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145. uber einige Umwandlungsprodukte des uBLIx-Sulfatidsu 
und die Herstellung von 

quartaren Dihydro-sphingosinium- Salzen I) 

von J.Kiss 

(13. V. 67) 

Eine Anzahl von N-acylierten Sphingosinderivaten, die an der primaren Hydroxyl- 
gruppe des Sphingosin-Gerustes mit Hexosen glykosidisch verkniipft sind [l] (Glyko- 
sylceramide) wurden aus verschiedenen Korperorganen isoliert. Eine Klasse dieser 
Verbindungen stellen die Sulfatide dar, welche am Zuckeranteil mit Schwefelsaure 
verestert sind [Z ] .  Obwohl die physiologische Rolle dieser Substanzen [3] im Sauge- 
tierorganismus nicht aufgeklart ist, wurden sie in den letzten Jahren intensiv bear- 
beitet. CHARGAFF [4] stellte fest, dass die mit Chlorsulfonsaure hergestellten sulfa- 
tierten Glykosylceramide eine betrachtliche gerinnungshemmende Wirkung aufwei- 
sen. BERNHARD [5] fand, dass die obigen Lipide in arteriosklerotisch veranderten 
Aorten vermehrt vorhanden sind als in normalen. Besonders die amidartig gebunde- 
nen Fettsauren an den Glykoceramid-Molekeln variieren beim Menschen, so z. B. in 
Abhangigkeit vom Lebensalter [5] [6] [7]. JATZKEWITZ [8] beschrieb zwei Sulfatide 
(Cerebron- und Cerasin-sulfat), die aus krankem Menschengehirn (diffuse leuco- 
distrophy) isoliert wurden. 

BLIX [9] beschreibt die Isolierung eines Sulfatides aus Menschengehirn. Nach ver- 
schiedenen Forschern [lo] ist in dieser Verbindung die Sulfatgruppe der aquatorialen 
C3-Hydroxylgruppe des Galactopyranosidringes verestert. DAVISON [ll], ferner 
HAKOMORI, ISHIMODA & NAKAMURA [12] fanden, dass man die 3,6-Cyclosulfatstruk- 
tur nicht ausschliessen kann. Vor kurzem berichteten ANNO & SENO [13] uber die 
Moglichkeit einer Sulfatwanderung bei Chondroitinschwefelsauren, wobei uber cycli- 
sche 4,6-Diester stabile 6-Sulfatester entstehen. 

Wir haben aus Ochsen-Riickenmark das BLIx-Sulfatid nach der Methode von 
LEES und Mitarbeiter [14] in praparafiivem (50 g) Masstab isoliert und durch Saulen- 
chromatographie fraktioniert [15]. Wir fanden in diesem Sulfatidgemisch auch Di- 
hydrosulfatid. Durch Hydrolyse konnte neben Sphingosin auch Dihydrosphingosin 
erhalten werden. In den anderen Sphingolipid-Typen wurden auch Verbindungen 
auf Dihydrosphingosin-Basis neben den mengenmassig dominierenden Sphingosin- 
Derivaten gefunden : OKUHARA & YASUDA [16] berichteten iiber die Isolierung eines 
Dihydrocerebrosids (Dihydrophrenosin) aus Menschenhirn, ferner fanden SAMBASIVARO 

1) Vorgetragen am u4th International Symposium on The Chemistry of Natural Products)), 
Stockholm, 30. Juni 1966. Die Versuche wurden teilweise am MAX-PLANCK-hStitUt fur Medi- 
zinische Forschung, Heidelberg, 1964, ausgefuhrt. 
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& MCCLUER [17] unter den Hydrolyseprodukten der Ganglioside neben Sphingosin 
auch Dihydrosphingosin. Letzteres wurde schon 1947 von CARTER & NORRIS [18] 
aus den Hydrolyseprodukten des Sphingosin-Gemisches isoliert. Sie stellten fest, dass 
das Riickenmark-Sphingolipid an Dihydrosphingosin-Verbindungen reicher ist als 
das Gehirn-Sphingolipid. Die Frage, ob in jeder Sphingolipid-Klasse auch Lipide auf 
Dihydrosphingosin-Basis existieren, wurde bisher nur teilweise verfolgt. 

