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Ovarien gravider Schweine 
Extraktion mit Aceton/Wasserlcone. 
HC1 (5:2,83 : 0,17, v/v/v) 

Extrakt 
Ffillung mit dem 5faehen Volumen 
Aeeton 

Fallung 
] Isoelektrisehe F/illung bet pH 6,0 

fdberstand 
] Hitzedenaturierung bet 60-70°C 

1Aberstand 
Fraktionierung mit Triehloressigs/iure 
(TCA) 

Ffillung bis 3,5% TCA 
Abtrcnnung der TCA mit ~ther und 
Chromatographie an DEAE-SelShadex- 

A 25 (0,0gM Ammonacetatpuffer pile,0) 
Frontkomponente 

Gelfiltration an Sephadex G 50 
(0,2M Ammonaeetatpuffer pH 4,7) 

I . . . . . . . . . . . . . . . . .  I 
Komponente I Komponente II Komponente III  

I Rechromatographie an 
Sephadex G 50 

I ....... I 
Komponenten I und II, Komponente I I Ia  

Reehromatogra- 
phie an Sephadex 
G 50, G 25 oder 
CM-CelIulose 

Komponente I I Ib  

Das  hochge re in ig t e  P o l y p e p t i d  is t  a m  isol ier ten  R a t t e n -  
u t e r u s  in  de r  V e r s u c h s a n o r d n u n g  n a c h  MAGNUS ~ in 
N a n o g r a m m - M e n g e n  (0,5-10 ng /30  m l  Badf l t i ss igkei t )  
w i rksam.  Die u t e r u s r e l a x i e r e n d e  A k t i v i t / t t  ~° a m  Meer-  
s c h w e i n c h e n u t e r u s  in situ n be t r / i g t  2700-3300 U R F -  
E i n h e i t e n / m g  ~. 

Summary. A h i g h l y  pur i f i ed  p o l y p e p t i d e  w i t h  a power-  
ful u t e r u s  r e l ax ing  a c t i v i t y  h a s  been  i so la ted  f rom preg-  
n a n t  sow ovar ies .  The  h o m o g e n i t y  h a s  b e e n  checked ,  
us ing  va r ious  e l ec t rophore t i e  a n d  c h r o m a t o g r a p h i c  
t echn iques .  

G. GRISS, J.  KECK, 
R.  ENGELHORN u n d  H. TuPPY 

Wissenscha]tliche Abteilung der Firma Dr. Karl Thomae 
GmbH, Biberach an der Riss (Deutschland), und Institut 
/iir Biochemie der Universitiit Wien (Osterreieh), 24. 
September 1962. 

R. MAONUS, Piltigers Arch. yes. Physiol. 102, 123 (I904). 
x0 L. C. FELTON, E. H. FRIEDEN, H. H. BRYANT, J. Pharmacol. exp. 

Therap. 107, 160 (1953). 
11 R. ENGELIf0RN und L. SCHMIDT, Arzneimittelforschung 6, 454 

(1956). 
~ Eine ausffihrliche Bcsehreibung der Versuche wird demn/iehst ver- 

5ffentlieht. 

S u r  u n  m 6 c a n i s m e  p o s s i b l e  

d e  l a  p h o s p h o r y l a t i o n  o x y d a t i v e  1 

On p e u t  consid6rer  ~ l ' h eu r e  ac tue l le  c o m m e  6 tab l i  que  
les qu inones  na tu re l l e s  tel les  que les v i t a m i n e s  K e t  les 
u b i q u i n o n e s  s o n t  des  i n t e rm6d ia i r e s  d a n s  le t r a n s p o r t  des  
61ectrons le long de ta chMne  r e sp i r a to i r e  2. II es t  p r o b a b l e ,  
b i en  que  la ques t ion  soi t  encore  con t rovers6e ,  qu 'e l les  
i n t e r v i e n n e n t  6ga lemen t  darts l ' u n e  au  m o t h s  des  p h o s p h o -  
ry l a t i ons  qui  a c c o m p a g n e n t  l ' oxyda t i on ,  l ' i n t e r m 6 d i a i r e  
c o m m u n  ~ ces deux  r~ac t ions  ~ t a n t  u n  p h o s p h a t e  d ' h y d r o -  
qu inone  ou de chromanyle -63 .  

