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on the cut surfaces by a spore suspension {(ca 1 x 107/ml)
of C. fimbriata EiL and Haist. and incubated at 29° for 3 days.
The infected pieces of the slices were taken and homogenized
with ca 2 parts of CHCl;-MeOH (1:1) and the homogenate
was filtered. The residue was extracted twice with the same
solvents. H,O was added to the combined CHCl,-MeOH
soln to adjust the final proportion of CHCl,-MeOH-H,O
to 1:1:1. The CHCI; layer was evaporated in vacuo yielding
46.5g of an oily substance, which was chromatographed
stepwise on a Si gel (350g) column using 21 of n-hexane—
EtOAc (4:1) and 11 of n-hexane-EtOAc (1:1). The fraction
containing compound 4 (1.1 g) was eluted by the latter solvent
just after compound 3. 4 was isolated by Kiesel gel HF,,,
TLC using n-hexane-EtOAc (1:1). Further purification was
performed by repeating the TLC in an open system using
CsHg—EtOAc (23:2). The purity was monitored by HPLC.
UV: 22%M am (log ¢), 243 (4.13); IR: v2 (cm~1):3490 (br),
2930 (s), 1677 (br), 1560 (br), 1155 (s) and 872 (s); PMR: 5,
(CDCl,):8.07 (1H, ¢, C-49), 743 (1H, g, C-1), 6.78 (1H, q, C-i),
6.05 (1H, m, C-12), 445 (1H, br s, OH), 2.93 (2H, m, C-6), 2.61
(3H, s, C-10), 217 (3H,d, J = 1 Hz, C-15), 191 3H, d, J = 1.2
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Hz, C-14), 1.85 CH, m, C-7) and 1.24 (3H, 5, C-9). MS: m/e
264.1360 (M*, C, H,,0, requires 264.1361).
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Abstract—The aerial parts of Calea zacatechichi contain in addition to known acetylenes two new germacrolides,
their structures being elucidated by spectroscopic methods. Calea scabra contains known acetylenes similar to those

of other species and of related genera.

Aus der Gattung Calea (Subtribus Galinsoginae, Tribus
Heliantheae) sind bereits einige Arten untersucht worden

1, 2]. Bisher wurden hier wie in den Nachbargattungen
||52:| Dehydrofalcarinon (11) und verwandte Verbind-
ungen isoliert. Die in Guatemala heimische C. zacatechichi
enthilt jedoch neben Germacren D (7) und Acetylen-
verbindungen (8-10) auch zwei Sesquiterpenlactone mit

* 101. Mitt. in der Serie “Natiirlich vorkommende Terpen-
Derivate”, 100. Mitt. Bohlmann, F, Knoll, K-H, Zdero, C,,
Mabhanta, P. K, Grenz, M, Suwita, A, Ehlers, D, Le Van, N,
Abraham, W.-R. und Natu, A. A. (1977) Phytochemistry 16,
965.

den Summenformeln C, H, O, und C, H,,0,. Wie
aus dem 'H NMR-Spektrum zu entnehmen ist (s.
“Tabelle 1.), handelt es sich in beiden Fillen um Methylen-
lactone, die noch eine weitere Doppelbindung, eine OH-
Gruppe und einen Methylacryloyloxy-Rest enthalten.
Bei der etwas unpolareren Substanz ist zusitzlich eine
O-Acetat-Gruppe vorhanden. Die Sauerstoffbilanz er
gibt, daB noch eine weitere O-Funktion vorhanden sein
muB. Das bei 270 MHz voll interpretietbare 'H NMR-
Spektrum der unpolareren Verbindung 188t nach sys-
tematischen Entkopplungsexperimenten eindeutig erk-
ennen, daB die Gruppierung A vorliegen muB (s. Tabelle
1.).
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Die Stellung der Methylacryloyloxy-Gruppe folgt aus
dem Ergebnis der partiellen Methanolyse zum Mono-
ester. Um zu prilfen, ob es sich bei der letzten O-Funktion
um eine Ketogruppe handelt, haben wir den Naturstoff
mit Boranat reduziert. Dabei wird jedoch nur das
Methylenlacton angegriffen. Als weitere Moglichkeit
kam das Vorliegen eines Halbketals in Betracht. Die
Annahme 148t sich durch Uberfiibrung in ein Ketal durch
Umsetzung mit Methanol und p-Toluolsulfonséure
bestitigen. Alle Daten sind somit am besten vereinbar
mit dem Vorliegen eines Germacrolids der Konstitution
(1). Die Stereochemie an den C-Atomen 5-7 ist am besten
vereinbar mit der angegebenen, sie entspricht der des
Goyazensolid, bei dem ganz &hnliche Kopplungen beo-
bachtet werden [3]. Die 8f-Stellung des Esterrestes
ergibt sich sowohl aus der Lage des Signals fiir 13-H
(s 5.62) als auch aus dem Fehlen einer geminalen
Kopplung, die bei 8a-konfigurierten Estern beobachtet
wird [4]. Dafiir spricht auch das Ergebnis der Boranat-
Reduktion, bei der, wie das *H NMR-Spektrum zeigt,
der Angriff nur von unten erfolgt. Die Konfiguration an
C-1 und C-10 wird durch die beobachteten Verschie-
bungen bei Zusatz von Eu(fod), gestiitzt; die geringe
Verschiebung von 14-H ist nur verstindlich, wenn die
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Methylgruppen und die O-AcetatGruppen trans-stindig
angeordnet sind. Gestiitzt wird diese Annahme weiterhin
durch das Vorliegen einer W-Kopplung zwischen 14-
und 9p-H. Demnach diirfte bei der unpolareren Verbind-
ung die Konfiguration (1) vorliegen. Wir méchten 1
18-Acetocy-zacatechinolid nennen est ist strukturell
naheverwandt mit Woodhousin (6).

