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The Busseins C,D, E,F, G,H, J,K,L und M, Ten New Tetranortriterpenes from Entandrophragma bussei Harms.
Summary

Ten new tetranortriterpenes, busseins C, D, E, F, G, H, J, K, L and M have been
isolated from the petroleum ether extract of the timber of Entandrophragma bussei
Harms. utilizing separation by high-pressure liquid chromatography (HPLC). The
structural assignments are based mainly on spectral evidence. For the '"H-NMR spec-
troscopy extensive use of nuclear Overhauser effects (NOE) was made.

1. Einleitung. — Wihrend der letzten zwei Jahrzehnte sind aus Meliaceen zahlreiche
hochoxygenierte Tetranortriterpene (Limonoide) isoliert worden [1] [2]. Sie treten hau-
fig als komplexe Gemische auf, deren Trennung wegen ihrer sehr dhnlichen chemischen
und physikalischen Eigenschaften — es handelt sich meist um Ester homologer Carbon-
sduren — grosse Schwierigkeiten bereitet. So konnten Hdnni et al. [3] aus dem Petrol-
atherextrakt des Holzes von Entandrophragma bussei Harms. die Busseine A und B nur
als Gemisch gewinnen. In der Folge gelang es Ragettli & Tamm [4], die beiden Busseine
mit Hilfe der priparativen Schichtchromatographie zu trennen. Sie isolierten gleichzeitig
zwel neue Verbindungen, die Busseine C und D. Aus Extrakten von Chukrasia tabula-
ris gewannen die gleichen Autoren die eng verwandten Chukrasine A, B, C, D und EY).

Nachdem sich die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) zu einem sehr
effizienten analytischen Trennverfahren entwickelt hat, lag es nahe, die Zusammenset-
zung der erwdhnten Rohextrakte durch Anwendung dieser Methode zu iiberpriifen. Im
folgenden berichten wir iiber die Auftrennung des Gemisches «Bussein». Sie fiihrte zu
mehreren neuen Verbindungen, deren Konstitution mit Hilfe spektroskopischer Me-
thoden bestimmt wurde.

2. Trennung und Charakterisierung der Busseine. — Das Gemisch «Bussein» ist erst-
mals von Adesida & Taylor 5] aus dem Holz der Baume Entandrophragma bussei und
Entandrophragma caudatum gewonnen worden. Beim Abdampfen des zur Extraktion
des pulverisierten Holzes verwendeten Petrolithers fiel als erstes «Bussein» als amor-
pher Festkorper aus. Weiteres Eindampfen lieferte ein harzartiges Gemisch, das haupt-
sdchlich aus Limonoiden und anderen terpenartigen Substanzen bestand, wegen seiner
Komplexitdt aber nicht eingehend untersucht wurde. Der gesamte aus E.bussei erhal-

!y Herrn Prof. D. A. H. Taylor, University of Natal, Durban, Natal, South Africa, danken wir bestens fiir die
Uberlassung von Extrakten.
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Fig. I. HPLC-Chromatogramm des Busseingemisches (Li Chrosorb Si 6010, Siule: 22,5 x 500 mm, Fliessmittel:
CH,Cl,/2% CH;0H/0,2% H,0, Fliessgeschwindigkeit: 6,25 ml/min)

Tab. 1. Die Mengenverhdltnisse der Busseine A-M im urspriinglichen Gemisch (Bussein A = 100)

Bussein A 100 Bussein G 6
B 32 H 4,5
C 16 J 1
D 9 K 0,8
E 3 L 1
F 3 M 0,8

tene Petroldtherextrakt betrug 3% des eingesetzten Holzgewichts, das Gemisch der
Busseine 0,1%.

Die analytische Auftrennung des Busseingemischs mittels HPLC gelang auf Kiesel-
gel- und auf ‘reversed-phase’-Sdulen. Aus dem Chromatogramm (Fig. 1) ist ersichtlich,
dass neben den bekannten Busseinen A-D und den neuen Busseinen E-M noch einige
weitere Substanzen im Gemisch vorhanden sind. Auf ihre Isolierung wurde wegen der
kileinen Menge und der sehr nahe beieinanderliegenden k’-Werte verzichtet. In Tab. ]
sind die Mengenverhiltnisse der bekannten Busseine A~M im urspriinglichen Gemisch
aufgefiihrt.

Die Auftrennung der Busseine in grosserem Mafistab war etwas komplizierter, da
fiir praparative Zwecke ein HPLC-Gerit zur Verfligung stand, auf dem nur isokratisch
gearbeitet werden konnte. Aus diesem Grund wurde der Trennvorgang in mehrere
Schritte aufgeteilt.

Zuerst wurde das Gemisch sdulenchromatographisch auf Kieselgel vorgetrennt. Da-
durch konnten die selteneren Busseine angereichert und in verschiedene Polarititsberei-
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Tab. 2. Physikalische Daten der Busseine A-M

Bussein [2) in CHCI, M ! (nieder- Summen- k'-Wert?)
(alle Werte +2°) aufgeldst) formel a b

A - 56° (¢ = 2,64) 872 CaHcOus 0,43 0,36
B — 57 (¢ = 1,06) 858 CiHs O 0,52 0,42
C —54° (c = 0,57) 858 CuHsOu 0,52 0,46
D —40° (¢ = 1,22) 886 CusHs:O4 0,93 0,70
E — 52" (¢ =0,75) 870 CaHsOu 0,59 0,56
F — 36° (¢ = 0,4]) 844 CiH5,04 0,59 0,56
G —55° (¢ = 1,01) 888 CaHsOpo 0,77 0,74
H —39° (¢ = 0,51) 830 CyHoOu 0,84 0,74
J — 53 (c =0,82) 830 CisHsO1r 1,05 0,88
K — 49" (¢ = 0,41) 816 CyH5017 1,16 1,00
L —51° (¢ = 0,78) §74 CisHsO00 2,04 1,68
M — 48° (¢ = 1,06) 904 CusHsOm0 2,48 2,10

2y Auf Li Chrosorb Si 6010; Saulendimension: 22,5 x 500 mm; Fliessmittel: a) CH,Cl,/2% CH;0H/0,2%
H,0, b) CH,Cl,/Cyclohexan/AcOEt/CH,OH/H,0 100:50:50:2:0,2; Fliessgeschwindigkeit: 6,25 ml/min.

che unterteilt werden. Die so erhaltenen Fraktionen wurden mittels HPLC in mehreren
Durchgingen weiter aufgetrennt.

Wihrend der Trennarbeiten wurde vom Busseingemisch jeweils eine konzentrierte
Vorratslésung in CH,Cl, oder CHCI, eingesetzt, welche manchmal mehrere Tage lang
stehen blieb. Dabei wurde festgestellt, dass die Busseine sich langsam zersetzen. Im
Chromatogramm erschien eine etwas frither als Bussein A eluierte Spitze. Eines der
Zersetzungsprodukte konnte relativ leicht isoliert werden. Uber seine Struktur wird
spater berichtet [6].

