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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Archaebakterien bilden neben den Bakterien und Eukarioten eine dritte Doméne der Or-
ganismen 2. Bis vor kurzem wurden sie zusammen mit den Bakterien zur Gruppe der Pro-
karioten gerechnet. Dafur sprach vor alem das Fehlen eines Zellkerns. Neuere mikrobiologi-
sche Untersuchungen zeigten jedoch zum einen genetische Ahnlichkeiten mit den Eukarioten,
zum anderen auch vollkommen einzigartige Gene, die weder bei den Bakterien noch den Eu-
karioten vorkommen. Dies wurde durch die vollstandige Entschliisselung des Erbgutes von
Methanococcus jannaschii (34 pel egt und damit die Sonderstellung der Archaebakterien as
eigene Gruppe der Organismen bestétigt. Sie unterscheiden sich in drel wesentlichen Merk-
malen von den beiden anderen Gruppen °: (1) der Sequenz der 16s-ribosomalen RNA, (1)
der Zusammensetzung ihrer Zellwande sowie (111) der Struktur ihrer Membranlipide.

Bei den Archaebakterien werden zwei Subspezies unterschieden - die Eurearcheota und die
Crenarcheota. Beide zeichnen sich durch die Anpassung an extreme L ebensbedingungen aus
und umfassen einige Unterarten an Extremophilen. Dabei zéhlen die Halophilen und Metha-
nogenen zu den Eurearcheota und die Thermoacidophilen zu den Crenarcheota % > ©. Die
Membranen der Extremophilen weisen auch unter extremen Umweltbedingungen, wie hohen
Salzkonzentrationen, einer anaeroben Umgebung sowie hohen Temperaturen und niedrigen
pH-Werten, eine aul3erordentlich hohe Bestandigkeit auf. Das erfordert eine Struktur der
Zellmembranlipide, die sich wesentlich von denen der Bakterien und Eukarioten unterscheidet
(Kap. 2.1.1. u. 2.1.2).

In den letzten Jahren fuhrte vor allem die hohe thermische Stabilitét der thermoacidophilen
Membranen auf dem Gebiet der Biotechnologie und der Materialwissenschaften zu einem
stark gestiegenen Interesse an diesen Verbindungen. Weiterhin ist vor allem ihre Fahigkeit zur
Bildung von Vesikeln zu erwdhnen, die eine Anwendung fir den therapeutischen Gebrauch
im Sinne eines Wirkstofftransports (drug targeting) ermoglichen kénnte. Aul3erdem ist die
Moglichkeit der Entwicklung von Membranen zum Einsatz fur Trennverfahren zu nennen 7.
8 Weiteres Interesse gilt den entsprechend angepaf3ten Enzymen (, Extremozyme*) [ . Ein
Beispiel dafir ist die aus Thermophilus aquaticus isolierte Tag-Polymerase. Durch diese wur-
de die Automatisierung der Polymerase-K ettenreaktion — ein Verfahren zur Erstellung des ge-
netischen Fingerabdruckes sowie zum Nachwels von Krankheitserregern durch die gezielte
Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte — realisierbar.

Fur die weitere Aufklarung der physikochemischen Eigenschaften ist es von besonderem Inte-

resse, den Einfluld einzelner Strukturmerkmale auf das physikochemische Verhalten zu unter-
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suchen. Das ist alein anhand von natirlichem Material schwierig. Zum einen ist dabei die
Gewinnung einer entsprechenden Substanzmenge nur durch aufwendige Fermentationspro-
zesse moglich, zum anderen ist, bedingt durch die groRRe strukturelle Ahnlichkeit der Mem-
branbestandteile, der Erhalt von reinen Substanzen recht aufwendig. Deshalb ist fir derartige
Untersuchungen die Synthese der bolaamphiphilen Modellverbindungen von grof3er Bedeu-
tung. Sie bieten durch gezielte Synthesen die Moglichkeit, den Einflul® der unterschiedlichen
Molekulfragmente in den Lipidstrukturen auf die physikochemischen Eigenschaften der Bio-
membranen zu untersuchen. Synthetische Bolaamphiphile stellen daher zweckméllige Model -
le fUr das Verstandnis der biophysikalischen Eigenschaften der Membranlipide von Archae-
bakterien dar. Dabei handelt es sich um amphiphile Verbindungen mit bipolarem Charakter,
deren Molekil mindestens zwel hydrophile Gruppen enthalt, die durch ein hydrophobes Mo-
lekilfragment miteinander verbunden sind.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war — in Ankniipfung an frilhere Ergebnisse ™ — die Syn-
these von symmetrischen einkettigen bolaamphihpilen Modellverbindungen archaebakteriel-
ler Membranen (Kap. 2.2.) sowie deren physikochemische Strukturaufklarung unter Anwen-
dung von DSC-, Rontgen- und gefrierbruchel ektronenmikroskopischen Messungen (Kap.
2.5.). Dadurch sollte das thermische Verhalten sowie die Anordnung der Molekile in der
Membran (Molekil-Form-K onzept) ndher analysiert werden (Kap. 2.5.1.).

Des weiteren sollten im Rahmen dieser Arbeit unsymmetrische Substanzen mit abgestufter
Polaritdt an einem Ende fur Strukturuntersuchungen an der Wasser-L uft-Grenzfl&che synthe-
tisiert werden (Kap. 2.3.), um Bedingungen fir die Bildung stabiler kondensierter Phasen mit
aufgerichteten Ketten zu finden. Dabel ausgebildete Schichten sind zur Zeit von grof3em Inte-
resse fur den Aufbau definierter Membranschichten sowie fur das Studium von Wechselwir-

kungs- und Erkennungsprozessen in den Membranen.
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2. THEORETISCHER TEIL

21. MEMBRANLIPIDE DER ARCHAEBAKTERIEN

2.1.1. STRUKTURMERKMALE ARCHAEBAKTERIELLER MEMBRANLIPIDE

Die Existenz der Archaebakterien unter extremen Umweltbedingungen wird durch eine fir
die Extremophilen typische, besonders stabile bipolare Struktur ihrer Membranlipide er-
maoglicht. Kennzeichnend hierflr sind geséttigte, isoprenoidartig verzweigte Ketten unter-
schiedlicher Lénge (C20 — C40), die Uber Etherbindungen mit einer sn-2,3-Konfiguration
an das Glycerolgertist gebunden sind. Als Hauptlipide werden dabel die Diphytanylglyce-
roldiether (Archaeol) und dessen Dimere, die Dibiphytanyldiglyceroltetraether (Caldar-
chaeol, Abb. 1), unterschieden ™ > ¥ Die Standardform des Diethers wurde zuerst von
M. KATES aus Halobacterium cutirubrum isoliert und als 2,3-Di-O-Phytanyl-sn-glycerol
charakterisiert [*# 2 Variationen resultieren aus unterschiedlichen Kettenléngen (C20 oder
C25), der Hydroxylierung einer der Ketten ** ! sowie der Bildung von Makrocyclen 3.
Bel den Tetraetherlipiden werden zwei Hauptlinien unterschieden: die Glycerol-diakyl-
glyceryl-tetraether (GDGT) und das Nonitolcaldarchaeol (GDNT, Glycerol-dialkyl-
nonitol-tetraether). Dabel kann der Nonitolrest zum einen in offenkettiger Form, zum ande-
ren in Ringform (as 2-Hydroxymethyl-1(2,3-dihydroxypropoxy)-2,3,4,5-cyclo-penta-
tetraol) vorkommen ¢ 8 Strukturabwandlungen innerhalb der Kette ergeben sich hier
durch die Bildung einer unterschiedlichen Anzahl 1,3-verknupfter Cyclopentanringe (0 —8
pro Molekul). Weitere Modifikationen der Tetraether erfolgen durch die Substitution der
sn-1-Position mit verschiedenen hydrophilen Kopfgruppen, wie Zuckerresten, Phosphat-
resten oder dem erwahnten Nonitolrest. Diese kann sowohl symmetrisch a's auch asymme-
trisch erfolgen. Aufgrund des bipolaren Charakters zdhlen diese Tetraetherlipide zu den
bolaamphiphilen Verbindungen (Bolalipide).

Die Gruppe der Halophilen enthédlt nur Lipide, die sich vom Archaeol ableiten, wahrend
die der Methanogenen sowohl Derivate des Archaeols als auch des Caldarchaeols umfas-
sen. Die Thermoacidophilen weisen nur Derivate des Caldarchaeols auf. Somit kdnnen die
Membranlipide zum einen zur Abgrenzung der Archaebakterien von den Bakterien und
den Eukarioten, zum anderen auch zur Klassifizierung der einzelnen Gruppen der Extre-

mophilen dienen 19,



2. Theoretischer Teil 4

RO — CH,
Archaeol
||Q'
HC— OH

ki OvY\/Y\/\‘/\/Y\/k/\*/\/k/\/k/\o_ L.
HC — l
‘ (3\/\(\/\(\/Y\/\r\)\/\/k/\)\/\)\/\o_CHZ

RO —CH,
Cddarchaeol

R = H, Zuckerreste, Phosphatreste R = H oder Polyolreste

Abb. 1: Beispiele fiir Strukturen der natiirlichen Archaebakterienlipide [V

2.1.2. PHYSIKOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN UND STABILITAT
ARCHAEBAKTERIELLER MEMBRANLIPIDE

Phospholipide sind neben den Proteinen wesentliche Bestandteile von Zellmembranen.
Diese grenzen zum einen Zellen und Zellorganelle nach auf3en ab (Barrierewirkung), zum
anderen haben sie wesentliche Funktionen beim Stoff-, Energie- und Informationsaus-
tausch in den Zellen %, Um diese Austausch- und Lebensprozesse in den Zellen aufrecht
zu erhalten, ist ein fluider Zustand der Membranlipide notwendig %Y. Nach dem Modell
des , fluid mosaik* von J. SINGER und G. NICHOLSON % 2 24 zyr Beschreibung des
Aufbaus und der Funktionalitét von Biomembranen wird deren Grundgertst von einer Li-
piddoppel schicht gebildet. In dieser sind verschiedene Proteine in unterschiedlicher Form
eingebettet, wobei eine freie Beweglichkeit gewahrleistet wird.
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Die Erhatung dieser allgemeinen Membranfunktionen erfordert die Anpassung der Li-
pidstrukturen von Archaebakterien an deren —im Vergleich zu den Bakterien und Eukario-
ten — ungewohnliche &ulRere L ebensbedingungen.

Die Membranen der Bakterien und Eukarioten bestehen im algemeinen aus einer Bi-
schicht von Lipidmolekilen. Als eine Form der Anpassung kann die Anordnung der bipo-
laren Tetraetherlipide in archaebakteriellen Membranen einerseits in einer U-formigen Bi-
schicht, andererseits in Form gestreckter Molekile unter Ausbildung einer Monoschicht er-
folgen. Firr letzteres sprechen die rontgenographisch ermittelte Ubereinstimmung der Di-
mensionen von Membran und Lipid, das Fehlen von Querbriichen in den Gefrierbruchauf-
nahmen, wie siein der Bischicht erfolgen, sowie die Rigiditat der K ettenpackung 12224,
Die Akklimatisierung an die hohen Umgebungstemperaturen bedingt insbesondere bei den
methanogenen und thermoacidophilen Membranlipiden eine Zunahme der Anzahl von
Cyclopentanringen in den Ketten und den Ubergang von Diether- zu Tetraetherstrukturen.
Am temperaturbestandigsten sind dabei die Membranlipide des von K. A. STETTER 12
isolierten Pyrolobus fumarii, dessen optimale Wachstumstemperatur zwischen 105 und
113 °C liegt. Die hohe thermische Stabilitét der Lipide [&3 sich dabei zum einen durch de-
ren chemische Struktur (bipolare Tetraetherstruktur, geséttigte hydrophobe Ketten), zum
anderen durch die bevorzugte Ausbildung einer Monoschicht begriinden 12" 281,

Eine weitere Adaption im Bereich der Acidophilen ist die aus den isoprenoiden Verzwei-
gungen resultierende geringe Permeabilitét der Membranen fur Protonen und andere lonen.
Dadurch kann ein grof3er Protonengradient aufrechterhalten und somit der pH-Wert im
Zellinneren konstant gehalten werden 2> %, Die gesittigten apolaren Ketten, die Ether-
bindungen sowie die den bakteriellen und eukariotischen Membranlipiden entgegengesetz-
te sn-2,3-Konfiguration verleihen den archaebakteriellen Membranen auf3erdem Bestan-
digkeit gegentiber oxidativen sowie hydrolytischen und enzymatischen Einfliissen [1¢3Y,
Die Stabilitadt der Membranlipide und damit auch der daraus gewonnenen Liposomen (Ar-
chaeosomen) %" % die zudem auch hohe EinschluRraten fir Wirkstoffe aufweisen, ma-
chen sie interessant fir den Einsatz auf dem Gebiet des drug targeting sowie der Genthera-
pie. Insbesondere ihre Bestandigkeit im sauren pH-Bereich und gegentiber Enzymen (z. B.
Lipasen, Proteasen, Amylasen) lassen sie fur den Transport empfindlicher Wirkstoffe, wie
z. B. Peptide und Proteine, durch den Magen-Darm-Trakt geeignet erscheinen %33,

Ein weiterer wichtiger Punkt fir den pharmazeutischen Einsatz ist die Sterilitét der ange-
wandten Verbindungen. Im Gegensatz zu den konventionellen Liposomen besteht bei den
Archaeosomen die Mdglichkeit der Sterilisierung im Autoklaven (121 °C bei 103.4 kPa).
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Ihre Bestandigkeit unter diesen Bedingungen wurde durch FAB-MS vor und nach dem
Prozef3 bestatigt 4.

Aus diesen Grinden erfolgten in den letzten Jahren Untersuchungen an Hauptphospholi-
pidfraktionen thermoacidophiler Bakterien hinsichtlich der Cytotoxizitét und Mutagenitét
archaebakterieller Lipide 3% %2 35 3 Dabei konnte in verschiedenen Zell- und Tierversu-
chen deren Unbedenklichkeit bestdtigt werden. Das Vorhandensein von Methanogenen,
wie Methanobrevibacter smithii und Methanosphaera stadtmanae, im menschlichen Ma-
gen-Darm-Trakt spricht zusétzlich fir die Vertraglichkeit der entsprechenden Lipide [ **
37]_

Liposomen konnen als Adjuvantien wirken, das heilé, sie verstdrken eine Immunantwort
auf bestimmte Antigene, wodurch die erforderliche Dosis des entsprechenden Antigens
verringert werden kann. Als solche sind auferdem z. B. Aluminiumhydroxid (Alum) oder
Freund’s Adjuvantien einzuordnen s8] L etztgenannte Adjuvantien weisen jedoch toxische
Eigenschaften auf und konnen deshalb fur therapeutische Zwecke in der Human- und Vete-
rindrmedizin nicht genutzt werden. Daher besteht ein begrindetes Interesse an der Ent-
wicklung neuartiger Adjuvantien. Sie sollten im Idealfall aus leicht zugénglichen, nicht
immunogenen sowie untoxischen Materialien bestehen, auf3erdem stabil und biologisch
leicht abbaubar sein. ALLISON und GREGORIADIS konnten derartige Eigenschaften bei
Liposomen feststellen %, Eine erste Anwendung auf Liposomen basierender Impfstoffe ist
das Epexal-Berna, welches zur Impfung gegen Hepatitis A eingesetzt wird *. Probleme
bestehen bei den konventionellen Liposomen in ihrer Unbestandigkeit bei den niedrigen
pH-Werten des Magen-Darm-Traktes sowie gegentiber verschiedenen Enzymen, wodurch
eine orale Anwendung nicht moglich ist *”. Versuche, die Stabilitét beispielsweise durch
Zusatz von Sterolen oder den Einsatz von Polymeren zu erh6hen, hatten nur einen geringen
Erfolg. Kirzlich konnte auch bei Archaeosomen aus nattirlichem Material, die von Natur
aus auch unter diesen Bedingungen stabil sind, eine Adjuvanzwirkung nachgewiesen wer-
den (7.

Die Stabilitat der Archaeosomen kann durch den Zusatz konventioneller Esterlipide (z. B.
DPPC) variiert werden Y. In der Praxis ist somit eine schnelle Freisetzung der einge-

schlossenen Wirkstoffe und letztendlich auch eine Kostenoptimierung moglich.
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2.1.3. AUSWAHL DER ZIELSTRUKTUREN

Das Docosan-1,1’ -diyl-bis-[2-(trimethylammonio)ethylphosphat] (,,Irlbacholine”) konnte
aus pflanzlichem Material — Irlbachia Alata und Anthocleista djalonensis — isoliert wer-
den . Neben Anwendungen in der einheimischen Volksmedizin wurden antifungizide
Eigenschaften gegen den Hautpilz Trichophyton rubrum und drei andere pathogene Pilzli-
nien nachgewiesen. In Anlehnung an die Irlbacholine-Struktur sollten zunéchst fortfihrend
zu friheren Arbeiten von DOBNER et a. ' ¥ neue langkettige Verbindungen (1 — 4,
Abb. 2) synthetisiert und deren Molekll-Form-Konzept im Vergleich zu bisher erhaltenen
unsymmetrischen Modellverbindungen untersucht werden. Ein wesentliches Anliegen der
vorliegenden Arbeit galt dabel der Entwicklung einer effizienteren Methode zur Synthese
der langen Kohlenwasserstoffketten und davon abgeleiteten symmetrisch substituierten
Verbindungen mit zwei verschiedenen Kettenlangen (C22; C32) und Kopfgruppen.

R

S YA YA VAVAVAVANVAVAVAVE 1.2

(1) und (3) : R = OPO)GEH,CH,N(CHy)5

(2) und (4) : R =OP(O)FH,CH,NH(CH2),

Abb. 2: Zielstrukturen der symmetrischen einkettigen Bolalipide

AuRerdem sollten, aufbauend auf bereits entwickelte Synthesestrategien ™, weitere lang-
kettige Verbindungen erhalten werden, die als Ausgangspunkt zur Synthese der zweiten
V erbindungsgruppe — asymmetrisch substituierte einkettige und glycerolhatige Modellipi-
de — geeignet sind. Diese sollten fir Untersuchungen an der Wasser-L uft-Grenzflache hin-
sichtlich der Aushildung aufgerichteter Ketten eingesetzt werden. Dabei lag das Interesse
vor alem auf der Variation der Polaritdt durch verschiedene Kopfgruppen unter Beibehal -
tung der Kettenlange (C22).

Eine dritte Substanzgruppe bestand in symmetrischen glycerolhaltigen Verbindungen
(Abb. 3). Dabei sollte in Anlehnung an die Membranlipide des Bakteriums Butyrovibrio
sp. ein Modellipid synthetisiert werden, welches neben einer Ether- auch eine Esterbin-
dung enthélt (Abb. 3, Verbindung 5), um dessen Verhaten hinsichtlich der Vesikelbildung
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sowie Bestandigkeit gegentiber enzymatischen Einfliissen zu untersuchen. Aul3erdem war
die Synthese der Dietherverbindungen 6 und 7 (Abb. 3) von Interesse. Die so erhaltenen
Tetrole dienten als Ausgangsverbindungen, um eine Moglichkeit der Optimierung zur Syn-
these der Tetraetherverbindungen analog HEISER ¥ zu testen.

|C|) CHs CHs |O CieHzs— O
C (CHp)s—— HC— (CHp)12 CH——(CHg C O,
H
(€] ®
O_// P\_ O—(CHy), N(CHz)3 (CHz)sN——— (CHp),— O—/P\\— 0
O 0g o0 ©
5
R
O\/\/\/\/\)\/\/\/\/\/\/\(\/\/\/\/\

6:R=H ; 7:R=CHj

Abb. 3: Zielstrukturen der symmetrischen glycerolhaltigen Bolalipide

2.2. DARSTELLUNG DER EINKETTIGEN SYMMETRISCHEN BOLALIPIDE

2.2.1. KUPPLUNGSSTRATEGIEN ZUR SYNTHESE DER LANGKETTIGEN
VERBINDUNGEN

Die Moglichkeit der Herstellung stabiler Liposomen aus den Lipidextrakten von Archae-
bakterien 1% 2" * hat groRes Interesse an Verbindungen dieser Art geweckt. Aus den ein-
gangs geschilderten Schwierigkeiten bei der Isolierung ausreichender Mengen natiirlichen
Materials ergibt sich der Bedarf an gleichartigen synthetischen Verbindungen. Im Ver-
gleich zu den Ester- und Dietherlipiden sind dabei — bedingt durch deren hohe Stabilitét —
vor alem die Tetraetherlipide der Acidophilen und Methanogenen von Interesse. So gibt es
mittlerweile eine Vielzahl von Arbeiten, die sich mit der Totalsynthese makrocyclischer

archaebakterieller Lipide beschaftigen [*°~*9). Dariiber hinaus sind zur Klarung der physi-
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kochemischen Eigenschaften gerade solche Modellsubstanzen, wie die Bolaipide, erfolg-
versprechend, da sie eine gezielte Prifung des Einflusses einzelner Strukturmerkmale, wie
z. B. der isoprenoiden Verzweigungen oder des asymmetrischen Aufbaus, zulassen. Ziel
solcher Untersuchungen ist es, Modellverbindungen zu entwickeln, die bei minimalem
synthetischen und finanziellen Aufwand gleiche Eigenschaften und damit entsprechende
Anwendungsmdglichkeiten, wie die natirlichen Archaebakterienlipide, aufweisen.
Grundlage fur die Synthese solcher Verbindungen sind die langen, membrandurchspan-
nenden Ketten. Die Darstellung langer Kohlenwasserstoffketten ist insbesondere am Bei-
spiel von Fettsduren bereits anhand verschiedener Synthesewege beschrieben worden (501,
Am gebrauchlichsten sind dabei die Reaktion von Carbonylverbindungen mit Alkyli-
denphosphoranen sowie die anodische Kupplung von Halbestern der Dicarbonsauren nach
KOLBE und die Acylierung von Enaminen nach HUNIG et al. . Nachteile dieser Synthe-
sevarianten liegen unter anderem in der langwierigen, mehrere Stufen umfassenden Reak-
tionsfihrung. Aul3erdem |&3t sich die Strategie Uber die Halbester nicht zur Darstellung
unsymmetrisch substituierter V erbindungen anwenden.

Eine weitere Alternative fur die C-C-Knupfung langer Ketten ist eine durch verschiedene
Ubergangsmetallionen katalysierte Reaktion entsprechender Grignardreagentien mit Al-
kylhalogeniden 5% 52 5 Dje Wahl des Ubergangsmetalls hangt dabei von der Reaktions-
fuhrung ab. So hat sich fir die Homokupplung die Katalyse durch Silberverbindungen als
gunstig erwiesen. Bel der Kupplung von Alkylketten verschiedener Lange (,cross-
coupling*) sowie allylischer Komponenten wurden hingegen durch den Einsatz von Kup-
fersalzen gute Ergebnisse erzielt *. Hierbei ist auch der stereoselektive Verlauf der Reak-
tion von Bedeutung. Dadurch wird die Synthese terpenoider Verbindungen mit substituier-
ten cis-standigen Doppel bindungen aus entsprechenden allylischen Ausgangskomponenten
ermoglicht °2. Abgesehen von der aquimolaren Anwendung der Alkyl-Kupferverbin-
dungen (,Ate-Komplexe®) und hochkoordinierter Organo-Kupfer(l)-komplexe nach
LIPSHUTZ 1 %9 hat sich insbesondere der Einsatz von Lithiumchlorocupraten bewahrt.
Vorteilhaft ist hierbei die Verwendung lediglich katalytischer Mengen des Reagens, wo-
durch eine aufwendige Aufarbeitung und Abfallbeseitigung vermieden werden kann 9.
Die katalytische Wirkung 143 sich durch das hohe Chelatisierungsvermogen der Uber-
gangsmetallionen erkléaren, wodurch unter Beibehaltung der Nukleophilie die Basizitét der

metallorganischen Reagentien vermindert wird 7.
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2.2.2. SYNTHESE VON DOCOSAN-1,1'-DIYL-BIS[2-(TRIMETHYLAMMO-
NIO)ETHYLPHOSPHAT] UND DOCOSAN-1,1'-DIYL-BIS-[2-
(DIMETHYLAMMONIO)ETHYLPHOSPHAT]

Zentrales Zwischenprodukt fir den Zugang zum Docosan-1,1'-diyl-bis-[2-(trimethyl-
ammonio)ethylphopsphat] ist das Docosan-1,22-diol 8 (Abb. 4). Entsprechende Synthesen
wurden bereits von BIERER et al. beschrieben *2. Dabei wurde ausgehend von der Doco-
sandisdure durch Reduktion mit dem Boran-THF-Komplex der entsprechende Dialkohol
mit einer Ausbeute von 87 % erhalten. Der groféte Teil des Produkts (66 %) war alerdings
erst nach zusétzlicher Aufarbeitung aus der Wasserphase isolierbar. Das Diol wurde dann
durch Phosphoroxychlorid und anschlief3endem Zusatz von Cholintosylat zum gewiinsch-
ten Endprodukt umgesetzt. Ein zweiter Reaktionsweg fihrte Gber die Monosilylierung des
Diols zum monophosphorylierten Produkt. Nach einer analogen Reaktionsfolge konnte da-
raus das gewlnschte bisphosphorylierte Endprodukt erhalten werden.

Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dai’ fur die Synthese der langkettigen Verbin-
dungen der Weg Uber die Organokupfer-1-Komplexe von Grignardreagentien am effektiv-
sten ist 1% 3 %8 Es handelt sich dabei um eine Methode, die an Arbeiten von WHITESI-
DES et al. ™ ankniipft, der die Synthese langkettiger Fettsaureester auf kurzem Weg und
in hohen Ausbeuten beschreibt. Nach dieser Strategie konnte das Docosan-1,22-diol 8 auf
zwei verschiedenen Wegen erhalten werden (Abb. 4).

Analog zu friheren Arbeiten zur Synthese unsymmetrischer Verbindungen (%3] konnte aus-
gehend vom 11-Bromundecen 9 durch Umsetzung zum entsprechenden Grignardreagens
und Kupplung mit dem 11-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)undecan 10 das 1-
(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)docos-21-en 11 erhalten werden. Anschlief3ende Hydrobo-
rierung mit 9-BBN und Abspaltung des THP-Restes fuihrte zum gewiinschten Diol 8 (Abb.
4). Bel der beschriebenen Reaktionsfihrung fiel das Docosan-1,21-dien 12 in geringen
Mengen (< 10 %) 19 als Nebenprodukt an.

Eine Optimierung des Zuganges zum Docosan-1,22-diol 8 und damit entsprechender sym-
metrisch substituierter Verbindungen beinhaltete die Kupplung des Grignardreagens von
11-Bromundecen mit 11-Bromundecen (Abb. 4). Dadurch konnte das Docosan-1,21-dien
12 in einer hohen Ausbeute (> 80 %) als Hauptprodukt erhalten und weiter umgesetzt
werden. Um Schwierigkeiten bei der Reinigung zu vermeiden, wurde die Hydroborierung
an dieser Stelle nicht mit 9-BBN, sondern mit Bis-(2-methyl-butyl)boran (, Disiamylbo-
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ran“) durchgefuhrt (191 'Nach anschlieBender Filtration konnte der gewtnschte Dialkohol 8
isoliert werden. Die Reinigung erfolgte entweder durch Umkristallisation aus Heptan oder

chromatographisch.

Br\/\/\/\/\/\
9

1. Mo/Eher

2 (\/L 10

o0 Br

Q 3. LioCuCly/THF

O O\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/V/ 11

1. 9-BBN/EtOH/NaOH/H0 2
2. PPTS/CHCly/ MeOH

OH
T S e e P P P e 8

Disiamylboran/THFH,0O/NaOH/H,0,

A e P P NN 12

1. Mg/Eher

2 Br\/\/\/\/\/\
3. Li,CuCl/THF

B S S S X
9

Abb. 4: Synthesewege zum Docosan-1,22-diol 8

Durch nachfolgende Phosphorylierung mit Bromethyl phosphorséuredichlorid war zunachst
der entsprechende Bis-(2-bromethylphosphorsaureethylester) zu gewinnen. Dieser konnte
nach der Hydrolyse durch Filtration aus dem Reaktionsgemisch isoliert und als Rohpro-
dukt zur gewilinschten Zielverbindung weiter verarbeitet werden. Die Quaternierung erfolg-
te nach Losung des Bromesters in einem CHCI3/AcN-Gemisch mit ethanolischer

Trimethylaminldsung und ergab das Docosan-1,1’-diyl-bis-[2-(trimethylammonio)ethyl-
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phosphat] 1 (Abb. 5). Diese Substanz konnte durch chromatographische Reinigung an ei-
nem CHCIls/MeOH/H,O-Gradienten mit einer Gesamtausbeute von 52 % isoliert werden.
Um den Einflu’ der Kopfgruppen auf das Packungsverhalten zu prifen, wurde aul3erdem
das entsprechende Dimethylkephalin 2 synthetisiert. Dies erfolgte analog zu der fur die
Verbindung 1 beschriebenen Synthesesequenz unter Verwendung von Dimethylamin als
Quaternierungsmittel. Die Ausbeuten lagen in der gleichen GrolRenordnung wie fir das

Bisphosphocholin.