Bei der polarenen Verbindung handelt es sich offenbar
um das Keton 4, das mit Methanol shurekatalysiert
ebenfalls ein Ketal liefert, dem die Konstitution §
zukommen diirfte.

Germacrolide sind bisher nicht aus Vertretern der
Subtribus Galinsoginae isoliert worden, sie kommen
jedoch in vielen Gattungen der Tribus Heliantheae sowie
auch in Gattungen aus anderen Tribus [4] vor, so da8
ihre chemotaxonomische Bedeutung wahrscheinlich
nicht sehr gross ist. Die Verbindungen 8-15 sind hingeg-
en auch charakteristisch fiir die Gattungen Galinsoga
und Tridax, die zu der gleichen Subtribus gehdren. 11
kommt jedoch auch bei Helianthus vor [2], einer
Gattung, die ebenfalls Germacrolide enthilt [5]. Weitere
Untersuchungen miissen zeigen, ob eine Differenzierung
der Tribus Heliantheae aufgrund der Inhaltsstoffe
mbglich ist,

EXPERIMENTELLES

IR Beckman IR 9, CHCL,, 'H NMR. Bruker WH 270, &
Werte, TMS als innerer Standard, MS. Varian MAT 711, 70 eV,
DirekteinlaB, optische Rotation Perkin Ellmer-Polarimeter,
CHCI,. Die lufttrockenen Pilanzenteile extrahierte man nach
Zerkleinern mit Et,O-petrol 1:2 und trennte die erhaltenen
Extrakte zunichst grob durch SC (Si gel, Akt.-St. IT) und wefter
durch DC (Si gel, GF 254). Also Laufmittel dienten Et,O—petrol
(=E-P)-Gemische. Bereits bekannte Substanzen identifizierte
man durch Vergleich der IR-, UV- und NMR-Spektren.

Calea zacatechichi Schlecht. (Herkunft Dr. R. King, in

Tabelle 1. *H NMR-Signale von 1-6 (270 MHz, 5-Werte, TMS als innerer Standard)

1(C,Dy) cpcl, A*  2(DCl) 3(CDCl)  4(CDCl)  S5(CDCl)  6(CDCL)
1a-H dd 5.34 dd540 156 dbr) 4.33 d5.37 — — dd 5.40
20-H dd 195 dd248 039 dd2.31 dd 2.36 431l 4295 dd 247
2p-H dd 1.57 dd220 082 d2.09 4203 aa71 d2.66 dd 225
5H dg 5.60 dg575 082 dq 594 dgq 5.87 dq 5.69 dg 5.78 dq5.78
68-H  ddg 567 ddg562 151 ddq 5.64 ddg 5.60 ddg 5.13 ddq 5.20 ddg 5.65
7a-H  dddd392  dddd407 113 dddd4.17  dddd 414  ddd(br) 3.65 ddd 385  d(br) 3.57
8a-H ddd 5.62 ddd 558 201 ddd 5.57 ddd 563  dd(br) 530 ddd 5.37 ddd 5.28
9a-H dd 1.79 4d207 098 dd 198 dd 207 dd 2.30 dd 2.28 dd 222
98-H  dd(br)2.32  ddpr)248 105  dd(br)269  dd(br)247  dd(br)2.38  dd(br)235  dd(br) 2.34
11-H — Z — Z — ~ - dq 283
13-H 4627 4628 175 d6.25 d627 d6.35 d634
13-H d5.18 4562 105 d5.58 4563 4578 d5.73 d1.12
14H  sbr)109  spr)153 007 sbr)1.50  s(br) 151 sbr) 152 sy 152 s(br) 147
15-H dd 1.66 dd179 064 dd 1.86 dd 1.70 dd 193 dd1.79
18-H dq 613 dq597 129 dq 5.94 dq 597 dq 6.03 dgq 6.01 dg 6.05
18-H dq 517 dg554 048 dgq 5.50 dgq 5.54 dgq 5.61 dg 561 dg 561
19-H dd 1.80 dd185  0.80 dd 1.82 dd 1.85 dd 1.88 dd 1.88 dd 191
OAc 5163 s217 093 — s2.11 — — $2.10
OMe — — — — s3.15 — $3.32 —
OH s 1.96 s251 108 s(br) 1.62 — $3.03 — s 1.61