Die Busseine lassen sich aus MeOH/H,O und aus CH,Cl,/Cyclohexan als farbloses,
amorphes Pulver ausfillen. Es ist nicht gelungen, von ihnen saubere kristalline Proben
zu erhalten. Sie wurden deshalb nach der letzten HPLC-Reinigung durch Eindampfen
des Fliessmittels als amorphe Lacke oder Pulver isoliert. Fiir die meisten analytischen
Zwecke waren sie damit geniigend rein. Die Summenformeln der Busseine E-M liessen
sich aus den Molekiilspitzen ihrer niederaufgeldsten Massenspektren ermitteln. Dies
war nur moéglich, weil von den Busseinen A-D hochaufgelGste Massenspektren zur
Verfiigung standen und somit deren Summenformeln gesichert sind. Aufgrund der
grossen Ahnlichkeit der Busseine untereinander konnte, in Kombination mit den 'H-
und *C-NMR-Spektren, fir jede Verbindung eine eindeutige Summenformel bestimmt
werden. Sie sind in Tab.2 zusammengefasst. Sie enthdlt auch die optischen Drehwerte.

Aus den niederaufgelosten Massenspektren und den “C-NMR-Spektren der Bus-
seine E und F ist zu ersehen, dass diese beiden Stoffe nicht vollstindig getrennt werden
konnten. Das CH,O-Signal der "C-NMR-Spektren zeigte, dass die beiden Stoffe nur
zu je 75% angereichert waren. Dies beeintrichtigte weder die Interpretation der Spek-
tren noch die Konstitutionsermittlung.

3. Konstitution der Busseine A—M. — Die friiher fiir die Busseine A-D (l1a—d) vorge-
schlagenen Strukturformeln konnten aufgrund der “C- und der 400-MHz-"H-NMR-
Spektren bestitigt werden. Fiir die neu isolierten Busseine E-M werden die Strukturen
le-m vorgeschlagen. Diese Vorschlige stiitzen sich auf den Vergleich mit den chemi-
schen, spektroskopischen und physikalischen Eigenschaften der Busseine A-D [3] [4],
der Chukrasine A-E [4], des Utilins (2) [7], des Phragmalins (3) [8] und von Derivaten
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der Busseine (vgl. [6]). Eine weitere Absicherung erfahren die Strukturvorschlige durch
die NOE-Messungen an Bussein A.

Alle Busseine besitzen das gleiche Grundgeriist. Sie unterscheiden sich lediglich in
der Natur der Acyloxygruppe an C(3) und des Restes an C(2'). Bei den Busseinen J
und K ist zudem die OH-Gruppe an C(11) nicht acetyliert. Die Konfiguration der an
C(3) haftenden Acyloxygruppe der Busseine G und M liess sich nicht aufkliren.

Im folgenden werden die spektralen Eigenschaften, die zur Konstitutionsermittlung
der einzelnen Verbindungen beigetragen haben, besprochen.

Die IR-Spektren der Busseine in KBr sind weitgehend identisch. Sie zeigen unter
anderem Schwingungen bei 3580 cm™ (scharf, freies OH), 3480 cm™ (br., assoziiertes
OH), 1750 cm™ (J-Lacton- und Ester-Carbonyl) und eine starke Acetatbande bei 1215
cm ', Die fiir Limonoide charakteristische Furanbande bei 875 cm™ ist bei den Bussei-
nen nur schwach sichtbar und kann nicht mit Sicherheit zugeordnet werden.

Ausser demjenigen des Busseins E sind die UV-Spektren aller Busseine in MeOH
identisch. Zu erkennen ist die Absorption des Furanrings bei 207 nm (loge = 3,84) und
eine starke Bande bei 268 nm (loge = 4,00), die sich nach Zugabe von 0,IN NaOH
nach 288 nm (loge = 4,24) verschiebt (alle Werte sind gemittelt). Sie kommt durch die
Absorption des enolisierten f-Ketolactons zustande. Bei Bussein E ist die Furanbande
durch eine Absorption bei 216 nm (loge = 4,16) iiberlagert, die vom Tiglinsdurerest an
C(3) herriihrt.

Massenspektren wurden hauptsichlich zur Ermittlung des Mol-Gewichts der iso-
lierten Busseine herangezogen, da sie nur wenig identifizierbare Fragmente und Ab-
spaltungen zeigen. Sie bestitigen jedoch die vorgeschlagenen Strukturen. Die Busseine
fragmentieren wenig, was fiir Molekiile dieser Gréssenordnung iiberraschend ist. Ver-
mutlich hdngt dies mit ihrer kugelférmigen Struktur zusammen, weshalb das Grundge-
rust nur wenig Tendenz hat, bei der Ionisation auseinanderzubrechen. Die Basisspitze
der Massenspektren liegt bei m1/z 43 (Acetyl), zweitgrosste Spitze ist jedoch meist M ' -
131. Bei Busseinen, die an der Acyloxygruppe an C(3) eine OH-Gruppe tragen, ist
M *-18 etwa viermal intensiver als M *. Bei den anderen Busseinen ist diese Abspal-
tung unbedeutend.

Sehr aufschlussreich fiir die Aufklirung der Strukturen der Busseine E-M waren
die 400-MHz-'"H-NMR-Spektren?). Die Signalzuordnungen sind in Tab.3 zusammen-
gefasst. Wie zu erwarten war, unterscheiden sich die Spektren vor allem durch die
Signale des Acyloxyrestes an C(3).

%)  Wir danken der Spectrospin AG, Fillanden, fiir ihr grossziigiges Entgegenkommen bei diesen Messungen.
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Tab. 3. Zuordnung der Protonen in den 400-M Hz-' H-NMR-Spekiren der Busseine (CDCl;-Losung)
H-C(21) H-C(23) H~-C(22) H-C(3) H-C(30) H-C(11) H-C(12)