Die biologische Rolle der Dihydrosphingolipide ist unbekannt. Es wurde noch 
nicht untersucht, ob im physiologischen Milieu ein Gleichgewicht zwischen den Ver- 
bindungen auf Sphingosin- und Dihydrosphingosin-Basis existiert [19]. 

Wir haben Sphingosin und Dihydrosphingosin aus dem Hydrolyse-Gemisch in 
Form der leicht trennbaren kristallinen Triacetyl-Derivate isoliert. Die prozentuelle 
Zusammensetzung der verschiedenen Triacetylsphingosin-Triacetyldihydrosphingo- 
sin-Gemische kann, wie CARTER und Mitarbeiter [18] feststellen, am einfachsten 
auf Grund der spez. Drehwerte bestimmt werden. Triacetylsphingosin, frei von der 
Dihydro-Verbindung wurde durch wiederholte Chromatographie an einer Florisil- 
Saule erhalten. Es hat einen spez. Drehwert von - 13,7", die Dihydro-Verbindung 
einen solchen von + 18,l" [15]. Der bei der Methanolyse entstandene Sphingosin- 
methylather kann durch Methoxylbestimmung des Basengemisches erfasst werden [20]. 

Das reine Dihydrosulfatid wurde durch katalytische Hydrierung aus dem Sulfa- 
tid-Dihydrosulfatid-Gemisch hergestellt . Fiihrt man die Hydrierung in Gegenwart 
von RANEY-Nickel durch, so findet im Allyl-System keine hydrogenolytische Spal- 
tung statt. Unter den angewandten Bedingungen wurde auch kein Sulfatverlust 
beobachtet. Das chromatographisch gereinigte Sulfatid wurde rnit dem Dihydro- 
sulfatid in verschiedenen Mengenverhaltnissen vermischt : bei diesen Gemischen 
konnte keine Smp.-Depression festgestellt werden, da die trans-Olefine rnit ihren 
Dihydro-Derivaten ein gemeinsames Kristallgitter bilden konnen. Auf Grund der 
BRuNI-Regel [21] kann diese Beobachtung als Hinweis fur die trans-Olefin-Struktur 
in den Sulfatid-Molekeln angenommen werden. 

Die Sulfatester-Gruppe des ((BLIX ))-Sulfatids und seines Dihydroderivates kann 
durch verdiinnte Saure nach STOFFYN [lOa] oder rnit einem sauren Ionenaustauscher 
(Amberlite IRC-120) selektiv abgespalten werden. Auf diesem Wege wurden Phreno- 
sin bzw. Dihydrophrenosin erhalten. Da die Struktur der letzteren Verbindungen 
weitgehend gesichert ist [22], kann man annehmen, dass die Lage der Doppelbindung 
und die Konfiguration beider asymmetrischer Kohlenstoffatome im Sphingosingerust 
des Sulfatids rnit denjenigen des natiirlichen D-erythro-Sphingosins iibereinstimmt. 

Das nicht chromatographierte Sulfatid, hergestellt nach der Methode von BLIX 
[9], wurde rnit Schwefelsaure hydrolytisch gespalten, und die Fettsaurefraktion mit 
Diazomethan methyliert und gas-chromatographisch analysiert ; im Einklang mit den 
Untersuchungen von O'BRIEN, FILLERUP & MEAD[23] sind neben dem dominierenden 
a-Hydroxytetracosansaure-methylester in geringem Masse auch andere (CI2-Cz6) Mono- 
carbonsaure- und u-Hydroxymonocarbonsaureester (etwa 16% ungesattigte) vorhan- 
den. 