HO—(CH)»—OH s

1. CIP(O)O(CH,),Br / TEA / CHCl3 1. CI,P(O)O(CH,),Br / TEA / CHCl,
2. TMA / CHCl3, CH,CN , EtOH 2.DMA / CHCl3, CH5CN , EtOH

(CH3)3NA O—P—0—(CH)z— o—P—oJ\ N(CHg)3 (CHS)ZHNAO— P—O—(CHZ)QZ— o—P—oJ\ NH(CHa);
0 O do d o

Abb. 5: Synthese von Docosan-1,1’ -diyl-bis-[2-(trimethylammonio)ethylphopsphat] 1 und Docosan-1,1’-
diyl-bis-[2-(dimethylammonio)ethyl phopsphat] 2

2.2.3. SYNTHESE VON DOTRIACONTAN-1,1"-DIYL-BIS-[2-(TRIMETHYLAMMO-
NIO)ETHYLPHOSPHAT] UND DOTRIACONTAN-1,1"-DIY L-BIS-[2-(DI-
METHYLAMMONIO)ETHY LPHOSPHAT]

Fir die Synthese der Dotriacontankette wurde ebenfalls auf die Methode der cupratkataly-
sierten Kupplung zurtickgegriffen. In friheren Arbeiten wurden fir die unsymmetrischen
Verbindungen entsprechender Kettenlange zwei Strategien entwickelt, die jeweils zwei
aufeinanderfolgende Kupplungsschritte enthielten. In den Arbeiten von HEISER et al. [
4 war das 21-Jod-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)hencosan dabel ein zentrales Zwi-
schenprodukt. Dieses wurde durch Kupplung des 11-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-
oxy)undecans 10 bzw. der entsprechenden Chlorverbindung mit Dibromdecan und an-
schliefender Umsetzung mit Lithiumiodid in Aceton erhalten. Die schlechte Uberfiihrung
der Verbindung 10 in das entsprechende Grignardreagens bedingte eine mit 24 % unbe-
friedigende Ausbeute dieser Reaktion. Eine zweite Alternative war die Kupplung von 10-

Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)decan mit 11-Bromundecen 9 und nachfolgender
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Hydroborierung sowie Umsetzung zum lodid. Durch Kupplung des erhatenen C21-
Korpers mit 11-Bromundecen war das 1-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)dotriacont-31-en
erhdltlich. Dabei konnte die Gesamtausbeute an C32-Korper Uber den zweiten Synthese-
weg fur das 21-1od-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)hencosan auf mehr als das Doppelte
gesteigert werden. Nach Hydroborierung der Doppelbindung wurde die Phosphocholin-
kopfgruppe eingefiihrt. Nachfolgende Abspaltung der THP-Schutzgruppe ergab die Frei-
setzung der zweiten Alkoholgruppe, die nun zur Einfihrung weiterer Kopfgruppen zur
Verfigung stand. Auf diesem Wege war neben unsymmetrisch substituierten Verbindun-
gen auch das entsprechende Dotriacontan-1,1’ -diyl-bisphosphocholin in maldiger Ausbeute
zuganglich 129,

Ahnlich wie bei der analogen C22-Verbindung sollte diese Reaktionsfolge fiir die Synthese
des Dotriacontan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(trimethylammonio)ethylphosphats] 3 optimiert werden.
Ein wichtiger Schritt dazu war auch hier der Zugang zum entsprechenden Dialkohol 15,
der dann weiter zu den symmetrisch substituierten Verbindungen umgesetzt wurde. Das
konnte durch die Kupplung von zwei Aquivalenten 11-Bromundecen 9 mit 1,10-
Dibromdecan 13 erreicht werden (Abb. 6). Dabei wurde zunéchst das Grignardreagens des
11-Bromundecens gebildet und dieses unter Li,CuCl,-Katalyse mit Verbindung 13 umge-
setzt. Wichtig war dabei ein Uberschuf? an 1,10-Dibromdecan 13, um die Bildung der ent-
sprechenden C22-Verbindung 12 zu vermeiden. Die Reinigung des isolierten Rohproduk-
tes erfolgte entweder chromatographisch mit einem Heptan/Chloroform-Gradienten oder
durch Umkristallisation aus Heptan. Bel diesem Schritt wurde das Dotriacontan-1,31-dien
14 mit Ausbeuten von 85 — 90 % erhalten. Die weitere Umsetzung verlief analog der C22-
Verbindung durch Hydroborierung mit Disiamylboran zum Dotriacontan-1,32-diol 15 und
nachfolgender Phosphorylierung sowie Quaternierung (Abb. 6). Fur die Phosphorylie-
rungsreaktionen wurde auf Erfahrungen aus der Arbeitsgruppe DOBNER 1% 4359 zyr{ick-
gegriffen, die bel der Synthese verschiedener Phosphocholine gesammelt wurden. Fur die
Phosphorylierungsreaktionen konnten sowohl durch den Einsatz von 2-Brom-
ethylphosphorsauredichlorid nach HIRT und BERCHTHOLD ®? als auch nach dem Ver-
fahren von EIBL ¥ unter Anwendung des 2-Chlor-2-oxo-1,3,2-dioxaphospholan gute Er-
gebnisse erzielt werden. Im Rahmen dieser Arbeit kam nur die erste Variante zum Einsatz,
welche wir aufgrund der einfacheren chromatographischen Reinigung des Reaktionspro-
duktes favorisierten. Sie wurde in der Hinsicht modifiziert, dafd die Umsetzung mit dem 2-
Bromethylphosphorsauredichlorid zu Beginn bei 50 — 60 °C erfolgte. Dadurch konnte im

Vergleich zu bisherigen Versuchen [19 ejne Reaktion im heterogenen Gemisch vermieden
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und ein vollstandiger Umsatz zum Bis-(2-bromethyl phosphorsaureethylester) des Diols er-
reicht werden. Im Gegensatz zur C22-Verbindung fiel dieser bei der Hydrolyse nicht aus,
sondern muf3te durch mehrfache Extraktion der Wasserphase isoliert werden. Nach L6sung
des Zwischenprodukts in CHCI3/AcN wurden durch Einsatz der Trimethylaminlésung die
Bisphosphocholinverbindung 3 bzw. bei Verwendung der Dimethylaminlosung die Bis-
kephalinverbindung 4 erhalten (Abb. 6).

Br SN Br AN e VT Br D N P AN
9 13 9

1. Mg/ Ether
2. Li,CuCl,/ THF

14

Disiamylboran/ THF
H,0/ NaOH / H,0,

HO— (CH, )3,—OH 15

1. CI,P(O)O(CH,),Br / TEA | CHCI 1. CI,P(O)O(CH.,),Br / TEA / CHCl5
2. TMA / CHCl, CH,CN , EtOH 2. DMA / CHCl,, CH,CN , EtOH

® @ ®
(CHIR N\— O— R—0— (CHz— O—P— o \RcHps (o N— O— R—0— (CH)sr— O—P— o—""\RH(cHy
O o O O O 0, O Oe
3 4

Abb. 6: Synthese der symmetrischen Phosphocholine 3 und 4

Durch den einfachen Zugang zum Dotriacontan-1,32-diol 15 ist die Synthese entsprechen-
der symmetrisch substituierter Verbindungen auf kiirzerem Wege und mit wesentlich hohe-
ren Ausbeuten al's bisher auch in grofien Mengen méglich. Dieses Verfahren |&3t sich auch
auf andere K ettenlangen anwenden (siehe Kap. 2.2.2.).
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2.3. DARSTELLUNG DER UNSYMMETRISCHEN BOLALIPIDE

2.3.1. UBERSICHT UBER BISHERIGE SYNTHESEN UNSYMMETRISCHER
BOLALIPIDE

Asymmetrische Bolalipide sind interessant, da durch die Induktion einer Membrankriim-
mung eine Erhdhung der Tendenz zur Liposombildung erhofft werden kann 621 '1n den
meisten friheren Arbeiten fielen derartige Verbindungen jedoch lediglich als Nebenpro-
dukte (z. B. durch Monosubstitution) bei der Synthese entsprechender symmetrischer Sub-
stanzen an und konnten nach chromatographischer Reinigung nur in geringen Mengen iso-
liert werden %% Aus diesem Grund war die Entwicklung eines effektiveren Zuganges zu
den unsymmetrischen M odellverbindungen notwendig.

Arbeiten in dieser Richtung sind insbesondere von den Gruppen um FUHRHOP 1% ¢ o
wie DOBNER 204358 ynd PLUSQUEL LEC !¢ %% pekannt. Die Asymmetrie kann dabei
neben der unterschiedlichen Groéle der Kopfgruppen durch eine ungleiche Ladungsvertei-
lung bedingt sein (Abb. 7) "9, Ein natiirlicher Vertreter unsymmetrischer bipolarer Lipide
ist das Bixin, welches aus den Samen von Bixa orellana isoliert wurde (Abb. 7) [ 7,
Durch verschiedene Reaktionen kann die Asymmetrie des Bixins verstéarkt oder beseitigt
werden. Verbunden mit der guten Verflgbarkeit wird es dadurch zu einem vielseitig ein-
setzbaren Ausgangsmaterial fur entsprechende Bolaamphiphile, allerdings mit rigiden Ket-
ten 14,

cis-Bixin @ @ TypB

M+

WJMVY@

@ @ TypA @ @ TypC

X M* X

Abb. 7: Ladungsverteilungen bei unsymmetrischen Bolalipiden und cis-Bixin als Beispiel eines natirlichen

unsymmetrischen Bolaamphiphils ™

Weitere gebrauchliche Ausgangsverbindungen sind zum einen langkettige a,w-Dicarbon-

sauren %% ™ zum anderen kénnen durch die Umsetzung von Malonsaureesteranhydriden
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mit a,w-Diolen entsprechender Kettenlange makrocyclische Verbindungen erhalten und
substituiert werden %> %, Der Zugang zu unsymmetrischen Verbindungen ist auf diesem
Wege allerdings nur mdglich, wenn das monosubstituierte Produkt wahrend der Reaktion
ausfallt und die zweite Kopfgruppe in einem polareren Losungsmittel eingefihrt werden
kann.

Von FUHRHOP [%2 ™ sind unsymmetrische Verbindungen vom Typ C mit verschiedenen
Zuckerresten und einer Aminogruppe als Kopfgruppen bekannt.

Ausgehend vom 1,12-Diaminododecan erhielten PLUSQUELLEC et a. [*® eine Verbin-
dung ahnlicher Struktur. Dabei werden die Kopfgruppen zum einen aus dem neutralen
Glucoserest, zum anderen aus der positiven, von Glycinbetain abgeleiteten Ammonium-
gruppe gebildet (Abb. 8). Zur Erhéhung der Asymmetrie wurde am anomeren Zentrum der
Glucose eine zusdatzliche Alkylgruppe unterschiedlicher Lange eingeftihrt. Das ermdglicht
es, den HLB-Wert unabhéngig von der Hauptkettenléange zu variieren.

@) H
N H ae
N @
H O—R T(\ N(CHz)3
(0]
OH 0]
OH

R=CHs, CoHs, CgH17, CioHos

Abb. 8: unsymmetrische Modellipide nach PLUSQUELLEC et al. [®®

DOBNER et a. [ * % entwickelten eine Synthesesequenz fiir unsymmetrische
Verbindungen (Abb. 9) unter Verwendung der cupratkatalysierten Kupplung. Unterschiede
Zu den bereits erwahnten Modellverbindungen liegen in der Hauptkettenlange (C22, C32)
und in der Art der beiden hydrophilen Kopfgruppen. So besteht eine Kopfgruppe aus dem
Phosphocholinrest bzw. entsprechenden Kephalingruppen, wahrend die zweite durch eine
einfache Hydroxylgruppe gebildet wird. In Anngherung an das natlrliche GDNT wurden
weiterhin Glycerol und Arabitol als Alkohole mit mehreren freien Hydroxylgruppen ge-

nutzt.



2. Theoretischer Teil 17

—P—0 —R(CHy)
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/O /7 \ /3
R o o, va

O_
aR=0OH ; b:R= ..,,I(;H

OH

Abb. 9: (a) 22-Hydroxydocos-1-yl-2-(trimethylammonio)ethyl phosphat und (b) 22-(sn-Glycer-3-yl)docos-1-
yl-2-(trimethylammonio)ethylphosphat als Beispiel fur ein asymmetrisches Bolalipid nach DOBNER
et al. ®® und Ausgangspunkt fiir die unsymmetrischen einkettigen Modellipide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Anlehnung an das 22-Hydroxydocos-1-yl-2-(tri-
methylammonio)ethylphosphat (Abb. 9a) und das 22-(sn-Glycer-3-yl)docos-1-yl-2-(tri-
methylammonio)ethylphosphat (Abb. 9b) weitere unsymmetrische Lipide gleicher Ketten-
lange synthetisiert. Die erhaltenen Substanzen sollten zunéchst fir Untersuchungen an der
Monoschicht zur Verfigung gestellt werden. Da fur die erwéhnten Substanzen keine stabi-
le kondensierte Monoschichtphase festgestellt werden konnte, wurde durch die Einfuhrung
verschiedener Kopfgruppen deren Grof3e und Polaritét variiert, um dann Untersuchungen

an der Wasser—L uft—Grenzflache durchzufiihren (Kap. 2.5.2.).

2.3.2. DARSTELLUNG DER EINKETTIGEN UNSYMMETRISCHEN
BOLALIPIDE

2.3.2.1. SYNTHESE VON 22-METHOXYDOCOS-1-Y L-2-(TRIMETHYLAMMO-
NIO)ETHYLPHOSPHAT

Die erste Strukturvariation bestand in der Einfihrung einer Methoxygruppe. Diese sollte
im Vergleich zum 22-Hydroxydocos-1-yl-2-(trimethylammonio)ethylphosphat (Abb. 9a)
sowohl die Hydroxylgruppe als auch den Phosphocholinrest ersetzen, um somit das Mole-
kil hydrophober zu gestalten und das Verhdtnis der Kopfgruppengrof3en zu variieren. Die
Kettenkntipfung erfolgte analog dem in Abb. 4 dargestellten Reaktionsschema. Die Ver-
bindungen 9 und 10 lief3en sich leicht aus dem kommerziell erhaltlichen Undec-10-en-1-ol
bzw. 1-Bromundecanol herstellen (Kap. 4.2.). Das dadurch erhaltene 1-(Tetrahydro-2H-
pyran-2-yl-oxy)docos-21-en 11 wurde dann mit 9-BBN in das monogeschiitzte Dodecan-

1,12-diol 16 Uberfuhrt. Durch Methylierung der freien Hydroxylgruppe mit Methyliodid
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und anschlief3ender Abspaltung der THP-Schutzgruppe konnte das 22-M ethoxydocosan-1-
ol 18 erhalten werden (Abb. 10).

Die Phosphorylierung zum 22-Methoxydocosan-1-yl-2-[(trimethylammonio)ethylphos-
phat] 19 erfolgte analog der fur die symmetrischen Bisphosphocholine beschriebenen Vor-
gehensweise. Bel der hydrolytischen Aufarbeitung der Zwischenverbindung verblieb ein
Teil des Rohproduktes in der Wasserphase, welcher sich auch durch mehrfaches Ausschit-
teln nicht in die Chloroformphase tberfuhren lief?. Um die Ausbeute zu optimieren, wurde
die Wasserphase zusétzlich eingeengt und dann, getrennt von dem Ruickstand aus der or-
ganischen Phase, mit Trimethylamin umgesetzt. Die Reinigung erfolgte durch Saulenchro-
matographie an einem CHCI3/MeOH/H,O/NH3-Gradienten.

1. 9- BBN/THF _
07 NO— ( CHy)z—CH=— CHy 2. EtOH/NaOH/H,0, 0" “0— (CHp)»—OH
l CHgsl/Toluol
HO— (CH);p—OCH;  <PPTSICHCIyMeOH
18 O O— (CH2)2—O0CH3
17

1. Cl,P(O)O(CH,),BI/TEA/CHC4
2. TMA/CHCl3, CH4CN, EtOH

@
0]
©

19

Abb. 10: Synthese von 22-M ethoxydocosan-1-yl-2-[ (trimethylammoni o)ethyl phosphat] 19

2.3.2.2. SYNTHESE VON 22-HY DROXYDOCOSYL-1-TRIMETHYLAMMO-
NIUMBROMID

Ausgangspunkt hierfir war die THP-geschitzte Verbindung 16, deren Synthese im vorigen
Kapitel (Abb. 10) beschrieben wurde. Der Alkohol wurde Uber das Tosylat zum entspre-
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chenden Bromid 20 umgesetzt (Abb. 11). Durch Quaternierung mit Trimethylamin konnte
das 22-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-1-trimethylammoniumbromid 21 erhalten werden.
Dabel wurde wegen der besseren Loslichkeit im Gegensatz zur Quaternierung der 2-
Bromethylphosphorsiureethylester in einem EtOH/CHCI3-Gemisch gearbeitet. Das Pro-
dukt konnte nach chromatographischer Reinigung (CHCls/MeOH/H,O-Gradient) mit

73%iger Ausbeute isoliert werden.

Q 1. TosCl/Pyridin O\

O o— (CH2)22—OH > LiBr/Aceton (@) o— (CH2)22— Br

Y

16 20

N(CHz)3,
EtOH, CHC;4

Y

MeOH/HBr Q

@ e) @ e
HO—(CHy)o—- N(CHs)3 Br - O O— (CHy)o——N(CHg)3 Br
21

22

Abb. 11: Synthese des 22-Hydroxydocosy!-trimethylammoniumbromids 22

Néchster Schritt war die Abspaltung der THP-Schutzgruppe. Um einen Austausch des
Bromids zu vermeiden, wurde in diesem Falle nicht Toluolsulfonséure, sondern verdiinnte
HBr as saurer Katalysator eingesetzt (Abb. 11). Nach der Reinigung durch Chroma
tographie analog der THP-geschitzten Vorstufe konnte das gewlnschte 22-Hydroxy-

docosyl-1-trimethylammoniumbromid 22 mit einer Ausbeute von 65 % isoliert werden.

2.3.23. SYNTHESE DES 16-HY DROXYHEXADECANSAUREMETHYLESTERS

Eine weitere Strukturvariation bestand in der Einfuhrung des Methylesters as zweite
Kopfgruppe. Hierfir wurde zundchst auf die kirzerkettige, leicht verfligbare 16-Hydroxy-
hexadecansaure 23 zurtickgegriffen. Die Methylierung der Carboxylgruppe konnte durch

eine einfache Veresterung mit Diazomethan realisiert werden (Abb. 12). Die Reinigung
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war problemlos tber die Saulenchromatographie an einem CHCls/Heptan-Gradienten mog-
lich.

@)

@ o
HO/\/\/\/\/\/\/W H,C=—N =N
OH
23 l
O

HO S SN NN

OCH;
24

Abb. 12: Synthese des 16-Hydroxyhexadecansiuremethylesters 24

2.3.3. DARSTELLUNG DER GLYCEROLHALTIGEN UNSYMMETRISCHEN
BOLALIPIDE

In Anlehnung an das in unserer Arbeitsgruppe synthetisierte 22-(sn-Glycer-3-yl)docos-1-
yl-2-(trimethylammonio)ethylphosphat (Abb. 9b) wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit zwel weitere unsymmetrische Modellipide mit einem Glycerolgerlst dargestellt.
Dabel wurde die Phosphocholinkopfgruppe an der langen Kette durch die einfache Hydro-
xylgruppe (27) bzw. einen Acetatrest (32) ersetzt.

2331 SYNTHESE VON 22-(sn-GLY CER-3-YL)DOCOSAN-1-OL

Erster Teilschritt fur die Synthese der beiden eingangs erwahnten Verbindungen war die
Alkylierung von 1,2-O-Ip-sn-glycerol 25a mit einem Alkylhalogenid entsprechender Ket-
tenlange (Abb. 13). Um den Reaktionsschritt der Hydroborierung zu umgehen, wurde fir
das Triol das THP-geschiitzte Docosylbromid 20 as Alkylierungsreagens eingesetzt. Nach
Reinigung durch Saulenchromatographie an einem Heptan/Ether-Gradienten konnte die
Verbindung 26 mit einer Ausbeute von 36,7 % isoliert werden. Die Anwendung von Tolu-

ol statt THF erbrachte ein &nliches Ergebnis.
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OH
/
H
i O Q\
o)( O—(CHp)2»—Br
25a 20
NaH/THF
O—(CHz)zz—OAQ O— (CHy)o— OH
PPTS/ MeOH o
H > H
, O "y OH
OA( OH
26 27

Abb. 13: Synthese von 22-(sn-Glycer-3-yl)docosan-1-ol 27

Um das 22-(sn-Glycer-3-yl)docosan-1-ol 27 als gewinschtes Endprodukt zu erhalten,
muf3ten jetzt nur noch die beiden Schutzgruppen abgespalten werden. Dies gelang in einem
Reaktionsschritt durch die Umsetzung in Methanol mit Pyridiniumtosylat als sauren Kata-
lysator (Abb. 13). Die Reaktion verlief nahezu quantitativ. Somit war das Endprodukt in
einer Zweistufensynthese gut zuganglich.

2.332. SYNTHESE VON 22-(sn-GLY CER-3-YL)DOCOSY L-1-ACETAT

Im Gegensatz zur Synthesesequenz fur 27 kam es an dieser Stelle darauf an, nach der Al-
kylierung zunéchst eine freie Hydroxylgruppe zu erhalten, um die Acetylgruppe einfihren
zu konnen. Daher wurde hier das 22-Bromdocos-1-en 28 as Alkylierungsreagens einge-
setzt. Dieses konnte aus der entsprechenden THP-geschitzten Verbindung 11 nach einem
Verfahren von SCHWARZ et a.l"? durch die Umsetzung mit Triphenylphosphindibromid

in Dichlormethan in quantitativer Ausbeute erhalten werden.
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H
o) . P
O)( Br— (CHy)p—CH =CH,
25a 28

l KOtBu/Toluol

O— (CHy)z — CH=CH,

H 1. 9-BBN/THF
% 2. EtOH/NaOH/H202
OI&<
29 30

Abb. 14: Synthese von 1,2-1sopropyliden-3-O-(22-hydroxydocos-1-yl)-sn-glycerol 30

Die Alkylierung wurde unter Verwendung von Kalium-tert.-butylat als Deprotonierungs-
reagens in Toluol durchgefiihrt. Bei dieser Reaktion konnten Ausbeuten von 52 % erzielt
werden. Die Hydroborierung der Doppelbindung des Alkylierungsproduktes 29 zur Ver-
bindung 30 erfolgte mit 9-BBN (Abb. 14).

Der so erhaltene Alkohol 30 stand nun fir Acylierungsversuche zur Verfigung. Diese
wurden nach der EINHORN-V ariante unter Verwendung von Pyridin als Surefanger so-
wohl mit Acetylchlorid als auch Acetanhydrid durchgeftihrt (Abb. 15). Die Ausbeuten fir
das 22-(1,2-O-Isopropyliden-sn-glycer-3-yl)docosyl-1-acetat 31 lagen bei der letzteren Va-
riante mit 82 % um etwa 10 % hoher als bei der Anwendung von Acetylchlorid.
Schwierigkeiten ergaben sich bei der anschlieffenden Abspaltung der Isopropyliden-
schutzgruppe der Verbindung 31. Hierfir waren maoglichst milde Reaktionsbedingungen
notwendig, um den Acetatrest zu erhalten. Die Ubliche Variante der Abspaltung mit Pyri-
diniumtosylat in Methanol konnte an dieser Stelle wegen der Gefahr der Umesterung nicht
angewandt werden. Daher wurde die Reaktion mit 1N HCl in THF durchgefuihrt ® 7. Es
konnte allerdings kein vollsténdiger Umsatz erzielt werden. Die Reaktion wurde nach 3 bis
4 Stunden abgebrochen, da die dinnschichtchromatographische Kontrolle (LM 6) bei Ver-
suchen mit einer langeren Reaktionsdauer eine polarere Verbindung zeigte, die aus der Ab-

gpaltung des Acetylrestes resultierte. Deshalb wurde auf die komplette Umsetzung des
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Ausgangsstoffes verzichtet und dieser nach Rickgewinnung erneut eingesetzt. Die Aus-
beuten fur das 22-(sn-Glycer-3-yl)docosyl-1-acetat 32 lagen nach sdulenchromatographi-
scher Reinigung bei 30 — 35 %.

o
=
O— (CHy)—OH O— (CH)p—0—C <
Ac,O/Pyridin, CHCl CH
H H 3
oder
O‘&( CH3COCI/TEA/CHCl,4 O‘&(
30 31
HQ/THF

31

Y

32

Abb. 15: Acylierung und Entschiitzung der Verbindung 29 zum 22-(sn-Glycer-3-yl)docosyl-1-acetat 32

Die Identitdt des Produktes wurde durch Massen— und NMR—Spektroskopie bestétigt. Als
unzureichend erwies sich das Ergebnis der Elementaranalyse. Diese wich fur den Kohlen-
stoffwert um 3 % vom theoretischen Wert ab. Auch eine nochmalige Reinigung Uber flieh-
kraftvermittelte Chromatographie sowie praparative Dunnschichtchromatographie brachte
keine Verbesserung der Werte. Dies sprach fur eine Verunreinigung in der dinnschicht-
chromatographisch reinen Substanz. Um auszuschlief3en, dald3 chromatographisch nicht
sichtbare anorganische Verunreinigungen enthalten sind, wurde die Substanz abschlief3end
in Ether bzw. Chloroform aufgenommen und die so erhaltene Losung mit Wasser gewa
schen. Auch danach wurden die gleichen analytischen Werte erhalten.

Deshalb wurde der Reinheitsgrad zusétzlich durch HPLC ermittelt. Diese Prifung ergab
eine Reinheit von 98,95 % (Abb. 16) und lieferte damit keine Erkléarung fur die obenge-

nannte starke Abweichung.
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Abb. 16: HPL C-Untersuchung der Verbindung 32 (Saule: Kromasil 100, 5 mm, 250 x 4,6;
LM: CHCI3/MeOH//90/ 10); Reinheit: 98.95 %

Versuche, die Schutzgruppe unter Verwendung von Toluolsulfonsdure in Dioxan abzuspal -
ten, fuhrten zum gleichen Ergebnis. Daher wurde von der erwdhnten HPL C-Reinheit des
erhaltenen 22-(sn-Glycer-3-yl)docosyl-1-acetats 32 ausgegangen und die Verbindung fur

erste Untersuchungen an der Wasser-L uft-Grenzfléche eingesetzt.

2.4. DARSTELLUNG DER SYMMETRISCHEN GLYCEROLHALTIGEN
MODELLVERBINDUNGEN

2.4.1. UBERSICHT UBER BISHERIGE SYNTHESEN SYMMETRISCHER GLY CE-
ROLHALTIGER BOLALIPIDE

In Anndherung an die Struktur der nattirlichen Membranlipide der Archaebakterien wurden
eine Reihe symmetrischer glycerolhaltiger Lipide synthetisiert. Zu erwahnen sind in die-
sem Zusammenhang vor alem Arbeiten von YAMAUCHI! et a. "> . Nach Aktivierung
der Hydroxylgruppen des 3-O-Benzylglycerols Uber die entsprechende Dibutylstannylen-
verbindung und anschlief3ende Umsetzung mit 1,1’ -Dibromdotriacontan konnte das 1,1'-

Dotriacontamethylen-bis-(3-benzyl-sn-glycerol) erhaten werden. Durch nachfolgende Al-
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kylierung der sn-2-Position mit Hexadecylbromid sowie Debenzylierung und Phosphory-
lierung der sn-3-Position war das 1,1’ -Dotriacontamethylen-bis-(2-hexadecyl-sn-glycero-
3-phosphocholin) zuganglich. Mit der Synthese dieser und einer analogen kirzerkettigen
Verbindung (C20) ist hier erstmals ein Modellipid mit der Grundstruktur natirlicher ar-
chaebakterieller Lipide beschrieben. Abweichungen bestehen dabei neben der nicht durch-
spannenden Kette der sn-2-Position und der nicht berticksichtigten natirlichen Konfigura-
tion vor allem im Fehlen der Cyclopentanringe sowie der isoprenoiden Verzweigungen der
hydrophoben Ketten, wie sie in nattirlichem Material auftreten.

Ausgehend von DPPC war nach Umwandlung in lyso-DPPC und Acylierung eine analoge
Acylverbindung mit der durchspannenden Kette in der sn-2-Position zugénglich [l Diese
Verbindungen bilden alerdings keine sphérischen Vesikel, sondern lediglich planare
Membranen, sogenannte , sheet like membranes® [

Eine weitere Synthesevariante benzylgeschiitzter Glyceroltetraether wurde von BERKO-
WITZ [ entwickelt. Die Reaktionsfol ge fuhrte ausgehend von Benzylglycidolethern zu-
néchst zum 3-O-Benzyl-1-O-(16-chlorhexadecyl)-sn-glycerol, welches dann in 2-Position
alkyliert wurde. Daraus konnte durch anschliefende KOCHI-Kupplung der Grignardrea-
gentien unter Silberkatalyse das gewiinschte Endprodukt erhalten werden.

THOMPSON [&8) et al. synthetisierten Tetraetherlipide dhnlich denen von YAMA-
UCHI [ ™ allerdings mit kiirzeren membrandurchspannenden Ketten (C20, C16). Dabel
waren, ausgehend von dem 2,3-O-1sopropyliden-sn-glycerol, durch WILLIAMSONSCHE
Ethersynthesen mit a,w-Dihalogeniden entsprechender Kettenlange, zwei isomere Verbin-
dungen zugénglich, welche die membrandurchspannende Kette sowohl in der sn-2- als
auch in der sn-3-Position enthielten ™8,

Eine zweite Synthesesequenz beinhaltete die saurekatalysierte Ringoffnung an Epoxidver-
bindungen, wie z. B. Benzylglycidolether, mit langkettigen a,w-Diolen. Durch nachfol-
gende Alkylierung der sn-2-Position waren die benzylgeschiitzten Tetraether erhdltlich, die
weiter zu den Bisphosphocholinen umgesetzt werden konnten !'® & | Bei diesen Verbin-
dungen traten polydisperse, nichtspharische Vesikel auf. Die Aushildung stabiler sphéri-
scher Vesikel konnte nur in Gegenwart von Cholesterol festgestellt werden(®Y.

WANG und HOLLINGWORTH 8 beschreiben die Synthese eines membrandurchspan-
nenden Phosphatidylethanolamins. Die beiden hydrophoben Ketten (C30 und C14) sind
hierbei Uber Esterbindungen an die sn-1- bzw. sn-2-Position des Glycerols gebunden. Die-

se Verbindung bildet Vesikel recht einheitlicher Grofe aus. An der freien Aminogruppe
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sollten dabei verschiedene Funktionalisierungen maoglich sein, z. B. mit Peptiden oder Pro-
teinen.

