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From cell material of Cystobacter fuscus strain Cb 685 (Myxobacterales) the ceramides

2S.3R-N-(2' R-hydroxy-15’-methylpalmitoyl)-17-methylsphinga-4 E,8 E-dienine (1),
(2’ R-hydroxypalmitoyl)-17-methylsphinga-4 E,8 E-dienine

2S8.3R-N-

(10), 2S,3R-N-(2'R-hydroxy-15'-

methyl)-17-methyl-4 E-sphingenine (11) and 2S.3R-N-(2’R-hydroxy-15’-methylpalmitoyl)-17-
methylsphinganine (12) could be isolated, the structure elucidation of which is being reported
here. The carotenoid myxobactone could be identified as the main pigment.

Die Myxobakterien sind eine phylogenetisch
wahrscheinlich einheitliche Gruppe der gleitenden
Bakterien [2, 3], die wegen ihrer besonderen Be-
wegungsform, der ,sozialen™ Lebensweise und der
bei Bakterien einzigartigen Fruchtkorperbildung
seit langem das Interesse von Biologen und Gene-
tikern beansprucht haben [4]. Dagegen finden sich
bisher nur wenige Arbeiten lber Inhaltsstoffe und
sekunddre Metaboliten: Untersucht worden sind
unter chemosystematischen Gesichtspunkten die
Fettsduremuster [5, 6], das Vorkommen von Mena-
chinonen [7, 8] und Carotinoidglycosiden [8—10],
des weiteren die fiir Myxobakterien typischen Exo-
polysaccharide sowie die Lipopolysaccharide aus
vegetativen Zellen, Fruchtkdrpern und Myxosporen
[11—13]. AuBerdem hat man in den letzten Jahren
einige antibiotisch wirksame Substanzen aus Myxo-
bakterien isoliert und in ihrer Struktur aufgeklart
[14-23]. Durch Diinnschichtchromatographie sind
schlieBlich in drei Myxobakterienarten Phospho-
lipide nachgewiesen worden [8, 24, 25]. Wir
mochten nun tber die Isolierung und Strukturauf-
klarung von vier Ceramiden aus Cystobacter fuscus
Stamm Cb 685 berichten. Auflerdem konnten wir
das Vorkommen des schon aus anderen Myxobak-
terien bekannten [26, 27] Carotinoids Myxobacton
nachweisen.

Ceramide als solche oder als Bestandteil von
Sphingolipiden sind in der Tier- und hdoheren
Pflanzenwelt weit verbreitet [28, 29]. Die Vielfalt
der bisher aufgefundenen Ceramide ergibt sich aus
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der Kombination der sogenannten .long-chain
bases™ mit unterschiedlichen Fettsduren. In einem
Ubersichtsartikel [28] von 1970 fiihrt Karlsson {iber
sechzig long-chain bases auf, die sich durch Ketten-
lange, Verzweigung, Zahl der Hydroxylgruppen
sowie Lage und Anzahl der Doppelbindungen
unterscheiden. Ahnlich groB ist die Vielfalt der
Fettsauren. Im Gegensatz zu den hoheren Lebe-
wesen sind bei Bakterien Ceramide nur selten
nachgewiesen worden [30—-34], in gleitenden
Bakterien noch gar nicht. Die von uns gefundene
verzweigte doppelt ungesittigte longchain-base
stellt iiberdies einen bisher noch nicht beschrie-
benen Strukturtyp dar, widhrend 2-Hydroxy- und
2-Hydroxy-15-methylpalmitinsdure  typische Be-
standteile der Fettsdurefraktion von Myxobakterien
sind [5, 6].