Multiplizitat br. s br. s br. s 5 s d J=25 d J=25
Bussein A 7,61 7,28 6,38 4,90 5,40 5,53 4,56
B 7,58 7,27 6,39 491 5,43 5,56 4,58
C 7,61 7,26 6,38 49] 5,42 5,54 4,56
D 7,61 7,26 6,39 491 5,37 5,56 4,56
E 7,51 7,28 6,40 4,92 5,42 5,59 4,58
F 7,59 7,27 6,40 491 5,45 5,58 4,58
G 7,84 7,26 6,40 4,92 5,46 553 4,58
H 7,62 7,28 6,41 4,89 5,48 5,55 4,58
J 7,59 7,28 6,43 4,94 5,42 4,50 (br.s) 4,39
K 7,57 7,28 6,42 4,91 5,43 4,50 (br.s) 4,38
L 7,76 7,26 6,39 4,89 5,48 5,54 4,58
M 7,85 7,26 6,41 4,97 5,56 5,56 4,56
H~-C(17) H-C(14) H-C(29) H—C(6) H-C(5)
a b a b
Multiplizitit K K d J=18 d J=18 br. d, dd, J =18, br.d,
J =18 J=11 J=11
Bussein A 5,73 3,23 1,94 1,84 2,77 2,42 3,08
B 5,77 3,24 1,94 1,85 2,78 2,44 3,08
C 5,76 3,20 1,95 1,84 2,78 2,43 3,08
D 5.77 3,23 1,97 1,84 2,79 2,45 3,09
E 5,72 3,24 1,97 1,86 2,81 2,47 3,12
F 5,79 3,22 1,96 1,85 2,79 2,45 3,09
G 5,78 3,23 1,98 1,85 2,78 2,46 3,14
H 5,88 3,28 1,94 1,85 2,78 2,45 3,08
J 5,74 3,41 1,95 1,87 2,68 2,40 3,10
K 5,74 3,41 1,95 1,87 2,69 2,41 3,09
L 5,78 3,23 1,98 1,85 2,81 2,47 3,16
M 5.82 3,26 1,98 1,84 2,79 2,46 321
H von H von Acetoxygruppen an H von OH-C(2) Hvon
Methoxy-  C(11) C(30) C(12) Ortho- Enol
carbonyl acetat
Multiplizitat s K K s K 5 (z.T. d,
J=1)
Bussein A 3,67 2,11 1,94 1,57 1,58 2,69 13,92
B 3,70 2,12 1,96 1,58 1,59 2,72 13,92
C 3,67 2,12 1,96 1,57 1,59 2,71 12,76
D 3,73 2,12 1,94 1,56 1,56 2,76 12,93
E 3,70 2,12 1,95 1,57 1,59 2,89 13,92
F 3,71 2,12 1,96 1,57 1,59 2,73 13,75
G 3,73 2,12 1,95 1,57 1,59 2,74 13,92
H 3,72 2,12 1,98 1,58 1,59 2,71 13,83
J 3,70 - 1,94 1,66 1,65 2,76 13,96
K 3,70 - 1,95 1,66 1,65 2,76 13,96
L 3,75 2,12 1,95 1,57 1,59 2,75 13,93
M 3,72 2,12 1,97 1,56 1,59 2,68 13,82
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CH,—C(13) CH;—C(10) CH;—C(4) H-C(2) CH;—-C(2)
a b a b
Multiplizitit s s s m m d oder dJ=1
LJ=7

Bussein A 1,48 1,22 0,95 2,98 - 1,31 1,15

B 1,48 1,22 0,96 2,98 - 1,31 1,16

C 1,48 1,22 0,95 2,55 2,46 1,24 (1)

D 1,49 1,23 0,97 2,98 - 1,31 1,15

E 1,48 1,23 0,98 2,99 - 1,32 1,15

F 1,49 1,23 0,96 2,56 2,41 1,25 (¢)

G 1,52 1,23 0,98 2,99 - 1,32 1,16

H 1,48 1,22 0,97 2,98 - 1,32 1,15

J 1,55 1,16 0,95 3,01 - 1,32 1,13

K 1,55 1,17 0,95 3,00 - 1,33 1,14

L 1,51 1,23 0,98 2,99 - 1,32 1,16

M 1,50 1,23 1,00 2,98 - 1,32 1,16
Signale H von H von Methylen H von CH, Weitere Signale
der Hin R Methin a b a b
Bussein A 2,69 (m) 1,85 (m) 1,62 (m) 1,32(d,J=7) 093(t,J=7)

B 2,86 (m) 1,34(d,J=T7) 1,34, J=7)

C 2,72 (m) 1,86 (m) 1,61 (m) 131 d,J=T7) 093, J=7)

D 349 (¢q.J =95) 1,78 (s) 1,36 (d,J =5)

E 7,22 (qq, 1,99 (br. s5) 1,74 (dq,

J=1,J=1) J=7J=1)

F 2,88 (m) 1,33d,J=7) 1,34, J=1)

G 1,94 (m) 1,79 (m) 1,56 (s) 095(,J=7) 392 (s, OHin R')

H 2,35(s)

J 2,71 (m) 1,85 (m) ca 1,62(m) 128(d,J=7) 093(,J=7) 2,52(s, OH-C(11))

(verdeckt)

K 2,87 (m) 1,34(d,J=7 1,29, J=7) 2,52(s, OH-C(11))

L 1,65 (s) 1,56 (s) 3,85 (s, OHin R')

M 3,94 (br. g, 1,56 (s) 1,20(d,J=7) 4,18 (s); 3,46 (br.s,

J=T) OH in R

In den Spektren der Busseine J und K, die an C(11) eine OH-Gruppe tragen, sind
gewisse Signale stirker verschoben. Dasselbe ist bei den Busseinen C und F der Fall,
bei welchen an C(1') eine Athylgruppe statt einer Isopropylgruppe sitzt.

Die 'H-NMR-Signale des unverinderten Grundgeriistteils sind bei allen Busseinen
praktisch gleich. Einzelne, frither getroffene Zuordnungen, konnten bestétigt werden.
Gewisse Signalverschiebungen, die sich aus den unterschiedlichen Substituenten an
C(3) ergeben, lassen interessante Riickschliisse auf die Stereochemie und die Konfor-
mation der Busseine zu.

Die '"H-NMR-Spektren der Busseine zeigen wie die aller Limonoide die typischen
drei Signale der Furanprotonen. Die beiden Protonen an C(21) und C(23) erscheinen
erwartungsgemass bei tieferem Feld als breite Singulette, dasjenige an C(22), ebenfalls
als breites Singulett, bei hdherem Feld. Die Zuordnung der Protonen an C(21) und
C(23) sind durch NOE-Experimente an Bussein A gesichert (vgl. Tab.6).

Bei der Betrachtung der Tab. 3 fillt auf, dass die chemischen Verschiebungen von
H—-C(22) und H—C(23) bei allen Busseinen praktisch gleich sind, die Werte fiir
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Fig. 2. Dreiding-Modell von Bussein A

H—C(21) hingegen relativ stark schwanken. Verschiebungen nach tieferem Feld dieses
Signals konnen mit der Anwesenheit von OH-Gruppen im Acyloxyrest an C(3) korre-
liert werden (Busseine G, L und M), eine Verschiebung nach héherem Feld wird beim
Bussein E beobachtet, welches an C(3) einen Tiglinsdurerest trdgt. Diese Verschiebun-
gen kOnnen nur zustande kommen, wenn die Acylreste an C(3) und H—C(21) rdumlich
nahe beieinander sind, da induktive oder mesomere Effekte ausgeschlossen werden
konnen. Dies ist nur méglich, wenn der Substituent an C(3) f-stindig 1st Das Drei-
ding-Modell veranschaulicht diesen Sachverhalt (Fig.2).

Erstaunlich ist, dass nur H—C(21) beeinflusst wird. Bei freier oder auch gehinderter
Drehbarkeit des Furanrings wiirden fiir H~C(22) dhnliche Schwankungen der NMR-
Resonanz erwartet. Demnach ist anzunehmen, dass der Furanring in seiner Lage fixiert
ist und bevorzugt die in Fig. 2 angedeutete Orientierung einnimmt. Dabei sind die
H-Atome an C(22) und C(23) nach aussen gerichtet, was ihre Unempfindlichkeit ge-
geniiber Substituentenverinderungen an C(3) erklirt. Der Furanring wire demzufolge
in das Grundgerist eingebettet und nihme im Sinne der vorgeschlagenen Anordnung
die energiedrmste Position ein.