* A-Werte nach Zusatz von ¢a 0.2 Aquivalent Eu(fod), bezogen auf 1. J(Hz). 1o, 20 = 6; 1ot 28 = 1; 2, 28 = 14; 5,6 = 3.5;
515=15;67=135,615=15;7,8=5;7,13=25;7,13 = 25,89 = 10;8,98 = 5;9¢, 98 = 14;18,18' = 1; 18,19 = 1;
18, 19 = 2. Abweichende Werte bei 2: 1o, 20 = 5; beid: 20, 28 = 19;5,6 =6, 6,7 =25;7,8 < 1;8 9% = 3; 8,98 = 3; bei6:

2¢,38=25;56=5,67=2;7,8=2;7,11=10.
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7 RCH=CH[C=C],[CH=CH],(CH,),CH=CH,

trans

trans,trans

8:R=Me, 9:R=CH,0H 10:R = CH,OAc

H,C=CH(|Zl3[C_=_C]ZCH,CHZ—?SCH(CHz),CH=CH2 1

o

H,C=CHCCH=CHC=C[CH=CH],(CH,),CH=CH, 12

O trans trans,trans

RCH=CH[CEC],CI‘IzCl'{c’—ECH(CH,)5CH=CH2 13
trans

13:R = CHO 14: R = CH,OH

H,C=CHCH(OH)[C=C],CH,CH=CH(CH,),CH=CH, 15
cis

Guatemala gesammelt, Herbar-Nr. 7099); 230g oberirdische
Teile ergaben 100mg 7, 1mg 8 4mg 9, Tmg 16, 50mg 1
(E-P 1:1) und 30 mg 4 (B-P 1:1).

la-Acetoxy-zacatechinolid (1). Farblose Kristalle aus Et,0,
Schmp. 199°. IR. OH 3600; Butenolid 1760, 1665; OAc 1760;
C=CCO,R 1720, 1640 cm~", MS. M* m/e 406.163 (2%,); (ber.
fir C,,H, O, 406.163); —~H,O 388 (1); ~ H,C=C=0 364(1);
—AcOH 346(2); —C,H,CO,H 320(5); 320 ~H,C=C=0 278
(22); 2718 —H,0 260(37); 260 —CO 232 (20); C,H,CO* 69
(100); MeCO* 43 (65).

589
-222

578
-226

546
—-255

436
~448

365 nm

[a];A‘ = ~733°

(c = 1.35)

20mg 1 in 1 ml McOH versetzte man bei RT mit 0.5 ml 0.2N
NaOMe-Losung. Nach 15min wurde mit verdilnnter H,SO,
neutralisiert und das Reaktionsgemisch in Et,O aufgenommen,
Den Eindampfriickstand trennte man durch DC (E-P 2:1). Man
erhielt 4 mg 2, farbloses ziihes OL IR. OH 3600; Butenolid 1760,
1665; C==CCO,R 1720, 1640cm™! MS. M* mfe —; ~H,0
346(0.5%); 346 —C,H,CO,H 260 (10); C,H,CO* 69%(100).
10mg 1 in 3ml MeOH erwirmte man 15Smin mit S0 mg p-
Toluolsulfonsiure zum Sieden. Nach DC (E-P 1:1) erhielt man
5 mg 3, farbloses Ol IR. Butenolid 1774, 1663; OAc 1760;
C==CCO,R 1720, 1635cm™*, MS. M* mje 420.178 (1%) (ber.