28,3R-N-(2' R-Hydroxy-15"-methylpalmitoyl )-
17-methylsphinga-4 E,8 E-dienin (1)
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11: R = CHj, 8,9-gesittigt
12: R = CHj;, 4.5- und 8.9-gesittigt

1: R=CH3
10: R=H

Im El-Massenspektrum von 1 liegt das Ion
hochster Masse bei m/z 561. Vergleich mit dem
EI-Spektrum des Peracetylierungsproduktes, dessen
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M® bei m/z705 gefunden wird (bestdtigt durch
[M+H]" bei m/z 706 im FD-Spektrum) zeigt. daf3
bei 1 statt M* nur [M — H-O]" beobachtet werden
kann und daf bei der Acetylierung ein Triacetyl-
produkt entstanden ist (2). Das Fragmentierungs-
muster des letzteren entspricht dem in der Literatur
fiir Ceramide beschriebenen Schema [35, 36]: drei-
maliger Verlust von Essigsdure (m/z 645; 585: 525),
sowie Spaltung im Bereich der Amidbindung
(Schema 1). Im EI-Spektrum von 1 finden sich als
wichtigste Fragmente das x-Spaltprodukt (ent-
sprechend m/z412 bei 2) bei m/z 328, das 17u
("OH) verliert (m/z 311), sowie m/z 60 (C-HgNO)
[36].

Aufgrund der eingehenden Untersuchungen der
Stockholmer Gruppe [37—-39] lassen sich die
weitestgehenden Strukturaussagen aus dem EI-
Spektrum des Tris-trimethylsilylderivates 3 (Abb. 1,
Schema 2) ableiten. Das x-Spaltprodukt d (m/z 472)
(entsprechend m/z 328 bei 1 und m/z 412 bei 2)
ist wieder eines der wichtigsten Fragmente, das
weiter durch Verlust von TMSO" (m/z 383) zerfallt;
z. T. verbleibt die Ladung jedoch auch bei a
(m/z 323). Zu erwidhnen ist weiter das Umlage-
rungsion [M—(a—73)]" (m/z545), das durch
TMS-Wanderung entstanden sein muf} [40]. Die
Lange der Fettsdurekette ergibt sich aus den
Fragmenten [b+2]" (m/z358) und f (m/z313),
sowie dem Komplement [M— (b+ 1)]" (m/z438)
und seinem Zerfallsprodukt [M — (b + 1) — TMSOH]*

—CH
412 (Co3H,2NOs C3—COOL

C1isH29—CHOAc $CH-CH,0ACc

|
NH CO%CHOAC —CisH 3

289 (Cog Hag05) ~CHICOOH
31 (C1gH3503)

Schema 1. Beobachtete Fragmente im EI-Spek-
trum von 2. Die angegebenen Elementarzusammen-
setzungen von lonen wurden durch exakte Massen-
messungen bestimmt.

e (4 a d
CMHZZ%CH:C;%CHOTMS§CH-CH;OTM S

b NH—CO;iHOTMS;YCquy
f g

Schema 2. El-Fragmentierungsmuster von 3 (nach
[38]) (m/z 348).

m/z

Die Ionen [M—(b+1)—c¢]" (m/z 217) und
[M—(b+1)—e]" (m/z243) sowie [M—(a—73)—
(g— )] (m/=z 335) und [m/z 335 = TMSOH]" (m/z
245) geben weitere Auskunft iiber die Natur der
long-chain base (4*) sowie die Stellung der Hydro-
xylgruppe im Fettsduretest (C-2'). sind aber von re-
lativ geringer Intensitat.

Im IR-Spektrum von 1 kann man die Amid-
banden (1630 und 1540 cm~') sowie die fiir eine
E—CH=CH-Gruppierung charakteristische Bande
bei 970 cm ™! erkennen.

Weitere  Aufschliisse lieferte das 300 MHz
'H-NMR-Spektrum von 1. wobei die Zuordnung
der einzelnen Signale durch Doppelresonanzexperi-
mente erfolgte (Tab. I). Eindeutig ableiten a3t sich
daraus die Struktur im Bereich C-1 bis C-6 der
long-chain base und C-1" bis C-2" der Fettsdure, das
Vorliegen der beiden terminalen Isopropylgruppen
(C-17 und C-15") bei sonst unverzweigtem Bau der
beiden Ketten sowie die E-Anordnung der beiden
Doppelbindungen [41]. Da3 die zweite — isolierte —
Doppelbindung gleichfalls in der long-chain base
enthalten sein muB, ergibt sich aus der Masse der
entsprechenden  Fragmente, insbesondere der
x-Spaltprodukte m/z 328, 412 und 472 in den
Spektren von 1, 2 und 3.