Das Nichtvorhandensein einer 3,6-cyclischen Sulfatgruppe im Galactopyranosid- 
ring [ l l ]  [12], entsprechend der Regel von OLDHAM & RUTHERFORD [24] haben wir 
wie folgt festgestellt. Die voraussichtlich freie C6-HydroxyIgruppe des Galactopyra- 
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nosid-Restes im Dihydrosulfatid2) wurde mit 9-Toluolsulfonsaurechlorid verestert, 
anschliessend wurden die iibrigen freien Hydroxyle acetyliert (+ 11). In der nachsten 
Stufe wurde der acetylierte 6-~-Toluolsulfonylester mittels Natriumjodid in die 6- J- 
Verbindung I11 ubergefiihrt, die durch Reduktion das entsprechende 6-Desoxy-Deri- 
vat lieferte. Ammonolytische Abspaltung der Acetylgruppe fiihrte zum 6-Desoxy- 
sulfatid IV, letzteres wurde hydrolysiert , worauf neben Dihydrosphingosin und 
a-Hydroxytetracosansaure nur D-Fucose isoliert und in Form ihres Phenylosazons 
charakterisiert werden konnte. 

CH,OH 

HO /W\ I( OSO,ONa )l-o CH2-CH-CH-(CH2)1,-CH3 
I I  

NH OH 
I co co w OAc - Y+' OH 

111 
CH-OH + 
I Dihydro- 

(yH2),l sphingosin 
IV 

CH3 + 
U-Hydroxy- 
tetracosan- 
saure 

Dadurch ist bewiesen, dass die Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 6 des 
Galactopyranosidrestes in den Sulfatiden und Dihydrosulfatiden frei ist ; das schliesst 
eindeutig die Existenz eines 3,6-cyclischen Sulfatesters [ll] [12] aus. Die Tatsache, 

a) TANNHAUSER und Mitarbeiter [25] und auch NAKAYAMA [26] haben festgestellt, dass weder die 
Sulfatide noch die Cerebroside einen Tritylather geben. Die Tritylierung envies sich in der 
Glycolipid-Gruppe als ungeeignet zum Nachweis der primaren alkoholischen Hydroxylgruppe 
im Hexopyranosid-Rest. Mit der klassischen Methylienmgsmethode kann die Ldge der Sulfat- 
gruppe am Hexopyranosid-Ring nicht eindeutig bewiesen werden, weil die Rf-Werte des 
2,4,6-Tri-O-methyl-~-galactopyranosids und des 2,3,4-Isomeren fast identisch sind (FLOWERS 
[27], YAMAKAWA [lob]). Die gas-chromatographische Charakterisierung der methylierten 
D-Galactopyranosid-Abbauprodukte [8] bestatigt die Annahme der 3-Stellung fur die Sulfat- 
estergruppe. BRADY und BROWN [28] (s. auch TANNHAUSER et al. [25], die irrtumlich auf eine 
6-Sulfatester- Struktur schlossen) bezweifeln aber diese Beweisfuhrung, weil obige Methode 
bei sulfatester-haltigen Zuckern nicht einwandfrei ist. Bei den Sulfatestern sowie bei den 
Phosphatestern kann man eine 0 + 0 Sulfat- (bzw. Phosphat)-Wanderung unter den Bedin- 
gungen, die fur die Methylierung venvendet wurden, nicht ausschliessen. 

90 
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dass die Sulfatide und Dihydrosulf atide von Perjodsaure nicht oxydiert werden, ist 
ein weiterer Hinweis darauf, dass der Sulfatrest rnit der aquatorialen Hydroxylgruppe 
[lo] am C-3 des D-Galactopyranosidringes verkniipft ist 3). 