Synthesen makrocyclischer Verbindungen mit einer Ringgrof3e von bis zu 72 C-Atomen
sind vor allem aus den Arbeitsgruppen um MENGER und KAKINUMA 87 pekannt.
Schltisselschritt der von 1,2-O-Ip-glycerol ausgehenden Synthesen nach MENGER (&% &
®l it der Ri ngschlufd durch eine Hochtemperatur-Glaser-Oxidation (140 °C). Dabei konn-
ten reproduzierbare Ausbeuten von 70 — 85 % erzielt werden. Auf diesem Weg waren so-
wohl makrocyclische Diether- a's auch Tetraetherlipide erhdltlich.

KAKINUMA et a. synthetisierten, ausgehend von Benzylglycerol und langkettigen funk-
tionalisierten a, w- Diolen, zunéchst Diether, die dann zu Tetraethern umgesetzt wurden.
Im Gegensatz zu MENGER erfolgte der Ringschlufl? hier durch die McMurry-Kupplung.
Nach dieser Synthesestrategie war die makrocyclische Verbindung in beiden regioisome-
ren Formen sowohl unverzweigt ¥ al's auch mit isoprenociden Methylverzweigungen 1% &7
erhdltlich.

Die néchste wichtige Anndherung an die nattrlichen Strukturen der Archaebakterien be-
stand in der Einfihrung von Methylverzweigungen. Wie frihere Arbeiten zeigten, werden
die physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen stark von der Anzahl und Positi-
on der Kettenverzweigungen beeinflusst. So geht aus Arbeiten von NUHN et al. [ sowie
MENGER et al.® an unipolaren Phospholipiden hervor, da3 der Einbau von Verzwei-
gungen in den Ketten eine Erniedrigung der Kettenschmel ztemperatur bewirkt. So wurden
verschiedene isomere Derivate des DSPC synthetisiert und das thermische Verhalten durch
DSC-Messungen untersucht. Der grofite Einflul3 ist bei einer Verzweigung in den mittleren
Kettenregionen zu verzeichnen. Wahrend DSPC eine Phasenlibergangstemperatur von
54,8 °C aufweist, konnte nach dem Einbau einer Methylverzweigung in beiden Ketten in
den Positionen C8 bis C12 oberhalb —11 °C kein Phaseniibergang festgestellt werden 9.
Das bedeutet, die Verbindungen liegen in diesem Temperaturbereich vermutlich generell
in einem fluiden Zustand vor.

Von YAMAUCHI ® ist, neben der bereits erwshnten, auch eine zweite Verbindung be-
kannt. Das Ersetzen der n-Hexadecan-Ketten der sn-2-Position des 1,1'-Dotriaconta
methylen-bis-(2-hexadecyl-sn-glycero-3-phosphocholins) gegen Phytanylreste fuhrt dabei
zu einem Lipid, das Liposomen hoher thermischer Stabilitdt und Membrandichte ausbildet.
DOBNER et al. entwickelten Modellverbindungen @nlich denen von YAMAUCHI. Das
Ziel war es hierbei, zu untersuchen, ob fir die Erzeugung stabiler Vesikel isoprenoide Ver-
zweigungen notwendig sind oder im Sinne der erwahnten Arbeiten ¥ 8 die systematische
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EinfUhrung weniger Methylsubstituenten ausreicht. Daftr wurden sowohl in der durch-
spannenden Kette als auch der Hexadecylkette gezielt Methylverzweigungen in der Ket-
tenmitte eingebaut [° (Abb. 17). Das erhaltene 10,10’ -Dimethyldotriacontan-1,1' -diyloxy-
bis-[(2s)-2-(hexadecyl-oxy-prop-1-yl-oxy)phosphocholin] (Abb. 17a) weist gegentber der
Verbindung von YAMAUCHI (61.5 °C) " einen deutlich erniedrigten Hauptphasentiber-
gang bei 15,5 °C auf und bildet in der wassrigen Phase Vesikel aus %, In elektronenmik-
roskopischen Aufnahmen ist die Bildung unilamellarer und multilamellarer Strukturen ein-
heitlicher Grofe sichtbar, die eine den nattrlichen Strukturen &hnliche thermische Stabili-

tat aufweisen 1Y,
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o)
Y \/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/W\/v\/\o
H R R
II..O\/\/\/\/\/}\/\/\/
0—P-0 N(CHa)s '
NN e CHy)sN O-P—0
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a:R=CH; ,R=H oder b: R=R =CHj;

Abb. 17: Symmetrische glycerolhaltige Modellipide nach DOBNER et al. 1%

Damit konnte bestétigt werden, dal’ die Membranfluiditdt eine grundlegende Vorausset-
zung fur die Vesikelbildung ist. Diese wurde hierbel bereits durch den gezielten Einbau

weniger Methylverzweigungen in der Kettenmitte gewahrleistet.

24.2. LIPIDEMIT EINER ETHER-ESTER-STRUKTUR

Die Gruppe der Butyrovibriobakterien wurde aus dem Pansen von Wiederk&uern isoliert.
Sie gehoren zu den anaeroben, gramnegativen Bakterien. Fur das Wachstum sind sie auf
langkettige Fettsauren bzw. deren Ester (z. B. die entsprechenden Galacto- oder Phospho-
lipide) angewiesen. Die Entwicklung in Kulturen wird am besten durch den Zusatz gesét-
tigter, unverzweigter Fettsauren der K ettenlange C13 bis C18 gefordert 12 . Mit Hilfe lipo-
lytischer Enzyme sind diese Mikroorganismen in der Lage, aufgenommene pflanzliche
Nahrstoffe wie verschiedene Lipide oder Polysaccharide zu verwerten. Dabel wird unter
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anderem Cellulose Uber Disaccharid- und freie Glucoseeinheiten zu Fettsduren, vorrangig
Essig-, Propion- und Buttersaure, abgebaut .

HAZLEWOOD et al. % % bestimmten die Struktur der Lipide von Butyrovibrio sp. (Abb.
18). Bei der Mehrheit handelt es sich um Phospholipide, die Galactoseeinheiten enthalten.
Weitere typische Strukturmerkmale sind veresterte langkettige Fettsduren sowie Buttersdu-
re und in Form von Enolethern gebundene C16- Alkengruppierungen. Als langkettige Fett-
sdure tritt meist die 15,16-Dimethyltriacontansdure (,, diabolic acid*) auf. Vermutlich tra-

gen die Verzweigungen der Fettsdure auch hier zum Erhalt der Membranfluiditét bei.

oH H,C— O— CH=CH(CH,)13CH3
|
HZC—O—lFl’—O— H,
HO—cC e}
CHs3 CH —0C—
HyCO— CO— CqHg e ToeTe T
Hc—o—CO(CH2)13—(IZ—C—(CHz)la—CO—O—CH HC—OH
i on
H3C(CHy)13CH=CH—O—— CH
3 13 2 H,CO—P———0—CH,

(0]

Abb. 18: Struktur eines Lipids von Butyrovibrio sp. [**

Neben dem natirlichen Vorkommen in tierischen Zellen und denen anaerober Bakterien
haben Lipide mit einer Ether-Ester-Struktur auch als biologisch wirksame Verbindungen
Bedeutung. Ein bekanntes Beispiel dafir ist der ,Platelet Activating Factor* (PAF), ein 1-
O-Alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin mit einer Alkylkette von C16 oder C18.
Dieser Faktor spielt als Mediator bel inflammatorischen sowie allergischen Reaktionen e-
ne Rolle und hat auf3erdem blutdrucksenkende sowie thrombozytenaggregierende Eigen-
schaften. Durch das Fehlen des 1-O-Alkyl-spaltenden Enzyms in Tumorzellen sind derar-
tige Verbindungen auch als potentielle Antitumormittel von Interesse 2% %,

In dieser Richtung sind Synthesearbeiten fir bipolare Modellipide bisher nur in Form von
Tetraesterverbindungen bekannt [® 82 Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, in Anlehnung
an das beschriebene Lipid von Butyrovibrio sp., neuartige Ether/Ester-Modellsubstanzen,
ahnlich denen von DOBNER et al. (Abb. 17), zu erhalten, wobei die nicht durchspannende
etherartig und die durchspannende K ette esterartig in der snl- bzw. sn-2-Position gebunden
sein sollte (Kap. 2.1.3., Abb. 3). Weiterhin wurden zwel Dietherverbindungen mit einer
verzweigten bzw. unverzweigten durchspannenden Alkylkette in der sn-1-Position und vier

freien Hydroxygruppen synthetisiert.
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24.3. SYNTHESE VON VERBINDUNGEN MIT EINER ETHER-ESTER- STRUK-
TUR

24.3.1. SYNTHESE VON (1R,1'R)-9,9 -DIMETHYLTRIACONTAN-1,1'-
DICARBONY LOXY -BIS[((1R)-1-HEXADECYL-OXYMETHYL-ETHYL-
2-YL-OXY)-2-(TRIMETHYLAMMONIO)ETHY LPHOSPHAT]

Die generelle Synthesestrategie war, zundchst den Glycerolbaustein 1-O-Benzyl-3-O-
hexadecyl-sn-glycerol 36 und die 10,10 -Dimethyldotriacontan-1,1’-disdure 42 darzustel-
len. Anschlief3ende Acylierung der sn-2-Position sowie Debenzylierung sollten dann die
Phosphorylierung und Quaternierung zum gewiinschten Endprodukt 5 (Kap. 2.1.3. , Abb.

3) ermoglichen.

24.3.1.1. SYNTHESE DES 1-O-BENZYL-3-O-HEXADECY L-sn-GLYCEROLS

Fir die Synthese der beiden enantiomeren Alkyl-benzyl-glycerolverbindungen wurden
ausgehend von D-Mannitol bzw. Benzylglycidolether zwei Synthesewege untersucht.
Grundlage der ersten Variante war eine von LIEFLANDER et al. [ entwickelte Strategie
zur Darstellung von 2-O-Benzyl-1-O-hexadecyl-sn-glycerol. Als Ausgangsstoff setzten wir
aus D-Mannitol gewonnenes 1,2-O-1p-sn-glycerol 25a ein, welches nach LIEFLANDER
durch Benzylierung unter Phasentransferkatalyse und anschlief3ender Entschitzung zu-
néchst in das 3-O-Benzyl-sn—Glycerol 33 zu Uberfihren war. Die weitere Umsetzung er-
folgte ebenfalls nach diesem Verfahren (Abb. 19). Dabei wurde, dhnlich wie bel YA-
MAUCHI ™ die Moglichkeit der Aktivierung primérer Hydroxylgruppen durch die Dibu-
tylstannylen-Schutzgruppe (57 genutzt. In diesem Sinne wurde die Verbindung 33 zunéchst
mit Dibutylzinnoxid in das entsprechende Zinnderivat Gberfuhrt, welches dann nach Um-
setzung mit Hexadecylbromid das 3-O-Benzyl-1-O-hexadecyl-sn-glycerol 34 ergab (Abb.
19).
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H 2 NaH / C16H33BI’ / TOl UOl
OH
33 34

Abb. 19: Synthese des 3-O-Benzy!-1-O-hexadecyl-sn-glycerol 34 nach LIEFLANDER!™

Die Rohausbeute Uber beide Reaktionsschritte lag bei 18 %. Zudem konnte diinnschicht-
chromatographisch neben dem gewiinschten Produkt auch die regioisomere Verbindung 3-
O-Benzyl-2-O-Hexadecyl-sn-glycerol detektiert werden [, Das bedeutet, die Reaktion
verlief sowohl hinsichtlich der Ausbeute als auch der Regioselektivitdt nicht befriedigend.
Anderungen des L ésungsmittels oder die Verwendung eines groReren UberschufRes an He-
xadecylbromid fuhrten zu keiner Verbesserung der Ergebnisse. Daher muf3te eine Optimie-
rung der Reaktion angestrebt werden. Eine Chance dazu bestand am ehesten in einer Um-
kehr der Reaktionsschritte, wie es bereits frihere Arbeiten zur Synthese von 1-O-Alkyl-2-
O-Benzyl-glycerolen gezeigt haben *¥. Wiederum vom 1,2-O-Ip-sn-glycerol 25a ausge-
hend, fuhrten wir zunéchst die Hexadecylkette ein (Abb. 20). Nach Abspaltung der Isopro-
pylidenschutzgruppe und Umkristallisation aus Heptan konnte das 3-O-Hexadecyl-sn-
glycerol 35 mit einer Ausbeute von 60 % erhalten werden. Nach der bereits beschriebenen
Methode wurde nun der Benzylrest Uber das Dibutylstannylenderivat 35a eingefihrt. Die
Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an einem Heptan/Ether-Gradienten und ergab
das 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerol 36 in einer 36,8%igen Ausbeute . Durch die
Modifizierung der LIEFLANDER-Methode konnte das Ergebnis somit auf das Doppelte
gesteigert werden.

Das R-konfigurierte 3-O-Benzyl-1-O-hexadecyl-sn-glycerol konnte, ausgehend vom 2,3-
O-lp-sn-glycerol 25b, nach dem modifizierten Verfahren mit gleicher Ausbeute erhalten

werden [,
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(C4Hg),SNO
Toluol/MeOH

H 1. NaH/Toluol
"0 2. CygHaBr/Toluol
O)( 3. EtOH/H,OMH*

25a 35

CgHs-CH,-Br/DME

Y

35a

Abb. 20: Synthese des 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerols 36 nach der modifizierten Vorschrift von
LIEFLANDER

In Anlehnung an THOMPSON et al. [™ fiihrte der zweite Weg tber die Ringdffnung des
(S)-Benzylglycidolethers 37 (Abb. 21). Dadurch sollte das 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-
glycerol 36 als Glycerolbaustein in einem Schritt erhdtlich sein. Nach Bildung des Kali-
umsal zes von Hexadecanol wurde dieses mit (S)-Benzylglycidolether 37 bzw. dessen (R)-
Enantiomer in THF unter Rickflul® umgesetzt, um auch auf diesem Weg die beiden enan-
tiomeren Alkyl-benzyl-glycerole zu erhaten. Die dunnschichtchromatographische
Kontrolle (LM 4) zeigte aul3er Hexadecanol und dem gewlinschten Produkt in beiden Fal-
len eine Vielzahl von Nebenprodukten. Das 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerol 36 liefd
sich erst durch mehrfache chromatographische Trennung des Reaktionsgemisches in reiner
Form erhalten. Die dabei auftretenden Mischfraktionen bedingten hohe Verluste, so dal3
lediglich Ausbeuten von 10 — 15 % erzielt wurden. Die Umsetzung des (R)-Benzyl-
glycidolethers fuhrte zu gleichen Ergebnissen. Eine Strukturaufkldrung der Nebenprodukte
wurde nicht vorgenommen.

O H

/ N / C16H33' OH/KH/Tol UOl‘

“CHp—O— CH2©

37

Abb. 21: Synthese von 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerols 36 ausgehend vom (S)-Benzylglycidolether
37
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Vergleichend 183 sich anhand der Ausbeuten hier feststellen, dal3 trotz der groferen An-
zahl von Synthesestufen, der Weg nach LIELANDER (iber das Zinnderivat des 3-O-Hexa-
decyl-sn-glycerols 35 der effektivere ist. Vorteilhaft ist dabei auferdem, dald im Gegensatz
zu friheren Arbeiten '* %% die Anwendung der schwer handhabbaren Tritylgruppe vermie-

den werden konnte.

2.4.3.1.2. SYNTHESE DER 10,10'-DIMETHYLDOTRIACONTAN-1,1’'-DISAURE

Nach der Synthese des Glycerolbausteins folgte die Darstellung der dimethylverzweigten
Dotriacontansdure 42 als zweiter Grundbaustein fur die Acylierung der sn-2-Position. Me-
thylverzweigte Stearinsauren wurden z. B. von MENGER et al. % synthetisiert. Dieser
ging von Oxofettsaureestern aus, die er mit Methylmagnesiumbromid zun&chst zu einem
tertidren Alkohol umsetzte. Die nachfolgende Dehydratisierung, Hydrierung der Doppel -
bindung sowie Verseifung filhrte zu den gewtinschten Produkten 1.

Eine weitere Variante zur Synthese verzweigter Verbindungen ist das Verfahren nach
CREGER et al. [2%, Demzufolge lassen sich Carbonsduren nach Deprotonierung zu den
Dianionen in a-Stellung alkylieren. Nach dieser Methode konnten von DOBNER % 12
auch an den Methylverzweigungen deuterierte Verbindungen erhalten werden. Im Falle der
10,10’ -Dimethyldotriacontan-1,1' -disaure erfolgte nach HEISER [ °Y die Dianionen-
kupplung der Undecenylsdure 38 mit 1,12-Dibromdodecan (Abb. 22). Die dabel als mittel-
sténdige Verzweigungen resultierenden Carboxylgruppen der Verbindung 39 konnten
durch Reduktions- und Mesylierungsschritte in die Methylgruppen des 10,10’ -Dimethyl -
dotriacontan-1,1’ -diens 40 umgewandelt werden. Nach Hydroborierung mit Disiamylboran
wurde der entsprechende Dialkohol 41 erhalten und mittels JONES-Reagens zur ge-
winschten Disdure 42 oxidiert (Abb. 22).

Eine Optimierung der Oxidation war durch die Erhéhung der Menge des Oxidationsmit-
tels, eine Verminderung der Zutropfgeschwindigkeit des Diols zum Oxidationsgemisch
sowie einer Verlangerung der Reaktionszeit maglich °®. Auf diese Weise konnte die Bil-
dung von Monocarbonsauren und Estern vermindert werden. Eine weitere Modifizierung
wurde bei der Isolierung der Substanz vorgenommen. Laut HEISER (9 wird das Rohpro-
dukt als Kaliumsalz aus einer Etherlésung durch Extraktion mit 5%iger KOH isoliert. Da
bei bilden sich drei Phasen aus, von denen die mittlere das gewiinschte Produkt enthélt.

Nach der Phasentrennung konnte das Rohprodukt isoliert werden. Wir verwendeten eine
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10%ige KOH-L 6sung, da in unseren Versuchen die geforderte Dicarbonsdure erst bei die-
ser Konzentration vollstandig in der Zwischenschicht enthalten war (%l Die Ausbeute
des Oxidationsschrittes lag bei 55 %.

1. NaH/DIPA/THF
2. BuLi

H,C=CH— (CHp)g~ COOH == . H,C=CH — (OH)7 —CH — (CH) 1 —CH— (Chb)y — CH=CH,
3. Br-(CH,)1-BI/THF oo oo

38 39

|
|

HO— (CHp)g— CH — (CHy)i2 — CH— ( CHo—OH — H,C—CH — (CH)7 — CH— (CHp)z, — CH— (O —CH=CH
CHy ChHg CHy CHy
41

Disiamylboran

40
CroyH,S0,

HOOC— (CHp)g — CH — (CHy)1p— CH— (CHy)g— COOH
CHs ChHg

42

Abb. 22: Synthese der 10,10'-Dimethyldotriacontan-1,1’ -disdure 42 nach HEISER et al. [** %!

2.4.3.1.3. UBERFUHRUNG DES 1-O-BENZYL-3-O-HEXADECYL-sn-GLY CEROLS
IN DASACYLIERTE BISGLY CEROLPHOSPHOCHOLIN

Nach Synthese des 1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerols 36 und der 10,10-Dimethyl-
dotriacontan-1,1’ -disaure 42 konnte nun daran die Verknipfung zur Verbindung 5 vorge-
nommen werden. Neben der Aktivierung der Dicarbonsdure 42 durch DCC analog Y A-
MAUCHI et a. [™® sollte hier auch die Anwendung des Dissuredichlorids 42a als Acylie-
rungsmittel getestet werden (Abb. 23). Im Gegensatz zu HOLLINGWORTH [ erfolgte
die Umsetzung zum Dichlorid 42a nicht unter Einsatz von Oxalylchlorid, sondern unter
Verwendung von Thionylchlorid as Chlorierungsmittel. Zur Reinigung der acylierten
Verbindung war in beiden Fédlen eine Saulenchromatographie mit einem Hep-
tan/Chloroform-Gradienten notwendig. Die Ausbeute lag bel der Aktivierung unter An-
wendung von DCC mit 45,6 % um etwa 14 % hoher as bel Einsatz des Saurechlorids. Be-
ricksichtigt man dazu auf3erdem den Aufwand der vorherigen Reinigung und Entfernung
Uberschiissigen Thionylchlorids, erweist sich die erste Variante als die eindeutig effektive-
re.
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O—CyH33
/
OH
g CIOC— (CHz)g— HC— (CHz)17—CH — (CHz)g—COCI
H
CHs CH3
Oo— CHZ—( ]
36 42a 36
Toluol
DMAP/DCC
O—CyeHz CigHzz—O
o— h:— (CHY)s— H<|:— (CH2)1z—CH— (CHo)g— C|—0--.._,
H o) CHs CHs 0 :
o— CH2~© @* CH,—O
43

Abb. 23: Synthese des 10,10-Dimethyldotriacontanl, 1’ -disdure-bis(3-O-benzyl-1-O-hexadecyl-sn-glycer-2-
yl)esters 43

Nach Abspaltung der Benzylschutzgruppen wurde aus der Diesterverbindung 43 ein Diol
erhalten, welches als Rohprodukt durch Phosphorylierung weiter zur gewiinschten Ziel-
struktur 5 — dem (1R, 1R’)-9,9'-Dimethyltriacontan-1,1’ -dicarbonyloxy-big ((1R)-1-hexa-
decyl-oxymethyl-ethyl-2-yl-oxy)-2-trimethylammonioethylphosphat] — umgesetzt wurde
(Abb. 24) %1,

O—CisHzs O CHs CHs (0] CHzz—O
3 1.Pd/C/H, = o C— (CHg)g— HC—(CH212—CH — (CHs—C O...
2. Br(CH,),P(0)OCI,/CHCl3 'H H
N(CH3)g/CHCIz/AcN o-//P\— O—(CHyp)>— ﬁ(cH3)3 (CHg)gﬁ —(CHy),—O— R0
0 Oy O,

Abb. 24: Synthese des (1R, 1R’)-9,9'-Dimethyltriacontan-1,1’ -dicarbonyl oxy-bi§[ ((1R)-1-hexadecyl-oxy-

methyl-ethyl-2-yl-oxy)-2-trimethylammonioethyl phosphat] 5
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24.3.2. SYNTHESEVON (1R,1R")-9,9 -DIMETHYLTRIACONTAN-1,1’-
DICARBONYLOXY -BIS[((2R)-2-HEXADECY L-OY X-PROP-3-YL-OXY)-2-
(TRIMETHYLAMMONIO)ETHYLPHOSPHAT]

Nach erfolgreicher Synthese des Bisphosphocholins 5 galten weitere Versuche der Darstel-
lung der isomeren Verbindung (1R,1R’)-9,9 -Dimethyltriacontan-1,1’ -dicarbonyl-oxy-bis-
[((2R)-2-hexadecyl-oxy-prop-3-yl-oxy)-2-trimethylammonioethylphosphat]. Hierfir wur-
den zwei Synthesestrategien getestet, bei denen wiederum zwei verschiedene Glycerol-
bausteine eingesetzt wurden. Fur die erste wurde — ausgehend von 3,4-O-Isopropyliden-D-
mannitol 44 — das 1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol 50 dargestellt. Als Ausgangs-
punkt der zweiten Synthesesequenz sollte das 2-O-Hexadecyl-sn-glycero-3-O-[2-
(trimethylammonio)ethylphosphat] 51 dienen.

24.3.2.1. GRUNDBAUSTEIN: 1-O-BENZY L-2-O-HEXADECYL-sn-GLY CEROL
(SYNTHESESTRATEGIE 1)

Ausgehend vom 3,4-O-Isopropyliden-D-mannitol 44 konnte in einer sechsstufigen Synthe-
sefolge das 1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol 50 erhalten werden. Im Vergleich zum
Ip-Gylceral liegen die Vorteile des Mannitderivates dabei in der grof3eren Bestandigkeit
gegentiber Racemisierungsprozessen und damit einer besseren Lagerfahigkeit (201" AuRer-
dem sollten durch die Ma apradespaltung zwei identische Molekiile des geschiitzten Glyce-
rolderivates mit der natiirlichen (R)-Konfiguration archaebakterieller Lipide erhalten wer-
den.

Zunéchst wurden die Hydroxygruppen in Position 1 sowie 6 tosyliert und die dabei erhal-
tene Verbindung 45 as Rohprodukt weiter umgesetzt (Abb. 25). Durch den anschlief3en-
den basisch katalysierten Ringschlul3 mit K,CO3; in MeOH war das Bisepoxid — 1,2;5,6-
Dianhydro-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol 46 — zuganglich '*¥ . Die Isolierung der Epo-
xidverbindung erfolgte durch Vakuumdestillation mit einer Gesamtausbeute von 55 bis
60 %.
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HO H3C—©— S0,~0 o
HO — HO
Tos.- chlorid/ Pyridin K,CO3/ MeOH
O ®) o

EOH EOH EO
OH 0—302@ CHs

44 45 46

Abb. 25: Synthese des 1,2;5,6-Dianhydro-3,4-O-isopropyliden-mannitol s 46

Né&chster Schritt war die Ringdffnung. Durch Umsetzung mit Natriumbenzylat wurden da-
bei zunéchst die Positionen 1 und 6 mit der Benzylgruppe blockiert. Das Produkt 47 konn-
te durch Saulenchromatographie an einem Chloroform/Heptan-Gradienten mit 70%iger
Ausbeute isoliert werden. Nachfolgende Alkylierung mit Hexadecylbromid fihrte zum
1,6-Dibenzyl-2,5-O-hexadecyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol 48 (Abb. 26).

©_CH2— C D—CHZ—
H CH3—CysHz—
OH
" NaH / 0 CHy KH/CygHzsBr
THF fe) Toluol O
OH O—CysHz— CH;

O_CH2_© o— CHZ—Q

47 48

Abb. 26: Synthese des 1,6-Dibenzyl-2,5-O-dihexadecyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol s 43

Durch die Deprotonierung mit Kaliumhydrid konnte im Vergleich zum bisher angewand-
ten Natriumhydrid die Zeit der Salzbildung — und damit die gesamte Reaktionszeit — erheb-
lich verkirzt werden. Der Einfluld auf die Ausbeute war an dieser Stelle allerdings gering.
Die Isolierung erfolgte durch mehrfache sdulenchromatographische Reinigung mit
Ausbeuten zwischen 15 und 25 % als farbloses Ol.

Aufgrund der geringen Polaritdt war ein massenspektroskopischer Nachweis der Verbin-
dung 48 unter Anwendung der ESI-MS-Technik nicht méglich. Auch durch den Einsatz
der El-Technik war, vermutlich aufgrund der hohen molaren Masse, kein Molpeak fest-
stellbar. Daher mufdten wir uns in diesem Fall auf die spektroskopische Charakterisierung
durch NMR beschranken. Das *H- und **C-NMR-Spektrum wiesen die fiir das Mannitge-
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rast, die Benzyl- sowie Isopropyliden-Gruppe und den langkettigen Alkylrest typischen
Signallagen auf.

Die weitere Umsetzung beinhaltete die saurekatalysierte Abspaltung der Isopropyliden-
schutzgruppe zur Verbindung 49 und die Malapradespaltung zum 1-O-Benzyl-2-O-
hexadecy!-sn-glycerol 50 (Abb. 27).

©—CH2_
CHg—CysHz— HO
1. LIOH/HIO,
48 EtOH/H,0/H,S0, HO 2. MeOH/Ethylenglycol ) CigHzs—O.,
OH 3. NaBH,/EtOH H
O——CsHar—CHs ©—H2C—O
O—CH,—)
49 50

Abb. 27: Synthese des 1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerols 50

Die Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppe verlief unproblematisch. Nach der séu-
lenchromatographischen Reinigung (Chloroform/Heptan) wurde das Produkt mit einer
82%igen Ausbeute erhalten. Hinsichtlich der massenspektroskopischen Analytik traten
hier die gleichen Schwierigkeiten wie bel der Verbindung 48 auf. Das Fehlen der Signale
fur die 1sopropylidengruppe im *H- und **C-NMR-Spektrum bestétigt die erfolgreiche Ab-
gpaltung der Schutzgruppe. Die Signale des Mannitgertstes sowie der Benzylgruppe und
der Alkylkette blieben erhalten.