Das 'H-NMR-Spektrum von 2 bestitigt die An-
wesenheit von drei Acetoxylgruppen (Singuletts bei
2,05, 2.08 und 2.18 ppm). Die Signale der an C-1,

m/z352 (Ca1H3gNO3)

223 (C1gH31)

C-3 und C-2’" gebundenen Protonen werden erwar-
tungsgemal zu tieferen Feldern (4,38 und 4.41: 5.12:
5.31 ppm) verschoben. Das NH-Proton ist weiterhin
als scharfes Dublett zu erkennen (6,37 ppm).

Aus den spektroskopischen Daten 146t sich somit
die Struktur 1 mit Ausnahme der Lage der zweiten
Doppelbindung in der long-chain base und der
Konfiguration an den drei Asymmetriezentren
ableiten.
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Zur weiteren Charakterisierung wurde 1 sauer
gespalten [42]. Das 'H-NMR-Spektrum des Tri-
acetylderivates 5 des so erhaltenen Sphingadienins 4
bestitigt die Anwesenheit der Isopropylgruppe:
0(CH) 1.55 ppm.  Septuplett,  d(CHs3) 0,85 ppm,
Dublett. J =7.5 Hz. Im Bereich der Olefin-Signale
entspricht das Spektrum von § dem von 1. Im EI-
Massenspektrum (M?¥ m/z 437, zweimal Verlust von
CH;COOH) erkennt man wieder das =z-Spaltpro-
dukt (m/z 144). das CH-CO (m/z102), CH;CO-
(m/z101) und CH3;COOH (m/z 84) verliert.

144

17
(CHg)ZCH—(CHz)7—CH=CH—CH2—CH2—CH=CH0R;icrH:HZOR
|
NHR

Das zweite Verseifungsprodukt, 2-Hydroxy-15-
methyl-palmitinsduremethylester zeigt im EI-Spek-
trum das fiir 2-Hydroxyfettsiureester typische Frag-
mentierungsverhalten [6. 43]: M7 bei m/z 300. kein
[M—=H,0]" (zum Unterschied von 3-Hydroxy-

estern), [M—COOCH;]" bei m/z241, das
McLafferty-Umlagerungsprodukt bei m/z 90
([HOCHzC(OH)OCHAz]Tr und ein  f-Spaltion
(*CH, - CHOH - COOCH3) m/z 103 von relativ

geringer Intensitdt (wieder zum Unterschied von
3-Hydroxyestern). Im 'H-NMR-Spektrum ist auch
hier die Isopropylgruppe klar zu erkennen
(CH... .52 ppm, CH;...0.85 ppm. J*®=7,5Hz).
Das Signal der COOCH;-Gruppe findet sich bei
3.81, das der CHOH-Gruppe bei 4,25 ppm.

Zur Bestimmung der Lage der zweiten Doppel-
bindung der long-chain base wurde das durch
alkalische Verseifung [44] erhaltene freie Sphinga-
dienin nach dem Verfahren von Jaenicke und Gaag
[45] der Ozonolyse unter Bildung der entsprechen-
den Methylacetale unterworfen und das Reaktions-
gemisch durch GC/MS-Analyse untersucht. Hierbei
konnten nachgewiesen werden: 1) das durch Spal-
tung der A*Doppelbindung entstandene 1.1-Di-
methoxy-9-methyldecan [46] (6): [M — H]™ m/z 215,
[M—"OCH;]" m/z 185, "CH(OCH;), m/z 75, und
2) das durch Spaltung der beiden Doppelbindungen
gebildete  1.1.4.4-Tetramethoxybutan (7) [45]:
[M—"OCHjs]" m/z 147, [m/z 147 — CH;0H]" m/z 115
und "CH(OCH3), (m/z 75).