Nir haben weiterhin aus N-acylierten Dihydrosphingosin-Derivaten Vertreter 
eines bishcr nicht beschriebenen Typs von quartaren Dihydrosphingosinium-Salzen 
VIII auf folgendem Wege hergestellt : Durch Reduktion der Amidgruppierung rnit 
Lithiumaluminiumhydrid wird das sekundare Amin VI  erhalten. Dieses wird in das 
tertiare Amin VII ubergefiihrt, welches durch Alkylhalogenide zu VIII quaternisiert 
wird. 
CH2-CH-CH-CH2-CH,-(CHz)12-CH3 CH,-CH-CH-CH,-CH,-(CH,),,CH, 
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R = Alkyl-, R'= niederes Alkyl, X = Br, J 

Im Gegensatz zu den meisten Sphingosin-Derivaten kristallisieren diese quartaren 
Halogenide leicht und rasch. Sie sind in Wasser loslich und bilden rnit Mucopoly- 
sacchariden, wie Heparin, Chondroitinschwefelsauren usw. Quartarsalze, deren Was- 
serloslichkeit gering und Lipoidloslichkeit gut ist. Darauf lasst sich ein einfaches und 
selektives Trennungsverf ahren der M~copolysaccharide~) basieren, entsprechend der 
Methodc von KUHN [29], SCOTT [30], VELLUZ und Mitarbeiter [31]. 

Experimenteller Tei15) 
1. Isolierung des Rohsulfatids aus Ochsen-Riickenmark-Sphingolipid-Gemisch. Das Sphingo- 

lipid-Gemisch wurde aus tiefgekiihltem Ochsen-Riickenmark nach CARTER und Mitarb. [32] her- 
gestellt : 20 kg tiefgekiihltes Ochsen-Ruckenmark werden in Brunnenwasser (12-1 5") aufgetaut 
(24 Std.), von Fett- und Blutruckstanden gereinigt und in einer Fleisch-Hackmaschine zerkleinert. 
Die Entwasserung erfolgt unter mechan. Riihren durch 4malige Behandlung rnit je 15-20 1 Aceton 
bei 22-24". Der abzentrifugierte Ruckstand wird durch ahnliche 3malige Behandlung rnit je 10-12 1 
Ather oder Diisopropylather entfettet. Das abzentrifugierte weisse, pulverformige Material wird 
im Vakuum (12-20 Torr) vom Losungsmittel befreit und in 2 Ansatzen 2mal rnit je 5-6 1 95-proz. 
Alkohol unter mechan. Riihren 1-1,5 Std. unter Riickfluss extrahiert. Die vereinigten Losungen 
werden in Eis gekuhlt. Die ausgeschiedenen Sphingolipide werden auf einer G3-Nutsche gesam- 
melt, mit Alkohol (2mal300 ml) gewaschen und im Vakuum (12-15 Torr) bei 45" getrocknet. Man 
erhalt so 450-500 g weisse, pulverformige Substanz. Beim Einengen der Mutterlauge bei ca. 40" 
auf 

Aus dem so erhaltenen Sphingolipidgemisch wird das Rohsulfatid nach BLIX [9] wie folgt 
isoliert: 300 g fein pulverisiertes Material werden 2mal in je 1,5 1 abs. Pyridin bei 60" ausgeriihrt, 

3) FLOWERS [27] stellte vor kurzem synthetische Dihydrocerasin-3- und 6-Sulfate dar. Beide 
Produkte besitzen ahnliche physikalisch-chemische Eigenschaften. 

4, Uber diese Ergebnisse wird spater berichtet. 
5 )  Die Smp. sind nicht korrigiert. 

des Originalvolumens konnen noch weitere 50-80 g Substanz erhaIten werden. 
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die Suspension wird auf 0" abgekiihlt und die ausgeschiedene Substanz abgenutscht. Letztere 
wird rnit 20 Volumenteilen Eisessig bei 60"' behandelt, das Gemisch auf 16" abgekiihlt und die aus- 
geschiedene Substanz abgenutscht. Auf diese Weise werden 27 g weisses, kristallines Rohsulfatid 
erhalten. Die weitere Reinigung erfolgt chromatographisch an einer Florisil-Saule. 