Die Protonen H—C(3), H-C(11), H-C(12), H—C(17) und H—C(30) ergeben fiir die
Busseine charakteristische NMR-Signale, deren Zuordnung durch die Analyse von Hy-
drolyseprodukten (vgl. [3] und NOE-Experimente an Bussein A) gesichert sind.

Die Protonen H—C(11) und H—~C(12) erscheinen bei allen Busseinen, die an C(11)
eine Acetylgruppe tragen, als Dublette bei 5,55 bzw. 4,57 ppm (gemittelte Werte). Die
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Aufspaltung der Signale betrdgt 2,5 Hz, was der vorgeschlagenen axialen/dquatorialen
Anordnung entspricht. Beide Protonen sind f-stdndig angeordnet, wie aus den NOE-
Messungen hervorgeht.

Bei den Singuletten der H-Atome an C(17), C(3) und C(30) ist hingegen ein Einfluss
der Acyloxygruppe an C(3) auf die chemischen Verschiebungen erkennbar. Auf den
ersten Blick etwas iiberraschend scheint, dass diese Schwankungen bei H—C(3) am
kleinsten sind. Nur gerade bei Bussein M, das in der Acyloxygruppe zwei
OH—Gruppen trigt, ist eine Verschiebung nach tieferem Feld von 0,07 ppm zu beob-
achten. Bei den anderen Busseinen liegen die Abweichungen in der Grdssenordnung
der experimentellen Genauigkeit. Dies muss einerseits daran liegen, dass induktive Ef-
fekte iiber eine O-Bindung klein sind [9] und andererseits die Acyloxygruppe von
H—C(3) weggedreht ist. Damit liessen sich auch die etwas stirkeren Schwankungen der
Resonanzen von H—C(17) und H—C(30) erkliren, die bei einer solchen Stellung der
Acyloxygruppe in deren Nihe gerieten.

Das Signal von H—C(3) ist in den NMR-Spektren aller Busseine das schérfste Ein-
protonen-Singulett. Seine Halbwertsbreite betrdgt nur 1,5 Hz im Vergleich zu den 2 Hz
von H-C(17) und H—C(30). Die grossere Halbwertsbreite von H—C(17) kénnte durch
eine schwache allylische Kopplung mit H—C(21) entstehen.

Die Signalbreite von H~C(30) kénnte von einer direkten Kopplung durch den
Raum herriihren (vgl. [10]).

Die Protonen der Seitenkette an C(5) erscheinen in den 400-MHz-NMR-Spektren
der Busseine als AMX -System?). Im A-Teil tritt H—C(5) als verbreitertes Dublett bei
3,09 ppm auf. Die beiden diastereotopen Protonen an C(6) erscheinen im M -respektive
im X-Teil bei 2,79 ppm (breites Dublett) und bei 2,43 ppm (doppeltes Dublett). Die
Kopplungskonstanten fiir J,,, ~ 1 Hz, J,,, = 18 Hz und fir J,, = 11 Hz bedeuten, dass
die C(5)—C(6)-Bindung nicht frei drehbar ist. Der Diederwinkel zwischen dem Proton
des A-Teils und demjenigen des M -Teils betrdgt demnach ca. 90°.

In den Spektren der Busseine J und K, die an C(11) nicht acetyliert sind, wird der
M-Teil des betrachteten Spinsystems um ca. 0,1 ppm nach hoherem Feld verschoben,
wihrend der X-Teil praktisch unverindert bleibt. Dieser Befund legt die Vermutung
nahe, dass das Proton des M -Teils in Richtung von C(11) zeigt. NOE-Experimente
bestitigten diese Uberlegung.

Wie aus der Tab.4 hervorgeht, sind auch die "C-NMR-Spektren der Busseine sehr
dhnlich. Die Zuordnungen beruhen auf dem Vergleich mit den Spektren der Chukra-
sine und insbesondere auf ausgedehnten selektiven Protonenentkopplungsexperimenten
an Chukrasin B [4].

Im Bereich der quartiren C-O-Signale erscheinen in den "C-NMR-Spektren der
meisten Busseine vier Singulette bei 85,0, 83,5, 79,7 und 77,3 ppm, welche zu den
C-Atomen C(1), C(2), C(8), C(9) gehdren miissen. Nahezu dieselben Werte werden bei
den meisten Chukrasinen gefunden [4].

Durch Veresterung der OH-Gruppe an C(2) bei den Chukrasinen D und E werden
die beiden bei hoherem Feld liegenden Signale verschoben und erscheinen bei 83,0 und
78,7 ppm, was den Schluss nahelegt, dass sie C(1) und C(2) zuzuordnen sind. Die

3 Das Spinsystem H—C(5)/H—C(62)/H—C(6b) kann nach der Niherungsmethode erster Ordnung analysiert
werden, da das Verhiltnis Jyy/(v,, — v,) = 7,8 betrdgt [11].

31
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Tab. 4. Zuordnung der Signale in den 3 C-NMR-Spektren der Busseine

Carbonyl-C-Atome an C(7)
und der Acetoxygruppen an

Furan-C-Atome

Quartire C-Atome (C-0)