(CH3),CH—(CH,);—R

6: R=CH(OCH1)2
8: R=CHO
9: R = COOCH;

(CH;0),CH—(CH,),—CH(OCH;),
7

Um sicherzustellen, daB3 es bei der Verseifung zu
keiner Doppelbindungswanderung gekommen war,
wurde auch 1 unter gleichen Bedingungen der
Ozonolyse unterworfen. Wegen unvollstindiger
Acetalisierung entstand hierbei neben 6 und 7 auch
der freie Aldehyd 8 und der entsprechende Ester 9,
die durch ihre charakteristischen Massenspektren
(8 [M—H, O] m/z152, [M—CHy" m/z 142,
[M—H,O —"CHj]" m/z 137, McLafferty-Ion
[CH,=CHOH]* m/z44 [47): 9: M m/z200:;
McLafferty-lon m/z 74, p-Spaltion m/z87 [48]
identifiziert. Damit ist die Lage der zweiten
Doppelbindung in der Position [8, 9] eindeutig
festgelegt. 4 £.8 E-Sphingadienine sind bereits in der
Literatur beschrieben [28, 49], nicht aber doppelt
ungesittigte verzweigte long-chain bases.

Das Ceramid 1 besitzt drei Asymmetriezentren.
Die Konfiguration der 2R-Hydroxy-15-methyl-
palmitinsdure ergibt sich aus dem Vergleich von
Drehwerten:

2 R-Hydroxy-15-methylpalmitinsduremethylester
[#]¥ (6.4 mg/ml in CHCl;) —4.2°

2R-Hydroxypalmitinsduremethylester [50]
[4]% (6.4 mg/mlin CHCl;) —5.8°

2R-Hydroxy-15-methylpalmitinsiure
[]# (6.0 mg/ml in CHCl;) —3.5°

2S-Hydroxydodekansiure [51]

[3]% (5.7 mg/ml in CHCly)  +1.75°

2S-Hydroxypalmitinsdure [52]

[2]% (2.0 mg/ml in CHCl3) +2.7°.

Fir 4.8-Sphingadienine liegen in der Literatur
keine Vergleichsdrehwerte vor. wohl aber fiir die
gesittigten Sphinganine. Als Nebenkomponente der
Ceramidfunktion konnte das Tetrahydroderivat 12
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isoliert werden (s.u.). Da mit Sicherheit anzu-
nehmen ist. daB die unterschiedlich ungesittigten
long-chain bases im selben Organismus auch die-
selbe absolute Konfiguration an den Asymmetrie-
zentren 2 und 3 haben. kommt dem aus Cystobacter
fuscus isolierten Ceramid somit die bisher nicht auf-
gefundene Struktur eines 2S.3R-N-(2'R-Hydroxy-
15’-methylpalmitoyl)- 17-methylsphinga-4 E.8 E-di-
enins (1) zu.

28.3R-N-(2'R-Hydroxypalmitoyl)-17-methyl-sphinga-
4E.SE-dienin (10)

Die Massenspektren von 10 mit seinem Triacetyl-
derivat zeigen, daB es sich bei 10 um ein niedrigeres
Homologes von 1 handelt. Da die Massen der
7-Spaltprodukte gegeniiber den bei 1 und 3 gefun-
denen Werten um 14u niedriger liegen (m/z 314
und 297 fir 10, m/z 398 und 338 fur das Tri-
acetyl-10, vgl. die Diskussion bei 1), mul} es sich
um eine Verbindung mit kleinerem Fettsdurerest
handeln. Dies wird bestitigt durch das Auffinden
eines langkettigen C4-2-Hydroxyfettsiuremethyl-
esters, wie das Massenspektrum zeigt [6, 43]. im
methylierten Hydrolysat von 10. Entsprechend
findet sich im 'H-NMR-Spektrum (s. Tab. I) von 10
an Stelle des einen Isopropyldubletts ein Triplett
einer —CH,—CH3-Gruppe (0= 0,87 ppm), wihrend
alle iibrigen Signale gegeniiber denen von 1 unver-
andert sind.