Cet te  hypo th~se  a 6t6 f o r t e m e n t  6 tay6e p a r  les exp6-  
r iences-mod~les  n o n - e n z y m a t i q u e s  de WlELAND 4 e t  sur-  
t o u t  de TODD 5 qu i  o n t  m o n t r 6  q u ' e n  pr6sence  d ' u n  oxy-  
d a n t  t e l  que  pa r  exemple  le su l fa te  de c e r i u m  ou le b r o m e  
( jouan t  le r61e des cy tochromes) ,  les p h o s p h a t e s  d ' h y d r o -  
qu inoue  agissent  comme agen t s  p h o s p h o r y l a n t s  vis-A-vis 
d 'a lcools  pou r  fo rmer  u n  es te r  p h o s p h o r i q u e ,  ou  vis-b~-vis 
d ' e s t e r s  phospho r iques  en  d o r m a n t  des  p y r o p h o s p h a t e s .  
TODD e t  al. o n t  a ins i  syn thd t i s6  I ' A D P  k p a r t i r  d ' A M P ,  de 
d i m 6 t h y l n a p h t o q u i n o l  p h o s p h a t e  et  de b r o m e  c o m m e  oxy-  
d a n t e  (Figure 1 ~). 

Mats, p o u r  que  ces exp6rieuces,  d ' u n e  po r t6e  consid6-  
rable ,  c o n s t i t u e n t  u n  module  com pI e t  de  p h o s p h o r y l a t i o n  
oxyda t ive ,  il f a u d r a i t  encore m o n t r e r  c o m m e n t  se fo rme  le 
quinol  p h o s p h a t e  au cours  de la  r~duc t ion  de la qu i none  en  
pr6sence  de p h o s p h a t e  m i ne r a l  (Figure  2). 

U n e  tel le , p h o s p h o r y l a t i o n  r 6 d u c t i v e ,  d ' u n e  q u i n o n e  
n ' a  pas  encore ~t6 r6alis~e j u s qu ' ~  ce j ou r  e t  l ' on  en  es t  r6- 
du i t  a u x  specu la t ions  p o u r  essayer  de c o m p r e n d r e  le m~ca-  
n i sme  p a r  lequel  une  tel le f ixa t ion  de p h o s p h a t e  m i n 6 r a l  
p e u t  s ' e f fec tuer .  U n  m6can i sme  t o u t  s imple  a 6t6 propos6  
p a r  ~vVIELAND * (Figure  3). 
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1 Commmfication pr6sent6e au Symposium International de Chimie 
organique des Produits Naturels, Bruxelles (12-15 juin 1962). 
R6sum6 darts: Industrie Chimique Beige 27, 558 (1962}. 

2 Ciba Foundation Symposium on Quinones in Electror~ Transport 
(Churchill, London 1961). 

a A. F. BRODIE, Fed. Proc. 20, 995 (1961). 
4 TH. WIELAND et F. PATTERMANN, Chem. Ber. 92, 2917 (1959). 
a V. M. CLARK, D. W. HUTCItINSON, G. W. KIRBY ct Sir ALEXANDER 

TODD, J. chem. Soc. 1961, 715. 
V. M. CLAR~, D. W. HUTCmNSOS et Sir ALEXANDER TODD, J. chem. 
Soc. 1961, 722. 

v Sur cette Figure et les suivantes, *Ox.* et (¢Red.,) repr6sentent les 
deux formes, oxyddc et rdduite, d'un couple oxydo:r6ducteur ap- 
proprid. 
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Fig. 3 

CLARK et  TODD s fon t  i n t e r v e n i r  la doub le  l ia ison en  f17 
du n o y a u  qu inon ique ,  c o m m u n e  a u x  v i t a m i n e s  K e t  a u x  
u b i q u i n o n e s  (Figure  4) : 

