 Hz, 1 H, -CH=CH-CH-), 4.09 (dd, %J= 10.5 Hz,
%)= 5.2 Hz, CH=CH-CH-), 3.91-3.86 (m, 1 H, -CHOH-CO-), 3.78-3.72 (m, 2H, -CH’H-OH;
-CHNH-), 3.58-3.53 (m, 1 H, -CH’H-OH), 2.02 (dd, 2J= 14.0 Hz, %)= 6.9 Hz, 2 H, -CH-
CH=CH-), 1.71-1.69 (m, 1 H, -CH’H-CHOH-CO-), 1.54-1.48 (m, 1 H, -CH‘H-CHOH-CO-),
1.44-1.35 (m, 4 H, -CH,-CH,-CHOH-CO-; -CH,-CH,-CH=CH-), 1.29-1.25 (m, 48 H, DsC-
(CH,)13-; HaC-(CH2)10-), 0.89 (t, %)= 6.9 Hz)

3C NMR (125 MHz, THF-Dg): 175.02, 132.57, 132.30, 73.94, 72.92, 62.64, 56.26,
36.14, 33.43, 33.05, 30.86-30.45, 26.29, 23.73, 23.46, 14.60

c) Darstellung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2RS)-
D3s-2-hydroxyoctadecanamids - DL-CER[AS18]-D3; (112)

Die Darstellung von DL-CER[AS18]-Ds; 112 erfolgte aus der Sdure 26 und dem
Aminoalkohol 8 entsprechend der wunter 5.3.6.4 Dbeschriebenen Methode. Die
Diastereomerentrennung von DL-CER[AS18]-Ds; 112 in L-CER[AS18]-D3; 121 und
D-CER[AS18]-D33 130 erfolgte anschlieRend entsprechend der im Abschnitt 5.1.7 erlduterten
Methode.

Summenformel: Cs6H33D33NO4

Molare Masse: 614.74 g/mol Lt
Ausbeute: 65 % flr 112 Uber 3 Stufen 5 b b b b b b O

Aussehen: jeweils weiler, '

D-Form

pulverférmiger Feststoff
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DC: CHCl3:MeOH:NH3,q 90:10:0.5

R¢=0.46 fur 121, 0.29 fur 130
SCh: Startkonzentration:  20:80:0 Endkonzentration: 0:95:5
ESI-MS: 614.78 [M-H]

e Charakterisierung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2S)-Ds3-
2-hydroxyoctadecanamids - L-CER[AS18]-D33 (121)

Fp: 96-97 °C
SCh: 08:2
HRMS: ber. (CasH39D33NO,4Na): 638.7397 [M+H,Na]"

gef.: 638.7456

ber. (CasHaoD3sNO4Cl): 650.7188 [M+HCI]

gef.: 650.7202
3C NMR (125 MHz, CDCls, 40 °C): 174.67, 134.75, 128.86, 75.94, 74.59, 62.53,
54.76, 32.44, 32.09, 29.85-29.29, 28.52, 22.84, 14.23

e Charakterisierung des N-[(2S,3R,4E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-(2R)-Dss-
2-hydroxyoctadecanamids - D-CER[AS18]-D33 (130)

Fp: 99-101 °C
SCh: 97:3
HRMS: ber. (C36H39D33NO4Na): 638.7397 [M+H,Na]+

gef.: 638.7410
ber. (C36H39D33NO4C|): 650.7188 [M+HC|]
gef.: 650.7212

3C NMR (125 MHz, CDCls): 174.69, 134.77, 128.69, 75.47, 74.51, 62.59, 54.70,
32.45, 32.09, 29.86-29.26, 28.48, 22.85, 14.27
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7.  Anhang

7.1  Kurzcharakterisierung Phytosphingosin (7) und
Sphingosin (8)

e Phytosphingosin (7)

H,N
Summenformel: C1gH39NO3 /\/\/\/\/\/\/2\;]/\0”
“OH

Molare Masse: 317.51 g/mol .
ESI-MS: 318.20 [M+H]", 657.10 [2M+Na]”
'H NMR (400 MHz, CDCls): 3.67 (d, *J= 4.9 Hz, 2 H, -CH,-OH), 3.55-3.49 (m, 1 H,