2S.3R-N-(2'R-Hydroxy-15"-methylpalmitoyl)-
17-methyil-4 E-sphingenin (11)

Dieses Nebenceramid unterscheidet sich von 1
nur durch das Fehlen der 4%-Doppelbindung. wie
sich aus dem 'H-NMR-Spektrum ergibt (s. Tab. I):
Es fehlen die Signale der olefinischen Protonen an
C-8 und C-9 und die der allylischen Protonen an
C-7 und C-10, widhrend der CH,-Berg bei
~ 1.3 ppm entsprechend an Intensitdt zugenommen
hat. Ansonsten entspricht das Spektrum dem von 1.
Der Mindergehalt einer Doppelbindung in der long-
chain base spiegelt sich auch in den Massenspektren
von 11 (M — H,0]" m/z 563, x-Spalt-Ionen unver-
dandert ber m/z 328 und 311) sowie dessen Tri-
acetylderivat (M m/z 707, 2-Spalt-lonen wie bei 2
bei m/z412 und 352, Ionen der Fettsdurekette wie
beir 2 bei m/z 311, 283 und 223) wider. Der sterische
Bau an C-2, C-3 und C-2" bei 10 und 11 wird in

Analogie zu 1 bzw. zu 12 als 2S.3R.2’'R ange-
nommen.

28.3R-N-(2'R-Hydroxy-15"-methylpalmitoyl)-
I 7-methyl-sphinganin (12)

Dal} bei 12 eine gesittigte long-chain base vor-
liegt. ergibt sich aus den spektralen Daten: Im
El-Spektrum findet sich — entsprechend einem
Mehrgehalt von 4H gegeniiber 1 — M bei m/z 583
und [M — H,0]" bei m/z565. Da die x-Spaltpro-
dukte — wie bei 1 — bei m/z 328 und 311 gefunden
werden, muB3 die Massenzunahme zwischen C-3 und
C-19 stattgefunden haben. Im 'H-NMR-Spektrum
fehlen gegeniiber dem von 1 die Signale der ole-
finischen und allylischen Protonen bei entspre-
chender Intensititszunahme des Methylenberges.
Durch alkalische Verseifung [44] erhdlt man aus 12
17-Methylsphinganin, (CH;3)>CH—(CH,);;—CHOH-—
CHNH,—CH,OH. Vergleich der beobachteten
Drehwerte mit denen der vier diastereomeren
Sphinganine [53] (Tab. II) zeigt. daB es sich bei dem
isolierten Verseifungsprodukt um das 2S,3R-Iso-
mere handelt.

Aus der Carotinoidfraktion konnte schlieBlich als
Hauptkomponente eine Verbindung isoliert werden,
bei der es sich nach dem UV-Spektrum sowie dem
Massenspektrum  des  Peracetylierungsproduktes
(s. Exp. Teil) um Myxobacton [27] handelt, das
bereits aus anderen Myxobakterien isoliert worden
1st [26, 27].
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Experimenteller Teil
Gerdte

'H-NMR: Bruker WM 300, CDCl;, TMS.

Massenspektren: El: Varian-MAT CH7A. direkt,
70 eV: Finnigan 3200 direkt und GC-Kopplung
(OV 101), 70 eV: Finnigan 4510 mit GC-Kopplung
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Tab. I. Chemische Verschiebungen (6 ppm) und Kopplungskonstanten in den 300 MHz 'H-NMR-Spektren von 1, 10, 11
und 12 (CDCly). Die Kopplungskonstanten im Bereich der 4%-Doppelbindung bei 1 wurden durch Rechnersimulation
ermittelt. wobei sich zusitzlich fiir die beiden CH,-Gruppen C-7 und C-10 ein °/=— 13,0 Hz und fiir die Allyl-
kopplungen C-7/C-9 + 0.6 Hz und C-8/C-10 + 0,4 Hz ergab.