/H e 
0 0 0 OH 

F;g. 4 

Ce m6can i sme  m e t  le p h o s p h o r e  en  4 a lors  que  les quinol -  
p h o s p h a t e s  b i o l o g i q u e m e n t  ac t i fs  le p o r t e n t  en  1, r 6 s u l t a t  
qu i  v i e n t  d%tre  conf i rm6 p a r  BRODIE, FOLKERS e t  al.  ~ qu i  
o n t  isol6 e t  m o n t r 6  le r61e p h o s p h o r y l a n t  du  p h o s p h a t e  de 
n a p h t o c h r o m a n y l e - 6  (I) d a n s  Mycobacterium phlei~°. 

CHMIELE%VGKA 11 fa i t  appe l  en  ou t r e  au  m 6 t h y l e  en  2 
c o m m u n  a u x  deux  s6ries (F igure  5): 
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Fig. 5 

Tous  ces m6can i smes  ob l igen t  ~ env i sage r  l ' 6change  con-  
t i nue l  d ' u n  oxyg~ne  qu inon i que .  A l ' heu re  ac tue l le  r ien  ne 
p e r m e t  d ' a f f i r m e r  q u ' u n  te l  6change  a lieu ou n ' a  pas  lieu, 
ma i s  d ' ap r~s  ce que  l ' on  sui t  de  la  di f f icul t6  des  a d d i t i o n s  
1-2 sur  le c a r b o n y l e  qu inon i que ,  it p a r a i t  peu  p r o b a b l e  x2 

Nous  p roposons  m a i n t e n a n t  d e u x  v a r i a n t e s  d ' u n  m6ca-  
n i sme  h y p o t h 6 t i q u e ,  6ga l emen t  bas6, c o m m e  celui de 
CHMIELEWSKA, su r  la  f o r m a t i o n  i n t e r m 6 d i a i r e  d ' u n e  m6- 
t h y l ~ n e - q u i n o n e  (ou q u i n o n e - m e t h i d e )  (II) ,  ma i s  a v e c  u n  
cycle p y r a n i q u e  p l u t 6 t  que  fu ran ique ,  c o n f o r m 6 m e n t  h c e  
que  l ' o n  sui t  de la ch imie  des v i t a m i n e s  K e t  des t ocoph6-  
rols  (Figure  6). La /ixation d' acide phosphorique se /erait en-  
sui te ,  n o n  su r  le c a r b o n y l e  qu i non i que ,  m a i s  en l-zI du 
syst~me con]ugud mdthylOne-quinone en  d o n n a n t  le phos -  
p h a t e  b e n z y l i q u e  (III)  ; une  m i g r a t i o n  i n t r am o l 6cu l a i r e  du  
p h o s p h o r e  le place sur  l ' h y d r o x y t e  p h 6 n o l i q u e  (IV) ; la r6- 
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d u c t i o n  de l ' h y d r o x y l e  b e n z y l i q u e  ( r6act ion 4) c o m p l e t e  le 
p rocessus  de f o r m a t i o n  du  p h o s p h a t e  de c h r o m a n y l e  (I ')  
d o n t  l ' o u v e r t u r e  de cycle e t  l ' o x y d a t i o n  p h o s p h o r y l a n t e  
( r6act ions  5 e t  6) r e d o n n e n t  la q u i n o n e  de  d6par t .  

A l ' a p p u i  de ce m6can i sme ,  nous  ne  p o u v o n s  encore  pr6- 
s en t e r  que  des cons id6 ra t ions  th~or iques  e t  des r a i sonne -  
m e n t s  p a r  ana log ie :  

(1) E n  ce qu i  conce rne  l ' i som6r i sa t ion  q u i n o n e  ~ m6- 
t h y l ~ n e - q u i n o n e  (II) ,  des calculs  de  diff6rences d ' e n t h a l p i e  
de  f o r m a t i o n  des mol6cules  o n t  m o n t r 6  que  la c h a t n e  lat6-  
rule i n sa tu r6e  en  f17 d u  n o y a u  a p p o r t e  une  a ide  e f fec t ive  
ce t t e  i som6r i sa t ion  ~3. E n  effe t  pou r  les i som6r i sa t ions  re-  
pr6sent6es  ci-dessous,  on  a:  

s V. M. CLARK et Sir ALEXANDER TODD, clads z, p. 190. 
9 A. ASANO, A. F. BROmE, A. F. WAGNER, P. E. WIrTRrmn et K. 