Bei der oxidativen Spaltung nach Malaprade konnte auf eine bereits entwickelte Synthese-
vorschrift zurtickgegriffen werden [*Y. Dabei erwies sich der Einsatz eines MeOH/THF-
Gemisches as Losungsmittel und ein Stoffmengenverhdtnis von 49:HIO4/1:3 bzw.
HIO4:LiOH/5:4 als effektiv. Der intermediar entstehende Aldehyd wurde nicht isoliert,
sondern gleich mit Natriumboranat zum Endprodukt 50 reduziert. Die abschlief3ende
chromatographische Isolierung an einem Heptan/Ether-Gradienten ergab eine Ausbeute
von 52 % . Durch dieim Vergleich zu 48 und 49 hohere Polaritdt war hier eine Identifizie-
rung durch ESI-MS madglich. Im Spektrum ist der [M+Na]-Peak bei m/z von 429 und ein
weiterer bei 835, der [2M+Na] entspricht, zu erkennen. Dieses Ergebnis wurde durch die
NM R-Spektren bestétigt. Im *H-Kernresonanzspektrum (Abb. 28) ist die Hexadecylkette
durch ein Singulett und zwei Multipletts im Bereich von 0,7 bis 1,82 ppm erkennbar. Dem
Glycerolgerist und der Benzylgruppe lassen sich die typischen Verschiebungen bel 3,3 —
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4 ppm sowie 4,4 — 4,9 ppm bzw. 7,2 — 7,6 ppm fur die aromatischen Protonen zuordnen.
Dadurch wurde im nachhinein auch das Vorliegen der Verbindungen 48 und 49 als Zwi-

schenstufen nochmal's belegt.
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Abb. 28: *H-NMR-Spektrum von 1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol 50

Eine Weiterfuhrung der Reaktionsfolge Uber die Acylierung sowie anschlief3ende Deben-
zylierung und Phosphorylierung sollte letztendlich zum gewtinschten Zielprodukt, dem
(1R,1R)-9,9' -Dimethyltriacontan-1,1 -dicarbonyl oxy-bis-[ ((2R)-2-hexadecyl-oxy-prop-3-

yl-oxy)-2-trimethylammoni oethyl phosphat], fiihren. Die beschriebene Synthesesequenz bis
zum 1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol 50 hat allerdings zwel Nachteile: Sie ist auf-
wendig und fuhrt aufgrund der grof3en Anzahl von Syntheseschritten bereits an dieser Stel-
le zu einer nur unbefriedigenden Gesamtausbeute fur das Zwischenprodukt. Daher schien
diese Strategie eher ungeeignet, und wir entschlossen uns, einen kiirzeren und effizienteren
Weg zu suchen. Ein Versuch dazu sollte Uber das 2-O-Hexadecyl-sn-glycero-3-O-[2-
(trimethylammonio)ethylphosphat] 51 fihren.
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24322. GRUNDBAUSTEIN: 2-O-HEXADECY L-sn-GLY CERO-3-O-[2-(TRI-
METHYLAMMONIO)ETHYLPHOSPHAT] (SYNTHESESTRATEGIE 2)

DOBNER ¥ beschreibt die Synthese racemischer 1-Acyl-2-O-hexadecyl-glycero-3-
phosphocholine mit verzweigten Acylresten verschiedener Kettenlangen. Als geeignete
Zwischenverbindung erwies sich dabel das 2-O-Hexadecyl-sn-glycero-3-O-[2-(trimethyl -
ammonio)ethylphosphat] 51. Dieses ist nach einer modifizierten Methode von Arnold et
al. %! ausgehend vom 1,3-Benzylidenglycerol, durch eine 4-Stufen-Synthese tber das 1-
O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol gut zugénglich. Die Acylierung mit der Disdure 42
sollte, entsprechend der bereits fur die Verbindung 5 angewandten Vorschrift analog Y A-
MAUCHI "® (Kap. 2.4.3.1.3.), zum gew(inschten Endprodukt 52 fiihren (Abb. 29).

OH HO
O—C1ng ClGH33—O....
o HOOC— (CH_)g— CH—(CH)y, — CH — (CH)s— COOH W
CHj CH,
O—,R—0—(CH,);—N(CHy), N(CH)s— (CHy); 0—R—0
o q @ QO O
51 42 51
DMAP/DCC

|(|3 CHs CH3 ﬁ

C—(CHg)g— HC— (CHp)1z—CH— (CH2)s—C

o——
O——=CaeHz CiHzz— O,
"'H H

O—R—0—(CHy),—N(CH), N(CH)s—(CHp);—0 — R0
0 o, QO o

52

Abb. 29: Synthese von (1R,1R’)-9,9' -Dimethyltriacontan-1,1’ -dicarbonyl oxy-bi§[ ((2R)-2-hexadecy! -oxy-
prop-3-yl-oxy)-2-trimethylammoni oethyl phosphat] 52

AnknUpfend an die bei der Synthese von Verbindung 5 erzielten Ergebnisse setzten wir
auch hier die 10,10 -Dimethyldotriacontan-1,1"-disaure 42 als Acylierungsmittel ein. Die
Aktivierung von 42 erfolgte dabei sowohl tber die Reaktion mit DCC als auch Uber die
Bildung des Mischanhydrids mit dem Chloramei sensduremethylester. Die chromatographi-

sche Kontrolle der Reaktion (LM 3) zeigte in beiden Féllen neben der erwlnschten Ver-
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bindung 52 eine Reihe von Nebenprodukten. Die gesuchte Substanz liel3 sich zwar mas-
senspektroskopisch im Reaktionsgemisch nachweisen, konnte aber auch nach mehrfacher
Chromatographie nicht DC-rein isoliert werden. Weitere Versuche zur Optimierung wur-
den im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen.

24.4. DARSTELLUNG DER DIETHERVERBINDUNGEN

24.4.1. SYNTHESEVON 1,1'-DIBROMDOTRIACONTAN UND 1,1'-DIBROM-
10,10'-DIMETHYLDOTRIACONTAN

Fur die Synthese des 1,1 -Dibromdotriacontans 54 wurde zunéchst, wie bereits beschrieben
(Kap. 2.2.3. ; Abb. 6), die Kette gekntipft und zum entsprechenden Diol 15 umgesetzt. Die
Umsetzung zum Dibromid erfolgte Uber das 1,1 -Bis-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-
dotriacontan 53 als Zwischenstufe (Abb. 30).

_ e () G gy,
HO_(CH2)32 OH W (()j;o_ (CH2)32 o CH,Cly Br (CH2)32 Br
15 53 54

Abb. 30: Synthese des 1,1'-Diobromdotriacontans 54

Dadas Diol 15 sich in reinem Methylenchlorid nicht 16ste, kam fir dessen Umsetzung zum
1, 1'-Bis-(terahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)dotriacontan 53 ein Gemisch aus Methylenchlorid
und THF im Verhdltnis 2:1 zum Einsatz. Die Bildung des Dibromids 54 erfolgte wiederum
nach der Methode von SCHWARZ et a. " unter Verwendung von Triphenylphosphin-
dibromid als Bromierungsreagens. Das 1,1’ -Dibromdotriacontan 54 konnte auf diesem
Wege mit einer Gesamtausbeute von 70 — 75 % erhalten werden (Abb. 30).

Fur das verzweigte Dibromid wurde, ausgehend vom entsprechenden Diol 41 (Kap. 2.4.3.2
Abb. 22), durch die Reaktion mit Methansulfonsiurechlorid in Methylenchlorid zunéchst
der 10,10 -Dimehyldotriacontan-1,1’ -diyl-bis-methansulfonséureester 55 hergestellt (Abb.
31)1%, |m Unterschied zu fritheren Arbeiten sollte hier allerdings nicht Verbindung 55,
sondern, analog der unverzweigten Verbindung, das entsprechende Dibromid 56 als Alky-

lierungsreagens eingesetzt werden. Dieses konnte aus dem Bismesylat durch Umsetzung
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mit Lithiumbromid in Aceton unter Ruckflul? erhalten werden (Abb. 31). Die Gesamtaus-
beute Uber beide Stufen lag bel 70 %.

HO— (CHal—CH — (CHazz —CH— (CHzlo—OH Jﬁ‘élﬂﬂﬂL» HiC~—07S—0—(CHas—CH — (CH1z—CH— (CHy—0—S07—CHs
CHz CHs ¢ CHs CHs

41 55

LiBr
Aceton

Br— (CHz)r‘CH — (CH2)12 f‘CH — (CHg)g —Br
CHs CHs

56

Abb. 31: Synthese des 1,1'-Dibrom-10, 10’ -dimethyldotriacontans 56

2442. SYNTHESE VON 1,1'-BIS-(sn-GLY CERO-3-YL)DOTRIACONTAN UND
10,10'-DIMETHYL-1,1'-BIS-(sn-GLY CERO-3-YL)DOTRIACONTAN

Nach Darstellung der beiden Dibromide bestanden die n&chsten Schritte in der Alkylierung
des 1,2-O-lp-Glycerols 25a und anschlief3ender Hydrolyse zur Abspaltung der Schutz-
gruppe (Abb. 32).

Dafir wurde zundchst mit Kaliumhydrid das Kaliumsalz des 1,2-O-Ip-Glycerols 25a her-
gestellt, welches dann mit den Dibromverbindungen 54 und 56 in Toluol unter Ruckfluf3
umgesetzt wurde. Dabei setzten wir einen UberschuR an 1p-Glycerol ein, um die Bildung
von monoal kyliertem Produkt zu vermeiden. Durch die Anwendung von Kalium- statt Nat-
riumhydrid zur Deprotonierung konnte die Ausbeute des Alkylierungsschrittes von bisher
maximal erreichten 40 % auf 67 bzw. 73 % gesteigert werden. Die anschlief3ende Abspal-
tung der Isopropylidenschutzgruppe der Verbindungen 57 bzw. 58 erfolgte problemlos
durch die Ubliche saure Hydrolyse (Abb. 32). Die so erhaltene Substanz wurde jeweils
durch Umkristallisation aus Toluol gereinigt und fiel mit Ausbeuten von 80 - 90 % an. Das
entspricht einer Gesamtausbeute von 50 % (59) bzw. 70 % (60) Uber beide Stufen.
Aufgrund einer unzureichenden Loslichkeit der Verbindung 59 in den fur die NMR-
Spektroskopie gangigen Losungsmitteln, konnte deren Identifizierung nur durch Massen-

spektroskopie und Elementaranalyse vorgenommen werden.
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O— (CHy)g— CH— (CHy) ;—CH— (CHo— O
(CHYg | (CHY1z i (CHY)y EtOH / HyO/ HyS0, E/H R R ”li/;
H R R .
o “OH
'O

3 7 ) p

57/58 59/60

54/57/59: R=H; 56/58/60: R=CHjs

Abb. 32: Synthese der Dietherverbindungen 59 und 60

Die so erhaltenen Verbindungen standen nun als Vorstufen fr Testreaktionen zur Synthe-
se der Tetraetherverbindungen zur Verfigung. Dafir wurden zunéchst Benzylierungsver-
suche durchgefiihrt, um anschlieffend die 2-Position akylieren zu kdénnen und so
Tetraetherlipide analog den Verbindungen von HEISER et al. !9 zu erhalten.

In Fortsetzung dieser Arbeiten galt spezielles Interesse der Verbindung mit einer unver-
zweigten durchspannenden Kette in der sn-1- und verzweigten Hexadecylkette in der sn-2-
Position. Unser Ziel war es dabel vor alem, auch hier einen Syntheseweg zu finden, der
den Einsatz der Tritylschutzgruppe vermeidet. Eine Méglichkeit daftir schien die Methode
Uber die Dibutylstannylenverbindung zu sein, wie sie bereits fur die Synthese des 1-O-
Benzyl-3-O-hexadecyl-sn-glycerols 36 (Kap. 2.4.3.2.1. ; Abb. 20) angewandt wurde. Da-
her setzten wir die Verbindungen 59 und 60 nach der von LIEFLANDER !°® %/ angewand-
ten Methode zundchst zu den Dibutylstannylenderivaten um, die anschlief3end mit Ben-
zylbromid zum 1,1’ -Bis-(1-O-benzyl-sn-glycer-3-yl)dotriacontan 61 und dem 1,1'-Bis-(1-
O-benzyl-sn-glycerol)-10,10" -dimethyldotriacontan 62 benzyliert wurden (Abb. 33).

Die Reaktion zu Verbindung 61 erbrachte ein Rohprodukt, aus dem die Zielverbindung
nach zweifacher Chromatographie analysenrein isoliert werden konnte. Bel der Synthese
von Verbindung 62 wurde ein Gemisch aus Verbindungen mit sehr dhnlichen R-Werten

erhalten, dessen Trennung im Rahmen dieser Versuche nicht moglich war.
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00— (CHz)g_(l:H — (CH2)12—(|:H —(CH)g— O O—(CH)g— T:H - (CH2)12_(|:H_ (CH)g—O
%H R R ?’/; (C4Hg),Sn0 H R R M.,

" OH H Toluol/MeOH o] _c CH
\Sn 4Ho aHo s l’(\o

OH HO o -
C4Hy CaHg

59/60 59a/60a

CeHs5-CH,-Br
Dimethoxyethan

O—(CHYg—CH —(CH)1z—CH —(CH)e—O

H R R M.,
“OH HO
O—CH,—CdHs HsCe—H,C—O
59/59a/61 : R=H 61/62

60/60a/62 : R=-CH3

Abb. 33: Synthese von 1,32- Bis-(1-O-Benzyl-sn-glycer-3-yl)dotriacontan 61

Nach der beschriebenen Synthesestrategie konnte die Verbindung 61 in 77%iger Ausbeute
erhalten werden. Fir die verzweigtkettige Verbindung 62 konnte durch die dinnschicht-
chromatographische Kontrolle und Massenspektroskopie ein Umsatz zum gewinschten
Produkt festgestellt werden. Durch die Vielzahl der dabei entstehenden Nebenprodukte ge-
lang esim Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht, die Substanz in reiner Form zu isolieren.
Daher war ein Zugang zu 62 nach der beschriebenen Methode nicht moglich, so dal3 an
dieser Stelle weiterhin auf die Tritylschutzgruppe zuriickgegriffen werden muf3. Im Gegen-
satz zu den Arbeiten von HEISER ¥ sollte deren Einfiihrung und die anschlieRende Alky-
lierung der 2-Position allerdings nicht auf der Stufe der Monoglycerolverbindung vorge-
nommen werden. Als eine bessere Variante ist in weiteren Versuchen der Weg Uber die

Tritylierung der mit guten Ausbeuten zuganglichen Diglycerolverbindung 60 zu prifen.
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25. ERGEBNISSE PHYSIKOCHEMISCHER UNTERSUCHUNGEN AN
AUSGEWAHLTEN MODELLVERBINDUNGEN

251 STRUKTURUNTERSUCHUNGEN AM DOTRIACONTAN-1,1'-DIYL-BIS-[2-
(TRIMETHYLAMMONIO)ETHY LPHOSPHAT]

25.1.1. ALLGEMEINES ZUM AGGREGATIONSVERHALTEN AMPHIPHILER
MOLEKULE

Amphiphile Molekile weisen aufgrund ihres Molekllaufbaus in wassriger Dispersion eine
Tendenz zur Bildung geordneter Uberstrukturen auf. Die treibende Kraft dieser Selbstaggre-
gation ist der von den K ohlenwasserstoffketten ausgehende hydrophobe Effekt (2% 106109

Aus der Lange der Kohlenwasserstoffketten (I) sowie deren Volumenbedarf (v) und dem Fl&
chenbedarfswert der Kopfgruppen (&) 183 sich der Packungsparameter (v/as*lc) bestimmen.
Dieser ermdglicht durch geometrische Betrachtungen der Molekilstruktur eine erste Prognose
Uber die zu erwartende Art des Aggregats. Eine mogliche Form der Selbstaggregation sind die
Mizellen, bei denen sich der apolare Lipidteil in der inneren Zone des Aggregats befindet und
der polare Teil zum Wasser hin gerichtet ist (Abb. 34). Bei hoherer Lipidkonzentration kon-
nen diese in lamellare Doppelschichten oder hexagonale Strukturen tibergehen (Abb. 34) [
106109 'Dabei sind innerhalb der lamellaren Uberstruktur Neigungen oder Verzahnungen der
Kopfgruppen und Ketten moglich. Die Form der auftretenden Aggregate wird neben der Mo-
lekdlstruktur und Lipidkonzentration auch von &uf3eren Faktoren, wie z. B. Temperatur, 1o-
nenkonzentration und pH-Wert der Losung, bestimmt 2 106109,

Rontgenographische Messungen ermoglichen Rickschliisse auf die Art der Molekilanord-
nung %, Dabei gibt der Kleinwinkelbereich (0.4° = 2J = 10°) AufschiuR iber die gebilde-
ten periodischen Uberstrukturen, wahrend der Weitwinkelbereich (10° = 2J = 40.4°) Infor-

mationen zur Nahordnung und dem Platzbedarf der Kohlenwasserstoffketten liefert.
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Abb. 34: Typische Aggregatformen von Phospholipiden in waRriger Lésung 1% 1%

Die Synthese entsprechender Modellverbindungen ermdéglicht es, den Einflul? molekularer
Modifizierungen sowohl im hydrophoben (Kettenlénge, Kettenverzweigung, Kettenanzahl)
als auch im hydrophilen (Art und GroRRe der Kopfgruppen) Molekilbereich auf deren Aggre-
gationsverhalten herauszuarbeiten. Von HEISER (19 \wurden daher verschiedene unsymmetri-
sche einkettige Phosphocholine mit einer Hydroxylgruppe (HO-(CH»),-PC) bzw. dem Glyce-
rolrest (Gro-(CHy)-PC) als zweite Kopfgruppe und Kettenléngen von n = 16, 22, 32 syntheti-
siert ™). Das Verhalten dieser Lipide wurde kalorimetrisch, réntgenographisch sowie IR-
spektroskopisch und durch Gefrierbruchel ektronenmikroskopie charakterisiert 1% 11 Dabei
konnte gezeigt werden, dal3 bei beiden Gruppen der bipolaren Verbindungen mit zunehmen-
der Kettenléange die Kettenschmelztemperatur (Hauptumwandlung) ansteigt und unterhalb
dieser eine Vielzahl von Mesophasen auftritt. Als Tieftemperaturphase ist bei dem kurzketti-
gen HO-(CH,)16-PC eine kristalline Lcry-Phase zu beobachten, wahrend die langerkettigen
Homologen (n = 22, 32) im untersuchten Temperaturbereich (- 40 bis 80 °C) Gelphasen (Lr )
aushilden. Das zeigt, dal’3 mit zunehmender Kettenlange der ordnende Einflul? der Kopfgrup-
pen abnimmt. Aufgrund der aus den Kleinwinkelreflexen bestimmten geringen Schichtab-
sténde kann bei allen Verbindungen eine antiparallele Anordnung in Form lamellarer Mono-
schichten angenommen werden 1%
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Durch den Vergleich mit dem monopolaren Analogon Docosyl-oxy-[2-(trimethylammonio)-
ethylphosphat] (C22-PC) wird deutlich, dal3 die Hydroxylgruppen der bipolaren Verbindun-
gen HO-(CHy),-PC Uber Wasserstoffbrtickenbindungen Wechselwirkungen zur benachbarten
PC-K opfgruppe ausbilden ™. |R-spektroskopisch gibt es aber keinen Hinweis fiir die Aus-
bildung eines Wasserstoffbriickennetzes. Die Wellenzahlen der antisymmetrischen Phos-
phatstreckschwingungen n2(PO;) von 1220 — 1225 cm™ deuten eher darauf hin, daR3 eine
,hormale“ Hydratation der Kopfgruppen vorliegt, ohne zusétzliche Wechselwirkungen im
K opfgruppenbereich ¥, Das bedingt bei den Bolaamphiphilen eine hohere K ettenschmel z-
temperatur sowie eine Stabilisierung der Schichtstruktur. Im Gegensatz dazu bildet das mo-
nopolare C22-PC in wassriger Dispersion in der flUssigkristallinen Phase eine hexagonale
Uberstruktur aus. Eine Parallele zwischen den Verbindungen kommt dagegen in der gleichen
Phasenfolge bei tiefen Temperaturen zum Ausdruck 19,

Der Ubergang von der Hydroxylgruppe zu dem gréRReren Glycerolrest al's zweiter Kopfgruppe
bedingt eine Verringerung der Phaseniibergangstemperatur von der Lb-5ps- in die fluide La-
Phase um etwa 10 K ™. Ursache dafiir kénnte der groRRere Platzbedarf des Glycerols sein,
was sich auch in den groReren Kettenparametern widerspiegelt. Eine Anderung des Ketten-
neigungswinkels beziiglich der Schichtnormalen tritt nicht auf. Neben den sterischen Ande-
rungen der Molekilgestalt kann dabei auch die IR-spektroskopisch nachgewiesene Ausbil-
dung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den benachbarten Glycerol- und Phosphat-
gruppen eine Rolle spielen.

Im Vergleich zu den beschriebenen Verbindungen steht nun mit dem im Rahmen dieser Ar-
beit synthetisierten symmetrischen Dotriacontan-1,1’—diyl-bis-[2-(trimethylammonio)ethyl-
phosphat] (PC-C32-PC, 3) hinsichtlich des Verhaltnisses von Platzbedarf der Kopfgruppe an
der Grenzflache und dem Kettenquerschnitt eine Verbindung mit extremer Molekularchitektur
zur Verfuigung. Dabei stellte sich die Frage, wie der grol3e Platzbedarf der Phosphocho-
lingruppen an beiden Enden der Kette durch den hydrophoben Molekiltell in der
hydrophil/hydrophoben Grenzschicht ausgeglichen werden kann und welche Uberstrukturen
dabel ausgebildet werden. Zur Beantwortung dieser Frage wurde das Lipid in verschiedenen
Mengen Wasser dispergiert und durch DSC, Rontgenbeugung, FT-IR- und FT-Raman-
Spektroskopie sowie Elektronenmikroskopie charakterisiert. Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen erfolgten zusédtzlich mit einer Lipiddispersion in einer Wasser/Glycerol-
Mischung [4:1/v:v].
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2512 KALORIMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die DSC-Messungen des PC-C32-PC (3) wurden im Hinblick auf die weiteren Strukturunter-
suchungen in einer Dispersion mit 60 und 90 Gew.% Wasser bzw. einer Wasser/Glycerol-
Mischung [4:1/v:v] mit einer Aufheizgeschwindigkeit von 3 K/min ausgefuhrt. Das erste
Aufheizen diente dem Homogenisieren der Proben. Die aus der zweiten Aufheizkurve ermit-
telten Umwandlungstemperaturen und entsprechende Enthalpien sind in Tabelle 1 wiederge-
geben.

Tabelle 1: Kalorimetrisch ermittelte Umwandlungstemperaturen und —enthal pien der hydratisierten Proben von

PC-C32-PC
Umwandlungstemperaturen J may [°C]
Umwandlungsenthal pien [kJ/mol]

60 Gew.% H,0O 46.9 53.0 75.6
13.9 4.3 6.0
60 Gew.% 45.2 52.7 61.6
H,O/Glycerol 9.9 4.9 6.7
90 Gew.% H,0O 42.7 47.2 50.3 74.4
1.3 13.4 2.9 6.7
90 Gew.% 46.2 49.0 54.0 68.4
H,O/Glycerol 04 15.7 2.1 2.4

Als Beispiel sind die DSC-Kurven bei 90 Gew. % Wasser (Abb. 35a) bzw. Wasser/Glycerol
(Abb. 35b) abgebildet. Die Unterschiede zwischen den Kurven des ersten und zweiten Auf-
heizens sind durch die Art der Probenvorbereitung vermutlich auf anfangs noch bestehende
Inhomogenitédten in der Dispersion zurlickzufihren. Daher wurden fir weitere Betrachtungen
die Umwandlungen des zweiten Aufheizens zugrunde gelegt.

Der Zusatz von Glycerol zum Losungsmittel bewirkt im Vergleich zum Wasser eine Ver-
schiebung der Umwandlungstemperaturen, hat aber ansonsten keinen Einfluf3 auf die Phasen-
polymorphie.
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Abb. 35: DSC-Kurven der Dispersion von PC-C32-PC in 90 Gew. % Wasser (37a) bzw. 90 Gew. % einer
Wasser/Glycerol-Mischung (4:1/v:v) (37b); Heizrate: 3K/min

2513. RONTGENOGRAPHISCHE UND SPEKTROSKOPISCHE
UNTERSUCHUNGEN

Zur Strukturaufklérung wurden zunéchst bei 60 Gew. % H,O Rontgen- und FT-IR- sowie FT-
Raman-spektroskopische Messungen durchgefthrt Y. Die Probenpraparation erfolgte, in-
dem das getrocknete Lipid (Hochvakuum von 10 Pa tiber P,Os bei 73 °C fiir 2h) eingewogen
und mit der entsprechenden Menge an bidestilliertem Wasser versetzt wurde. Die Dispersion
wurde auf dem Wasserbad bei 60 — 65 °C erwdrmt und mit einer Vortexing-Apparatur
durchmischt. Beide Vorgange wurden mehrfach wiederholt und die Probe anschlief3end in a-
ner Glaskapillare eingeschmolzen ™. Fiir den Vergleich der Streukurven innerhalb einer
Mef3serie ist eéine Normierung /1o, die mit einem Vergleichsreflex erfolgt, erforderlich. Des-
sen Bestimmung ist durch die Messung der Primérintensitét 1o vor jeder Streukurve I(s) mit s
= 1/d moglich. Aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit wurde fiir die Darstellung des Klein-
winkelbereiches der Streukurven der natiirliche Logarithmus der normierten Intensitét gegen

den des reziproken Netzebenenabstandes s (In I/1, gegen In s) aufgetragen.
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Im Weitwinkelbereich des Streuprofils des PC-C32-PC (Abb. 36) zeigt sich unterhalb des ka-
lorimetrisch gefundenen Phaseniibergangs (46.9 °C) ein fur Gelphasen typisches Bild mit ei-
nem scharfen Reflex (s = 2.22 nm'™®) gefolgt von einem verbreiterten Peak. Bei 63 °C hinge-
gen zeigt die Streukurve bei s = 2.22 nm™* einen breiten Halo. Das entspricht nicht der fiir flu-
ide Alkylketten charakteristischen Position. Daher kann von dem Ubergang einer Gelphase
mit steifen Ketten zu einer Phase mit ,weichen* Ketten ausgegangen werden. In beiden Pha-
sen konnte ein Reflex bei s = 1.3 nm™ nachgewiesen werden. Bei einer dhnlichen Packungs-
geometrie von Ketten und Kopfgruppen konnte dieser von einem hexagonalen Gitter der
K opfgruppen stammen, was zu den Gitterparametern a; =0.89 nm und S = 0.68 nm? fiihrt

Im Kleinwinkelbereich konnten sowohl in der Gelphase als auch in der fluiden Phase keine
Reflexe beobachtet werden (Abb. 36). Das |a%t darauf schlief3en, dal3 entweder keine

Uberstrukturen ausgebildet werden oder diese rontgenamorph sind 4.

8103+ -1300
(o]
——26.0°C | 1250
2981— _630 OC _1200
L1150
10974 -1100
o L1050 _©
~
= 403 L1000 =
< L 400
- 350
148 - 300
L 250
L 200
554 L 150
L 100
- 50
20 AL LA SRR R I LR I I LN L I 0
0,05 014 0,37 1,001,52,02,53,03,54,04,5
In's s (nm)

Abb. 36: Streuprofil der Dispersion des PC-C32-PC in 60 Gew-% Wasser: Gelphase (blaue Kurve); weniger
geordnete Phase (rote Kurve) [*?

Aus infrarotspektroskopi schen Messungen kdnnen Aussagen uber die Struktur, Konformation
und dynamische Eigenschaften von Molekilen gewonnen werden. Dabel sind besonders die
signifikanten Gruppenschwingungen des mittleren Infrarotbereiches (n?= 4000 cm™ bis
200 cm™) von Interesse.

Die Verschiebung der Absorptionsmaxima im IR-Spektrum fur die symmetrische CH-
Streckschwingung (nZCH,); Abb. 37a) und die Methylenscherschwingungsbande (d(CH,);
Abb. 37b) bei der kalorimetrisch ermittelten Umwandlungstemperatur von 53 °C bestétigen
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den Ubergang von einem geordneten in einen weniger geordneten Zustand (Abb. 37). Dabei
|&Rt die Wellenzahl der Methylenscherschwingungen von 1472 cm™ unterhalb des Phasen-
Uberganges auf eine parallele (all-trans)-Anordnung der Ketten schlief3en, wahrend oberhalb
von 53 °C die Verschiebung des Signals zu 1468 cm™ auf eine hexagonale Kettenpackung
hindeutet, wobei der Kontakt zu den nachsten Nachbarn abnimmt. Das bedeutet, der gauche-
Anteil der Ketten und damit deren Beweglichkeit nimmt zu. Allerdings schlief3t der Wert fur
die symmetrische Streckschwingungsbande (n2-2851 cm™) das Vorliegen vollstandig fluider
Ketten einer fllssigkristallinen Phase aus. Vielmehr deuten die C-C-GerUstschwingungen im
FT-Raman-Spektrum (Abb. 37c) darauf hin, dal3 auch oberhalb der Umwandlungstemperatur
von 53 °C neben der gauche-Konformation (n21090 cm™) mindestens drei benachbarte all-
trans-Einheiten (n2=1063 cm™; n21129 cm™) erhalten bleiben und die Ketten nach partiel-

lem Kettenschmelzen somit in einem Zwischenzustand von Gelphase und flUssigkristalliner
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Abb. 37: Temperaturabhéngigkeit FT-IR- und FT-Raman-aktiver Schwingungen der Dispersion von PC-C32-PC
in 60 Gew.% Wasser: (a) IR-aktive symmetrische CH,-Streckschwingungen; (b) IR-aktive antisym-
metrische Methylenscherschwingungen; (c) ramanaktive C-C-Gertstschwingungen (d); IR-aktive anti-
symmetrische (PO, )-Bande (J=21.7 °C] ¥
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Die niedrigen Wellenzahlen der nicht aufgespaltenen antisymmetrischen Phosphatstreck-
schwingungsbanden (n2(PO,) = 1211.7 cm™ Abb. 37d) lassen auf hydratisierte
Phosphatkopfgruppen schlief3en, die in einer trans-trans-Konformation vorliegen und
immobilisierte Wassermol ekule in den Zwischenraumen enthalten. Dabei treten zwischen den

Phosphatkopfgruppen und den Wassermolekiilen starke Wechselwirkungen auf ™.

2514, ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Zur genaueren Charakterisierung der Morphologie wurden auf3erdem Dispersionen des Lipids
in 60, 90 und 98 Gew. % Wasser (Abb. 38), sowie 90 und 98 Gew. % einer Mischung von
Wasser und Glycerol ( [4:1/v:v]; Abb. 39 und 40) von verschiedenen Temperaturen aus einge-
froren und gefrierbruchel ektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt (vgl. Kap. 4.1.2,;
S. 72). Makroskopisch ist dabei in allen Félen eine sehr hohe Wasseraufnahme durch die
Substanz zu verzeichnen, so dal3 bei Raumtemperatur ein zéhes, kaum flief3endes Gel resul-
tiert.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Probe mit 60 Gew. % Wasser zeigen oberhalb des
Phaseniiberganges (60 °C) Partikel kugelformiger Gestalt mit der GroRe von 6 bis 8 nm Y,
In der gefrierbruchelektronenmikroskopischen Aufnahme mit 90 Gew. % Wasser, eingefroren
von 45 °C aus (Abb. 38a), sind Multischichtstrukturen mit periodischen Streifenmustern zu
erkennen. Die Wiederholabstande von ca. 6.7 nm (o) und 5 nm (Pfeilspitze) sprechen fir he-
xagonale Strukturen oder eine deformiert hexagonale Phase. Dabei kdnnen die kleinen Perio-
den durch die Pt-Bedampfung wéhrend der Probenpréparation , verdeckt® werden und so la-
mellare Phasenstrukturen vortauschen (Pfeil).