2. Chromatographische Auftrennung des Rohsulfatids: 1,2 kg Florisil (60-100 Mesh) werden in 
3 1 Methanol-Chloroform-(1 : 1) aufgeschlammt und in ein Chromatographierohr (6 x 150 cm) eip- 
gefiillt. Die Saule wird rnit 3 1 des gleichen Losungsmittel-Gemisches und rnit 3 1 Methanol-Chloro- 
form-(1 : 3) gewaschen. 50 g Rohsulfatid, in 1000 ml Methanol-Chloroform-(1 : 3) gelost, werden 
auf die Saule gegeben. Dann wird rnit demselben Gemisch bei 22" eluiert. Durchlaufgeschwindig- 
keit: 100 ml pro 15-20 Min. ; Fraktionen zu 600 ml. Alle Fraktionen werden an Kieselgel-F-Diinn- 
schichtplatten gepriift, Laufmittel : Chloroform-Methanol-2 N A mmoniumhydroxid (40 : 10 : 1) ; 
Laufzeit ca. 1 Std.; Entwicklung der Platten durch Bespriihen rnit konz. Schwefelsaure und Er- 
warmen auf 80-100". In den ersten drei Fraktionen befanden sich neben Sulfatid noch Cerebroside. 
Die 4. Fraktion erwies sich als reines, einheitliches Cerebrosulfatid. Ausbeute: 7,2 g, Smp, 212- 
213' (Zers.). [a]: = + 1,83' (c = 0,60 in Dimethylformamid). Rf: 0,80 (Chloroform-Methanol-2N 
Ammoniumhydroxid, 40 : 10 : 1). IR. : Hydroxyl-, Amid-, Sulfatester-, C-0-C-, Olefin-Banden. 
Kaliumpermanganat- und Tetranitromethan-Reaktion sind positiv. 

C,,H,,O,,NSNa Ber. C61,97 H 9.97 N1,51 S3,44 Na2,47% 
(930,29) Gef. ,, 61.88 ,, 10,05 ,, 1,68 ,, 3,36 ,, 2,58% 

BLIX [9] beschreibt sein Cerebrosulfatid als K-Salz rnit Spuren von Na, Ca und Cu, er konnte 
keine optische Aktivitat feststellen. Unser Produkt gibt durch Spaltung rnit konz. Schwefelsaure 
in Methanol (mit 5 yo Wasserzusatz) Dihydrosphingosin-freies Sphingosin (charakterisiert in Form 
seines Triacetats : Smp. 101-102° ; [ c c ] ~  = - 13,7" (in Chloroform)). Als Fettsaurekomponente 
wurde ein Gemisch von a-Hydroxytetracosansaure und ihrem Methylester isoliert ; nach Behand- 
lung der petrolatherloslichen Fraktion des Hydrolyse-Gemisches rnit Diazomethan wurde chro- 
matographisch einheitlicher a-Hydroxytetracosansaure-methylester erhalten. 

Die weiteren Methanol-Chloroform-Eluate der Florisil-Saule enthalten neben dem Cerebro- 
sulfatid auch sein Dihydro-Derivat. Die Menge des Dihydrosulfatids kann bis auf 25-30% steigen. 
Der Gehalt an Dihydro-Derivat wurde auf folgende Weise bestimmt : Nach hydrolytischer Spal- 
tung werden die Basen acetyliert und die Zusammensetzung des erhaltenen Gemisches von Tri- 
acetylsphingosin und Triacetyldihydrosphingosin durch Bestimmung der optischen Aktivitat 
ermittelt. 