-CHNH,-CHOH-), 3.31-3.28 (m, 1 H, -CH,-CHOH-), 2.90 (dd, 2J= 10.5 Hz, %)= 5.0 Hz, 1 H,
-CHNH,-), 1.67-1.61 (m, 1 H, -CH*H-CHOH-), 1.50-1.45 (m, 1 H, -CH‘H-CHOH-), 1.37-
1.14 (M, 24 H, CH3-(CH,)1-), 0.81 (t, %)= 6.8 Hz, 3 H, CH3-)

3C NMR (100 MHz, CDCly): 74.93, 73.47, 63.31, 54.25, 33.17, 31.70, 29.59-29.15,
25.38, 22.47, 13.86

e Sphingosin (8)

H>N
" "OH

Molare Masse: 299.49 g/mol
ESI-MS: 300.13 [M-H]
'H NMR (400 MHz, CDCls): 5.81-5.72 (m, 1 H, -CH=CH-CH-), 5.47 (dd, 2=

15.4 Hz, %)= 7.1 Hz, 1 H, -CH=CH-CH-), 4.08 (t, %)= 6.3 Hz, 1 H, -CHOH), 3.70 (dd, %)=
11.0 Hz, %)= 4.5 Hz, 1 H, -CH*HOH), 3.64 (dd, )= 11.0 Hz, *J= 6.0 Hz, 1 H, -CH‘HOH),
2.91 (dd, %)= 10.4 Hz, %)= 5.5 Hz, 1 H, -CHNH,-), 2.24 (s, 4 H, -NH,; 2x -OH), 2.06 (q, *J=
13.9 Hz, %)= 6.9 Hz, 2 H, -CH,-CH=CH-), 1.43-1.21 (m, 22 H, CH3-(CH,)1:-), 0.88 (t, 3J=
6.8 Hz, 3 H, CHs-)

3C NMR (100 MHz, CDCly): 134.98, 129.19, 75.34, 64.01, 56.37, 32.50, 32.08, 29.85-
29.31, 22.84, 14.27
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7.2 HRMS Spektren von ausgewahlten Verbindungen

¢ Verbindung 5
T: FTMS - p NSI Full ms [120.00-1200.00]
2523586
negativ z=1
C14H22H25 02
02623 ppm

_\
=
T

o
]

co
[a=]

-~
]

(=]
(=]

B
L]

167.9876
z=?
C32H, Qg
-2.9052 ppm

[#5]
]

227.2017
=7
C14Hz7 02
0.1146 ppm

[n]
]

—
]

Relative Abundance
o
=]
v v b bvvr e by b b b brv e b

il '."""'-""""".‘ \ Wi ‘. el e ."l"".""' U ']"'.'| s .

150 200 250 300 350
m/z

]

e Verbindung 6

5928384 NL:

z=1 2.07E8
SL_JPM#10-49 RT:
0.06-0.30 AV:40 T:
FTMS + p NSI Full
ms

Part 1 80,
[197.0777-
80 2000.0000]
404 Part 2
E 20
4L
100 296 4201 8.28ES

T T T T
soo 1000 1500 2000
m/z

296.4203 NL:
100 21 1.54E7
SL_JPM#10-49 RT:
0.06-0.30 AV:40 T:
FTMS + p NSI Full
PR "

297 .4263 ms
Part 2 g " 21 zoomed [197.0777-
£ &0 2000.0000]
g 40
L
o1 il ) 5 I A | i > J i J J i
NL
100 2964201 8.28ES
C17HsDz2sO2+H
C47H10D250O2
80 pa Chrg 1
60
40
20
o T T
250 285 290 295 300 30s 310 31s 320 325
m/z

XXXVi



Verbindung 27
T. FTMS - p NSI Full ms [300.00-1000.00]

4286357
=1
C24H22Has 02
100 0.4397 ppm
95 5
90 3
85 <
80 3
75 3
70 3
65 3
£ 60 =
% 3
2553
_g =
2453
< 40
v 3
35 3
30 3
25 3
20 3
15 3
10 3
5 3
0 3 " n| ‘. .‘HI||| .,.|I|I| “L. NTRT! .n“lh . o
IR AN RARA AN UL LAY LR LR LR LAY AR RN LS RN LA R R SRR AN RN RN RN RS LN LRI R R R LR RRAEN RRAEN AL REARN LA N
360 380 400 420 440 460 480 500 520
miz
e Verbindung 35 - I
T: FTMS + p NSI Full ms [120.00-1200.00]
7457056
positiv z=1
Ca7Hop2Hz2 04 Na
100 57315 ppm
90
80
70
g
£ 60
e -
[ -
3 |
£ 507
@ ’
= .
o 407
¥ ]
304
] 744.6995 776.9000
. 7317263 =1 z=1
20 7952600 2=1 7477184 C47Hs92H33 04 Na
] =1 z=1 763.6104 52968 ppm
] dl 732.7301 z=1 777.9042
10+ 7= L z=1
0:| i ||JII|.|| 1.l |H|‘|..||IJ ill]]J]]l]]]]IJ.J‘
| BLAALRAAE RAAS LAY RN RARE RARE RARS RARE MRS RALY RALE LARS RARS RALS LARS ML RARN LLRH RALS RARN LRI RASE RARS RARE RAAN RARS RARS RARN RAAE MRS RAMY|
720 730 740 750 760 770 780