Ein dhnliches Bild wird in der Aufnahme mit 98 Gew. % Wasser bei 55 °C erhaten (Abb.
38Db). Auch hier treten trotz htheren Wassergehalts und hoherer Temperatur ahnliche Struktu-
ren auf wie bei 90 Gew. % Wasser (Abb. 38a) beschrieben. Eine mogliche Ursache dafr ist
die unvollstdndige Durchmischung von Wasser und Lipid, welche bereits bel der Probenpréa
paration anhand makroskopisch sichtbarer Entmischungen zwischen Wasser und Probe zu er-
kennen ist. Bei den gebrochenen Aggregationsstrukturen (Abb. 38b, Pfeile) ist eine exakte
Identifizierung der Morphologie nicht moglich. Es werden aber auch hier (deformiert) hexa-
gonale Strukturen angenommen, wobe der Wiederholabstand der periodischen Streifung ca.
5.5 nm (o) betréagt.
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Abb. 38: Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahmen von PC-C32-PC: (a) in 90 Gew. % Wasser, einen
Tag bei RT (23 °C) equilibriert, auf 45 °C erwdrmt und von dieser Temperatur eingefroren; (b) in
98 Gew. % Wasser durch Verdinnung der Probe von (a); Durchmischung der Probe bei 60 °C mittels

»Vortex*, abgekihlt auf 55 °C und von dieser Temperatur eingefroren

Um die einfrierbedingten Entmischungserscheinungen zu unterdriicken, wurde in weiteren
Versuchen eine Mischung von Wasser und Glycerol [4:1/v:v] as Dispersionsmittel verwen-
det. Dadurch sollte die Entstehung der Eiskristalle beim Einfrierprozef3 und die daraus resul-
tierende Aufkonzentration der Substanz in den Korngrenzen verhindert werden. Daftr wurden
Proben mit 90 (Abb. 39) und 98 Gew. % (Abb. 40) der Wasser/Glycerol-Mischung herge-
stellt.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit 90 Gew. %, eingefroren bei 23 °C (Abb.
39a), zeigen neben partikuldren Strukturen mit einem Durchmesser von etwa 10 — 14 nm auch
langgestreckte fibrilléare bis bandférmige Elemente, welche einen minimalen Durchmesser
von 5 bis 7 nm aufweisen. Dabei kdnnen sich die bandférmigen Elemente zu wenigzahligen
Stapeln vereinigen (Pfeile). Diese Partikel sind vermutlich as Abrisse der Fibrillen, die quer

zur Gefrierbruchebene verlaufen, zu interpretieren.
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Auch nach Erwérmung der Probe auf 45 °C bleiben die fibrill&ren und bandférmigen Elemen-
te erhaten (Abb. 39b). Lagert man die Probe dagegen zunachst fir 4 Tage bei 4 °C und friert
siedann von 45 °C aus eln, ist eine parallele Ausrichtung der fibrill&ren Strukturen nachweis-
bar. Es sind Zonen parallel angeordneter fibrillérer und bandférmiger Elemente mit verschie-
denen Vorzugsrichtungen zu erkennen (Abb. 39c, Bereiche 1 — 3). Die Strukturen der mittle-
ren Zone (Abb. 39c, Bereich 2) verlaufen weitgehend quer zur Gefrierbruchebene.

Nach Erwarmen und Einfrieren von 60 °C, und damit oberhalb der Phasentibergangstempera-
tur, zerfalen die Assoziate. Die fibrillaren Strukturen sind nicht mehr vorhanden und es sind
ausschlieflich partikuldre Elemente feststellbar (Abb. 39d, linke Bildhalfte zur Ubersicht).
Bei starkerer VergrofRerung (Abb. 39d, rechte Bildhélfte) lassen sich Partikeldurchmesser von
minimal 4 nm (Pfeile) bis maximal 10 nm (Pfeil spitzen) bestimmen. Bei 80 °C geht der Antell
an groReren Partikeln deutlich zuriick (Abb. 39, linke Bildhalfte zur Ubersicht). In der Ver-
grofderung (Abb. 39, rechte Bildhélfte) sind Partikel von 4 nm (Pfeile) zu erkennen, die ge-
gentber denen von 10 nm (Pfeilspitze) Gberwiegen.

Auch bei 98 Gew. % zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme bei Raumtemperatur
weitgehend parallel ausgerichtete fibrillére Strukturelemente mit einem Durchmesser von et-
wa 7 nm (Abb. 40a). Dabei erscheint die Struktur gegentiber der héherkonzentrierten Mi-
schung gelockerter. Die schrég zur Gefrierbruchebene verlaufenden Fibrillen sind wiederum
durch partikulére ,, Kopfe* mit Durchmessern von 10 — 14 nm gekennzeichnet. Analog der
vorherigen Mischung (vgl. Abb. 39a) stellen diese Aggregate offensichtlich Abrisstrukturen
der Fibrillen dar. Die fibrilléren Strukturen bleiben auch bei 45 °C erhalten (Abb. 40Db).

Die von 50 °C aus eingefrorene Probe weist bereits ausschliefdlich partikuldre Strukturen auf
(Abb. 40c, linke Bildhéfte zur Ubersicht). Bei starkerer VergroRerung (Abb. 40c, rechte
Bildhalfte) lassen sich Partikeldurchmesser mit 5.5 nm (Pfeil) bis 10 nm (Pfeilspitze) bestim-
men. Die Erwarmung der Probe auf 80 °C bewirkt eine Abnahme der grof3en Partikel (Abb.
40d, linke Bildhélfte zur Ubersicht). Es lassen lassen sich nach VergroRerung PartikelgréRen
von etwa 3 nm (Pfeil) bis 7 nm (Pfeilspitze) feststellen (Abb. 40d, rechte Bildhalfte).
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Abb. 39: Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahmen von PC-C32-PC mit 90 Gew. % Wasser/Glycerol
[4.1/v:v]: (a) Probe einen Tag bel 23 °C equilibriert und eingefroren; (b) wie (a), prépariert bei 45 °C;
(c) Probe 4 Tage bei 4 °C aufbewahrt und von 45 °C eingefroren; (d) Probe einen Tag bei 23 °C equi-
libriert und bei 60 °C préapariert; (€) Probe einen Tag bei 4 °C aufbewahrt und bei 80 °C prépariert (S.
55).

Abb. 40: Gefrierbruchel ektronenmikroskopische Aufnahmen von PC-C32-PC mit 98 Gew. % Wasser/Glycerol
[4.1/v:v]: (a) Probe einen Tag bei 23 °C equilibriert und von dieser Temperatur eingefroren; (b) wie
(a), auf 45 °C erwarmt und von dieser Temperatur eingefroren; (c) Probe einen Tag bei 4 °C gelagert,
auf 50 °C erwarmt und von dieser Temperatur eingefroren; (d): Probe einen Tag bel 4 °C gelagert, auf

80 °C erwéarmt und von dieser Temperatur aus eingefroren (S. 56).
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Aus diesen Daten ergeben sich, in Anlehnung an einen von O' KEEFFE et al. ™ entwickel-
ten Katalog fur Packungen von Zylindern, zwei Modellvorschldge fur die Anordnung der Mo-
lektle in den Nanopartikeln (Abb. 41).

Abb. 41: Modellvorschlége zur Beschreibung der von PC-C32-PC mit 60 Gew. % Wasser gebildeten Nano-
partikel

Dabei ist das rechte Modell besser zur Beschreibung der experimentellen Daten geeignet. Es
sind Bereiche mit hexagonaler Anordnung der Kopfgruppen sichtbar, wie sie auch aus dem
Reflex des Streudiagramms bei s = 1.3 nm'™* ermittelt werden konnten. Es wird ebenfalls deut-
lich, dal? durch die raumliche Verzahnung der Molekiile beim Uberschreiten der Umwand-
lungstemperatur (J max = 46.9 °C) eine hohere Partikelstabilitat gewahrleistet wird als bei der
Schichtung parallel angeordneter Molekile, wie sie im linken Bild zu sehen ist. Auch kann
dadurch der grof3e Platzbedarf der beiden Phosphocholinkopfgruppen durch die Alkylkette
kompensiert werden.

Das Vorliegen von Partikeln im nm-Bereich wurde weiterhin durch die dynamische Licht-
streuung (DL S) bestétigt. Dafiir wurden im Konzentrationsbereich von 3 bis 0.1 mol % Mes-
sungen bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Die maximal erreichbare Temperatur
lag gerétebedingt bel 55 °C. Das Beispiel in Abb. 42 zeigt, dald bereits bel dieser Temperatur
— die noch im Phasenilibergangsbereich liegt — der grofdte Teil der Partikel einen kleinen
Durchmesser von etwa 3 nm aufweist und nur ein geringer Anteil Uber 100 nm liegt. Bel Ab-
kihlung nimmt die Menge grol3erer Partikel unterhalb von 50 °C wieder zu. Nach ersten Mes-
sungen ist die Verteilung der Partikelgrof3e dabei nicht von der Konzentration, sondern nur

von der Temperatur abhangig.
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Abb. 42: DLS-Kurve von PC-C32-PC 3: ca. 1 mg/ml, 54 °C

Zusammenfassend 1&/3 sich anhand der Ergebnisse aus den physikochemischen Untersuchun-
gen sagen, dal3 es durch den amphiphilen Charakter des PC-C32-PC in wassriger Dispersion
auch hier zur Selbstaggregation der Lipidmolekile kommt. Allerdings bilden sich dabei keine
lamellaren Monoschichten aus wie bei den unsymmetrischen Verbindungen ™% . Das ist
damit zu erkléren, dal3 der Platzbedarf der grof3en hydrophilen Phosphocholinkopfgruppen
nicht durch eine Kettenneigung ausgeglichen werden kann, wie es beim Ubergang von der

Hydroxyl- zur Glycerolgruppe festgestellt wurde. Die hier gebildeten Nanopartikel und deren

Assoziate stellen somit eine Strukturform dar, die wie folgt charakterisiert werden konnte *:

(1) Die Nanopartikel sind durch die fehlende Selbstaggregation zu gréReren Uberstrukturen
rontgenamorph, weshalb keine Reflexe im Kleinwinkelbereich des Streudiagramms auf-
treten. Trotzdem konnte anhand der Weitwinkelreflexe ein Ubergang von geordneten zu
ungeordneten K ohlenwasserstoffketten nachgewiesen werden (Abb. 36).

(2) Die IR- und Raman-spektroskopischen Befunde deuten darauf hin, dal3 in der wenig ge-
ordneten Phase die Ketten nicht vollstandig fluid vorliegen. Es sind auch bei hohen Tem-
peraturen mindesten 3 all-trans-Einheiten in der Kette vorhanden (Kap. 2.5.1.2. ; Abb.
37a-0).

Gleichzeitig konnten im gesamten vermessenen Temperaturbereich starke Wechselwir-
kungen zwischen den Phosphatgruppen und dem Wasser der Umgebung festgestellt wer-
den (Abb. 37d).
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(3) Bei Temperaturen oberhalb des Phasentibergangs bei 53 °C konnte das Vorliegen von
Partikeln im Bereich von 3 — 10 nm durch gefrierbruchel ektronenmikroskopische Auf-
nahmen (Abb. 38 —40) und dynamische Lichtstreuung (Abb. 42) bestétigt werden.

(4) Die Packungsverhaltnisse im hydrophilen Kopfgruppenbereich werden gut durch das dar-
gestellte Modell (Abb. 41, rechts) wiedergegeben.

252. UNTERSUCHUNGEN ZUM MONOSCHICHTVERHALTEN EINIGER
UNSYMMETRISCHER MODELLVEBINDUNGEN

2521 ALLGEMEINES ZUM MONOSCHICHTVERHALTEN BOLAAMPHIPHILER
VERBINDUNGEN

Im Gegensatz zu den monopolaren Lipiden der Eubakterien konnen bipolare Tetraetherlipide
aul%er in Form einer Bischicht, auch unter Aushildung einer Monoschicht mit ihrem hydro-
phoben Molekiilteil die gesamte Zellmembran thermophiler Archaebakterien wie Sulfolobus
solfataricus durchspannen 118 22 114115 " o|s amphiphile wasserunldsliche Verbindungen sind
Bolalipide auf3erdem in der Lage, an der Wasser-L uft-Grenzflache Monoschichten in Form
unléslicher Grenzflachenfilme (Langmuir-Monoschicht) auszubilden. Deren Charakterisie-
rung kann unter anderem durch die Messung des Filmdrucks bei Verdnderung der molekula-
ren Flache (Druck-Fléchen-1sothermen) unter Anwendung der Filmwaagentechnik erfolgen
(118 ' Dazu wird die entsprechende Substanz in einem mit Wasser nicht mischbaren Lésungs-
mittel gelost und auf der Wasseroberflache im Trog einer Filmwaage gespreitet. Durch eine
Flachenverringerung kann man zweidimensional e Phasentibergange induzieren (Abb. 43).

Bei grolRer Flache und geringem Druck zeigen die Moleklle keine Wechselwirkung unterein-
ander und konnen sich, wie in einem idealen Gas, unabhangig voneinander bewegen (Abb.
433a). Mit zunehmender lateraler Kompression erhdlt man Phasentibergange in die fllssig-
expandierte (Abb. 43b) und kondensierte Monoschicht (Abb. 43d). Wenn das hydrophobe
Molekilsegment sich dabei innerhalb der Monoschicht senkrecht zur Grenzflache ausrichtet
(Abb. 43d), kann diese as Modell natirlicher Zellmembranen (Langmuir-Membran) aufge-
faldt und fur die Betrachtung von Membranprozessen genutzt werden 126 171 Wird nach Er-
reichen der dichtesten Molekilanordnung der Druck weiter erhoht, kommt es zum Kollaps der
Monoschicht (Abb. 43c).
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Abb. 43: Schematische Darstellung des Monoschichtverhaltens bipolarer Molekile (1: bipolares Molekdl, 2:
Barriere zur Druckeinstellung); (a) gasanaloge M onoschichtphase; (b) fliissiganaloge M onoschichtpha-

se; (¢) Kollaps der Monoschicht; (d) kondensierte Monoschichtphase

Bel nattrlichen Gemischen bipolarer Lipide der Archaebakterien konnte bisher keine konden-
sierte Monoschicht festgestellt werden. Die Kompression der fliissig-expandierten Phase flhrt
hier zum Kollaps der Monoschicht (Abb. 43c). Nach Ubertragung von Monoschichten aus der
flUssig-expandierten Phase auf feste Trager (Langmuir-Blodget-Technik) sind durch Rontgen-
reflektionsmessungen Anzahl und Filmdicke der Schichten bestimmbar. Daraus 183 sich fir
diese Phase auf eine U-formige Anordnung der Molekile an der Wasseroberflache schlie-
Ren (18 19 Hinweise fiir eine solche , Hufeisenkonformation® konnten auch fiir ein zweiket-
tiges glycerolhaltiges Modellipid gefunden werden 1% 7 Daher wurden fiir Strukturuntersu-
chungen in der kondensierten Phase weitere einkettige Modellverbindungen synthetisert. Da-
bei sollten hinsichtlich der Molekullgestalt Bedingungen gefunden werden, welche die Ausbil-
dung einer kondensierten Phase mit aufgerichteten Molekilen ermoglichen (Abb. 43d), um
somit Eigenschaften einer biologischen Membran simulieren zu kénnen. Um die Eignung der
Substanzen zu prifen, wurden zunéchst die Druck-Flachen-Isothermen der Verbindungen
aufgenommen. Weitere Strukturuntersuchungen wurden mit Hilfe der Brewsterwinkel- und
Rasterkraftmikroskopie sowie Réntgendiffraktion vorgenommen.

Die von uns bisher untersuchten einkettigen Verbindungen umfassen zwel Arten bipolarer
Substanzen: einkettige unverzweigte Modellverbindungen der Archaebakterienlipide 1% 7
und hydroxylierte Fettsauremethylester (1171201,
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2522. MONOSCHICHTVERHALTEN ARCHAEBAKTERIELLER MODELLIPIDE

Als Vertreter der ersten Substanzklasse wurden, in Anlehnung an die bereits synthetisierten
einkettigen unsymmetrischen bipolaren Verbindungen 62 und 63 ™% bei gleicher Kettenlange
(C22) durch die Einfuhrung verschiedener hydrophiler Kopfgruppen Substanzen unterschied-
licher GrofRe und Polaritét erhalten (Verbindungen 18, 19, 27, 32; Abb. 44; Kap. 2.3.). Auf-
grund der unzureichenden Loslichkeit der Verbindungen in reinem Chloroform mulf3te fir die
Spreitung eine Mischung mit 20 VVol. % Methanol eingesetzt werden 7.

R
AV Ve VA VA VANV AN VANV VAV R?

Verb.-Nr. | 62 | 63 18 19 27 32
R! HO | Gro | CH30 | CH30 | Gro Gro
R® PC | PC | OH PC | OH |OCOCH;

Abb. 44. Strukturen der untersuchten archaebakteriellen Modellipde

Als Beispiel sind die Druck-Flachen-1sothermen der Verbindungen 62 und 19 abgebildet
(Abb. 45). Daraus wird deutlich, daf3 diese beiden Substanzen bereits bei grof3en molekularen
Flachen eine flissig-expandierte Phase bilden. Mit zunehmendem Filmdruck entsteht aller-
dings keine stabile kondensierte Phase. Vielmehr weisen die Isothermen im Bereich der dich-
testen Kopfgruppenpackung (etwa 60 A%/Molekiil) einen scharfen Knick auf und gehen in ein
Plateau konstanten lateralen Drucks ohne anschlief3enden Druckanstieg Uber. Dadurch wird
ein isobarer Kollaps der Monoschicht und die gleichzeitige Keimbildung einer Volumenphase
gekennzeichnet. Die Expansion des Films von einem beliebigen Punkt des Plateaus aus fihrt
zu einem stellen Druckabfall, was die Irreversibilitét der Vorgange im Plateaubereich besté
tigt. Durch brewsterwinkel- und rasterkraftel ektronenmikroskopische Untersuchungen konnte
die Dreidimensionalitét der gebildeten Partikel belegt werden ™). Ein shnliches Verhalten
weisen die entsprechenden glycerolhaltigen Verbindungen 27 und 32 auf. Damit zeigen diese
Verbindungen ein Verhalten, das mit den von YAMAUCHI untersuchten Modellsystemen

vergleichbar ist "> 197,
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Abb. 45: P -A-Isothermen der Verbindungen 62 (a) und 19 (b) [116]

Die Aushildung einer kondensierten Phase erfolgt bei dhnlichem Platzbedarf der beiden pola-
ren Kopfgruppen und des apolaren Molekilteils. Das Kollabieren der Monoschichten 143t dar-
auf schlief3en, dal3 bei den untersuchten einkettigen Modellverbindungen die Kopfgruppen im
Verhdtnis zur Alkylkette zu grofd sind, und daher die Bildung einer kondensierten Mono-
schicht nicht moglich ist. In der gasanalogen Phase werden beide polare Gruppen von der
Subphase benetzt. Deshalb ist as eine weitere Voraussetzung fur das Aufrichten der Ketten
der Verlust des Kontaktes einer der beiden polaren Gruppen mit der Subphase anzusehen,
weshalb deren Polaritét nicht zu grof3 sein sollte. Daher wurden bei den weiteren Modellver-
bindungen kleinere und unpolarere Kopfgruppen eingefuhrt, um Strukturuntersuchungen an

der Wasser-L uft-Grenzfldche durchzufihren.
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Abb. 46: P -A-Isotherme von 1-Methoxy-22-hydroxydocosan 18




2. Theoretischer Teil 63

Fir das 22-Methoxy-docosan-1-ol 18 ergibt sich im untersuchten Temperaturbereich von 15 —
35 °C eine P-A-Isotherme, in der die Ausbhildung einer kondensierten Monoschicht zu erken-
nen ist (Abb. 46). Dabei weisen die Ubergange innerhalb der kondensierten Phase eine ge-
ringe Temperaturabhéngigkeit auf.

Aussagen zur Struktur der kondensierten Phase lassen sich aus Rontgendiffraktionsmessungen
unter streifendem Einfall treffen. Dabei |83t sich aus der Auftragung des Kehrwertes vom Co-
sinus des Neigungswinkels der Ketten (1/cos(t)) gegen den lateralen Druck der hypothetische
Druck ermitteln, bel dem aufgerichtete Ketten erwartet werden kénnen. Aus der graphischen
Darstellung der Gitterverzerrung gegentiber der hexagonalen Symmetrie gegen das Quadrat
vom Sinus des Neigungswinkels lassen sich Informationen hinsichtlich der Ausbildung einer
Rotator- oder Herringbone-Phase ableiten. Entscheidend dafUr ist der Wert der Gitterverzer-
rung bel einem Neigungswinkel von Null Grad. Dieser sollte im Fall einer Herringbone-Phase
von Null verschieden sein.

Im Falle der Verbindung 18 richten sich die Ketten bei einem relativ geringen Druck von
6.2 mN/m auf (Abb. 47a). Die Druckerhohung fihrt neben dem Aufrichten der Ketten zu &i-
nem starken Anstieg der Verzerrung (Abb. 47b). Diese resultiert zum einen aus der Ketten-
neigung, zum anderen aus der Kettenpackung. Diese Beitrage bewirken jewells eine Verzer-
rung in entgegengesetzter Richtung, wodurch sie sich bel kleinen Filmdrticken zunachst teil-
weise kompensieren. Durch das Aufrichten der Ketten wird dieser Anteil mit steigendem
Druck geringer, so dal3 die Verzerrung insgesamt ansteigt. Dabei zeigen die geringen Werte
fUr den Kettenquerschnitt (18.6 = Ap = 19.0) die Aushildung einer hochgeordneten konden-

sierten Phase in Form eines orthorhombischen Gitters an.
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Abb. 47: Charakterisierung der Monoschicht von Verbindung 18
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2523 MONOSCHICHTVERHALTEN DES 16-HYDROXYHEXADECANSAURE-
METHYLESTERS

Die Monoschichtuntersuchungen wurden auch auf einfachere bipolare Modellverbindungen
ausgedehnt. Grundlage dieser Substanzklasse bildeten verschiedene w-Hydroxyfettsduren und
hydroxylierte Fettsduremethylester. Von PLATE et a. wurden Dihydroxystearinsduremethy-
lester mit vicinalen Hydroxylgruppen in unterschiedlicher Position und Stereochemie synthe-
tisiert "2, um deren Monoschichtverhalten zu untersuchen 7 121 2221 Dabej konnte fir alle
Verbindungen die Aushildung einer stabilen kondensierten Phase festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu bildet die 16-Hydroxypamitinsaure eine fllssig-expandierte Phase, die
bei einer Flache unterhalb 60 A%Molekiil kollabiert " 122! Unter Variation der Kopfgrup-
pengrof3e und Polaritét wurde als Vertreter der hydroxylierten Fettsduremethylester im Rah-
men dieser Arbeit der 16-Hydroxyhexadecansauremethylester synthetisiert 24 (Kap. 2.3.2.3.).
Damit stand ein kirzerkettiges Analogon des 18-Hydroxystearinsauremethylesters zur Verfi-
gung, bei dem eine kondensierte Monoschichtphase nachgewiesen wurde 1 . Auch hier
konnte anhand der Druck-Fl&chen-1sothermen die Ausbildung einer kondensierten Phase fest-
gestellt werden (Abb. 48a).
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Abb. 48: Temperaturabhéngige p-A-lsothermen von ? -Hydroxyhexadecanséuremethylester 24 (a) und
Hexadecansduremethylester (b)

Im Unterschied zum 18-Hydroxystearinsauremethylester tritt hier ein Zweiphasengebiet zwi-
schen flussig-expandierter und kondensierter Phase auf. Im Vergleich zum monopolaren Pal-
mitinsduremethylester (Abb. 49b) verursacht die Hydroxylgruppe dabei eine Verschiebung

des Phasentibergangs zu héheren Flachen und niedrigeren Temperaturen. Die zweite polare
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Kopfgruppe bedingt einen groferen Platzbedarf des bipolaren Molekiils, weshalb es nicht so
stark komprimierbar ist. Daher weisen die Isothermen bereits bei einer Flache von etwa
90 A%Molekill ein Zweiphasengebiet zwischen fliissig-expandierter und kondensierter Phase
auf, was bei der monopolaren Verbindung erst bei etwa 45 A%/Molekill der Fall ist (Abb. 48).
Deren Verlauf macht aul3erdem die im Vergleich zum Pamitinsduremethylester geringe
Temperaturabhangigkeit der Ubergange in die kondensierte Phase deutlich. Firr den Ubergang
in das Zweiphasengebiet wurden im untersuchten Temperaturbereich lediglich Druckunter-
schiede von etwa 1.5 mN/m festgestel|t.

In der kondensierten Phase bildet sich ein verzerrt hexagonaes Gitter mit Kettenneigung in
NN-Richtung aus. Bei einem Filmdruck von 18.3 mN/m sind die Ketten aufgerichtet (Abb.
49a). Dadurch kommt es analog dem 18-Hydroxystearinsauremethylester ™7 zur Ausbildung
einer unverzerrten hexagonalen Phase (Abb. 49b). Enthalpiemessungen (Abb. 49c) ergaben
nach Extrapolation auf DH = 0 eine obere kritische Temperatur von etwa 254 °C, ab welcher

ein Ubergang in die kondensierte Phase nicht mehr erreicht werden kann.
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Messungen des Potentials ergaben mit zunehmendem Druck ein Ansteigen der Potentialwerte
in der kondensierten Phase (Abb. 49d). Dadurch wird ein Wechsel der Kopfgruppenorientie-
rung bestétigt. Dabel kann prinzipiell sowohl die Hydroxyl- als auch die Estergruppe von der
Subphase benetzt werden. Der maximale Potentialwert liegt mit etwa 457 mV im Bereich des
fur den 18-Hydroxystearinsauremethylester festgestellten Wertes [**7). Allerdings kann allein
daraus zur Zeit noch keine definitive Aussage Uber die Orientierung der hydrophilen Gruppen
zur Subphase abgeleitet werden. Fur den 17,18-Dihydroxystearinsduremethylester konnte
durch fluoreszenzspektroskopische Messungen und Versuche zur Hydrolysekinetik gezeigt
werden, dal? bei 20 °C ausschlieRlich die Estergruppe zur Subphase hin orientiert ist !, Die
strukturelle Ahnlichkeit der Verbindungen 143t vermuten, daR dies auch fir den hier unter-

suchten 16-Hydroxyhexadecansduremethylester zutrifft.
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3. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Archaebakteriellen Membranen und deren Lipiden wird in den letzten Jahren grol3es Interesse
entgegengebracht. Sie zeichnen sich gegentiber den Membranlipiden der Eukarioten und Pro-
karioten durch ihre aul3ergewohnliche Stabilitét aus, woraus verschiedene Anwendungsmog-
lichkeiten dieser Verbindungen resultieren kdnnten. Bolaamphiphile gelten as wichtige Mo-
delle fur diese Gruppe von Membranlipiden. Deren Synthese erlaubt es, gezielt den Einfluld
einzelner Strukturmerkmale auf das physikochemische Verhalten zu untersuchen und so zu
strukturell einfacheren Verbindungen mit gleichen Eigenschaften zu gelangen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene symmetrische und unsymmetrische
einkettige Lipide synthetisiert und deren physikochemisches Verhalten im Vergleich zu friher
erhaltenen unsymmetrischen Substanzen untersucht. Zusammenfassend kann folgendes fest-
gehalten werden:

(1) Fur die Synthese der langen Ketten as Ausgangsverbindung zur Darstellung der symme-
trischen bipolaren Phospholipide konnte ein im Vergleich zu frilheren Arbeiten 12© 43 58
wesentlich kirzeres und effizienteres Verfahren entwickelt werden. Unter Anwendung
der Lithiumcuprat-katalysierten Kopplung wurde die Synthese grof3er Mengen dieser
Verbindungen mit reproduzierbaren Ausbeuten von tber 90 % bel einfacher Reaktions-
fuhrung ermoglicht.

(2) Unter Einsatz dieser Methode wurden vier verschiedene symmetrische Bolalipide erhal-
ten, die sich in der Kettenlange (C22, C32) und Kopfgruppengrdofde (Phosphocholin bzw.
-dimethylkephalin) unterscheiden (Kap. 2.2.2. und 2.2.3., Verbindungen 1 — 4).

(3) Unter Anwendung der DSC, Rontgenbeugung, FT-IR- und FT-Ramanspektroskopie so-
wie Gefrierbruchelektronenmikroskopie und dynamischer Lichtstreuung wurden Unter-
suchungen zur Aggregatbildung des Dotriacontan-1,1' -diyl-bis-[2-(trimethylammonio)-
ethylphosphat] (PC-C32-PC, 3) in wéassrigen Dispersionen durchgefiihrt (Kap. 2.5.1.). Im
Vergleich mit den Ergebnissen frilherer Arbeiten 1 Y an unsymmetrischen Verbin-
dungen war bei den hier beschriebenen Untersuchungen festzustellen, dal3 nach der
schrittweisen Vergrél3erung der zweiten Kopfgruppe deren Platzbedarf an dieser Stelle
nicht mehr durch eine antiparallele Molekilanordnung bzw. Kettenneigung ausgeglichen
werden kann. Es kommt daher nicht zur Ausbildung geordneter Uberstrukturen sondern
zur Aggregation der Molekile in Form von Nanopartikeln. Aus den ermittelten Daten
konnte ein Modell fur die Anordnung der Molekile postuliert werden (Abb. 41).
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(4)

©)

(6)

(7)

Entsprechende Untersuchungen am Dotriacontan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(dimethylammonio)-
ethylphosphat] 4 sowie den analogen C22-Verbindungen 1 und 2 sind im Rahmen eines
kinftigen Projektes geplant.