C  CUl €12 CB0) CE3) CRl) C20) CR2) CEB) €O ) CQ)
Bussein A 172,7 169,1 168,7 168,3 142,7 141,4 122,1 110,0 850 835 797 773
B 172,8 169,1 168,7 1684 142,77 141,2 122,1 110,0 85,0 835 79,7 773
C 172,7 169,1 168,7 1684 142,7 141,4 122,1 1100 850 83,5 797 77,3
D 172,8 169,1 168,8 1682 142,5 141,6 122,1 110,1 849 834 798 773
E 172,7 169,1 168,8 1683 142,5 141,0 kein 109,8 84,8 832 795 772
Signal
F 172,7 169,1 168,7 168.6 142,6 141,2 122,0 109,8 84,8 833 794 771
G 172,9 169,1 169,0 168,7 142,9 142,7 121,2 1100 85,0 834 798 77,6
H 173,0 169,1 168,7 168,7 142,7 1417 122,0 1099 85,0 836 796 773
J 172,5 - 168,5 169.3 142,5 141,2 1224 1102 850 84,1 7199 774
K 172,6 - 168,6 169,3 142,5 141,2° 1224 110,1 850 84,1 799 774
L 173,0 169,2 169,1 1688 142,5 142,55 121,3 110,0 85,0 834 798 775
M 173,4 169.9 169,1 1688 1430 142,5 121,0 1100 85,0 83,6 79,7 776
Tertidre C-Atome (C-0) Ges. quartire C-Atome Methin Methylen
C3) CB0) C(12)/Ca7 CU11) C@ / Clo) / C13) C14) CG6) CQ29) C(6)
Bussein A 83,1 74,0 70,1 70,1 68,9 45,9 457 450 437 37,0 40,0 333
B 83,3 74,0 70,1 70,1 68,9 459 458 450 43,7 370 40,0 333
C 83,1 74,2 70,1 70,1 63,9 459 457 453 44,1 37,0 39,9 333
D 84,9 740 70,1 70,0 68,9 46,0 457 450 43,8 37,0 40,0 33,5
E 84,0 74,0 70,0 69,9 68,9 45,8 457 448 43,5 36,7 40,0 33,3
F 83,0 740 70,0 699 689 45,7 45,7 45,1 439 36,8 39.8 332
G 839 73,9 70,2 70,0 69,1 459 456 450 439 369 399 33,5
H 832 739 70,1 70,1 69,1 45,9 459 451 43,6 36,7 40,0 33,3
J 83,2 73,9 722 70,2 68,9 45,9 458 45,1 432 371 40,0 334
K 834 740 722 70,3 69,0 459 458 45,1 432 370 40,0 334
L 834 74,1 70,3 70,0 69,0 45,9 457 450 43,9 36,8 399 335
M 836 74,1 70,2 70,9 69,0 45,9 45,7 451 43,8 37,1 399 333
Keto/Enol-System Rest an C(3)
C(l6) C(15) C(17 C(2) C(3) CHy— C=0 quart. Methin Me-  Methyl
C(2") C thylen
Bussein A 170,5 91,0 1833 30,3 203 18,5 176,1 414 26,5 16,7 11,5
B 170,5 91,0 183,2 30,2 20,2 18,4 176,6 34,3 19,1 190
C 170,2 92,3 180,1 25,7 11,0 176,2 41,3 26,5 16,7 11,5
D 170,5 91,0 1834 30,3 203 18,5 171, 57,8 58,6 13,5 134
E 170,4 90,8 183,2 30,2 20,3 18,5 167,7 128,0 139,0 146 124
F 170,1 92,0 180,0 25,7 11,1 176,7 34,3 19,1 19,0
G 1704 91,0 183,3 30,3 20,3 18,5 175,5 76,1 33,5 255 8,1
H 170,3 91,0 183,1 30,3 20,3 18,4 170,6 20,6
J 170,5 91,1 183,5 30,1 20,1 18,5 176,3 41,4 26,5 16,7 11,5
K 170,5 91,0 183,5 30,1 20,1 18,5 175,7 34,3 19,1 18,9
L 170,4 91,0 1834 30,3 20,2 18,5 1758 729 276 274
M 1704 91,1 183,1 30,3 20,3 18,5 1734 776 73,6 224 17,2
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(6] CH;-Gruppen von CH;-Gruppen an
—(1,‘—0 Methoxy- Ortho- AcO—-C(12)/C(30) AcO C(13) C(10) C4)
(]) carbonyl acetat an C(11)

Bussein A 119,1 51,7 20,9 20,7 20,6 19,7 17,9 15,9 14,2
B 119,1 51,7 20,9 20,5 20,5 19,7 17,9 15,9 14,2
C 119,1 51,7 20,9 20,7 20,5 19,7 18,2 15,9 14,2
D 119,1 51,8 20,9 20,5 20,6 19,7 18,0 15,9 14,2
E 118,9 51,8 20,9 20,7 20,6 19,8 17,8 15,9 14,5
F 119,0 51,9 20,9 20,7 20,6 19,7 18,1 159 14,2
G 119,1 51,9 20,9 20,7 20,6 19,7 17,9 15,8 14,1
H 119,2 51,8 20,9 20,6 20,5 19,7 17,8 15,9 14,4
¥ 119,1 51,7 21,0 20,7 20,6 18,0 16,2 14,2
K 119,1 51,8 21,0 20,7 20,6 17,9 16,2 14,2
L 119,1 52,0 20,9 20,7 20,6 19,7 17,9 15,8 14,1
M 119,2 52,1 20,9 20,9 20,6 19,6 17,8 15,9 14,0

Veresterung einer OH-Gruppe hat bekanntlich fiir das a-C-Atom eine Verschiebung
nach tieferem Feld von ca. 7,5 ppm zur Folge [9]. Wenn man annimmt, dass das Signal
bei 77,3 ppm von C(2) verursacht wird, ergibe das bei der Veresterung eine Verschie-
bung nach tieferem Feld von 6 ppm?).

Die Zuordnung des Signals von 83,5 ppm zu C(9) ist relativ einfach, da es y-standig
zur Acetylgruppe an C(11) liegt und deshalb in den Spektren der Busseine J und K um
0,5 ppm nach hoherem Feld verschoben ist. Die Resonanz bei 85,0 ppm muss demnach
zu C(8) gehoren.

Die tertidren CH-O-Signale der Busseine sind ebenfalls in Tab. 4 zusammengefasst.
Wiederum konnen bei Chukrasin B sehr dhnliche Signale gefunden werden, niamlich
bei 83,2, 73,9, 69,8, 69,8 und 68,5 ppm. Bei dieser Verbindung sind die obigen Signale
soweit wie mdglich mit Hilfe von selektiven Protonenentkopplungsexperimenten zuge-
ordnet worden. Dabei konnte aber zwischen C(11) und C(30) nicht unterschieden wer-
den, da die entsprechenden Protonensignale von Chukrasin B isochron sind. Ebenso-
wenig liessen sich C(12) und C(17) auseinanderhalten, da diese beiden Signale, wie es
auch héufig bei den Busseinen beobachtet wird, isochron erscheinen. Die Signale bei
73,9 und 68,5 ppm sind dem Paar C(30)/C(11) und die beiden isochronen Signale bei
69,8 dem Paar C(12)/C(17) zuzuordnen.

Die fiir Chukrasin B vorgenommenen Zuordnungen lassen sich auf die Busseine
ibertragen, obwohl sich auf den ersten Blick bei den Busseinen J und K Unstimmigkei-
ten ergeben. Bei diesen Verbindung wird fiir C(11) ein um 1-7 ppm nach héherem Feld
verschobenes Signal erwartet [9] [12]. Fiir das Signal von C(21) wird ebenfalls eine

4 Das Signal von C(1) erfihrt somit eine Verschiebung nach héherem Feld von 1 ppm; nach Literaturanga-
ben sollte sie jedoch 3,5 ppm betragen. Diese Diskrepanz kénnte dadurch erklirt werden, dass bei diesem
Wert von einer frei drehbaren Acetylgruppe ausgegangen wurde. Modellbetrachtungen lassen jedoch ver-
muten, dass eine in den Chukrasinen an C(2) sitzende Acetylgruppe in ihrer Drehbarkeit eingeschrinkt ist.
Diese Acetylgruppe ist y-stindig zu C(1). In nicht frei drehbaren Systemen ist die chemische Verschiebung
eines C-Atoms vom Diederwinkel zwischen ihm und dem y-Substituenten abhédngig. Bei der Berechnung
chemischer Verschiebungen begegnet man diesem Effekt mit sogenannten Konformationskorrekturen. Da
fiir das zur Diskussion stehende System keine Werte fiir solche Korrekturen bekannt sind, kann die obige
Vermutung nicht iberpriift werden. Dass dieser y-Effekt betrdchtlich sein kann, ist an den Resonanzen von
C(3) und C(30) zu erkennen, die in gleicher Entfernung zur Acetylgruppe stehen wie C(1). Das Signal von
C(3) wird um 3 ppm nach héherem Feld verschoben, wihrend das Signal von C(30) unveridndert bleibt.
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Tab. 5. Die CH;-Gruppensignale in den *C-NMR-Spektren der Busseine
A B C D E F G H I K L M Zuordnung
20,9 209 209 209 209 209 209 209 21,0 21,0 209 209) CH;ausOrtho-Ac