PHYTO 16/7—Q

far C,,H,,0, 420.178); — OMe 389 (0.5); —H,C=C=0 378
092G, &0, H 334(2); 378 —CO 350(3); 378 —C,H,CO,H
292(14); G,H,CO* 69 (100) 5mg 1 in 1 ml MeOH reduzierte
man mit 13 mg NaBH,, Nach DC(E-P 1:1) erhielt man 2 mg 6,
farbloses 61 IR. OH 3600; Lacton 1780; OAc 1760; C=CCO,R
1720, 1640 cm™*.

1-Oxo-zacatechinolid (4). Farblose Kristalle aus Et,O, Schmp.
167°. IR OH 3580; Butenolid 1763, 1665; =C=O 1740;
C=CCO,R 1720, 1640 cm~". MS. M* m/e 362.1365 (1%) (ber.
fir C, H,,,0, 362.1365); —H,0 344 (2); ~ C,H,CO,H 276(7);
2718 —H,0 258 (8); C,H,CO? 69 (100).

[, = 589 578 546 436  365nm
477 263 —275 -—318 -620 -—132.5°

(c = 1.68)

5mg 4 in 2ml MeOH erwiirmte man 15 min mit 20 mg p-
Toluolfulfonsiure zum Sieden. Nach DC (E-P 1:1) erhielt man
2 mg & farbloses OL IR Butenolid 1775, 1665; >C=0 1740;
C==CCO,R 1720, 1640 cm™". MS. M* m/e 376.152 (0.5%) (ber.
fix C,oH,,0, 376152); —~CO 348 (1); 348 ~C,H,CO,H
262(3); 262 —MeOH 230(3); C,H,CO* 69 (100).

Calea scabra (Lag) B. L. Robinson. (Herkunft Dr. R. King, in
Guatemala gesammelt, Herbar-Nr. 7113). 300g Wurzeln ergab-
en 50mg 9, 10mg 16 und 20 mg 11, 230 g oberirdische Teile
20 mg 9, 40 mg 13, 5 mg 10 und 5 mg 12.
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We reported recently [1,2] on the isolation and structure
determination of two new cytotoxic agents, eupatolide
(1) and eupaformonin (2), from Eupatorium formosanum
Hay gathered in early spring 1973 in Wootai, Pingtong,
Taiwan. Further investigations on those ethanolic
fractions of this same plant which showed in vivo activity
against Walker 256 carcinosarcoma as well as P-388
lymphocytic leukemia [3] have now led to the isolation
and characterization of a new potent antileukemic
antitumor principle, eupaformosanin (3).
Eupaformosanin [(3), colourless needles, mp 91°
(from MeOH-H,O 1:3 or benzene), m/e 420.1781(M ™),
[2]3" — 99.50° (¢ = 2,193, CHClI;)] has molecular for-
mula C,,H,30, The presence of an o-methylene-y-
lactone moiety was indicated by the appearance of IR
bands (CHCI;) at 1755 and 1658 cm.™?, and was sub-
stantiated by the presence in the 'H- and !3C-NMR
spectra of a characteristic pair of low field doublets at
6 5.81 (1H, J = 2.0 Hz, H,-13) and 6.38 (1H, J = 20 Hz,

* Antitumor Agents. 26. T Address correspondence to any
of these authors.

H,-13), in addition to a triplet at dc 1252 (C-13). The
identity of the H-7 signal as a broad singlet at 6 3.01 was
established by spin decouplinig at the frequencies of H,
and H,,. Irradiation at the frequency of H-7 collapsed H,
and H, into singlets and also sharpened the broad
singlet at & 5.30 (3H, H-6, H-5, and H-1) as well as the
multiplet at 6 5.21 (1H, H-8). Further irradiation at the
frequency of H-8 (6 5.21) sharpened the broad singlet at
¢ 3.01 (H-7) and collapsed two well-separated doublets
of doublets at § 2.39 (1H, J = 3, 14 Hz, partially over-
iapped) and 2.73 (1H, J = 3, 14 Hz, partially overlapped)
into two doublets (J = 14 Hz), thereby demonstrating
that H-8 was adjacent to two protons at C-9 which in turn
was adjacent to a fully substituted C-10. The foregoing
observations were further confirmed by 'H noise-
decoupled *C FT NMR of (3) which showed C-6, C-7,
C-8, and C-9 at 74.6 (d), 48.8 (d), 70.8 (d), and 43.3 (1),
respectively. Irradiation of the broad singlet at § 5.30
(3H, H-6, H-5, and H-1) not only caused a sharpening of
the one-proton singlet at 5 3.01 (H-7), but also resulted in
a sharpening of two three-proton broad singlets at § 1.79
and 1.90, which could thus be assigned as two vinyl
methyls at C-4 and C-10 [7], respectively.