Weiterhin erfolgte die Synthese neuer unsymmetrischer Verbindungen mit abgestufter
Polaritdt an einem Kettenende fir Untersuchungen an der Wasser-L uft-Grenzfl&che, wo-
bei auf die Synthesestrategien frilherer Arbeiten aufgebaut werden konnte . Demnach
erfolgte zunéchst die Darstellung monogeschiitzter a,w-Diole. Auf dieser Stufe war nach-
folgend eine unabhangige Substitution der Hydroxylgruppen durch verschiedene polare
Kopfgruppen moglich (Kap. 2.3.2.).

Bei Monoschichtuntersuchungen an der Wasser-L uft-Grenzflache unter Anwendung der
Filmwaagen-Technik konnte fir das 22-Methoxydocosan-1-ol 18 sowie den 16-Hydro-
xyhexadecansduremethylester 24 die Ausbildung einer stabilen kondensierten Mono-
schichtphase festgestellt und diese charakterisiert werden (Kap. 2.5.2.).

In Anlehnung an das Lipid des Butyrovibrio sp. wurde eine symmetrische glycerolhaltige
Verbindung mit einer Ether-Ester-Struktur erhalten (Kap. 2.4.3.1.3.; Verbindung 5) €.
Dafir wurde der Glycerolbaustein auf zwei verschiedenen Wegen synthetisiert. Durch &-
ne Abwandlung der Synthesesequenz war dabei eine wesentliche Ausbeutesteigerung
mdglich. Auch fur die Synthese der 10,10"-Dimethyldotriacontan-1,1"-disdure konnte
durch Modifizierungen der Vorschrift aus fritheren Arbeiten !9 die Bildung von Neben-
produkten vermindert und so die Ausbeute erhoht werden (Kap. 2.4.3.1.2.) [,
Untersuchungen dieser Verbindung hinsichtlich der Vesikelbildung und deren physiko-
chemische Charakterisierung stehen noch aus.

Die analysenreine Synthese des isomeren (1R,1R’)-9,9 -Dimethyltriacontan-1,1'-dicar-
bonyl-oxy-bis-[((2R)-2-hexadecyl -oxy-prop-3-yl-oxy)-2-trimethylammoni oethyl phos-
phats] gelang im Rahmen dieser Arbeit nicht (Kap. 2.4.3.2.). Hierflr sind insbesondere
weitere Versuche zur Optimierung fur die Synthese des 1-O-Benzyl-2-O-Hexadecyl-sn-
glycerols sowie des Acylierungsschrittes erforderlich.

Weitere Versuche galten der Verbesserung des Syntheseweges fir die glycerolhaltigen
symmetrischen Tetraetherverbindungen [ Durch den Einsatz von Kaiumhydrid als
Deprotonierungsmittel konnte die Ausbeute der Alkylierung des 1,2-O-1p—sn-Glycerols
erheblich gesteigert werden. Durch Umsetzung zur Dibutylstannylenverbindung [ %7

sollte dabei im weiteren Reaktionsverlauf der Gebrauch der Tritylschutzgruppe umgan-
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gen werden. Die hierflr durchgefihrten Benzylierungsversuche waren alerdings nur im
Falle des 1,1'-Bis-(sn-glycer-3-yl)dotriacontans erfolgreich. Die entsprechende verzwei g-
te Verbindung konnte zwar chromatographisch und massenspektroskopisch nachgewie-
sen, aber nicht analysenrein erhalten werden. In diesem Zusammenhang sind weitere
Versuche zur Optimierung des Reaktionsverlaufes notwendig.
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4, EXPERIMENTELLER TEIL

4.1. GERATE UND CHEMIKALIEN

4.1.1. GERATE UND CHEMIKALIEN ZUR ANALYTIK DER VERBINDUNGEN

A: Chromatographie

Samitliche Verbindungen wurden diinnschichtchromatographisch auf ihre Reinheit geprift. Da-
flr wurden Chromatographieplatten der Firma MERCK (Darmstadt) verwendet (kieselgelbe-
schichtete Aluminiumplatten 5 x 10 cm, Kieselgel 60, Fzs4). Als Laufmittel kamen folgende
L 6sungsmittel zum Einsatz:

LM 1: Heptan; LM 2: CHCl3/Heptan//60/40; LM 3: CHCI3. LM 4: CHCI3/Et,0//80/20;

LM 5: CHCIy/Et,0O//50/50; LM 6: CHCl3/MeOH//95/5; LM 7: CHCIl3/MeOH/NH3//65/35/5
LM 8: CHCIl3/MeOH/NH3//50/50/10; LM 9: CHCIl3/MeOH/NH3//50/50/15

LM 10: CHCI3/MeOH/NH3//50/50/20

Die verwendeten Losungsmittel wurden durch Destillation gereinigt. Fir Reaktionen, die in
wasserfreien Medien verlaufen sollten, wurden die Losungsmittel zusétzlich nach den Gblichen
Methoden getrocknet 2%, Die Detektion der Verbindungen erfolgte fiir aromatische Verbin-
dungen durch UV bel 254 nm. Bel nicht UV-aktiven Substanzen kamen folgende Spriihreagen-
tien zum Einsatz: Bromthymolblau fur die nichtphosphorhaltigen Verbindungen (125 ynd bel
phosphorhaltigen V erbindungen Molybdanspray 2%,

Fir die chromatographische Reinigung der Verbindungen mittels Séulenchromatographie wur-
de Kieselgel der Korngrofde 0.032 bis 0.062 mm (MERCK, Darmstadt) verwendet. Elutions-
mittel waren Losungsmittelgemische aus Heptan/CHCl3, Heptan/Ether, CHCIy/Ether,
CHCI3/MeOH sowie CHCl3/MeOH/NH3 bzw. CHCl3/MeOH/H,0 mit steigender Polaritét.

Far die fliehkraftvermittelte Chromatographie wurde das CHROMATOTRON Modell 8294
der Firma HARRISON RESEARCH eingesetzt, welches zum Transport des Losungsmittels
mit einer Laborpumpe der Firma FLUID METERING INC. (Modell RHSY) ausgestattet war.

Die Platten wurden aus gipshaltigem Kieselgel 60 PF254 von MERCK selbst hergestellt.
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Die analytische HPLC wurde mit einem JASCO Chromatographen folgender Ausstattung
durchgefihrt: Saule: Kromasil Si100 (5 mm; 250,0 x 0,46 mm); Pumpe: Jasco PU 980 Intelli-
gent Pump; Detector ELSD IIA (Streulichtdetektor). Die Bedingungen wurden hinsichtlich
FluBrate und Elutionsmittel dem jeweiligen Trennproblem angepasst. In den meisten Féllen

entsprach das Laufmittel den obigen Zusammensetzungen.

B: Massenspektrospkopie

Die ESI-Massenspektren wurden mit einem MAT SSQ 710C-Massenspektrometer der Firma
FINNIGAN (USA) aufgenommen. Dabel wurde im ,, positive mode* eine Spannung von 4,5kV
verwendet. Die Kapillarentemperatur betrug 200 °C. Die Substanzen wurden in CHCI; oder -
nem CHCl3/MeOH- Gemisch gel 6st.

Die Aufnahme der El-Massenspektren erfolgte an einem AMD 402 der Firma INTECTRA
GmbH Harpstedt mit einer Spannung von 70 eV.

C: NMR-Spektroskopie
Die *H- und *C-NMR-Spektren der Verbindungen wurden an einem BRUKER AC 500 mit
SiMe; as internen Standard aufgenommen. Die jewells verwendeten deuterierten Losungsmit-

tel sowie Frequenzen sind bei den einzelnen Verbindungen angegeben.

D: IR-Spektrospkopie
Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte an eilnem SPEKTRUM BX mit FT-IR-System von
PERKIN ELMER.

E: Elementaranayse

Die quantitative Bestimmung des Gehaltes an C, H und N erfolgte mit einem CHNS-932-
Analysenautomat der Firma LECO Corp. (Michigan/USA). Die Bestimmung des Bromgehaltes
der Verbindungen erfolgte durch Titration. Die Proben wurden vor der Einwaage tiber P,Os un-
ter Vakuum getrocknet.

F: Schmelzpunkte
Zur Ermittlung des Schmelzpunktes bzw. des Schmelzbereiches wurde ein BOETIUS-Heiz-

tischmikroskop verwendet. Die angegebenen Werte sind nicht korrigiert.
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4.1.2. GERATE DER PHYSIKOCHEMISCHEN MER- UND UNTERSUCHUNGSME-
THODEN

A: Kalorimetrische Messungen
Die DSC-Untersuchungen wurden im Arbeitskreis von Dr. Rettig an einem DSC-7 (PERKIN
ELMER) durchgefihrt.

B: Rontgenographi sche und Spektroskopische M essungen

Diese Untersuchungen und deren Auswertung wurden im Arbeitskreis von Dr. Forster vorge-
nommen. Teile der Ergebnisse sind Bestandteil der Dissertation A von Dr. Th. Reihs. Dabel
wurde fUr die Rontgenbeugung ein Horizontal z&hlrohrgoniometer HZG 4 (Prézisionsmeldme-
chanik Freiberg GmbH) mit dem Rontgengenerator 1D 3000 (Seifert FPM) im Durchstrahlver-
fahren eingesetzt. Fir die spektroskopischen Messungen kam ein Infrarot-Spektrometer 1FS
66-v (BRUKER, Karlsruhe) zum Einsatz.

C: ELMI-Untersuchungen

Die elektronenmikroskopischen Messungen wurden am Institut fr Ultrastrukturforschung der
Friedrich-Schiller-Universitét Jenavon Dr. W. Richter durchgefuhrt.

Die Gefrierbruchpréparation erfolgte nach dem Sandwichverfahren mit der Gefrierbruchanlage
BAF-400T (Balzereo/BAL-TEC Lichtenstein). Die Proben wurden dafiir bel der gewilinschten
Temperatur equilibriert. Ein kleiner Teill davon wurde as Sandwich zwischen zwei Cu-
Tragerpléttchen eingeschlossen und von dieser Temperatur aus durch Eintauchen in eine Mi-
schung aus Ethan und Propan [1:1/v:v], welches mit fllissigem Stickstoff gekihlt wurde, einge-
froren. Die weitere Gefrierbruchpréparation erfolgte bei —140 °C mit Hilfe eines Doppelab-
drucktisches. Fur die Replikation wurde Platin ca. 2 nm dick unter einem Winkel von 35° und
Kohlenstoff ca. 30 nm dick unter einem Winkel von 90 ° aufgedampft. Die Replikate wurden
in einem Gemisch aus CHCIl3/MeOH//[1:1/v:v] von Probenresten gereinigt, auf unbefilmte
Trégerpléattchen (Grids, Meste 300) aufgenommen und mit Zeiss-Elektronenmikroskopen
(CEM 902A; EM 900) ausgewertet.

D: Monoschichtuntersuchungen

Diese Untersuchungen wurden am Max-Planck-Institut fir Kolloid- und Grenzflachenfor-
schung Golm im Arbeitskreis von Dr. G. Brezesinski durchgefiihrt. Teile davon sind Bestand-
teil der Promotion A von Dr. R. Lauter.
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4.2. AUSGANGSCHEMIKALIEN

11-Bromundec-1-en 9; 1,10-Dibromdecan 13, 11-Brom-undecan-1-ol, Undec-11-en-1-ol,
Bromethanol, Dilithiumtetrachlorocuprat, (R)- bzw. (S)-Benzylglycidolether 37, Methansul-
fonsdurechlorid, 9-BBN- sowie Boran-THF-Losung und 2-Mehylbuten-THF-Lsung wurden
von ALDRICH CO. bezogen.

Die ethanolischen Losungen von TMA bzw. DMA konnten von FLUKA, das 1,2- und 2,3-O-
| sopropyliden-sn-glycerol 25 von LANCASTER erworben werden.

Neben dem kommerziellen Erwerb wurde 11-Brom-undec-1-en 9 aus Undec-11-en-1-ol ent-
sprechend [**) hergestelIt ( kpy: 98 — 100 °C; Lit.: kpos : 95— 98 °C).

Das 11-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)undecan 10 wurde aus 11-Brom-undecan-1-ol
entsprechend [128] hergestellt. Nach chromatographischer Reinigung an einem CHCl3/Heptan-
Gradienten konnte das Produkt fur die Grignardsynthesen eingesetzt werden (Rs: 0,6 in LM 2).

22-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)docosan-1-ol 16 sowie 1-Brom-docos-21-en 28 wurden

nach der Lit, 1>+

synthetisiert und entsprechend charakterisiert.
3,4-O-1spropyliden-D-mannitol 44 und 1,2;5,6-Dianhydro-3,4-ip-D-Mannitol 46 wurden aus
D-Mannitol entsprechend der Lit. 2% hergestellt.

2-Bromethylphosphorsauredichlorid wurde aus Bromethanol und Phosphoroxychlorid entspre-
chend ! hergestellt.

Das Hydroborierungsreagens Disiamylboran wurde als 0.5 M THF-L 6sung aus der Boran- und
2-Methylbuten-L6sung in THF (Umsetzung im molaren Verhdtnis 1:2 fir 3 h bei 0 °C) ge-
wonnen und anschlief3end sofort entsprechend der Methode 4 umgesetzt.
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4.3. SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG DER EINZELNEN ZWISCHEN-
STUFEN UND ENDVERBINDUNGEN

4.3.1. ALLGEMEINE SYNTHESEMETHODEN

4.3.1.1. ALKYLIERUNGSREAKTIONEN

METHODE 1

NaH wurde mit Ether gewaschen und in Toluol suspendiert. Der Alkohol wurde in Toluol ge-
[6st und unter Kiihlung zugegeben. Die Salzbildung erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur
bzw. leichtem Erwé&rmen (40 — 50 °C) innerhalb von 12 — 24 h. Danach wurde das in Toluol
geloste Alkylans sowie katalytische Mengen an (Bu)sNI zugegeben und die Reaktion fir 48 —
60 h unter Ruckfluf® fortgesetzt (dinnschichtchromatographische Kontrolle des Umsatzes,
LM 2). Zur Aufarbeitung wurde Wasser zugesetzt und die Wasserphase mehrfach mit CHCIl3
extrahiert. Nach Trocknung (N&SO,) und Einengen der organischen Phase folgte die sdulen-
chromatographische Reinigung der Substanzen.

METHODE 2
Als Deprotonierungsmittel wurde mit trockenem Heptan gewaschenes KH eingesetzt. Die Ub-

rige Vorgehensweise war analog Methode 1.

METHODE 3
Statt NaH (siehe Methode 1) wurde KOtBu zur Deprotonierung eingesetzt.

4.3.1.2. HYDROBORIERUNGSREAKTIONEN

METHODE 4

Die Alkene wurden in THF gelést vorgelegt und gekiihlt (1 mmol in 3 =5 ml THF). Uber ein
Septum wurde die 0.5 M Losung von 9-BBN (1.2 mmol © 2.4 ml) zugegeben und bei RT fir
etwa 12 h gertihrt (diinnschichtchromatographische Kontrolle LM 4). Zur Oxidation wurde das
Reaktionsgemisch anschlief3end unter Kihlung nacheinander mit EtOH (0.85 ml); 6N NaOH
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(0.3 ml) und 30%iger H,O,-Lsg. (0.6 ml) versetzt und fir 4 h bei 40 — 50 °C gerthrt. Danach
wurde zur Séttigung der wassrigen Phase festes K,CO3; zugegeben und die Phasen getrennt.
Nach Extraktion der wassrigen Phase mit Ether wurde die organische Phase getrocknet und das

L 6sungsmittel entfernt. Die Reinigung erfolgte durch SC an einem Heptan/Ether-Gradienten.

METHODE 5

Das Dien wurde in THF gel6st (1 mmol in 10 ml), unter Argon gerthrt und gekihlt. Die 0.5 M
Disiamylboranldsung (siehe Kap. 4.2., 12 ml © 6 mmol) wurde innerhalb von 20 min zuge-
tropft. Die ReaktionslOsung wurde fir 24 h bel RT gerthrt. Anschlief3end erfolgte zur Oxidati-
on unter guter Ktihlung die Zugabe von H,O (0.6 ml); 3N NaOH (4.5 ml) und 30%iger H,O,-
Lsg. (68 ml). Diese Mischung wurde fir 3 — 4 h bei 40 — 50 °C und weitere 12 h bei RT ge-
ruhrt. Es entstand ein weil3er Niederschlag, der Uber eine Fritte vom Reaktionsgemisch abge-
trennt sowie mit verdinnter Schwefelsdure und Wasser bis zur Neutralitét gewaschen wurde.
Nach Umkristallisation aus Heptan konnte das analysenreine Produkt erhalten werden.

4.3.1.3. PHOSPHORY LIERUNGSREAKTIONEN

METHODE 6

2-Bromethylphosphorsauredichlorid (7.6 mmol © 1.84 g) wurde in CHCI3 (15 ml) vorgelegt
und gekuhlt. Die Lésung wurde mit in CHCIl; (25 ml) geléstem TEA (12.8 mmol © 1.3 g°
1.8 ml) versetzt und fir etwa 15 min gertihrt. Danach wurde das Diol (1 mmol) in Festform zu-
gegeben und die Lésung mit CHCIl3 (20 ml) verdinnt. Die Suspension wurde fir etwa 1 h auf
50 — 60 °C erwarmt und die dadurch erhaltene Losung bel RT weitere 48 h nachgeruhrt (DC-
Kontrolle: LM 7). Danach wurde Eiswasser (60 ml) zugegeben und die Phasen getrennt. Die
organische Phase wurde nach Trocknung (Na,SO,4) eingeengt und der verbleibende Riickstand
zur Hydrolyse fur 2 h mit THF/H,O (21 ml/ 3.5 ml) versetzt. Danach wurde Ether, H,O (je
9ml) sowie MeOH (6.8 ml) zugegeben. Der Bis-(2-bromethylphosphorsaureethylester) lief3
sich nach Phasentrennung aus der organischen Phase isolieren und wurde als Rohprodukt fir
die folgende Quaternierung eingesetzt. Dafiir wurde das 6lige Produkt in CHCI3/AcN (je 30
ml) aufgenommen und mit ethanolischer TMA-L6sung (20 ml) fir 48 h in einem gut ver-
schlossenem Gefél3 unter leichtem Erwérmen (40 — 45 °C) gertihrt (DC-Kontrolle: LM 9 oder
10). Die L 6sung wurde ohne weitere Aufarbeitung eingeengt und das Produkt durch SC mit -
nem CHCI3/MeOH/H,0- bzw. CHCl3/MeOH/H,O/NH3-Gradienten isoliert. Zur weiteren Rei-
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nigung wurde das Produkt in wenig CHCl3/MeOH gelést und die resultierende Losung mit
Aceton versetzt. Das dabel entstehende weil3e Precipitat wurde nach Zentrifugieren von der

L 6sung getrennt und getrocknet.

METHODE 7

Zur Darstellung der Dimethylkephaline wurde der Alkohol zundchst analog Methode 6 zum
entsprechenden Bromester umgesetzt. Zur Quaternierung wurde Dimethylaminldsung verwen-
det.

4.3.2. SYNTHESE DER SYMMETRISCHEN EINKETTIGEN BOLALIPIDE

Docosan-1,21-dien (12, Methode 8)

11-Bromundecen 9 (0.075 mol © 17.5 g) wurde zur Uberfilhrung in das Grignardreagens in

50 ml Ether gel6st, zu Mg-Spénen (0.12 mol © 5.6 g) getropft und fir 2 h am leichten Ruckfluf3

gehalten. Die Vollstandigkeit des Umsatzes wurde durch Wiegen bzw. Titration des Mg-

Ruckstandes tberpriift. Der Ether wurde unter Vakuum entfernt, der Rickstand in THF (50 ml)

aufgenommen und auf O °C gekudhlt. Zu dieser Losung wurde fir die Kupplung bel

gleichbleibender Temperatur 11-Bromundecen 9 (0.05 mol °© 11.6 g) in THF zugegeben.

Danach wurde as Katalysator die Lio,CuCls-Losung (3.5 ml) zugeftgt und fir 3 h bei 0 °C

gerihrt. Das Fortschreiten der Reaktion war an der allmahlichen dunklen Verfarbung der

L6sung und dem Ausfallen des Lithiumsalzes erkennbar. Zur Aufarbeitung wurde die L6sung

in kalte geséttigte NH,4Cl-Losung gegossen und nach Phasentrennung die Wasserphase mit

Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden getrocknet (NaSO4) und

eingeengt. Die Reinigung erfolgte durch SC mit einem Heptan/Ether-Gradienten.

Ausbeute: 13.2 g ( 86 % ), well¥er wachsartiger Feststoff; Schmp.: 31 —-32 °C;

Ri=0.64 (LM 1)

EI-MS: 306 (M)

'H-NMR (CDCl3 , 400 MHz):

d (ppm): 1.19 — 1.52 (m, 32H, -CH2-CH2-CH2-); 1.99 — 2.05 (m, 4H, CH,=CH-CH,-); 4.89 —
5.0 (m, 4H, CH,=CH-CH>-); 5.75 - 5.85 (m, 2H, CH,=CH-CH>-)
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3C-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 28.99 — 29.7 (-CH»-CH,-CH,); 33.83 (CH,=CH-CH,-); 114.02 (CH,=CH-CHy-)
139.22 (CH,=CH-CH,-)

EA: gef.: C: 85.9 %; H: 13.58 % (ber.: C: 86.19 %; H: 13.81 %)

Docosan-1,22-diol (8)

Strategie 1:
Die Hydroborierung der Verbdg. 12 (17 mmol © 5.2g) erfolgte nach der Methode 5
Ausbeute: 5.3g (91 %)

Strategie 2:

Die Synthese von 1-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)docos-21-en 11 erfolgte entsprechend
Lit. **¥ durch die cupratkatalysierte Kupplung des Grignardreagens von 11-Bromundecen 9
mit 11-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)undecan 10. Durch Hydroborierung mit 9-BBN
(Methode 4) erhdt man den entsprechenden Alkohol 16.

Verbindung 16 (4.6 g © 10.8 mmol) wurde zur Abspaltung der THP-Schutzgruppe in MeOH
suspendiert und mit einer Spatel spitze Pyridiniumtosylat versetzt. Die Mischung wurde fur 3 —
4 h unter Ruckflufd gerthrt. Bei Abkuhlung auf Raumtemperatur fiel ein well3er Feststoff aus,
der Uber eine Fritte vom Reaktionsgemisch abgetrennt wurde. Der Niederschlag wurde mit ver-
dunnter Schwefel sdure und Wasser bis zur Neutralitdt gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 3.2 g (86.7 %)

wel%er Festtsoff ; Ry = 0.26 (LM 4) ; Schmp.: 96 -98 °C

ESI-MS: 707.3 [2M+Na] ; EI-MS: 306 [M- 2 H,0]

'H-NMR (CDCI3/CD0D , 200 MHz):

d (ppm): 1.099 (s, 36H, -CH,-CH,-CH,-); 1.32 — 1.42 (m, 4H, HO-CH,-CH,-); 3.2 (bs, 2H,
HO-CHy-); 3.38—-3.44 (t,J=6,71,4H , HO- CHy)

B3C-NMR (CDCl3/CDs0D , 100 MHz ):

d (ppm): 25.5 (HO-CH2-CH,-CH,-CHy-); 29.33 (HO-CH,-CH2-CH,-CH»-
29.49 — 29.53 (HO-(CH3)4-(CH2)14-(CHy)4-OH); 32.47 (HO- CH,- CH,-)
62.46 (HO-CH,-CH.-)

EA: gef.: C: 76.7 %; H: 13.5 % (ber.: C: 77.13 %; H: 13.53 %)
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Docosan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(trimethylammonio)ethyl phosphat] (1)

Die Verbindung 8 (1 g © 292 mmol) wurde nach der Methode 6 zum entsprechenden

Bisphosphocholin umgesetzt. Eine Vereinfachung konnte bei der Isolierung des Bis-(2-

bromethylphosphorsdureethylesters) vorgenommen werden. Dieser fiel nach der Hydrolyse aus

und konnte Uber die Fritte vom Reaktionsgemisch abgetrennt werden. Die weitere Vorgehens-

weise war analog Methode 6.

Ausbeute: 1.07 g ° 1.58 mmol (54.3 %); weilder Feststoff; R; = 0.38 (LM 8);

ESI-MS (positive mode): 673.6 [M+H] ; 695.6 [M+Na]

ESI-MS (negative mode): 707.3 [M+Cl 7]

'H-NMR (CDCI3/CDs0D , 400 MHz):

d (ppm): 1.17 — 1.31 (bs, 36H, -CH,-CH,-CH,-); 1.54 — 1.62 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-); 3.18 (s,
18H, (CH3)3N-); 3.55 — 3.57 (m, 4H, (CH3),NH-CH,-CH,-); 3.79 -3.84 ( q, J = 6.64;
4H; -O-CH-CHy-); 4.16 — 4.3 (m, 4H, (CH3),NH-CH-CH,-)

3C-NMR (CDCl4/CD30D; 100 MH2):

d (ppm): 26.2 (-O-CH2>-CH2-CH»-); 29.8 — 30.2 (-CH,-CH,-CHy-); 31.2 — 31.4 (-CH,-CH»-
CHy-); 54.5 ( (CH3)3sN-CH2-CH2-); 54.7 (-N(CHs)3), 59.2 (OPO-CH,-CH>-); 66.8 — 76
( (CH3)3N-CH>-CHy-)

EA: gef.: C: 54.71 %; H: 10.53 %, N: 3.89 % (ber. fur 1 * 2 H,O: C: 54.22 %; H: 10.52 %;

N: 3.95 %)

Docosan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(dimethylammonio)ethyl phosphat] (2)

Das Docosan-1,22-diol 8 (1 g = 2.92 mmol) wurde nach Methode 7 phosphoryliert.

Ausbeute: 1.06 g ° 1.64 mmol (56.2 %); weilder Feststoff; Ry = 0.4 (LM 8);

Schmp.: 172 -173°C

ESI-MS: 667.3 [M+Na]

'H-NMR (CDCI4/CD;0D, 400 MHz):

d (ppm): 0.96 — 1.1 (bs, 36H, -CH2-CH»-CH,-); 1.35 — 1.42 (m, 4H, -CH»-CH,-CH.-); 2.65 (s,
12H, (CH3),NH-CH>-); 3.04 — 3.1 (m, 4H, (CH3),NH-CH,-CH,-); 3.6 —3.65(q, J=
6.64 ; 4H; -O-CH2-CHy-); 3.87 —3.92 (m, 4H, (CH3),NH-CH>-CH>-);

13C.NMR (CDCl3/CDs0D; 100 MHz):

d (ppm): 26.11 (-O-CH,-CH-CHy-); 29.69 — 29.96 (-CHp-CHp-CHy-); 31.01 — 31.08 (-CHo-
CH,-CHy-); 43.46 ((CH3),NH-CH,-); 59.03 — 59.46 ( (CH3),NH-CH,-CHy-); 66.47
(-O-CH,-CHy-); 66.53 ( (CH3)oNH-CH»-CH,-)
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EA: gef.: C: 53.32 %; H: 9.83 %, N: 4.52 % (ber. fur 2* 2 H,0O: C: 52.92 %; H: 10.36 %;
N: 4.11 %)

Dotriacontan-1,31-dien (14)
Die Synthese erfolgte wie in Methode 8 beschrieben mit folgenden Substanzmengen :
Mg (2.1 g © 85 mmol); 11-Bromundecen 9 (14 g © 60 mmol); Dibromdecan 13 (6 g °
20 mmoal); Li,CuCls-L6sung (3.52 ml)
Ausbeute: 7.8 g° 17.5 mmol (87.3 %), weil3er wachsartiger Feststoff, Schmp.: 59 — 61 °C
R =06 (LM 1)
EI-MS: 446 [M]
'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
d (ppm): 1.18 —1.37 (m, 52H , -CH,-); 1.99 — 2.05 (m, 4H, CH,=CH-CH,-CH);
4.89 — 4.99 (m, 4H, CH,=CH-); 5.75 —5.85 (m, 2H, CH,=CH-)
3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
d (ppm): 28.98 (CH,=CH-CH.-CH,-); 29.18 — 29.71 (CH,=CH-CH.-CHy-( CH> )2s-);
33.83 (CH,=CH-CH,-CH,-); 114.05 (CH,=CH-CH,-); 139.24 (CH,=CH-CH,-)
EA: gef.: C: 85.7 %, H: 13.8 % (ber.: C: 86.01 %, H: 13.99 %)

Dotriacontan-1,32-diol (15)

Die Verbindung 14 (3.9 g © 8.74 mmol) wurde entsprechend Methode 5 zum Diol 15 umge-

setzt.

Ausbeute: 3.3g° 6.8 mmol (78.3 %) , weilRer Feststoff, Schmp.: 115—- 116 °C;

R =0.23 (LM 4)

EI-MS: 446 [M-2 H,0 |

'H-NMR (CDCI3/CD30D, 400 MHz):

d (ppm): 1.17 — 1.27 (s, 56H, -CH,-CH,-CH,-); 1.46 — 1.52 (m, 4H, HO-CH»-CHy-); 3.29 —
3.30 (bs, 2H, HO-CH,-); 3.50 — 3.53 (t, J= 6.74, 4H, HO-CHy-)

EA: gef.: C: 79.21 %; H: 13.76 % (ber.: C: 79.6 %; H: 13.78 %)

Dotriacontan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(trimethylammonio)ethyl phosphat] (3)

Das Dotriacontan-1,1’-diol (1 g © 2.07 mmol) 14 wurde nach der Methode 6 zum Bisphospho-
cholin 3 umgesetzt.