3. Hydrierung des Sulfatids rnit RANEY-NZ und Wasserstoff: 4,O g chromatographisch einheit- 
liches Sulfatid (Fr. 4 aus dem oben beschriebenen Versuch) werden in 400 ml Methanol in Gegen- 
wart von 4,O g RANEY-Ni bei 60"/60 Atii 6 Std. hydriert (V,A-Autoklav mit Duranglas-Einsatz). 
Die Losung wird heiss filtriert und eingedampft. Die hydrierte Substanz kristallisiert rasch aus. 
Laut Diinnschichtchromatogramm tritt nur geringfiigige Desulfatierung wahrend der Hydrierung 
ein. Das hydrierte Produkt wird aus 80 ml heissem Methanol umkristallisiert: 2,2 g schneeweisse, 
mikrokristalline Substanz. Smp. 217-220" (Zers.) ; keine Farbreaktion rnit Kaliumpermanganat 
oder Tetranitromethan. [a]: = +6,67' (c = 0,68 in Dimethylformamid). Rf = 0,87 (Chloro- 
form-Methanol-2N NH,OH 40 : 10: 1). IR. : Hydroxyl-, Amid-, Sulfatester- aber keine Olefin- 

Banden. C4,H,40,,NSNa Ber. C 61,82 H 10,16 N 1.50 S 3,43% 
(932,30) Gef. ,, 61,66 ,, 10.23 ,, 1,44 ,, 3,52% 

Durch hydrolytische Spaltung und anschliessende Acetylierung wird chromatographisch 
reines Triacetyldihydrosphingosin (Smp. 101-102°, [a]: = + 18') isoliert. 

Das Cerebro-sulfatid wurde rnit dem Cerebro-dihydrosulfatid in verschiedenen Mengenver- 
haltnissen vermischt. Alle diese Gemische schmelzen zwischen 212" und 218", sie geben keine Smp.- 
Depression. 

4. Methanolyse des Cerebro-dihydrosulfatids in Gegenwart von Amberlite IRC-720:  1,0 g Dihydro- 
sulfatid wird mit 10 ml Amberlite IRC-120 (H+-Form) in 50 ml Methanol 10 Std. unter Ruckfluss 
gekocht. Die heisse Losung wird genutscht, der Nutschruckstand init Methanol gewaschen und die 
Methanollosung auf etwa 20 ml eingedampft. Die ausgeschiedene weisse Substanz wird abge- 
nutscht und rnit wenig Methanol gewaschen: S-Probe negativ; Smp. 190-192" (Zers.); [a]g = 
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+5,37" (c = 0,54 in Dimethylformamid). Sie erwies sich als identisch rnit Dihydrophrenosin 
(Misch-Smp. ; IR. : Hydroxyl-, Amid-, C-0-C-Banden). 

C,,H,,O,N (830,25) Ber. C 69,43 H 11,55 N 1,69% Gef. C 6922 H 11,71 N 1,75% 

5. Herstellung won 6-Desoxy-dihydrosul/atid. Die nachstehenden Versuche wurden rnit dem 
gleichen Erfolg rnit Dihydrosulfatid ausgefiihrt, das aus Rohsulfatid oder aus chromatographisch 
gereinigtem Sulfatid erhalten wurde. 

Dihydrosulfatid-tosylat-acetat. Eine Losung von 3,7 g Dihydrosulfatid in 100 ml Pyridin wird 
niit 1,0 g p-Toluolsulfochlorid versetzt. Nach 15 Std. Stehen bei 22" wird die Losung rnit 10 ml 
Essigsaureanhydrid versetzt und bei derselben Temperatur noch 8-10 Std. stehengelassen. An- 
schliessend wird bei 35" Badtemperatur i. V. eingedampft, der Riickstand in 300 ml Methylen- 
chlorid aufgenommen und diese Losung rnit 5-prOz. Natriumhydrogencarbonat-Losung (4mal 
200 ml), 1 N Salzsaure (2mal 200 ml) und zuletzt mit dest. Wasser gewaschen. Die iiber Natrium- 
sulfat getrocknete Losung wird i. V. eingedampft, und es bleiben 4,5 g Sirup zuriick. [m]$ = 
+19,6" (c = 1,42 in Chloroform). Rf = 0,72 in Petroiather-Aceton-(7:3). IR.: Ester-, Amid-, 
Sulfatester- und Aromat-Banden. 