FOLKERS, Fed. Proe.2l, 54 (1962); J. biol. Chem. e37, PC ~2411 
(1962). 

lo Le carbone 6 du ehromanol (I) correspond au carbone I des vita- 
mines K. 

11 I. CamELEWSKA, Biochim. biophys. Aeta 39, 170 (1960). 
12 Au cours d'exp6riences r6centes de phosphorylation oxydative 

effeetu6es par M. COHN et R. LESXER avec du phosphate min6ral 
marqu6 sur l'oxyg~ne, aucune incorporation d'oxyg~ne lourd dans 
le noyau quinonique n'a pu ~tre d6eet6c (communication perso- 
helle du Professeur E. RACKER). 

xa j, SERRE et M. VtLKAS, r~sultats uou pubti~s. 
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pour la r6action (1) AHva-v .... 20,3 kcal/mole, 
pour la r6action (2) AHwa-vI ---- 0,3 kcal/mole. 

(r6actions 1 et 2) 

En  d'autres termes, il faudrait fournir 20,3 kcal ~ V pour 
provoquer son isom6risation en la m6thyl~ne-quinone Va, 
alors que VI et VIa  sont de stabilit6s sensiblement 6gales, 

(2) Les m6thyl&ne-quinones du type ortho- (VII) ou 
para- (Vln) sont connues pour ~tre des mol6cules tr~s 
instables qui se polym6risent spontan6ment, donc diffi- 
ciles g isoler ~,~n. Certaines sont n~anmoins suffisamment 
stables, au moins en solution, pour qu 'on aft pn 6tudier 
lenrs propri6t6s, et l 'on a pu montrer qu'elles donnent  
lieu tr6s facilement anx additions conjugu6es 1-4 ou 1-6 
lorsqu'on les oppose & des r6actifs vari6s: eau, alcools, 
acides, amines, etc . . . .  (Figure 7). I1 est done plausible 
que l'acide phosphorique s 'additionnd 6galement en 1-4, 
ce qui conduit/~ un phosphate benzylique (III). 

0 OH 

-OR 
- OC~R 

HA - ~N 
0 OH 

et~... 

CH z CH~A 

Fig. 7 

Les deux 6tapes suivantes du m6canisme envisag6, k 
savoir la migration du phosphore en (IV) et la r6duction 
de l 'hydroxyle benzylique (r6actions 3 et 4), ne semblent 
pas avoir d'analogue biochimique eonnu, encore qu'elles 
soient chimiquement tr&s concevables. 

On pourrait d'ailleurs envisager un m6canisme different, 
o/1 l'6tape d'oxydation phosphorylante (r6action 6') inter- 
viendrait avant  la r6duction de l 'hydroxyle, conduisant 
une hydroxym6thyl-quinone (IX) dont  ta r6duction sub- 
s6quente fourllit apr~s cyciisation un  hydroxym6thyl- 
chromanol (X), forme hydrat6e de la m6thyl+ne-quinone 
(II), bouclant ainsi le cycle (Figure 8). 

Cela suppose 6videmment que la vitamine K ou t 'ubi- 
quinone jouent le r61e du compos6 rdduit par l ' inter- 
m6diaire de leur forme hydrat6e (X), la forme oxyd6e 
6tant l 'hydroxym6thyl-quinone (IX). 

Cette deuxiEme hypoth~se pr6sente l ' inconv6nient d'ex- 
clure du cycle des transformations les phosphates de chro- 
manyle (I') et en part icutier  celui de BRODIE, FOLKERS 
et al. 9 puisqu'aucun interm6diaire ne s 'y trouve A un 
niveau d'oxydation inf6rieur A celui de la quinone. Ce 
phosphate n'6tant,  tr~s probablement, pas un artefact, le 
premier m6canisme envisag6 (Figure 6) est donc plus 
vraisemblabte, sans qu'R faille pour autant rejeter com- 
pl~tement le second (Figure 8). 