miz
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Verbindung 35 - 11
T- FTMS - p NSI Full ms [300.00-1000.00]

negativ

Relative Abundance

100
953
903
853
803
753
703
653
603
555
503
455
404
353
303
253
204
153

—
oo

|l|.

757 6819
z=1
C47Hogp2H2 04 Cl
05153 ppm

788.8759
z=1
C47Hsg2H33 04 Cl
-0.2524 ppm

]

710 72

Verbindung 84

T: FTMS - p NSI Full ms [300.00-1200.00]

negativ

100
953
903
857
803
753
703
655
603
553
503
453
403
355
303
253
203
155
103

=

Relative Abundance

E

.\l.”.“.“ﬂ‘.".".". l..||.’|l|.|n|..|.l|l.|.l| “ |

0 730

740

!

750 76 0 780 790 800 810

m/z

7008532
=1
CapHag2Hyz O3 N Cl
-2.1119 ppm

727.8731
=1

T
630

540

650

iy
T 1T 11
660

11|||H”|‘ .". .I..I.IIHIIJIJIIHIIHIJ‘I | !HII,‘ il

T T ‘| T
670 680 700 710 720 T30 740

miz

820
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Relative Abundance

e Verbindung 85

5236118 NL:
100 z=1 2.75E6
] NP12_18pd#5-8 RT:
003 0.14-022 AV-4T:
E FTMS + p NSI Full ms
803 [200.00-1000.00]
3 5455936
70 z=1
603 R positiv
503
3 2581734
405 7=1
303
203
103 l
0:“1 “ “L | i " ‘u
MNL:
100— 5236117 7.11E5
g CagH3g D23 NO4 +H:
907 CzpH3gD23Nq Oy
80% pa Chrg 1
704 simuliert
603
503
403
303
203
103
0=rrrprerprrepreey LI St Y AN S M) ILAE R W RN LAY R) AL LA LA IR R AL R RGN R k)RR LR ) RN LS RS RAA R R R WA LA
300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
e Verbindung 86
519.7788 NL:
z=1 2 78E7
1004 SL-NP18p
904 positivi_150922131227#4
3 RT 010 AV- 1T FTMS +p
» 203 NSI Full ms [300.00-1000.00]
2 703
L positiv
= 3J
£ 503
E
= 403
T3
v 903
203
3 §41.7609
105 z=1
3 ol
0 NL:
100 1.56E4
3 CasHag D3s NOg +H:
903 CzgH3gD3sN1 0y
803 p (gss, s /p:40) Chrg 1
3 R: 100000 Res .Pwr . @FWHM
703
e imuliert
503 5197809 stmulier
403 7’
303
20 6237932
103 z?
0: LR A | IARRERAN | T L AR R R LR LS LA R T T
500 600 700 800 900 1000
miz

XXXiX



Relative Abundance

Kelauve Apundance

e Verbindung 87

1007

904 7139372

z=1

503 7=1

3 7129313

714.9431
z=1

7159486

z=1

736.9254

z=1
!
| |

7159501

716.9535

T T
680 700

e Verbindung 88

279.1592

z=1
100; Q 505 6012
7 7=1

403 | 4083110
b= Z:j

1010.1949
z=1

.Luh, LAl J.“ Litsad A‘ TS

505.6011

T T
200 400 600

LI
800

1 T 1 T
1000 1200
miz

LI
1400

T T
1600

1
2000

ML:

1.40E6
NP18_24pd#4-8 RT:
010021 AV:5T:
FTMS + p NSI Full ms
[200.00-1000.00]

positiv

NL:

6.25E5

C42H33 D47 NO4 +H:
Ca2H3g D4z N1 Oy
pa Chrg 1

simuliert

ML:

76TET
NS_12P#10-40 RT
0.06-023 AV:31T:
FTMS + p NSI Full ms
[197.0777-2000.0000]

positiv

ML:
7.13E5

CapHag D23 NO3 +H:
C30H37D23 N1 O3
pa Chrg 1

simuliert

x|



e Verbindung 89
£35.7360 NL:
100— z=1 2.14E7
] SL-NS18p#3-10 RT:0.06-0.26 AV: 8 T:
] FTMS - p NSI Full ms [300.00-1000.00]
» 80
(&) A -
& negativ
g ]
S 60
e)
< ]
2 40
& ]
2 o] 66?._?1555
N 500.7508
i =1
O_ l l n 1
599.7558 NL:
100 z=7? 1.57E4
] Ca3sH3s D3s NO3*1.00 +
] 635.7325 C3s H37 D3s NO3 C1*1.00 +H: p (gss,
80 =7 5 /p:40) Chrg -1
7] R: 100000 Res Pwr . @FWHM
60
] simuliert
404 639.7364
7] z=7
20
O_ T T T T LIS I ML ILLIL BULL I I
400 600 800 1000
miz
e Verbindung 90
718.9144 NL:
100 z=1 4.83E5
217 9086 NS18_24pd#7-13 RT:
90 2 0.17-034 AV:7T:
= FTMS + p NSI Full ms
80 [200.00-1000.00]
g 70 719.9201
2 60 =1 positiv
=
2 50 ?12_:91023
@ L —
= 40
@
g 30
20
10 ‘ \
| .
0 NL:
100 719.9215 6.27E5
C 42 Hsg D47 NO 3 +Na:
90 C42H3s Daz N9 O3z Nay
80 pa Chrg 1
70 simuliert
60
50 720.9249
40
30
20
10
0|\|||||||||||\||||||||'||||\||||||\||||||\||||||\||||
700 705 710 715 720 725 730 735 740 745 750

miz
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e Verbindung 91
T: FTMS - p NSI Full ms [300.00-1200.00]

1038.9541
. 7=1
negativ CesHi2s2H2 Os N Cl
100 0.6560 ppm
953
903
853
803
753
703
653
L -
2 603
g =
c 554
3 =
< 503
2 453
© 3
g 403 1070.1497
353 z=1
304 CesHaa2H33 05 N Cl
3 16411 ppm
253 pp
203
153
103
53 ‘
0: T | T III T | ' |“'I“II:IL "I'Il | T 1 T | T T T | T T
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120
m/z
e Verbindung 92
T: FTMS - p NSI Full ms [300.00-1200.00]
1056.9625
. 7=1
negatiy CesH41272H2 O N Cl
1005 -1.4046 ppm
95
90
857
803
753
703
653
L o
2 603
m o=
2 553
= b=
2 509
2 45
© 3
o 407
P 1088.1585
3 z=1
30 CesHgg 2H33 Qg N Cl
253 0.0179 ppm
203
159
53
OE el ||‘“H||Ln...|.| H|”“HH” ha
T T T T T T T T T LA A AR RS RARAN AR T T 1 f T T T T T T T T
1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140
miz
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e Verbindung 113

T: FTMS - p NSI Full ms [300.00-1200.00]
618.5237
. z=1
negativ CasH73 04 NCl
100; 0.5822 ppm

95
90
85

- ~ @
[ T o o I
il b b e

[=7]
o

603

o
on

=Y
]

6205210
z=1

=y
=
|

Relative Abundance
wm
o
bl

5]
o
|

= = PN W
[ T o o [ o T o ) [ e
vl bbbl

(4]
1l

|||||||||||||||||||||'uIN||I|'|M||"'J|'||||||'||| T
450 500 550 600 650 700 750 800

miz

[}
1

e Verbindung 114

T: FTMS - p NSI Full ms [310.00-1200.00]
621.5430
. z=1
negatlv CaH702H2 04 N CI
1004 1.2926 ppm
953
903
853
803
753
704
653
603
553
50
453
403
35
303
255
203
153

103
53 ‘
OEI|L i T T T T T l |H"|"'l'|‘"I"'\""I"'\"'|"'\"'\ T T T T

T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
miz

Relative Abundance
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Relative Abundance

Verbindung 116

103 J
e Al

668.7397
=1

746.7540
z=1

L I Ay

668.7332

LI
200 400

T L
600 800

Verbindung 118 - |

positiv

Relative Abundance

1005
953
903
853
803
753
70
653

(=]
(=)
|

55

£ n
LIJ'I o
|

W W &
(=) (_IJ'I o
1l

- FTMS + p NSI Full ms [300.00-1000.00]