20,7 20,5 20,7 206 20,7 207 207 206 20,7 20,7 20,7 209¢ AcO-C(30)
20,6 20,5 20,5 206 206 207 206 206 206 206 20,6 2006 I und AcO—C(12)
203 20,3 20,3 203 20,3 20,3 20,1 201 202 203 H,C3)

19,7 19,7 19,7 19,7 198 19,7 19,7 19,7 19,7 19,6 AcO—C(l1)

18,5 184 18,5 18,5 18,5 184 185 18,5 18,5 18,5 CH,;—C(2)

179 179 182 180 17,8 181 179 178 180 179 179 178 CH,—C(13)
159 159 159 159 159 159 158 159 162 162 158 159 CH;—C(10)
142 142 142 142 14,5 142 14,1 144 142 142 141 140 CH;—C4)
11,0 11,1 H;C(3) in
Bussein C und F
51,7 5,7 51,7 5,8 51,8 51,9 519 51,8 51,7 51,8 52,0 52,1  Methoxycarbonyl

Verschiebung erwartet, die in der Grossenordnung von 0-3 ppm liegen kann, deren
Richtung aber nicht vorausgesagt werden kann.

Die "C-NMR-Spektren der Busseine J und K zeigen fiir das Paar C(11)/C(30) keine
Veranderung. Eines der beiden isochronen Signale bei 70,1 ppm fehlt jedoch und ist
durch eine Resonanz bei 72,2 ppm ersetzt. Dieser Befund kann erkldrt werden, wenn
man annimmt, dass sich das Signal von C(11) nicht verdndert hat, dasjenige von C(12)
aber um 2,2 ppm nach tieferem Feld verschoben wurde. Diese Annahme wird durch die
BC-NMR-Spektren von 11,12-Desacetylbussein A und B gestiitzt (vgl. [16]).

In Tab.5 sind die ""C-Resonanzen der CH,-Gruppen der Busseine zusammenge-
stellt. Problemlos ist die Zuordnung des Signals bei 51,8 ppm, das zur Methoxycarbo-
nylgruppe gehort. Ebenso leicht konnen die Signale der CH,-Gruppen aus dem jeweili-
gen Rest an C(3) zugeordnet werden.

In den Spektren der Busseine C und F fillt auf, dass die Signale bei 20,3 ppm und
bei 18,5 ppm fehlen, dass aber ein neues Signal bei 11,1 ppm erscheint. Diese Resonan-
zen werden den CH,-Gruppen aus dem Isopropylrest respektive dem Athylrest an C(1°)
zugeordnet.

In den Spektren der Busseine J und K fehlt ein Signal im Acetyl-Methylgruppenbe-
reich bei 19,7 ppm, das demzufolge zur Acetylgruppe an C(11) gehdren muss. Die
restlichen drei Resonanzen zwischen 20 und 21 ppm miissen zu den Acetylgruppen an
C(12) und C(30) und der Orthoacetatgruppe gehoéren. Eine weitere Zuordnung ist dort
nicht moéglich.

Damit bleiben noch die drei Signale bei 17,9, 15,9 und 14,2 ppm, die von den
Geriist-CH,-Gruppen verursacht werden. Diese Signale haben alle auffallend kleine
Intensitaten, die auf die vergleichsweise langen Relaxationszeiten der Geriist-CH;-
Gruppen zuriickzufiihren sind. Dieser Sachverhalt erlaubt auch eine saubere Zuord-
nung der Signale untereinander. Damit kénnen Verwechslungen mit anderen CH,-Re-
sonanzen ausgeschlossen werden.

Bei den Busseinen C und F ist das bei tiefstem Feld erscheinende Signal um etwa
0,2 ppm nach tieferem Feld verschoben, was auf die geringere Abschirmung durch die
Athylgruppe an C(1") gegeniiber der Isopropylgruppe zuriickzufiihren ist.

Alle Busseine tragen an C(15) eine Enolgruppe. Wihrend diese bei den Busseinen C
und F durch eine Propionylgruppe gebildet wird, besteht sie bei den anderen Busseinen
aus einer Isobutyrylgruppe (vgl. Teilformeln A und B). Im "H-NMR-Spektrum macht
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sich dieser Unterschied darin bemerkbar, dass statt einem Multiplett bei 2,98 pm zwei
Multiplette der diastereotopen Protonen an C(2") bei 2,56 und bei 2,42 ppm erscheinen.
Die Dublette der beiden CH,-Gruppen an C(3') bei 1,31 und 1,15 ppm sind in den
Spektren der Busseine C und F durch ein Triplett bei 1,24 ppm ersetzt. Die Kopplungs-
konstante J(2',3") betrigt in beiden Fillen 7 Hz. Die Absorption des enolischen Pro-
tons der Busseine C und F erscheint bei 13,76 ppm. Bei den anderen Busseinen C und
F erscheint bei 13,76 ppm. Bei den anderen Busseinen tritt dieses Signal durchschnitt-
lich bei 13,93 ppm auf, wobei hier allerdings relativ grosse Unterschiede festzustellen
sind, liegt doch dieser Wert bei den Busseinen H und M bei 13,82 ppm und bei den
Busseinen J und K bei 13,96 ppm.

Bei den “C-Signalen wird die bei tiefstem Feld liegende Resonanz C(1°) zugeordnet,
da sie sich beim Substituentenwechsel an C(1’) am meisten verschiebt. Die Absorption
von 92,3 ppm der Busseine C und F und von 91,0 ppm der anderen Busseine ist typisch
fiir ein zu einer enolischen OH-Gruppe f#-stindiges sp’C-Atom und wird deshalb C(15)
zugeordnet. Die chemische Verschiebung von C(16) ist bei allen Busseinen praktisch
gleich. Sie betrdgt bei den Busseinen C und F 170,2 ppm und bei den anderen Bussei-
nen 170,5 ppm. Das C(2')-Atom in der Athylgruppe der Busseine C und F erscheint bei
25,7 ppm als Triplett, wihrend die CH,-Gruppe (C(3")) bei 11,0 ppm auftritt. Die
Isopropylgruppe der anderen Busseine ergibt zwei Quartette bei 20,3 und 18,5 ppm, die
den CH,-Gruppen C(3') zugeordnet werden, und das bei 30,3 ppm als Dublett erschei-
nende Signal von C(2").