C,,H,080,,NS,Na (1238,63) Ber. S 5,18% Gef. S 4,95% 

6-Desoxy-dihydrosulfatad. 2,5 g nicht gereinigtes Dihydrosulfatid-tosylat-acetat und 5,O g 
Natriumjodid werden in 40 ml Aceton aufgelost und in einem Bombenrohr bei 130" 24 Std. [33] 
crwarmt. Die Losung wird eingedampft, der Ruckstand rnit Benzol extrahiert, die Benzollosung 
mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der amorphe Riickstand 
(2,l g) wird in einem Autoklaven in 50 ml Methanol in Gegenwart von 2,5 g RANEY-Ni und 2 g 
Natriumhydrogencarbonat bei 60" und 60 Atu 8 Std. hydriert. Die filtrierte, wasserklare Methanol- 
losung wird bei - 10" 2 Std. rnit Ammoniakgas behandelt und anschliessend im geschlossenen 
Gefass 48 Std. bei 22" stehengelassen. Nach Eindampfen der filtrierten Losung bleiben 1,4 g 
weisse, amorphe Substanz zuriick. 800 mg von diesem Produkt reinigt man chromatographisch 
an 30 g Florisil. Die Methanol-Chloroform-(1 : 3)-Eluate geben 280 mg weisse, mikrokristalline 
Substanz. Smp. 208-210" (Zers.). [ m ] E  = + 5.12" (c = 0,47 in Dimethylformamid). IR.: Hydroxyl-, 
Amid-, Sulfatester-Banden. 

C,,H,,O,,NSNa (916,31) Ber. C62,92 H 10,34 S 3,50% Gef. C62,89 H10,53 S3,36% 

Hydrolytische Spaltung des 6-Desoxy-dihydrosulfatids: 500 mg des oben erhaltenen Ammono- 
lyseproduktes werden in einem Gemisch von 30 ml Methanol und 5 ml Wasser rnit 6 ml Amberlite 
IRC-120 (H+-Form, wasserfeucht) 48 Std. unter Riickfluss gekocht. Die filtrierte Losung wird 
eingedampft und der feste Ruckstand rnit 2mal 15 ml Wasser extrahiert. Die vereinigten Wasser- 
extrakte werden mit 250 mg Phenylhydrazin-sulfat und 1 g Na-Acetat auf dem Dampfbad 2 Std. 
erwarmt und anschliessend auf ein kleines Volumen eingedampft. Das ausgeschiedene Produkt 
wird aus 50-prOz. Alkohol umkristallisiert, Smp. 178"; es ist rnit authentischem n-Fucose-phenyl- 
osazon [34] identisch (Misch-Smp. 178"). Die aus einem zweiten Hydrolyseversuch gewonnene 
wasserige Losung wurde papierchromatographisch gepriift : Ausser D-Fucose konnten keine ande- 
ren Zucker nachgewiesen werden (Kieselgel-F-Platte in Chloroform-Aceton-Essigsaure-(5 : 3 : 1) ; 
entwickelt rnit 10-proz. AgNO,+ NH,). 

6. Herstellung won quartaren Dihydrosphingosinium-Salzen. - Reduktion won N-Acetyl-dihydro- 
sphingosan rnit Lithiumaluminiumhydrid. Eine Losung von 3,0 g N-Acetyl-dihydrosphingosin, 
Smp. 125-126" (hergestellt nach CARTER und Mitarb. [7]) in 180 ml abs. Tetrahydrofuran wird 
unter mechan. Riihren zu einer Losung von 1,2 g Lithiumaluminiumhydrid in 30 ml abs. Tetra- 
hydrofuran getropft. Das Gemisch wird 2 Std. unter Riickfluss gekocht, dann wird das tiberschiis- 
sige Lithiumaluminiumhydrid durch Zusatz von 10 ml Essigester und 20 ml Wasser zerstort, die 
unloslichen anorg. Salze werden abgenutscht und die Losung eingedampft. Die letzten Spuren 
von Wasser werden durch Azeotropdestillation mit Benzol-Alkohol entfernt. Der Riickstand wird 
2mal rnit je 100 ml Ather extrahiert und eingedampft. Das erhaltene N-Athyl-dihydrosphingosin 
wird an 40 g Florisil gereinigt. Die reine Substanz kann rnit Essigester oder Essigester-Methanol- 
(80 : 20) eluiert werden. Kristalline, wachsartige Verbindung (ahnlich der Dihydrosphingosin-Base) . 
Smp. 52-55" [e]E = - 5,7" (c = 0,51 in Chloroform). Ausbeute 2,2 g. 