T T T T T T
1000 1200

miz

729.9318

=1

CazHa412H4s Os N
-0.9615 ppm

7139374
=1
CazHa12Hys O4 N
-0.3221 ppm

T T
1400

762.8863

=1

761.8806
z=1

760.8748

z=1

T T
1600

z=1

NL:

1.34E7
L_AP18P#50-56 RT:
029-033 AV:-TT:
FTMS - p NSI Full ms
[197.0777-2000.0000]

negativ

NL:

5.04E5

CasHa41 D23 NOs Cl
CagH41 D33 N1 05 Cly
pa Chrg -1

simuliert

N L T
o o o LIJ'I (==,
11

.||II|H‘|| ‘ I ll‘ll
700

720

740

W .|H|.JIJ|
AL RRRR) RAARN LA AR

B
760
miz

in“‘ NTITR
T T 1 '
800

xliv



e Verbindung 118 - 11

T: FTMS - p NS Full ms [300.00-1200.00]
763.8957
. =1
negativ C42H402H45 05N Cl
100+ 1.4201 ppm
95
90
85
80
757
70
653
60
553
503
453
403

253 796.8509
E z=1

Relative Abundance

303
25
20

T LA R LA R LAY AL AL LA T T T ™
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

e Verbindung 120

T: FTMS - p NSI Full ms [310.00-1200.00]
619.5263
. z=1
negatlv CagHsz 2H2 O4 N Cl
100 -0.3379 ppm

95

co o
[ R ]
[T ARERA INNTR AT

803

Relative Abundance
(%]
(=]
|

()
(=]
L1t

P o T %
o o © h

o

=
3
_F
E
Ea
=

T T T R ) L R L L L) L M L My L D R A L A A LA LA MO A
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

xlv



Verbindung 121 - |
T: FTMS + p NSI Full ms [120.00-1200.00]

positiv

100

90

Relative Abundance
(%] [#%) o+ (] (=] -~ [==]
(=] (=] (=] (=] (=] (=] (=]

—
(=]

638.7456
z=1
CasHaa2H33 04N Na
4 8208 ppm

]

615

Verbindung 121 - 11

T: FTMS - p NSI Full ms [120.00-1200.00]

negativ

100

Relative Abundance
[y ] (=] | [==] w0
(=] [ [ [ [

P
o

30

2421761
z=1

[n]
o

—
o

A T NP
T T T

o

|
630

640

T 1 1 LI L LI — T
635 645 650 655

miz

650.7202
z=1
CasHza2H3:04NCI
-3.7581 ppm

768.7834

Xlvi



e Verbindung 122

SL 125n#8-12 RT: 010-016 AV: 5 NL: 542E7
T: FTMS - p NSI Full ms [300.00-1200.00]
6518.5244
. z=1
negatlv CagH7304NCI
100_: 1.6066 ppm
953

[== 2 =]
DT

[==]
o

o o~ o~
oo
Ll

[S NS ) B e ]
o (_IJ'I o
LIl

Relative Abundance
=N W W b
;M oo o oW
b bbbl

4
T

T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000

T T T
1100 1200

e Verbindung 123

T. FTMS - p NSI Full ms [310.00-1200.00]
6521.5432
=1
CagH7p2H21 04N CI
1.6659 ppm

negativ

1005
95

o w
o O

-~
o

- | [==]
o o
ININRIRINERNIRTRTARERN!

[ =) )]
o o

Relative Abundance
N
O

[
(3 ) I ]
Lot

[}
(=]
il

%]
3]
L1

O Srprrhtrparey ML S A LA I IR L RN R \L It|"\"'|"‘|'"I"'\"'I"'I"'I"'I"'I [ARRLA NAL AL AL AL DAA SOALAAALUARLEARLINN NOALMARLAA
400 500 600 700 800 900 1000 1100
miz

™
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Relative Abundance

Verbindung 125

266.9055
z=7

z=1

o

o
11
—

ML

8.72E6
D_AP18P#39-47 RT:
023-029 AV:9T:
FTMS - p NSI Full ms
[197.0777-2000.0000]

negativ

E 668.7323

668.7332

ML:
5.04E5

C3sH41 D33 NOs Cl:
CagH41Daz N1 05 Cly
pa Chrg -1

simuliert

Verbindung 127 - |
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