Die Lage der “C-Signale ldsst den Schluss zu, dass die Elektronenverteilung im
Keto-Enol-System nahe bei D liegt. Waren die Doppelbindungen voll delokalisiert, so
wiirde man fiir die Absorption von C(16) und C(1") dhnliche Werte erwarten. C(16)
miisste eher bei hoherem Feld erscheinen, da es neben einem O-Atom sitzt. Lige Struk-
tur E vor, so wiirden die erwarteten Resonanzen den experimentellen Werten entspre-
chen. Die Zuordnungen der Signale von C(16) und von C(1") miissten dann aber ver-
tauscht sein, was aus den oben ausgefiithrten Griinden nicht mdglich ist.

Die NMR-Signale der an C(3) haftenden Acyloxygruppen sind in 7ab.6 zusam-
mengetellt. Thre Zuordnungen sind im grossen ganzen problemlos.

!
I
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Wie eingangs erwihnt, sind die vorgeschlagenen Konfigurationszuordnungen in
den Busseinen in Analogie zu denen des Utilins (2) und des Phragmalins (3) {7] [8]
vorgenommen worden. Letztere stiitzen sich auf Rontgen-Strukturanalysen.

Utilin (2) unterscheidet sich von den Busseinen vor allem durch die fehlende Ace-
toxygruppe an C(12), durch die unterschiedliche Verkniipfung der Orthoacetatgruppe
und durch das fehlende Enol-System an C(15). Im Phragmalin (3) sitzt die Orthoace-
tatgruppe an der gleichen Stelle wie in den Busseinen, hingegen fehlen die beiden Ace-
toxygruppen an C(11) und C(12) und die Enolgruppe an C(15). Die Kombination
dieser beiden Strukturen ldsst nur noch die Stereochemie von C(12) offen. Aufgrund
der Kopplungskonstanten zwischen H—C(11) und H—C(12) in den 'H-NMR-Spektren
der Busseine, die 2,5 Hz betrigt, kann geschlossen werden, dass der Diederwinkel zwi-
schen diesen beiden Protonen 60 bis 70° betrdgt. Dieser Winkel ist nur mdoglich, wenn
die Acetoxygruppe an C(12) a-stindig ist.

Das Dreiding-Modell von Bussein A (vgl. Fig.2) zeigt, dass die oben getroffenen
Annahmen durch Messung des nuklearen Overhauser-Effektes (NOE) bei mehreren
Protonen leicht gepriift werden kénnen (vgl. Tab.7). Dadurch, dass bei den Busseinen
ein Norbornan-Geriist und drei Ringe cis-verkniipft sind, werden die Molekiile prak-
tisch kugelférmig. Dies hat zur Folge, dass die «innen» liegenden Protonen an C(5),
C(12), C(30) und C(17) raumlich sehr nahe beieinander stehen.

Die gefundenen NOE lassen den Schluss zu, dass bei Bussein A in gelostem Zu-
stand alle Ringe eine wannendhnliche Konformation einnehmen. Bei den Ringen A
und B wird diese durch die Methylenbriicke und das Orthoacetat erzwungen. Die
Ringe C und D nehmen diese Konformation wahrscheinlich wegen den volumindsen
Substituenten an C(11), C(12) und C(15) ein.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung fiir die
finanzielle Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Sub-
stanzproben fiir Spektralanalysen werden wihrend mindestens 6 Std. bei 0,02 Torr und RT. getrocknet. Zur
Bestimmung der optischen Drehungen wurde ein Perkin-Elmer Polarimeter, Modell 147, beniitzt. Zur Auf-
nahme von UV-Spektren diente ein Beckmann D.K. 2 oder ein Varian Cary 219 Spektrometer. IR-Spektren
wurden auf Perkin-Elmer Gitterspektrometer Modell 125 oder 1310 aufgenommen. 90 MHz-'H-NMR- und
22,63-MHz-'3C-NMR-Spektren wurden von Herrn K. Adegerter im Spektrallabor des Instituts fiir Organische
Chemie auf einem Bruker WH-90-Spektrometer aufgenommen. Die 400-MHz-'H-NMR-Spektren wurden auf
einem Bruker WM-400 Spektrometer bei der Firma Spectrospin AG, Fillanden, gemessen. Auf einem gleichen
Gerit wurden auch die 100-MHz-'*-C-Spektren von Herrn Prof. Dr. H. Fritz bei der Ciba-Geigy AG, Basel,
aufgenommen. Zur Messung von nuklearen Overhauser-Effekten diente ein Bruker WP-200 SY Spektrometer
im Pharmazeutischen Institut der Universitit Basel. Diese Experimente wurden von Herrn PD Dr. U. Séquin
durchgefiihrt. Die Messung von Massenspektren wurde bei der Firma F. Hoffmann-La-Roche von Herrn Dr. W.
Vetter vorgenommen. Fir die Aufnahme von FAB-Spektren wurden die Proben in Thioglycerin verrieben und
mit Xe-Atomen bombardiert. Allen erwihnten Herren sei an dieser Stelle fir ihre Hilfsbereitschaft herzlich
gedankt.

Fir die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) stand fiir priparative Zwecke ein Du Pont 830
Fliissig-Chromatograph, ausgeriistet mit UV-Detektor (fixe Wellenldnge bei 254 nm), zur Verfiigung. Fiir die
analytischen Arbeiten diente ein Pye Unicam-Gerit, verschen mit Gradientensteuerung und einem Kontron
Uvikon 722-LC-Detektor. Fiir die S#ulenchromatographie nach der Durchlaufmethode wurde Kieselgel 60
(220-400 mesh) der Firma Merck AG, Darmstadt, verwendet. Bei der gleichen Firma wurden auch die «Fertig-
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Tab. 8. Sdulenchromatographische Vortrennung des Busseingemisches

Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8
Eluens Et,O Et,0 + 1% MeOH Et,0 + 5% MeOH
Volumen [ml] 500 200 200 200 200 500 500 1000
Substanzmenge [g] unbedeutend 1,67 4.9 1,15 0,62 0,29 0,26
Zusammensetzung [ %]

A 85 71 28 7 3

B 11 17 18 6 2

C 4 9 16 5 2

D 20 20 10

E+F 3 10 4 1

G+H 6 50 40 45

J 3 8
K 3 6
L 15 20
M 15 14

platten 60F,s,» fiir die priap. (PDC) und die analytische (DC) Diinnschichtchromatographie bezogen. Das Sicht-
barmachen der Substanzen erfolgte bei der PDC mit UV-Licht oder durch Betrachten der Platten in sehr
flachem Winkel bei Tageslicht. Fiir DC erfolgte es mit UV-Licht, Jod-Dampf, Benetzen mit H,O oder Bespri-
hen mit 50% H,SO, und anschliessendem Erhitzen. Zur Trocknung der Substanzlosungen wurde wasserfreies
Na,SO, verwendet. Eindampfen im Vakuum erfolgte, sofern nicht anders vermerkt, im Rotationsverdampfer
bei einer Badtemperatur von 40°.