Verbin- H H H H H H H  H H° HIO  HII-16
dung
1 sppm 73 387 410 548 578 207 207 538 542 195  ~11-13
3.87
J U3 34 45 5/6 7/8 8/9 9/10
Hz 30 75 160 65 +65 +160  +55
10 sppm 375 393 415 547 578 2,11 211 542 538 196 ~11-13
3.89
J 23 34 45 5/6 7/8 8/9 9/10
Hz 0 75 160 65 65 160 5.5
I sopm 376 392 416 556 583 1.96 1A= 13
3.90
J 23 ¥4 45 56
Hz 420 75 160 65
2 ppm 375 386 397 T
3.84
J 23 34
Hz ~40 75
Verbin- H H81® HY  HE-W H'S H'“'"  NH  OH OH
dung
1 sppm 155 085 425 ~1,1-13 1,52 0.85 725 w33 ~18
2xOH
J 17/18,19 273 15/16'/17° et et
Hz 75 40 75
0 oppm 155 085 430 ~1L1-13 152 087 719 33 - 1,8
2x OH
J 17.18/19 273 e el
Hz 75 40
L 0.85 430 ~11-13 152 0.85 791 ~&B  =1A
2x OH
J 17,18/19 23 15'/16"/17" - st
Hz 75 40 75
2 spom 155 085 420 ~LI-13 1,52 0.85 708 33 ~3,3
2x OH
J 17.18/19 2/3 15/16'/17° - breit
Hz 75 40 75

(OVe6l) fir die Ozonolyseuntersuchungen; exakte
und 212 mit

Massenmessungen Varian-MAT 731
Datensystem SS 200:

Datensystem SS 200.
IR: Nicolet 20 SX, KBr.
UV: Beckmann Spectrometer

C,HsOH.

FD: Varian-MAT 731

Modell 25,

mit

abs.

Polarimeter: Perkin-Elmer PE 141, Genauigkeit
10,002° bei Winkeln unter 1 °.
Sculenchromatographie: Kieselgel 60, Merck.

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel F 254, Merck.

HPLC: Polygosil
bzw. RP-C g, Dupont.

Alu-Folien

mit

60-D-10, Macherey & Nagel
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Tab. II. Drehwerte der diastereomeren Sphinganine [53] sowie von 17-Methylsphinganin aus 1 in

CHCI;/CH;0H 10:1.

/. Sphinganin 17-Methyl-
sphinganin

[nm] 2S,3R 2R.3S 2R,3R 28;38

589 +5,69° -5.36° +10,13° —12,00° +4.0°

578 +5,82° —-5,62° +10,55° —-12,80° +4.8°

546 +6,68° —6.42° +12,08° —14,13° +8.5°

¢ [mg/ml] 15.1 15,1 12 7,5 5.0

T[°C] 28 28 28 28 20

Ausgangsmaterial: Tiefgefrorene Zellen von Cysio-
bacter fuscus Stamm Cb 685 [20] wurden uns von
Herrn Prof. Dr. H. Reichenbach. Gesellschaft flir
Biotechnologische Forschung mbH, 3300 Braun-
schweig, zur Verfiigung gestellt.

Myxobacton  (1',2’-Dihydro-1’-glucosyl-4-ketoto-
rulen). Mehrmalige Extraktion von 20 g der tief-
gefrorenen Zellen (entspr. 2,5 g Trockengewicht) mit
Jeweils 50 ml Aceton bei 5°C ergab einen Rohex-
trakt, der sich sdulenchromatographisch durch Elu-
tion mit CCly, Hexan-Ether (50:4, 10:1, 1:1) und
reinem Ether in fiinf Fraktionen auftrennen lief3.
von denen die ersten vier wegen zu geringer Menge
nicht weiter untersucht wurden. Die fiinfte Fraktion
enhielt Carotinoidglycoside. Zur Abspaltung der
Fettsdurereste vom Zuckerrest [27] wurde 1 mg des
Glycosidgemisches mit S ml 10-prozentiger metha-
nolischer KOH versetzt und eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Verdiinnen
mit 2,5 ml Wasser, Extraktion mit Ether und Ein-
engen zur Trockene wurde das Glycosidgemisch in
30 ul abs. Pyridin aufgenommen und mit 15 pl abs.
Acetanhydrid 24 Stunden bei Raumtemperatur
unter Argon im Dunkeln geriihrt. EingieBen der
Reaktionsmischung in Eiswasser, Extraktion mit
CHCl; und Einengen zur Trockene ergab ein Ge-
misch  peracetylierter  Carotinoidglycoside, die
mittels HPLC (Laufmittel: Hexan-Isopropanol 50:1;
Detektion bei 255 nm) aufgetrennt wurden. Die
Hauptfraktion erwies sich als Tetraacetylmyxo-
bacton [27]: Ausbeute: 0,15 mg, Massenspektrum
(ED): m/z (% rel. Int.) 896 (14): M7, 804 (I):
[M—C;Hg]", 790 (33): [M—CgHyo)". 698 (3):
[M — C;Hg — CgH]", 549 (7): [M — OGlu(Ac)4]".
548 (8): [549 — H]*. 443 (10): [549 — C;Hg™; 331 (26).
211 (13). 169 (100), 109 (46): Fragmente der
Zuckerkomponente. Zur weiteren Charakterisierung
wurde eine kleine Menge des freien Myxobactons