La formation suppos6e du phosphate benzylique (III) et 
son isom6risation en un phosphate d'hydroxym6thyl-5 
chromanyle-6 (IV), communes aux deux variantes, offrent 
en outre une explication plausible de l'6change d'oxyg~ne 
intense entre le phosphate min6ral et l 'eau qui accompagne 
la phosphorylation oxydativOn.tL Le phosphate (IV) 
pourrait  s 'hydrolyser avec coupure de la liaison P-O ph6- 
nolique en donnant  directement (X) par une r6action (7) 

concurrente, soft ~ la r6duction en (I') (Figure 6), soft 
l 'oxydation en (IX) (Figure 8). Puisque cet 6change s'ef- 
fectue ~ une vitesse 5 ~ 30 fois sup~rieure ~ la vitesse de 
formation de I 'ATP 1~, le cycle hydrolytique des r6actions 
2-3-7-8 serait parcouru 5 ~ 30 fois pour un seul parcours du 
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14 K. HULTZSCH, Angew. Chem. 60, 179 (1948). 
in R: X¥. MARTIN, The Chemistry o] Phenolic Resins (John Wiley, 

New-York 1956), p. 139. 
in Voir p.ex. E. RACKER, in Adv. Enzymol. 23, 323 (1961). 
t7 p. C. CHAN, A. L. LEHNINGER et TH. ENNS, J. biol. Chem. 236, 

1790 (1960). 
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cycle o x y d o - r 6 d u c t e u r  e t  p h o s p h o r y l a n t  des  r6ac t ions  
2-3-4-5-6-1 (Figure  6) ou 2-3-5'-6'-4'-8 (F igure  8). 

Quoi  qu ' i l  e n  soi t  e t  p o u r  nous  rfisumer,  la n o u v e a u t 6  
essent ie l le  de  ces m6can i smes  h y p o t h 6 t i q u e s  r6side en  
l ' a d d i t i o n  1-4 d ' a c ide  p h o s p h o r i q u e  ~ la m6thy l~ne -  
qu inone  pos tu l6e  p a r  CH~IELEWSKA n suivie  d ' u n e  mi-  
g r a t i on  du  p h o s p h o r e  sur  l ' oxyg~ne  ph~nol ique .  Ce t te  
Ia~on de voir ,  qu i  t i e n t  6ga l emen t  c o m p t e  du  fai r  que  le 
m 6 t h y l e  en  2 zs e t  la  doub le  l ia ison de la c h a i n e  la t~ra le  
s e m b l e n t  essent ie l les  p o u r  la  p h o s p h o r y l a t i o n  a, p e r m e t  
d ' i n t e r p r 6 t e r  la  f o r m a t i o n  d ' u n  p h o s p h a t e  d ' h y d r o q u i n o n e  
-X p a r t i r  du  p h o s p h a t e  m i n 6 r a l  sans  i n c o r p o r a t i o n  darts  le 
n o y a u  q u i n o n i q u e  d ' oxyg~ne  v e n a n t  du  mil ieu z~. ~o. 

Summary .  Two poss ible  m e c h a n i s m s  for  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n  a re  suggested,  based  on  p a r t i c i p a t i o n  of 
qu inones  in t h e  process.  