2. Trennung des Busseingemisches. Ein Busseingemisch von 8 g wurde an 400 g Kieselgel chromatogra-
phiert. Die Elution der Substanzen erfolgte mit Et,O und einem steigenden Gradienten von MeOH. Es wurden
8 Fraktionen zunehmender Grésse aufgefangen. Die Ergebnisse dieser Trennung sind in Tab.8 zusammenge-
fasst.

3. Isolierung der Busseine. Mit Ausnahme der Busseine G und H wurden alle Busseine mit einer Kieselgel-
sdule getrennt. Es wurde eine mit Zorbax Sil (10 ym) gefillte Du Pont-Siule der Dimension 22,5 x 500 mm
verwendet. Um eine Schwanzbildung der Substanzen zu unterdriicken, wurde das Kieselgel mit 5% H,O desak-
tiviert. Aus dem gleichen Grund wurde auch den Fliessmitteln H,O zugesetzt.

Ein einzelner Trennungsgang dauerte, je nach Flussrate, zwischen 15 und 20 Min. Da bei den meisten
Trennungen die Substanzen innerhalb enger Zeitgrenzen eluierten, konnten Substanzgemische auch iberschnei-
dend eingespritzt werden. Die Reinsubstanzen wurden durch Eindampfen des Fliessmittels als Lack oder
Schaum erhalten.

Die oben beschriebene Kieselgelsdule wurde fiir die spdteren Trennungen neu gestopft. Als Fiillmaterial
diente Li Chrosorb Si 6010. Dieses Material zeigte gegeniiber dem friiher verwendeten deutliche Unterschiede in
der Selektivitit. So liessen sich die Busseine D, G und H in einem einzigen Durchgang voneinander trennen
(Fliessmittel: CH,Cl,/% MeOH/0,2% H,0). Die Busseine B und C wurden jedoch gleichzeitig eluiert. Durch
Verwendung eine Fliessmittelgemischs aus CH,Cl,/MeOH/H,O und zwei je gleichen Teilen Cyclohezan und
AcOE!t konnten dhnliche Bedingungen wie auf der Zorbax-Siule erreicht werden.

Busseine A (1a), B (1b) und C (1¢). Zur Abtrennung von Bussein A wurden die Fraktionen 2 und 3 zuerst
mit einem Gemisch von CH,Cl,/1,5% MeOH/0,15% H,O bei einer Fliessgeschwindigkeit von 20 ml/Min. chro-
matographiert. Das zuerst eluierte Bussein A (k' = 1,25) wurde dabei rein erhalten, die Busseine B und C fielen
als Gemisch an (k' (Bussein B) = 1,57; k' (Bussein C) = 1,52), Pro Durchgang wurde eine Losung von 100 mg
Gemisch in 200 x1 CH,Cl, eingespritzt.

Fir die Trennung der Busseine B und C wurde die Fliessgeschwindigkeit auf 10,5 ml/Min. reduziert. Auf
diese Weise konnten die beiden Verbindungen bei einer Beladung von 5 mg Gemisch in einem einzigen Durch-
gang auf je 80% angereichert werden. Aus den angereicherten Substanzgemischen liessen sich nach zwei weite-
ren gleichen Trennvorgéngen reines Bussein B und C gewinnen.

Busseine E (1e) und F (1f). Zur Isolierung der Busseine E und F wurde zuerst Fraktion 5 in die Substanz-
gruppen Bussein A, Bussein B, C, E und F und Bussein D, G und H vorgetrennt. Fliessmittel war CH,Cl,/2 %
MeOH/0,2% H,0; die Fliessgeschwindigkeit betrug 18,5 ml/Min. Pro Durchgang wurden 500 mg Gemisch
getrennt.
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Die mittlere Gruppe wurde unter Verwendung eines Gemischs von CH,Cl,/1,5% MeOH/0,15% H,O als
Fliessmittel bei der gleichen Fliessgeschwindigkeit noch einmal chromatographiert. Unter diesen Bedingungen
wurden die Busseine E und F als Gemisch (k' = 1,85) isoliert. Pro Durchgang wurden 20 mg Substanzgemisch
eingespritzt. Aus dem isolierten Gemisch der Busseine E und F liessen sich die beiden Komponenten bis zu
einem Gehalt von je 75% anreichern. Dies geschah durch zweimaliges Chromatographieren mit dem Fliessmit-
tel CH,Cl,/1% MeOH/0,1% H,0O und bei einer Flussrate von 11 ml/Min. (k' (Bussein E) = 1,80; k’ (Bussein
F) = 1,82). Pro Durchgang wurden 2 mg Substanzgemisch eingespritzt.

Busseine D (1d), G (1g) und H (1h). Fraktion 6 wurde durch Chromatographieren mit CH,/Cl,/3 % MeOH/
0,3% H,0 bei einer Fliessgeschwindigkeit von 19,5 ml/Min. in den Substanzgruppen Bussein A bis F und
Bussein D, G und H aufgetrennt. Pro Durchgang wurden 200 mg Gemisch eingespritzt.

Die zweite Gruppe wurde mit dem gleichen Fliessmittel bei einer Fliessgeschwindigkeit von 10 ml/Min,
noch einmal chromatographiert. Die Einspritzmenge betrug 5 mg. Bussein D eluierte unter diesen Bedingungen
knapp vor den Busseinen G und H, die zusammen erschienen, und konnte rein isoliert werden (k’(Bussein
D) = 0,28; k'(Bussein G und H) = 0,33). Das Gemisch der Busseine G und H (70% Bussein G, 30% Bussein H)
wurde auf einer 22,5 x 250 mm-Siule, die mit Li Chrosorb 10 RP-8 gefillt war, aufgetrennt. Als Fliessmittel
diente 25% H,O in MeOH, die Fliessgeschwindigkeit betrug 8,3 ml/Min. (k' (Bussein G) = 2,15; k'(Bussein
H) = 1,77). Pro Durchgang wurden 10 mg Gemisch getrennt.

Busseine J (1j) und K (1k). Fraktion 7 wurde analog zu Fraktion 6 vorgetrennt. Dabei fielen die Gruppen
Bussein A bis F, Bussein D, G und H, Bussein J und K und Bussein L und M an.

Die Gruppe Busseine J und K wurde mit einem Gemisch von CH,Cl,/3 % MeOH/0,3% H,0 als Fliessmit-
tel bei einer Fliessgeschwindigkeit von 10 ml/Min. in die Komponenten aufgetrennt (k' (Bussein J) = 0,49;
k’(Bussein K) = 0,55). Pro Durchgang wurden 10 mg Gemisch eingespritzt.

Busseine L (11) und M (1m). Die Busseine L und M fielen bei der Vortrennung von Fraktion 7 in reiner
Form an.

Aus Fraktion 8 liessen sie sich rein durch Chromatographie mit einem Gemisch von CH,Cl,/3% MeOH/
0,3% H,0 bei einer Fliessgeschwindigkeit von 19,5 ml/Min. isolieren (k'(Bussein L) = 1,34; &’(Bussein
M) = 1,81). Pro Durchgang wurden 20 mg Gemisch eingespritzt.
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