diinnschichtchromatographisch
Jomax 480 nm.

Ceramide: 120 g tiefgefrorene Zellen wurden
mehrmals mit je 100 ml Aceton extrahiert und
lieferten 130 mg Rohextrakt. Sdulenchromatogra-
phie an Kieselgel (Laufmittel: Ether-Methanol
10:1) trennte den Hauptteil der Carotinoide und
sonstigen Lipide von der Ceramidfraktion ab.
Durch reversed phase-HPCL (CH;OH/H,O/Hexan
8:1:0.5: Detektion bei 235nm) lieB sich diese
auftrennen. wobei nacheinander die Verbindungen
10, 1, 11 und 12 eluiert wurden.

gereinigt. UVv:

28,3R-N-(2'R-Hydroxy-15"-methylpalmitoyl)-17-methyl-
sphinga-4 E.SE-dienin (1). Ausbeute 4 mg. Massen-
spektrum (EI): m/z (% rel. Int.) 561 (44): [M—H,0]",
546 (14): [561 — CHj]", 351 (38), 328 (22), 311 (86),
286 (40). 280 (58). 276 (24). 239 (12). 'H-NMR:
s. Tab. L IR:s. Text.

28.3R-N-(2'R-Acetoxy-15"-methylpalmitoyl)-17-methyl-
sphinga-4 E,8 E-dienin-1-0O, 3-O-diacetat (2). 1 wurde
wie fiir Myxobacton angegeben mit Pyridin/Acetan-
hydrid umgesetzt und das Reaktionsgemisch durch
reversed phase-HPLC (CH;OH/H,O/Hexan 10:1:1,
Detektion bei 235 nm) aufgearbeitet. Massenspek-
trum (EI): m/z (% rel. Int.) 705 (0.2): M™, 645 (2).
585 (1). 525 (2). 412.3041 (4). 352.2854 (41),
311.2616 (8), 293 (4), 283.2651 (8), 276 (9), 223.0246
(8) (die aus den exakten Massenmessungen bereh-
neten Summenformeln sind in Schemal ange-
geben). FD: 706 (100): [M+H]", 646 (12):
[M+ H— CH;COOH]™. 412 (46). 'H-NMR:s. Text.

28,3R-N-(2'R-Trimethylsilyloxy-15"-methylpalmitoy!)-
1-0,3-O-bis-trimethylsilyl-17-methyisphinga-4 E. 8 E-di-
enin (3). In einem 2 ml-Reaktionsgefd3 mit Durch-
stichkappe wurde 1 mg 1 in 50 pl abs. Pyridin gelost
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Abb. 1. El-Massenspektrum von 2S.3R-N-(2’'R -Trimethylsilyloxy-15’-methylpalmitoyl)-1-O,3-O-bistrimethylsilyl-17-

sphinga-4 E£.8 E-dienin (3).

und mit 50 pl  N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluor-
acetamid sowie 10 pul Trimethylchlorsilan versetzt
[54]. eine Stunde im Wasserbad auf 60 °C erwdrmt
und anschlieBend zur Trockene eingeengt. Massen-
spektrum s. Abb. 1.