Ausbeute: 1 g =1.23 mmol (59.4 %); weil3er Feststoff; Ry = 0.2 (LM 10) ; Rz: 2.82 min ( LM:
CHCIl3/MeOH/NHg3: 55/45/5, Flul3: 1 ml/min, Reinheit: 97.7 %)
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ESI-MS: 813.6 [M]; 836.5 [M+Na]

'H-NMR (CD30D, 400 MHz):

d (ppm): 1.23 — 1.405 (m, 56H, -CH,-CH,-CH,-); 1.59 — 1.66 (m, 4H, -O- CH,-CH,-CH,-)
3.21 (s, 18H, -CH>-N(CH3)3 ). 3.61 — 3.63 (m, 4H, -O- CH,-CH,-CH>-); 3.84 — 3.88
(M, 4H, (CH3)sN-CH,-CH2-0-); 4.22 — 4.25 (m, 4H, (CH3)3N- CH2-CH»-O-)

B3C-NMR (CDs0D, 125 MHz) :

d (ppm): 26.95 (-O-CH2-CH,-CH>-); 30.49 — 30.79 (-O-CH,-CH,-CHy-(CHy)26-); 31.88 —
31.94 (-O-CH,-CH,-CHy-); 54.68 (-O-CH,-CH-N(CHj3)3); 54.74 (-O-CH,-CHy-
N(CH3)3); 60.35 (OPO-CH,-CH,-CHy-); 66.9 ( ( CH3)3N-CH,-CHy-)

EA: gef.: C: 58.9 %; H: 11.23 %; N : 3.54 % (ber. fur 2*2 H,0O: C: 59.41 % ; H: 11.16 % ; N:

3.23 %)

Dotriacontan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(dimethylammonio)ethyl phosphat] (4)

Das Dotriacontan-1,32-diol 15 (1g = 2,07mmol) wurde nach Methode 7 phosphoryliert.

Ausbeute: 0.93 g° 1.18 mmol (57 %); weil3er Feststoff; Rf = 0.4 (LM 8);

Schmp.: 172 -173°C

ESI-MS: 808.7 [M+Nal;

'H-NMR (CDCl3/CDs0D , 500 MHz):

d (ppm): 1.08 (s, 52H, -CH2-CH2-CHy-); 1.17 (S, 4H, -CH2-CH»-CH,-); 1.44 (s, 4H,
-CH,-CH,-CHy-); 2.55 (s, 12H, HN(CH3)2); 2.91 (s, 4H, (CH3),NH-CH,-CH»-O-);
3.69 (s, 4H, -O-CH,-CH,-CH>-) ; 3.89 (s, 4H, (CH3),NH-CH,-CH»-O-);

B3C-NMR (CDs0D , 125 MHz):

d (ppm): 25.45 (-O-CH,-CH,-CHy-); 29.05 — 29.34 (-O-CH2-CH,-CHy-(CHy)26-); 30.36 —
30.42 (-O-CH,-CH2-CH>-); 43.3 ((CH3),NH-CHy-); 58.79 — 59.45 (-O-CH,-CH,-
HN(CHj3),); 65.79 (OPO-CH,-CH,-CH>-); 65.84 (-O-CH,-CH2-HN(CH3)y);

EA: gef.: C: 58.7 %; H: 10.61 %; N : 3.55 % (ber. fur 4*2 H,O: C: 58.51 %; H: 11.05 %

N: 3.41 %)
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4.3.3. SYNTHESE DER UNSYMMETRISCHEN EINKETTIGEN BOLALIPIDE

22-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-1-methoxydocosan (17)

Die Methylierung der Verbindung 16 erfolgte nach Methode 1 unter Einsatz folgender Sub-

stanzmengen :

NaH (56.3mg° 2.3 mmoal); 16 (1 g° 2.3 mmol); Methyliodid (478.6 mg °© 3.3 mmol)

DC—Kontrolle: LM 2 und 4

Ausbeute: 530 mg ° 1.2 mmol (52.3 %); well¥er Feststoff; Schmp.: 38 —39 °C

Ri:0,23(LM 2),

EI-MS: 439 [M- H]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.18 — 1.27 (m, 36H, -CH,-); 1.47 — 1.60 (m, 8H, -CH,-CHx-CHj-) 1.68 — 1.84 (m,
2H, -CH,-CH,-CHy); 3.3 (s, 3H, -OCHj3); 3.32 —3.49 (m, 4H , -CH,-CH,-O-); 3.67 —
3.73(m, 1H , -CH,-O-CH-); 3.82 — 3.88 (m, 1H, -CH,-O-CH-); 4.54 — 4.56 (m, 1H,
-O-CH-0O-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MH2):

d (ppm): 19.58 — 30.71 (-CH2-CH,-CH>-); 58.46 (-O-CH3-); 62.29 (-CH,-O-CH-); 67.68
(-CH-O-CH>-); 72.98 (-CH,-O-CHj3); 98.88 (-O-CH-0O-)

EA: gef.: C: 76.36 %, H: 12.48 % (ber.: C: 76.3 %, H: 12.11 %)

22-Methoxy-docosan-1-ol (18, Methode 9)

Die Verbindung 17 (830 mg © 1.9 mmol) wurde in MeOH gel6st, mit Pyridiniumtosylat ver-
setzt und fur 5 — 6 h unter Ruckfluf gerthrt. Die Reaktionsldsung wurde eingeengt und der
Rickstand in Ether aufgenommen. Die Etherphase wurde bis zur Neutralitét mit Wasser gewa-
schen. Nach Extraktion der Wasserphase mit Ether wurde die organische Phase getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels SC an einem Heptan/CHCls-
Gradienten (50/50 ? 30/70).

Ausbeute: 560 mg ° 1.57 mmol (83.6 %) , well3er Feststoff, Schmp.: 66 —68 °C

Rr: 0.26 (LM 4); Rz: 3.72 (LM: CHCI3/MeOH // 98/2; Fluf3: 1 ml/min)

ESI-MS: 379.4 [M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d(ppm): 1.18 — 1.32 (m, 36H, -CH,-CH,-CH,-); 1.5 —1.57 (m, 4H -O-CH,-CH,-CH,-);
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3.305 (s, 3H, -OCHa); 3.30 — 3.36 (t, J = 6.835 , 2H, -CH,-OCH3); 3.59-3.63 (t, J =
6.64, 2H , HO-CH,)
B3C-NMR (CDCl3 ; 100 MHz):
d(ppm): 25.64 (HO-CH,-CHa-CHj-); 26.03 (CH30-CH,-CH,-CH,-); 29.34 — 29.58
(-CH,-CH»-CHy-); 32.74 (HO-CH,-CH,-); 58.46 (CH3-O-) ; 63.06 (HO-CHy,-CHy-);
72.98 (CH3-O-CH»-CHy-)
EA: gef.: C: 76.9 %; H: 13.0 % (ber.: C: 77.45 %, H: 13.57 %)

22-Methoxydocos-1-yl-2-[ (trimethylammonio)ethyl phosphat] (19) :

Die Umsetzung der Verbindung 18 erfolgte nach Methode 6: 18 (360 mg © 1 mmol); 2-Brom-

ethylphosphorsauredichlorid (604.6 mg © 2.5 mmol); TMA-Lsg. (10ml)

Ausbeute: 320 mg ° 0.61 mmol (60.7 %); weil3er Feststoff, R; = 0.12 (LM 7)

ESI-MS: 522.3 [M+H]; 544.2 [M+Na]; 1043.5 [2M+H]; 1065.5 [2M+Ng]

'H-NMR (CD;0OD/CDCls ; 400 MH2):

d (ppm): 1.14 — 1.29 (m, 36H, -CH,-CH,-CH,-); 1.44 — 1.56 (m, 4H, -O-CH,-CH,-CH,-) 3.13
(s, 9H, -CHx-N(CHa3)3); 3.22 (s, 3H, CH30-CH,-); 3.27 — 3.3 (t; J= 6,64 ; 2H; CH30O-
CH,- CHy-); 3.52 — 3.55 (m, 2H, -CH,-OPO(0)O-CH,- CH,-N-); 3.75 — 3.8 (m, 2H,
-OPO(0)O-CH2- CH2-N(CH3)3); 4.14 - 4.17 (m, 2H,

-OPO(0O)O-CH,- CH2-N(CH3)3)

3C-NMR (CDsOD/CDCl3;125 MHz):

d (ppm): 26.8 —30.73 (-CH2-CH,-CH,-); 31.82 — 31.88 (-CH,-CH,-OPO(0)0-); 54.68
(-OPO(0)O-CH,-CH,-N-); 54.74 (-CH,-N( CHa)s); 58.7 (CH30-CH,-); 60.18
(-CH2-CH,-OPO(0)O-CH,-CH2-N-); 66.9 (-OPO(0)O-CHy- CH,-N(CHa)s); 73.89
(CH30-CH>)

EA: gef.: C: 61,9 %, H: 11,1 %, N: 2,8 % (ber. fur 19* H,0: C: 62,3 %, H: 11,6 %, N: 2,59 %)

22-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-1-bromdocosan (20)

Zur Uberfiihrung in das entsprechende Bromid wurde der THP-geschiitzte Alkohol 16 (4.3g °
10 mmoal) in trockenem Pyridin gel6st und p-Toluolsulfonsdurechlorid (2.75 g © 12 mmol) zu-
gegeben. Die Mischung lief3 man fur 24 h bei RT rdhren, danach wurde mit Wasser versetzt
und die Losung in gekthlte 3N H,SO, (60 ml) gegossen. Die resultierende Mischung wurde
mit Ether versetzt, die Phasen getrennt und die Wasserphase mehrfach mit Ether extrahiert. Die
organische Phase wurde getrocknet (NaSO,4) und eingeengt. Der Riickstand wurde in Aceton
(100 ml) gelést und LiBr (1.3 g © 15 mmol) zugegeben. Die Mischung wurde fur 5 — 6 h am
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Ruckflufd gehalten. Danach wurde die Lésung eingeengt und der Rickstand in Ether aufge-
nommen. Die Etherphase wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und erneut eingeengt. Die
Reinigung erfolgte Uber SC an einem Heptan/CHCI ;-Gradienten.

Ausbeute: 4.1 g ° 84.6 mmol (84.6 %); weil3er wachsartiger Feststoff; Ry : 0.22 (LM 2)

EI-MS: 489 [M]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.18 — 1.36 (M, 36H, -CH,-CH,-CH>-); 1.38 — 1.6 (m, 6H , -CH,-CH,-CH,-); 1.66 —
1.86 (m, 4H, -CH,-CH,-CH3-); 3.33 — 3.39 (m, 2H, -CH»-Br); 3.45-3.52 (m, 2H ,
CH,-O-CH,-); 3.67 — 3.88 (m, 2H, -CH-O-CH>-); 3.67 —3.88 (m, 1H, -CH-O-CH-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 36.4 (-CH,-CH,-CHy-); 25.43 — 30.71 (-CH2-CH,-CHy-); 32.58 (Br-CH,-CH»-); 32.77
(Br-CH,-CHy); 62.29 (-CH-O-CH,-); 67.68 (-CH2-O-CH,-) ; 98.88 (-CH-O-CH,)

22-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-1-trimethylammoniumbromid (21)

Verbindung 20 (800 mg © 1.64 mmol) wurde in eéinem EtOH/AcN-Gemisch (je 20 ml) vorge-

legt und mit 50 ml ethanolischer Trimethylaminlésung versetzt. Die Mischung wurde fur 70 h

bei 50 — 60 °C gertihrt (DC-Kontrolle LM 2, 7) und ohne weitere Aufarbeitung eingeengt. Die

Reinigung erfolgte durch SC an einem CHCl3/MeOH/H,O-Gradienten.

Ausbeute: 660 mg° 1.2 mmol (73.4 %); well¥er Feststoff; Ry : 0,14 (LM 7)

ESI-MS: 468.7 [M-Br]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.16 — 1.31 (M, 34H, CHx-CH,-CHy-); 1.46 — 1.56 (m, 6H, CH,-CHy-CHy-); 1.64 —
1.80 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-O-CH»-CH>-), 2.16 — 2.25 (bm , 2H,
-CH2-CH5-N(CH3)3); 3.42 (s, 9H, -N-(CH3)3); 3.49 — 3.53 (m, 4H, -CH-O-CH,-,
-CH2-N(CHj3)3 ); 3.65—3.72 (m, 1H, -CH,-O-CH-); 3.80 - 3.85 (m, 1H,
-CHy-O-CH-); 4.52 — 4.53 (m, 1H, -CH,-O-CH-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHZ) :

d (ppm): 19.7 — 29.74 (-CH,-CH,-CH,-); 30.78 (-O-CH-CH2-); 53.32 (-N(CH3)3); 62.3
-CH,-O-CH-); 66.99 (CH-O-CH,-); 67.65 (-CH,-N(CH3)3); 98.79 (-O-CH-O-)

EA: gef.: C: 65.6 %; H: 11.34 %; N: 2.46 %; Br: 14.8 % (ber. : C: 65.64 %; H: 11.39 %,

N: 2.55 %; Br: 14.56 %)
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22-Hydroxydocosyl-1-trimethylammoniumbromid (22)

Verbindung 21 (610 mg © 1.1 mmol) wurde in MeOH geldst, mit 5 Tropfen 40%iger HBr ver-

setzt und fir 5 h unter Ruckflufd gertihrt (DC-Kontrolle; LM 7, 9). Zur Aufarbeitung wurde das

Reaktionsgemisch mit CHCI3 sowie H,O versetzt und in den Scheidetrichter Uberfihrt. Es

setzte sich eine milchige Phase ab, aus der das Rohprodukt isoliert werden konnte. Das reine

Produkt wurde durch SC an einem CHCl3/MeOH/H,O-Gradienten gewonnen.

Ausbeute: 306 mg °© 0,67 mmol (60 %); weil3er Feststoff; Ry : 0.18 (LM 9)

ESI-MS: 384.4 [M-Br]

'H-NMR (CD30D, 400 MHz):

d (ppm): 1.22 — 1.53 (m, 38H, CHy-CH,-CHy-); 1.76 — 1.78 (m, 2H, -CH»-CH,-N(CHs)s); 3.11
(s, 9H, -N(CHg)3); 3.29 — 3.34 (m, 3H, HO-CH,- , -CH,-N(CHg)3); 3.51 - 3.54 (t, J=
6.64, 2H ;HO-CH,-CH-)

3C-NMR (CDs0D, 100 MHz):

d (ppm): 23.95 (-CH,-CH,-N(CH3)3); 26.96 — 30.75 (-CH,-CH2-CHy-); 33.68 (HO-CH,-CH2-);
53.51 (-N(CHj3)3); 63.01 (HO-CH>-); 67.92 (-CH,-N(CH3)3)

EA: gef.: C: 65.1%; H : 11.8 % (ber.: C: 64.6%; H: 11.71 %)

16-Hydroxyhexadecansduremethylester (24)

16-Hydroxyhexadecansaure 23 (10 mmol °© 2.72 g) wurde in MeOH/Wasser (30 ml eines 10/1-

Gemisches) gelst und mit etherischer DiazomethanlOsung versetzt, bis eine schwache Gelb-

farbung bestehen blieb. Die Reaktionsmischung wurde eingeengt und der Ruckstand in Ether

aufgenommen. Diese Losung wurde mit 0.2N Natriumhydroxidldsung und Wasser gewaschen.

Die organische Phase wurde getrocknet (NaxSO,4) und eingeengt. Die Reinigung erfolgte Uber

SC mit einem CHCl 3/Heptan-Gradienten.

Ausbeute: 1.929° 6.72 mmol °© 67.2 % ; weil3er Feststoff; Schmp.: 39 -41°C

Rr-Wert: 0.16 (LM 4)

ESI-MS: 309.4 [M+Na]

EI-MS: 256 [M-H,0-CH3]

'H-NMR (CDCl3; 400 MHz):

d (ppm): 1.11 — 1.24 (m, 22H, -CHy-); 1.43 — 1.54 (m, 4H, -CH,-); 2.18 — 2.22 (t, J= 7.52, 2H,
-CH,-COOCHj3); 3.52 - 3.57 (m, 6H , HO-CH,-, -CH,-COOCH3)

3C-NMR (CDCl3; 100 MHz):

d (ppm): 24.98 — 32.84 (-CH,-CH2-CH,-); 34.14 (-CH,-COOCHj3); 51.4 (-CH,-COOCHj3);
63.08 (HO-CH,-CH>-); 174.25 (-CH,-COOCHs3)



4. Experimenteller Teil 85

EA: gef.: C: 71.28 %; H: 11.62 % (ber.: C: 71.04 %; H: 11.96 %)

4.3.4. SYNTHESE DER UNSYMMETRISCHEN GLY CEROLHALTIGEN BOLALIPDE

1-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)-22-(sn-glycer-3-yl)docosan (26)

Ip-Glycerol 25 (1.1 g © 8.6 mmol) wurde nach Methode 1 (NaH: 206.4 mg °© 8.6 mmol) mit
Verbindung 20 (2 g ° 4.08 mmol) umgesetzt.

Ausbeute: 810 mg ° 1.49 mmol (36.7 %); weil3er wachsartiger Feststoff; R;: 0.41 (LM 3)
ESI-MS: 563.5 [M+Na]

EA: gef.: C: 73.07 %; H: 11.79 % (ber.: C: 73.15 %; H: 12.09 %)

22-(sn- Glycer-3-yl)docosan-1-ol (27)

Die Schutzgruppenabspaltung von Verbindung 26 (500 mg © 0.92 mmol) erfolgte nach Metho-

de 9, die Reinigung durch SC an einem CHCl3/MeOH-Gradienten.

Ausbeute: 360 mg © 86.4mmoal (93.8 %) ; weil3er Feststoff , Schmp. : 99 — 100 °C;

Ri:0.34 (LM 4)

ESI-MS: 439.5 [M+Na]

'H-NMR (CD30D; 400 MH2):

d (ppm): 1.23 — 1.48 (m, 38H, -CH»-CH,-CH.-); 1.5 — 1.58 (m, 4H, -O-CH,-CH>-); 3.3 (s; 3H,
-CH,-OH; -CH-0H); 3.39 — 3.59 (m, 8H, HO-CH,-CH>-, -CH,-O-CH,- ), 3.72 -3.75
(m, 1H, CH,-CH-OH)

3C-NMR (CD30D, 100 MH2) :

d (ppm): 26.91 — 30.72 (-CH,-CH»-CH2-); 33.65 (HO-CH,-CH,-); 63.06 (HO-CH,-); 64.69

(HO-CH,-CH-); 72.33 (-CH»-O-CH,-); 72.69 (HO-CH,-CH-); 73.32 (-CH»-O-CH>)
EA: gef.: C: 71.89 %; H: 12.46 % (ber.: C: 72.05 %; H: 12.59 %)

1,2-O-Isopropyliden-3-O-(docos-21-en-1-yl)-sn-glycerol (29)

Die Alkylierung von 2,3-1sopropyliden-sn-glycerol 25 (1.3 g ° 10 mmol) mit 1-Bromdocos-21-
en 28 (3.9g° 10 mmoal) erfolgte wie in Methode 3 (KOtBu: 1.12 g ° 10 mmol) beschrieben.
Ausbeute: 2.3 g° 5.2 mmol (52 %); weil3er wachsartiger Feststoff; Schmp.: 60 —61 °C

Ri: 0.23 (LM 2)

ESI-MS: 461.8 [M+Na]
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.15 — 1.39 (m, 34H, -CH,-CH2-CHy-); 1.41 — 1.49 (2s, 6H, -C(CHa),); 1.52 — 1.68
(m, 2H, -O-CH,-CH,-); 1.91 —2.04 (m, 2H, CH,=CH-CH-); 3.36 —3.51 (m, 2H ,
-CH-CH,-O-CHy-); 3.62 — 3.72 (m, 2H, -CH-CH,-O-CHy-); 4.01 — 4.05 (m, 1H,
-CH-CH,-O-CHy-); 4.2 — 4.26 (m, 2H, -CH,-O-C(CHa3)3); 4.88 — 4.99 (m , 2H,
-CH=CH,); 5.73-5.83 (m, 1H, -CH=CH,)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 25.31 (-C(CHa)2); 25.95 — 29.58 (CH,-CH,-CHy-); 33.71 (CH,=CH-CH,-); 66.94
(-CH-CH,-O-CHy- ); 71.81 (-CH-CH-0-); 71.87 (-CH-CH,-O-CHy-); 74.76
(-CH2-CH.-O-); 109.38 (-C(CH3)3); 114.12 (-CH=CHy); 139.34 (-CH=CH,)

EA: gef.: C: 76.1 %; H: 12.4 % (ber.: C: 76.65 %; H: 12.41 %)

1,2-O-1sopropyliden-3-O-(22-hydroxydocos-1-yl)-sn-glycerol (30)

Verbindung 29 (1 g ° 2.28 mmol) wurde nach Methode 4 zum entsprechenden Alkohol 30 um-

gesetzt.

Ausbeute: 880 mg ° 1.93 mmol (84.5 %); weil3er wachsartiger Feststoff; Schmp.: 64 — 66 °C

Ri: 0.5 (LM 4)

ESI-MS: 480.0 [M+Na]; 495.9 [M+ K]

'H-NMR (CDCl3; 200 MHz):

d (ppm): 1.16 — 1.28 (m, 36H, -CH»-CH,-CH,-); 1.34 —1.39 (2s, 6H, C(CHs),); 1.50 — 1.57 (m;

4H , -O-CH2-CH,-); 3.39 —3.74 (6H , -CH-CH,-O-CH,- , -CH,-OH); 3.99 — 4.07 (m,
-CH,-OH ); 4.21 —4.27 (m, 1H, -CH,-CH-O-)

B3C-NMR (CDCl3, 100 MHZz):

d (ppm): 25.42 (-C( CH3),); 25.74 — 29.68 (-CH,-CH,-CH,-); 32.82 (-CH,-CH,-OH); 63.08
(-CH,-0OH); 66.96 (-CH-CH,-0O-); 71.82 (-CH,-O-CHy-); 71.89 (-CH,-O-CHy-); 74.76
(-CH-O-)

EA: gef.: C: 73.2 %; H: 11.81 % (ber.: C: 73.63 %; H: 12.36 %)

22-(1,2-O-1sopropyliden-sn-glycer-3-yl)docosyl-1-acetat (31)

Strategie 1:

Die Verbindung 30 (500 mg © 1.1 mmol) wurde in CHCl3 gel6st und mit TEA (1.1 mmol) ver-
setzt. Danach wurde Acetylchlorid (0.3 ml © 3 mmol) zugefiigt und die Mischung 60 — 72 h bei
RT gerthrt (DC-Kontrolle, LM 3). Zur Aufarbeitung wurde die Lésung mit Wasser versetzt
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und die Wasserphase nach Phasentrennung mit CHCI3 extrahiert. Die organische Phase wurde
getrocknet und eingeengt.
Ausbeute: 394 mg ° 0.79 mmol (71.8 %)

Strategie 2 :

Verbindung 30 (500 mg ° 1.1 mmol) wurde in einem Pyridin/CHCI3-Gemisch (je 20 ml) gel 6st
und unter Kihlung mit Acetanhydrid (0.3 ml © 3.3 mmol) versetzt. Die Mischung wurde fir 60
bis 72 h bei RT geriihrt und die Aufarbeitung analog der Strategie 1 vorgenommen.

Die Reinigung erfolgte in beiden Fallen tber SC an einem CHCls/Heptan-Gradienten.
Ausbeute: 450 mg © 0.9 mmol (82 %)

wel%er Feststoff; Schmp.: 48 -49 °C; R;: 0.35 (LM 4)

ESI-MS: 521.9 [M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.18 — 1.32 (m, 36H, -CH,-CH2>-CH,-); 1.35 (s, 3H, -C-CHs); 1.41 (s, 3H, -C-CHy);
1.52 -1.66 (m, 4H, -O-CH,-CH_-); 2.03 (s, 3H, -O-CO-CHj3); 3.38 — 3.52 (m, 4H,
-CH-CH»-O-CH,-CHy); 3.7 —3.73 (m, 1H, CH,-CH-CH,-); 4.03 - 4.07 (m, 2H,
-CH,-COCHg); 4.22-4.28 (m, 2H , -O-CH,-CH-)

3C-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 21.84 (-O-CO-CHg); 26.31 — 30.57 (-CH2-CH,-CHy-, -C(CHy),); 65.6
(-CH,-O-COCHyg); 67.94 (-O-CH,-CH-); 72.81 (-CH-CH,-O-CH>-), 72.86
(-CH-CH,-O-CHj>-); 75.76 (-CH,-CH-CH,-); 110.37 (-C(CHg); ); 172.33
(-O-CO-CHs)

EA: gef.: C: 72.27 % ; H: 11.65 % (ber. : C: 72.24 % ; 11.65 %)

22-(sn-Glycer-3-yl)docosyl-1-acetat (32)

Verbindung 31 (350 mg © 0.7 mmol) wurde in THF (20 ml) geldst, mit der gleichen Menge 1N
HCI versetzt und die Mischung fur 3 h bei 15 — 20 °C gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde zu-
nachst mit Ether verdiinnt. Nach der Phasentrennung wurde die organische Phase bis zur Neu-
tralitdt mit NaOAc-L6sung und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet
und eingeengt. Die Reinigung erfolgte Uber SC an einem CHCl 3/Heptan-Gradienten.

Ausbeute: 110 mg ° 0.24 mmol (34.2 %); weilRer Feststoff; Schmp.: 72 -73 °C;

Ri:0.11 (LM 5)

ESI-MS: 481.4 [M+Na]; 939.1 [2M+Na]
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'H-NMR (CDCl3, 200 MHz):

d (ppm): 1.24 (s, 36H, -CH,-CH,-CH>-); 1.56 — 1.69 (m, 6H, -CH»-CH»-CHy); 2.02 (s, 3H
-O-CO-CHjg), 3.41 — 3.48 (m, 4H, -CH»-CH(OH)-CH,-); 3.51 — 3.64 (m, 2H, -OH);
3.66 —3.84 (m, 1H, -CH»-CH-CH,-); 3.99 —4.06 (m, 2H, -CH»-O-COCH?3)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 20.85 (-CO-CHa); 25.79 — 29.57 (-CH,-CH,-CHy-); 64.26 (-CH-CH,-OH) 64.63
(-CH,-OCOCHs3); 70.43 (-CH-CH»-O-CH,-); 71.83 (-CH-CH,-OH); 72.48
(-CH-CH,-O-CHy-); 171.4 (-O-COCHs)

IR: n (cm™): 1730 (-COCH3- Valenzschwingung); 2910 (-OH- Va enzschwingung)

EA: gef.: C: 67.72 %; H: 11.32 % (ber.: C: 70.7 %; H: 11.87 %)

4.35. SYNTHESE DER SYMMETRISCHEN GLYCEROLHALTIGEN BOLALIPIDE

4351 VERBINDUNGEN MIT EINER ETHER-ESTER-STRUKTUR

3-O-Hexadecyl -sn-glycerol (35)

Die Umsetzung von 1,2-O-1p-Glycerol 25 (1.32 g © 10 mmol ) mit Hexadecylbromid (4.1 g °
13.3 mmol) wurde nach Methode 1 (NaH : 240 mg © 10 mmol) durchgefihrt.

Das dabel erhaltene 3-O-Hexadecyl-1,2-O-isopropyliden-sn-gylcerol wurde durch saure Hy-
drolyse (Methode 10) zur Verbindung 35 umgesetzt. Daftr wurde das Zwischenprodukt in e-
nem EtOH/H,O-Gemisch (60 ml/20 ml) geldst, mit 5 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure
versetzt und fur 6 h unter Ruckflufd gertihrt. Die Mischung wurde in Wasser gegossen und mit
Ether versetzt. Nach der Phasentrennung wurde die Etherphase bis zur Neutralitét gewaschen,
getrocknet und eingeengt. Die Reinigung erfolgte durch SC an einem CHCls/Heptan-Gradi-
enten.

Ausbeute: 1.9 g = 6 mmol (60 %); weil3e, kristalline Substanz; Schmp.: 64 — 65 °C ;

Rf:0.26 (LM)

ESI-MS: 339 [M+ Na]; 655 [2M+Na]

'H-NMR (CDCI3, 400 MHz):

d (ppm): 0.84 —0.88 (m, 3H, -CH,-CH3); 1.19 — 1.29 (m, 26H, -CH,-CH,-CH,-); 1.52 — 1.59
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(m, 2H, -O-CH,-CH,-); 2.14 — 2.17 (m, 2H, -OH); 2.58 — 2.59 (m, 2H, -O-CH,-CH>-);
3.4 —-3.53 (m, 2H, -CH,-CH- CH,-0O-); 3.6 —3.73 (m, 2H, -CH,-CH-CH,); 3.81 — 3.86
(m, 1H, -CH,-CH-CH>-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 14.24 (-CHg3); 22.81 (-CH2-CHj3); 26.21 (-CH»-); 29.46 — 29.8 (-CH,-CH,-CHy); 32.03
(-CH,-CH2-CHg); 64.36 (-CH,-CH-CH,-0-); 70.44 (-CH,-O-CH,-); 71.88
(-CH2-CH-CH»-O- ); 72.54 (-CH,-O-CH>-)

EA: gef.: C: 72.08 %; H: 12.54 % (ber.: C: 72.1 %; H: 12.74 %)

1-O-Benzyl-3-O-hexadecyl -sn—glycerol (36)

Strategie 1 (Methode 11):

Verbindung 35 (3.16 g © 10 mmol) wurde in eéinem Toluol/MeOH-Gemisch (insgesamt 40 ml,
9/1) gelost, mit Molsieb (4 g) sowie Dibutylzinnoxid (2.7 g © 11.6 mmol) versetzt und fir 1 h
unter Ruckfluld gerthrt. Danach wurde die Reaktionsmischung filtriert und eingeengt. Die so
gewonnene Verbindung 35a wurde in Dimethoxyethan (10 ml) aufgenommen, Benzylbromid
(3.9 ml © 22.8 mmol in 7 ml Dimethoxyethan) zugefigt und die Mischung fur 18 h am Ruck-
fluld gehalten (DC-Kontrolle LM 4). Die Reaktionslésung wurde eingeengt, der Rickstand in
Toluol aufgenommen und mit gekuhltem Phosphatpuffer (pH 6.5; 25 mmol) versetzt. Zur
Vermeidung der Emulsionsbildung erfolgte die Zugabe von Ammoniumchlorid und Ether.
Nach Trocknung und Einengen der organischen Phase erfolgte die Reinigung tber SC an ei-
nem Heptan/Ether-Gradienten.