C,,H,,O,N (429,55) Ber. N4,25% Gef. N4,16% 
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Quaternisiertes Derivat V I I I :  N-A'thyl-N, N-dimethyl-dihydrosp~ngosin~um-jodid. Zu 2,6 g 
90-proz. Ameisensaure werden 3,O g nicht chromatographiertes N-Athyl-dihydrosphingosin und 
2.0 g 40-proz. wasserige Formaldehydlosung gegeben. Das Gemisch wird in einem Olbad von 90- 
100' erwarmt (nach 5 Min. beginnt die C0,-Entwicklung). Nach 6 Std. wird i. V. eingedampft. 
Der Riickstand wird durch Destillation mit Benzol-Alkohol-Gemisch wasserfrei gemacht (Ruck- 
stand 3,O g), in 30 ml Ather aufgenomnien und die Losung mit 3.0 g Methyljodid 8 Std. unter 
Riickfluss gekocht. Beim Abkiihlen scheidet sich das quartare Dihydrosphingoshiumsalz ab. Es 
wird abgenutscht (3,2 g) und aus einem Gemisch von Chloroform und abs. Ather umkristallisiert: 
Blattchen, die bei 64" durchsichtig werden und bei 180-181" schmelzen. [a]g  = - 7,18" (c = l,@ 
in Chloroform). 

C,,H,,O,NJ (485,5) Ber. C 54,42 H 9,95 N 239% Gef. C 54,83 H 10,09 N 3,05% 

Nach dieser Methode konnen auch andere quatare Sphingosinium- und Dihydrosphingosi- 
nium-Salze hergestellt werden, z. B. das N-Benzyl-N-iithyl-N-methyl-dihydrosphingos~n~um-b~omid. 
Kristalle aus Ather. Smp. : wird bei 40" durchsichtig, Niveaubildung bei 83-84". [a]g  = - 8,155" 
(c = 0,52 in CHCI,). 

C,,H,,O,NBr (514,63) Ber. C65,35 H 1033 N 2,72% Gef. C 65.18 H 10,03 N 2,8l% 

uber weitere.Versuche wird spater, zusammen mit der Fraktionierung der Mucopolysaccharide 
durch quartare Sphingosinium- und Dihydrosphingosinium- Salze, berichtet. 

SUMMARY 

In the sulfatide fraction of beef spinal-cord, isolated according to the method of 
BLIX [9] and LEES [14], there are also sulfatides present derived from 2S,3R-1,3- 
dihydroxy-2-amino-octadecane. 

By catalytic hydrogenation of the BLIX sulfatide the pure dihydro compound 
was obtained. The sulfate group of this dihydrosulfatide can be split selectively with 
Amberlite IRC-120, resulting with good yield in the dihydrocerebron. 

It is shown that, according to the rule of OLDHAM & RUTHERFORD [24], the C6- 
hydroxyl group in the sulfatide and in the dihydrosulfatide molecule is free. 

On the basis of these results, the sulfatide and the dihydrosulfatide molecules 
present neither a 3,6-cyclic sulfate [ll] [12] nor a 6-sulfate ester group [25]. 

A simple method for the quaternisation of dihydrosphingosine is described. These 
quaternary compounds can be used for the fractionation of the mucopolysaccharides. 

Chemische Forschungsabteilung der 
F. HOFFMANN-LA ROCHE & CO. AG., Base1 
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