Saure Hydrolyse von 1 [42]. 25 mg 1 wurden in 20 ml
CH3;0H mit 4 ml konz. HCI 1 Std. im Wasserbad
auf 60 °C erwidrmt. Die mit 25 ml H,O verdiinnte
Losung wurde zweimal mit 25 ml Ether extrahiert
und die Etherphase zur Trockene eingeengt. Gas-
chromatographische Aufarbeitung ergab 2-Hy-
droxy-15-methylpalmitinsduremethylester. Massen-
spektrum (EI): m/z (% rel. Int.) 300 (5): M7, 241
(22). 103 (18), 90 (53). Aus der wiBrigen Phase

konnten durch Alkalisieren mit konz. KOH auf
pH 10 und zweimalige Extraktion mit Ether 4 mg
17-Methylsphinga-4 E.8 E-dienin (4) isoliert werden,
das nach dem fiir Myxobacton angegebenen Ver-
fahren in das 1-O,2-N,3-O-Triacetylderivat 5 iiber-
geflihrt und wie fiir 2 angegeben chromatographisch
gereinigt wurde. Massenspektrum (EI): m/z (% rel.
Int.) 437 (1): M7, 377 (5). 144 (50). 102 (25), 101
(33). 84 (100), 43 (59), 'H-NMR: s. Text. Drehwerte
[#]*° (7.8mg/ml in CHCl3); —15.5° (589 nm).
16,0° (578 nm), — 19,4° (546 nm).

Alkalische Hydrolyse von 1 [44]. 35 mg 1 wurden in
25 ml 1 N KOH in 90-prozentigem Methano! 18 Std.
unter RiickfluB gekocht. Die Base 4 konnte an-
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schlieBend mit Ether extrahiert werden. Ausbeute:
17mg. Nach Ansduern mit 10-prozentigem HCI
wurde  2-Hydroxy-15-methylpalmitinsdure  mit
Ether extrahiert (Ausbeute: 10 mg) und in tblicher
Weise mit Diazomethan verestert (s. 0.).

O:zonolyse von 1 bzw. 4 erfolgte nach der Vor-
schrift von Jaenicke und Gaag [45]. nach der die bei
reduktiver Aufarbeitung der Ozonolysemischung
entstandenen Carbonylverbindungen durch Ortho-
ameisensduretrimethylester in die Dimethylacetale
tibergefithrt werden. Als Katalysator hierfir dient
Montmorillonit [55], an dem der Orthoester adsor-
biert ist. 300 pl einer 0,5-prozentigen Losung von 1
bzw. 4 in Pentan wurden bei —78 °C mit einer
Spatelspitze des mit Orthoameisentrimethylester
belegten Katalysators versetzt, anschlieBend wurde
durch eine Kapillare 5 min lang Ozon eingeleitet
(30 ml/min entsprechend 0,015 mol/min), der Uber-
schuB mit N, vertrieben und 5pl Dimethylsulfid
zugegeben. Nach einer Stunde Schiitteln bei Raum-
temperatur wurde der Katalysator abzentrifugiert
und die iiberstehende Losung direkt der GC/MS-
Analyse zugefiihrt.

1,1-Dimethoxy-9-methyl-decan (6). Massenspektrum
(EI): m/z (% rel. Int.) 215 (8): [M —"H]*, 185 (9):
[M —"OCHj5]", 75 (100): "CH(OCH3),.

1,1,4.4-Tetramethoxybutan (7). Massenspektrum:
m/z (% rel. Int.) 147 (2): [M — OCHj]*, 115 (35):
[m/z 147 —CH,OH]*, 75 (100): *CH(OCHS5)s,.
Retentionszeit und Fragmentierungsmuster stimmen
mit dem von authentischem Material [45] Giberein.

9-Methyldecanal (8). Massenspektrum (EI): m/:z
(% rel. Int.) 155 (1): [M — "CH3] ", 152 (0,1), 142 (24).
137 (45), 44 (36).
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