Ausbeute: 1.5g° 3.7 mmol (36.8 %)

Strategie 2:

Die Alkylierung des Benzylglycidolethers 37 erfolgte nach Methode 2 unter Verwendung von
THF as Losungsmittel und Einsatz folgender Mengen :

KH: 244.3 mg ° 6.09 mmol; Hexadecanol: 1.5g° 6.09 mmol; (S)-Benzylglycidolether 37:
19g° 6.09 mmol

Ausbeute: 312 mg° 0.76 mmol (12.6 %)

farbloses Ol , Rr: 0.39 (LM 4);
EI-MS: 406 [M]; 253 [M- (-CH2-O-CgH5s)]; 91 [-CH,-CeHs);
ESI-MS: 429.4 [M+Na]
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'H-NMR (CDCl3; 200 MHz):

d (ppm): 0.83 —0.89 (M, 3H, -CH,-CHs); 1.24 (s, 26H, -CH2-CH»-CH,-); 1.54 (s, 2H,
-O-CH,-CHy-); 2.44 (d, 1H, -CH-OH); 3.39 — 3.58 (m, 6H, -CH,-CH-CH,-O-CH,-)
3.92 —4.03 (M, 1H, -CH,-CH-CHy-); 4.54 (s, 2H, -CH,-CsHs); 7.24 —7.33 (m, 5H,
-CH2-CgHs)

B3C-NMR (CDCl3; 50 MHz):

d (ppm): 14.09 (-CH,-CHs); 22.68 (-CH,-CHs); 26.09 (-CH,-CH2-CHy); 29.0 — 29.68
(-CH2-CH,-CHa-); 31.89 (-CH,-CH2-CHy); 69.56 (-CH2-CH-CH,-); 71.39
(-CH2-O-CHy-); 71.69 (-CH-O-CH,-); 71.77 (-CH,-CeHs); 73.45 (-CH,-CH-CHy-)
127.71 (-CHx-CgHs); 128.41 (-CH,-CgHs); 138.04 (-CHx-CeHs)

EA: gef.: C: 76.37 %; H: 11.23 % (ber.: C: 76.79 %; H: 11.4 %)

10,10 -Dimethyldotriacontan-1,1’ -disdure (42)

CrO3 (1.6 g © 16 mmol) wurde in 6 M Schwefelsdure (4 ml) vorgelegt. Unter Eiskihlung wur-

de innerhalb von 2 h in Aceton gel6stes 10,10’ -Dimethyldotriacontan-1,1’-diol 41 (510 mg ° 1

mmol) zugegeben und die Mischung fir 4 h bel RT gertihrt, wonach es eingeengt wurde. Der

resultierende Rickstand wurde in Ether (120 ml) aufgenommen und mit 100 ml einer 10%igen

KOH-L6sung ausgeschiittelt. Dabei entstanden drei Phasen. Nach der Phasentrennung konnte

das Rohprodukt durch Ansauern mit 3 M Schwefelsdure (pH 2) und Extraktion mit Ether aus

der mittleren Schicht isoliert werden. Die Reinigung erfolgte durch SC.

Ausbeute: 300 mg © 0.56 mmol (55.6 %); weil3er Feststoff; Schmp.: 116 °C;

Rf:0.26 (LM 5)

ESI-MS: 537.5 [M-H]; 561.8 [M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 200 MHz):

d (ppm): 0.8 — 0.86 (m, 6H, -CH(CHj3)-); 1.06 — 1.24 (m, 50H, -CH2>-CH,-CH,- , -CH(CH3)-);
158 -1.65 (t, 4H, J=6,96 , -CH,-CH,-COOH); 2.29 — 2.37 (t, 4H, J= 7,33, -CH>-
CH,-COOH)

3C-NMR (CDCl3, 50 MHz):

d (ppm): 19.83 (-CH(CH3)-); 24.63 — 29.9 (-CH,-CH,-CH,-); 32.58 (-CH(CH3)-); 33.93
(-CH2-CH(CH3)-CHy-); 36.86 (-CH, -COOH)

IR n (cm™): 2930 (-CH,- Valenzschwingung); 1710 (-C=0 — Valenzschwingung); 1470

(-COQOH — Deformationsschwingung )
EA: gef.: C: 76.29 %; H: 12.59 % (ber.: C: 75.84 %; H: 12.27 %)
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10,10’ -Dimethyldotriacontan- 1,1’ -disdure-bis(1-O-benzyl-3-O-hexadecyl -sn-glycer-2-yl)-

ester (43)

Die Umsetzung erfolgte durch Aktivierung der Dicarbonsdure 42 mittels DCC und DMAP un-

ter Einsatz folgender Mengen:

42: 300mg° 0.5 mmol ; DCC: 206 mg° 1 mmol; DMAP: 122 mg° 1 mmal ;

36: 406 mg = 1 mmol

Das isolierte Rohprodukt konnte durch SC mit einem Heptan/CHCls-Gradienten gereinigt wer-

den.

Ausbeute: 300 mg ° 0.23 mmol (45.7 %); farbloses Ol; Rs: 0.59 (LM 3)

ESI-MS: 1339 [M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 0.8 —0.88 (m, 12H, -CH(CH3)-, -CH>-CH3 ); 1.06 — 1.47 (m, 102H, -CH,-CH,-CH,-,
-CH(CH3)-); 1.49 — 1.62 (m, 8H, -CH,-CH,-COO- , -O-CH,-CH>-); 2.29 — 2.33 (m,
4H, -CH,-COO0-); 3.35—-3.44 (m, 4H, -CH,-O-CH,-); 3.53-3.62 (m, 8H,
-CH,-CH-CH,-O-); 4.48 — 4.56 (m, 4H, -O-CH,-CgHs); 5.14 — 5.17 (t, 2H, J = 5.08,
-CH,-CH-CHjy-); 7.18 — 7.33 (m, 10H, -O-CH,-CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 14.13 (CH2-CH3-); 19.73 (-CH(CHj3)-); 22.71 (-CH,-CH3); 25.06 — 30.02
(-CH2-CH,-CH3-); 31.95 (-CH(CHj3)-); 34.51 (-CH,-COO-); 37.16
(-CH2-CH(CH3)-CHy2); 71.3 (-CH»-O-CHy-); 71.63 (-CHx-CH-CH,-); 127.53 —
128.31(-CH2-CgHs); 173.72 (-CH2-COO-)

IR n (cm™): 1466 (-COO-Deformationsschwingungen); 1738 (-COO-Valenzschwingungen);

3031 (-CgHs-Vaenzschwingungen)
EA: gef.: C: 78.61 %; H: 11.83 % (ber.: C: 78.48 %; H: 11.79 %)

(1R,1R’) - 9,9’ -Dimethyltriacontan-1,1’ -dicarbonyl-oxy-bis-[((1R)-1-hexadecyl-oxymethyl -
ethyl-2-yl-oxy)-2-trimethylammonioethylphosphat] (5)

Die Verbindung 43 (300 mg © 0.23 mmol) wurde zunéchst an einem Pd/C-Kontakt hydriert,
um die Benzylschutzgruppe abzuspalten. Der dabei erhaltene Dialkohol wurde ohne welitere
Charakterisierung nach der Methode 5 zum entsprechenden Bisphosphocholin 5 umgesetzt.
Ausbeute: 114 mg © 0.078 mmol (34 %); weilder Feststoff; Ry : 0.35 (LM 10)

ESI-MS: 1488.8 [M+Na]; 1466.9 [M]
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 0.66 — 0.96 (M, 12H, -CH(CHa)-, -CH,-CH3 ); 1.09 — 1.24 (m, 102H, -CH,-CHy-
CHy-, -CH(CHs)-); 1.29 — 1.44 (m, 8H, -CH,-CH-COO- , -O-CH,-CH,-); 2.08 —
2.19 (m, 4H, -CH,-COO-); 3.03 — 3.19 (m, 18H, -N(CHs)3); 3.22 — 3.43 (m, 8H, -
CHy-O-CHy-, -CH,-CH(O)-CH,-) 3.57 — 3.83 (m, 4H, -CH2-CHy-N(CHs)s); 3.93 —
4.14 (M, 8H, -CH,- CH2-N(CHs)s, -CH2-CH(O)-CHy-); 4.97 (2H, CH,-CH-CHy)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 13.88 (CH,-CHs-); 19.54 (-CH(CHs)-); 22.57 (-CH2-CHs); 24.91 — 31.95 (-CH4-CHo-
CH,-); 32.62 (-CH(CHa)-); 34.31 (-CH,-COO-); 36.98 (-CH,-CH(CHa3)-CH,-); 49.33
(-CH2-CH>-N(CHg3)3); 54.24 (-N(CHs)s); 64.2 (-CH»-CH-CHp); 68.94 (-CHo-
N(CHa)3); 71.74 (-CH»-O-CH,); 77.32 (CH,-CH-CH,-); 173.72 (-CH,-COO-)

EA: war aufgrund einer zu geringen Substanzmenge nicht mdglich

1,6-Dibenzyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol (47)

Das 1,2;5,6-Dianhydro-3,4-ip-D-mannitol 46 (4 g © 21.5 mmol) wurde nach der Methode 1 mit

Benzylalkohol (11.6 g © 107.5 mmol; NaH: 2.06 g © 86 mmol) umgesetzt.

Ausbeute: 6.1g ° 15.22 mmol (70.8 %) ; farbloses bis leicht gelbliches Ol;

Rr: 0.14 (LM 2); 0.23 (LM 4)

ESI-MS: 425.3 [M+Na]; 441.2 [M+ K]

'H-NMR (CDCl3; 400 MHz):

d (ppm): 1.34 (s, 6H, -C(CHj3).); 3.55—3.59 (m, 2H, -CH-OH); 3.73-3.80 (m, 6H ,
-O-CH-CHy-); 3.89 - 3.91 (m, 2H, -O-CH-CH-O-); 4.54-4.61(q,J=12.11,4H,
-O-CH2-CgHs ); 7.27 — 7.34 (m, 10H, -O-CH»-CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 26.73 (-C(CHs)); 71.59 — 76.68 (-O-CH,-CH-); 71.93 (-O-CH,-CH-); 73.4
(-O-CH,-CgHs); 76.68 (-CH2-CH-CH-); 109.33 (-C(CHa),); 127.67 — 138.13
(-O-CH2-CgHs)

EA: gef.: C: 68.19 %; H: 7.48 % (ber.: C: 68.6 % ; H: 7.51 %)

1,6-Dibenzyl-2,5-O-dihexadecy!-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol (48)

Die Alkylierung der Verbindung 47 (2.4 g © 6.04 mmol) mit Hexadecylbromid (74 g °
24.16 mmol) erfolgte nach der Methode 2 (KH: 483 mg ° 12.08 mmol).

Ausbeute: 1.3g° 1.53 mmol (25.3 %); farbloses Ol; R¢: 0.24 (LM 3)
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 0.85 - 0.89 (t, 6H, J= 6.83, -CH,-CH3 ); 1.19 — 1.25 (m, 52H, -CH-CH,-CHy-); 1.29
—1.39 (M, 6H, -C(CHs),); 1.53 — 1.58 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-); 3.46 — 3.61 (m, 4H,
-CH-O-CH,-CHy-); 3.7 — 3.82 (m, 4H, -CsHs-CH,-O-CH,-); 3.93 —4.03 (m, 2H,
-O-CH,-CH-CH-); 4.55 — 4.67 (m, 4H, -CgHs-CH2-O- ; 2H, -O-CH,-CH-CH-); 7.23
—7.38 (M, 10H, -O-CHy-CgHs)

3C-NMR (CDCl3 , 400 MHz):

d (ppm): 14.11 (-CH2-CHs); 22.69 (-CH,-CHs); 25.98 — 31.92 (-CH2-CH,-CHo-, -C(CHa)2 );
70.05 (-CH-CH,-0-); 71.11 (-CH-O-CH-CH,-); 71.69 (-O-CH,-CsHs ); 72.55
(-O-CHx-CH-CH-); 73.42 (-O-CH,-CH-CH-); 109.32 (-C(CHa), ); 127.4 - 138.3
(-O-CH2>-CeHs)

EA: gef.: C: 77.2 %; H: 10.9 % (ber.: C: 77.6 %; H: 11.13 %)

1,6-Dibenzyl-2,5-O-dihexadecyl-D-mannitol (49)

Die Abspaltung der | sopropylidenschutzgruppe von 48 (640 mg © 0.75 mmol) erfolgte nach der

Methode 10.

Ausbeute; 480 mg° 0.59 mmol (78.9 %); farbloses Ol; Rs : 0.12 (LM 4)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 0.84 — 0.88 (t, 6H, J = 6.73, -CH,-CHa); 1.20 — 1.28 (m, 52H, -CH,-CH,-CH,-); 1.51
—1.67 (M, 4H, -CH»-CH,-CH,-); 2.67 — 2.89 (m, 2H, -CH-CH-OH); 3.03 — 3.23 (m,
4H, -CH-O-CH,-CHy-); 3.44 — 4.02 (m; 8H, -CH,-CH-CH-); 4.43 — 4.66 (m, 4H,
CeHs-CHy-O-); 7.29 — 7.57 (m, 10H , CeHs-CH,-O-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 14.28 (-CH,-CHyg); 20.02 (-CH,-CHyg); 21.75 — 32.09 (-CH,-CH,»-CH,-); 70.13
(-CH-CH-CHy-); 70.76 (-CH-O-CH,-CH2-); 71.43 (-O-CH,-CH-CH-); 71.55
(CeHs-CH,-O- ); 73.75 (-O-CH,-CH-CH-); 127.79 — 138.87 (CgHs-CHp-O-)

1-O-Benzyl-2-O-hexadecyl-sn-glycerol (50)

Periodsaure (240 mg © 1.05 mmol) und LiOH (20 mg © 0.83 mmol) wurden in MeOH suspen-
diert und auf 0 °C gekuhlt. Zu dieser Mischung wurde innerhalb von 30 min unter pH-
Kontrolle (pH > 6) eine Losung der Verbindung 49 (280 mg °© 0.35 mmol) in MeOH/THF
(18 ml/2 ml) gegeben. Bei einem Absinken des pH-Wertes wurde dieser durch tropfenweise
Zugabe von TEA erneut eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf RT erwarmt
und fdr 3 h geriihrt (DC-Kontrolle in LM 4), wobei auch in dieser Zeit der pH- Wert kontrol-
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liert wurde. Danach wurde Ethylenglycol (43.5 mg © 0.7 mmol) zugegeben und die Mischung

fur weitere 30 min gerthrt. Die Reaktionslsung wurde filtriert und ohne weitere Aufarbeitung

fUr den Reduktionsschritt eingesetzt.

Die aus der oxidativen Spaltung resultierende Ldsung wurde zu einer eisgekuhlten Loésung von

NaBH, (26.5 mg © 0.7 mmol) in absolutem Ethanol gegeben und geriihrt. Nach 2 h erfolgte

nochmals die Zugabe der gleichen Menge NaBH,4 und die Ldsung wurde fur weitere 2 h ge-

rihrt. Die Reaktionsmischung wurde im Vakuum eingeengt, der entstehende Rickstand in

Ether aufgenommen und mit Wasser gewaschen. Die Reinigung erfolgte Gber SC an einem

Heptan/Ether-Gradienten.

Ausbeute: 150 mg ° 0.37 mmol (52.7 %) ; farbloses Ol; Ry : 0.47 (LM 4)

ESI-MS: 429.5 [M+Na]; 835.2 [2M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 200 MHz):

d (ppm): 0.73 —0.99 (m, 3H, -CH,-CH3); 1.24 (s, 24H, -CH,-CH,-CH,-); 1.52 - 1.82
(m, 4H, -CH,-CH,-CHy-); 2.02 - 2.2 (bs, 1H, -CH,-OH); 3.35-3.98 (m, 7H;
-CH,-CH-CHjy-; -CH-O-CH2-CHy- ); 4,41 — 4,88 (m, 2H, CgHs-CH,-O- ); 7.24 — 7.52

(m, 5H, C¢Hs-CH,-O-)

C-NMR (CDCl3, 200 MH2):

d (ppm): 14.07 (-CH,-CHs); 22.65 — 31.89 (CH2-CH,-CHy-); 62.84 (-CH-CH,-OH); 69.98
(-CH-O-CH-); 70.42 (-CH-CH2-0O-); 73.49 (-O-CH,-CgHs); 78.44
(-CH2-CH-CH,-OH); 127.59 — 128.37 (-O-CH»-C¢Hs); 137.99 (-O-CH,-CeHs)

EA: gef.: C: 76.52 %; H: 11.59 % (ber.: C: 76.79 %; H: 11.4 %)

4.35.2. VERBINDUNGEN MIT EINER DIETHERSTRUKTUR

1,1’ -Bis-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl-oxy)dotriacontan (53)

Dotriacontan-1,32-diol 15 (1 g © 2.07 mmol) wurde in CH,Cl, suspendiert, mit Dihydropyran
(0.7g° 0.77 ml © 8.29 mmol) versetzt und zundchst bel RT geriihrt. Um eine klare L6sung zu
erhalten, wurde THF zugegeben und die Mischung fir eine Stunde unter Rickfluld gerthrt.
Nach langsamen Abkthlen auf RT wurde fur 6 — 8 h bei dieser weitergerthrt (DC-Kontrolle
LM 2 und 4). Zur Aufarbeitung wurde H,O sowie CHCI3 zugesetzt, die Phasen getrennt und
die Wasserphase mit CHCI3 extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und
eingeengt. Die Reinigung erfolgte mittels SC an einem Heptan/CHCl s-Gradienten.

Ausbeute: 1.1 g° 1.69 mmol (81.6 %); weil3er Feststoff; Ry : 0.32 (LM 2); 0.64 (LM 3)
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EI-MS: 651 [M]; 566 [M-THP]

ESI-MS: 673 [M+Na]

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 1.19 — 1.32 (m, 68H, -CH,-CH,-CH,): 1.49 — 1.67 (m, 4H, -O-CH»-CHy-); 3.35-3.51
(m, 4H, -CH,-O-CH-); 3.69 —3.88 (m, 4H, -CH-O-CH,-); 4.55 — 4.57 (m, 2H,
-O-CH-0O-)

3C-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 22.82 (-CH»-CH»-CHy-); 25.67 — 32.0 (-CH,-CH,-CHy-); 62.35 (-CH-O-CHy-); 67.73
(-CH2-O-CH-); 98.77 (-O-CH-O-)

EA: gef.: C: 77.12 %; H: 12,59 %; (ber.: C: 77,4 %; H: 12,69 %)

1,1'-Dibromdotriacontan (54)

Durch Zutropfen von Brom (1.08 g © 6.8 mmol) unter Rihren zu einer gekiihlten Lésung von
Triphenylphosphin (1.78 g © 6.8 mmol) in CHCI; (30 ml) wurde zunédchst eine Lésung des
Triphenylphosphindibromids hergestellt. Diese wurde bei 10 °C gehalten und die Verbindung
53 (1.1g° 1.69 mmol) in CH,Cl, (15 — 20 ml) gel6st zugegeben. Die Losung wurde fir etwa
36 h bei RT geruhrt. Zur Isolierung des Rohprodukts wurde mit Wasser versetzt, die organische
Phase getrocknet und eingeengt. Die Reinigung erfolgte durch SC mit Heptan.

Ausbeute: 940 mg ° 1.55 mmol (91.7 %) ; weil3er Feststoff; Ry : 0.18 (LM 1);

EI-MS: 530 [M-Br]

EA: gef.: C: 62.69 %; H: 10.6 %; Br: 25.58 (ber.: C: 63.15 %; H: 10.6 %; Br: 26.2 %)

1,1'-Dibrom-10,10’ -dimethyldotriacontan (56)

Zunachst wurde aus dem 10,10 -Dimethyldotriacontan-1,1'-diol 41 entsprechend Lit. 9 der
10,10’ -Dimethyldotriacontan-1,1 -diyl-bis-methansulfonsdureester 55 hergestellt (Ausbeute
91.4 %) und analog charakterisiert.

Zur Synthese des Dibromids wurde Verbindung 55 (6.1 g © 9.1 mmoal) in Aceton (50ml) gel6st,
mit LiBr (5 g° 57.58 mmol) versetzt und die Reaktionslosung fir 5 — 6 h unter Ruckfluf3 ge-
ruhrt (DC-Kontrolle LM 2). Danach erfolgte die Zugabe von Wasser und Ether. Nach der Pha-
sentrennung wurde die Wasserphase mit Ether extrahiert, die organische Phase getrocknet und
eingeengt. Die Reinigung erfolgte Uber SC mit Heptan als Elutionsmittel, wonach die Verbin-
dung ohne weitere Charakterisierung fur die Alkylierungsreaktionen eingesetzt wurde.
Ausbeute: 3.99° 6.12 mmol (67.56 %) weil3er Feststoff; Ry : 0.2 (LM 1);
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1,1'-Bis-(1,2-isopropyliden-sn-glycero-3-yl)dotriacontan (57)

Die Alkylierung des 1,2-Ip-sn-Glycerols 25 (1.06 g © 8 mmol ) mit 1,1’-Dibromdotriacontan

54 (1.25 g° 2 mmol ) wurde nach der Methode 2 (KH: 320 mg © 8 mmol ) durchgefihrt. Die

Reinigung erfolgte durch fliehkraftvermittelte Chromatographie mit einem Heptan/CHCl -

Gradienten.

Ausbeute: 0.95g° 1.33 mmol (66.8 %); weilder Feststoff; Schmp.: 73—-74 °C

Ri:0.21 (LM 2)

ESI-MS: 734.2 [M+N4]

'H-NMR (CDCI3, 400 MHz):

d (ppm): 1.23 (m, 56H, -CH,-CH,-CHy-); 1.34 — 1.39 (2s, 12H , -C(CHj3),); 1.52 — 1.56
(m, 4H, -CH,-O-CH,-CH,-); 3.37 — 3.51 (m, 8H , -CH-CH,-O-CH,-); 3.69 — 3.72
(m, 2H,-CH»-CH-CH-); 4.01 — 4.05 (m, 2H, -CH,-CH-CH,-); 4.22 — 4.55 (m, 2H,
-CH,-CH-CHy)

3C-NMR (CDCl3; 100 MH2):

d (ppm): 25.33 (-C(CHs),); 25.96 — 29.61 (-CH,-CH,-CH>-); 66.96 (-CH,-CH-CH>-); 71.83

(-CH2-CH-CHy); 71.89 (-CH,-O-CHy-); 74.78 (-CH,-CH-CH>-); 1094 ( -C(CHs)3)
EA: gef.: C: 74.09 %; H: 12.04 % (ber.: C: 74.31 %; H: 12.19 %)

1,1'-Bis-(sn-glycer-3-yl)dotriacontan (59)

Die Abspaltung der |p-Schutzgruppe von Verbindung 57 (900 mg © 1.26 mmol ) wurde ent-
sprechend der Methode 10 durchgefiihrt. Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisation aus
Toluol.

Ausbeute: 630 mg° 1 mmol (79.3 %); weil3er Feststoff; Schmp.: 119 -120 °C;

Rf:0.23 (LM 6)

ESI-MS: 653.6 [M+Na]; 669.6 [M+K]

EA: C: 71.85 %,; H: 12.14 (ber.: C: 72.33 %,; H: 12.46 %)

10,10'-Dimethyl-1,1" -bis-(1,2-isopropyliden-sn-glycero-3-yl)dotriacontan (58)

Die Alkylierung des 1,2-O-lp-sn-Glycerols 23 (1.2 g © 9 mmol) mit 1,1'-Dibrom-10,10'-
dimethyldotriacontan 56 (1.91 g © 3 mmol ) wurde nach der Methode 2 (KH: 360 mg °
9 mmol) durchgefihrt. Die Reinigung erfolgte durch fliehkraftvermittelte Chromatographie an
einem Heptan/CHCIs-Gradienten.

Ausbeute: 1.63g° 2.2 mmol (73.3 %); farbloses OI; Ry : 0.22 (LM 3)
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

d (ppm): 0.76 — 0.90 (m, 6H, -CH(CH3)-CH,-); 1.04 — 1.32 (m, 54H, -CH,-CH,-CH,-); 1,34 —
1.40 (2s, 12H, -C(CHa),); 1.5—1.63 (m, 4H, -O-CH,-CH,-); 3.37 —3.51 (m, 8H,
-CH,-O-CH,-); 4.02 — 4.25 (m, 2H, -CH»-CH-CH-); 4.88 —4.99 (m, 4H,
-CHy-CH-CH,)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 19.85 (-CH(CH3)CH,-); 25.55 — 32.87 (-CH2-CH-CHy-); 33.9 (-CH,-CH(CH3)-CHy);
37.21 (-CH,-CH(CH3)-CH,-); 67.0 (-CH2-CH-CH,-); 71.84 (-CH2-CH-CHj-); 71.90
(-CH,-O-CH,-); 74.78 (-CH2-CH-CHy); 109.24 (-C(CHa)2)

10,10'-Dimethyl-1,1’ -bis-(sn-glycero-3-yl)-dotriacontan (60)

Die Abspaltung der 1p-Schutzgruppe von 58 wurde entsprechend der Methode 10 durchge-

fuhrt. Die Reinigung erfolgte durch SC an einem CHCl3/MeOH-Gradienten.

58:1.63g° 2.2 mmol

Ausbeute: 1.41 g° 2.13 mmol (97 %); weil3er Feststoff; Schmp.: 55 -57 °C

Rf:0.28 (LM 6)

ESI-MS: 681.9 [M+Na]; 1339.3 [2M+Na]

'H-NMR (CDCl3 ; 400 MHz):

d (ppm): 0.80 —0.82 (2s; 6H, -CH,-CH(CH3)-CH>-); 1.24 — 1.32 (m, 54H, -CH,-CH,-CH-,

-CH2-CH(CH3)-CHy); 1.52 — 1.59 (m, 4H, -O-CH2-CHj-); 2.19 (s, 2H, -OH); 2.61 —
2.62 (bs, 2H, -OH); 3.42 —3.51 (m, 8H, -CH,-O-CH,-); 3.52 —3.54 (m , 4H,
-CH,-CH-CH,-0-); 3.61 —3.84 (m, 2H, -CH»-CH-CH,-)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 19.75 (-CH(CH3)-); 26.12 — 30.06 (-CH,-CH,-CHy-); 32.79 (-CH(CHy)-); 37.13
(-CH,-CH(CH3)-CH>- ); 64.33 (-CH2-CH-CHy-); 70.44 (-CH2-O-CHy-); 71.87
(-CH2-CH-CH3-); 72.52 (-CH2-O-CHy-)

EA: gef.: C: 72.35 %; H: 12.43 % (ber.: C: 72.89 %, H: 12.54 %)

1,1'-Bis-(1-O-benzyl-sn-glycer-3-yl)-dotriacontan 61

Die Umsetzung der Verbindung 59 erfolgte nach Methode 11.:

59 (800 mg © 1.26 mmoal); (C4Ho)2SnO (726 mg © 2.92 mmol) ; Molsieb (1 g) ; Toluol/MeOH
(9/1; 10ml)

Isoliertes 59a wird in Dimethoxyethan (10ml) aufgenommen und Benzylbromid (1.04 g °
3 mmol ° 0.72 ml) sowie Phosphatpuffer (1.89 g K;HPO, und 1.92 g KH,PO, in 50 ml H20)
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zugegeben. Die Reinigung erfolgte Uber fliehkraftvermittelte Chromatographie an einem

CHCI3/Ether-Gradienten.

Ausbeute: 800 mg © 0.98 mmol (77.7 %); weil3er Feststoff; Rf : 0.42 (LM 4)

ESI-MS: 835 [M+N4]

'H-NMR (CDCl3, 400MHz):

d (ppm): 1.23 (s, 52H, -CHo-CH2-CH,-); 1.34 (s, 2H, -CH»-CH.,-CHy-); 1.41 (s, 2H,
-CH2-CHz-CH.-); 1.51 — 1.56 (m, 4H, -O-CH,-CHy-); 2.01 — 2.03 (m, 2H, -CH-OH)
3.37 - 3.48 (m, 4H, -O-CH,-CH,-); 3.69 — 3.73 (m, 8H, -CH,-CH-CH,-O-CH,-C¢Hs)
4.02-4.06 (m, 2H, -CH»-CH-CH-); 4.22 — 4.26 (m, 4H, -O-CH,-CgH5)

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

d (ppm): 25.57 — 29.83 (-CH»-CH,-CH,-); 67.02 (-CH,-CH-CHy-); 71.86 (-O-CH2-); 71,92
(-CH»-O-); 74.79 (-CH»-CH-CHy-)

EA: gef.: C: 76.77 %; H: 11.25 % (ber.: C: 76.99 %, H: 11.18 %)
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ESI-Massen- ; *H- und *C-NMR-Spektren ausgewahlter Verbindungen
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Docosan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(trimethylammonio)ethyl phosphat] (1)
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Docosan-1,1’ -diyl-bis-[ 2-(dimethylammonio)-ethyl phosphat] (2)
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22-Methoxy-docosan-1-ol (18)
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Srukturdaten aus Monoschi chtunter suchungen des 1-Methoxy-22-hydr oxydocosan

p Qxy Q; a b g Ao t
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22-Hydroxy-docosyl-1-trimethylammoniumbromid (22)
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6. Anhang XVII

Strukturdaten aus M onoschi chtuntersuchungen des 1-Hydroxy-hexadecansduremethylester
(24)

P Qxy Q; a b g Ao t
8 1.545 0 5.083 4.793 122.0 195 18.9
1.458 0.423 (NN)
11.5| 1.538 0 4.923 4.770 121.1 195 14.0
1.490 0.318 (NN)
145 | 1.537 0 4.918 4.770 121.0 19.6 12.2
1.491 0.276 (NN)

20 1.529 0 4.745 4.745 120 19.5 0

30 1.531 0 4.739 4.739 120 194 0
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22-(sn-Glycer-3-yl)docosyl-1-acetat (32)
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1,6-Dibenzyl-3,4-O-isopropyliden-D-mannitol (47)
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