B o t h  of t h e m  p o s t u l a t e  t h e  1-4 a d d i t i o n  of ino rgan ic  
p h o s p h a t e  o n  a r eac t i ve  q n i n o n e  i somer  ( the  q u i n o n e -  
m e t h i d e  II) w i t h o u t  e x c h a n g e  of the  q u i n o n e  o x y g e n  

a toms .  T h e y  also a c c o u n t  for t h e  Pt-z~OH~ e x c h a n g e  ob-  
s e rved  d u r i n g  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  

M. VILKAS e t  E. LEDERER 

Laboratoire de Chimie de l'Ecole Normale Supdrieum, Paris, 
et Laboratoire de Chimie Biologique, Facultd des Sciences de 
l' Universitd de Paris  (France), le 23 juillet 1962. 

is La plastoquinone est dfpourvue de m6thyle el1 2. Si elle participe 
aux phosphorylations oxydatives, ce qu[ ne sembte pas encore 
prouv6 avee certitude, elle le fait par un m6canisme diff6rent de 
ceux envisag6s iei pour les mfthyl-~ quinones, ~t molds que le 
m6thyle en 6 puisse jouer Ie mfme r61e que ceiui qui manque ell $. 

S0 NOUS remercions les Collbgues qui ont bien voulu discuter de ee 
probl~me avee nous, qu'ils partagent ou non notre point de rue: 
E. RACKER, MLLE B. TCHOUBAR, Lord TODD et R. B. WOODWARD. 

=0 Darts deux ouvrages r~cents L. L. INGRAIIAM, Biochemical Mecha- 
nisms (John Wiley, 196~), p. 47 et E. M. KosowEe, Molecular 
Biochemistry (McGraw Hill, 1962), p. 21, les auteurs envisagent 
une est6rification directe par t 'anlon phosphate (dventuellement 
complex6 par Mg ++} de l'anion d'une hydroquinone ou d'une 
semi-quinone, done sans 6change de l'oxyg~ne quinonique. 

The  C o m p l e t e  Structure  and Relat ive and Ab-  
solute  Conf igurat ion  of A n h y d r o r y a n o d i n e  

I n  a r e c e n t  p r e l i m i n a r y  no t e  z, i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  
a n h y d r o r y a n o d o l  m u s t  be  r e p r e s e n t e d  b y  one  of t h e  
s t r u c t u r e s  I, I I ,  a n d  I I I  in  w h i c h  t he  c a r b o x y l  is l ac ton ized  
to a n  unspec i f ied  h y d r o x y l  group.  W e  now  wish to  e x t e n d  
t he  a r g u m e n t  a n d  p ropose  t h e  c o m p l e t e  s t r u c t u r e ,  con-  
f igura t ion ,  a n d  abso lu t e  c o n f i g u r a t i o n  IV  for a n h y d r o -  
ryanod ine ,  t he  d e h y d r a t i o n  p r o d u c t  of r y a n o d i n e ,  easi ly  
o b t a i n a b l e  e i t he r  on  s u b l i m a t i o n  or  ac id  t r e a t m e n t  of t h e  
l a t t e r  c o m p o u n d  2, A second poss ib i l i ty  w h i c h  is n o t  in  
accord  w i t h  p a r t  of o u r  ev idence  b u t  c a n n o t ,  a t  t h e  p r e s e n t  
t ime ,  b e  exc luded  r igorously,  is r e p r e s e n t e d  in V. 

T h e  loca t ion  of t h e  pyr ro le -~-ca rboxyl ic  acid res idue  in 
a n h y d r o r y a n o d i n e  was d e t e r m i n e d  as follows: A n h y d r o -  
r y a n o d i n e  was  a c e t y l a t e d  w i t h  ace t ic  a n h y d r i d e - p e r -  
chlor ic  acid a t  - -10°C.  This  r eac t i on  gave  a c rys ta l l ine  
p roduc t ,  C~lHs~Oz0 N (m.p. 259°C; I R  1735, 1675 cm-Z; 
UV, Zm~ = = 275 m ~  (e = 17 250), 224 m ~  (~ = 27 000), 
shou lde r  250m~z (e = 11600);  U V  {0 .01M alcohol ic  K O H ) ,  
, ~ , ~  ~ 310 m~x (e = 19200),  251 m ~  (,  = 18800)).  T he  
ana lys i s  i nd i ca t e s  t h a t  t h e  p r o d u c t  is a n  ortho-acetate di-  
ace t a t e .  The  u l t r av io l e t  s p e c t r u m  shows c lear ly  t h a t  one  
of t h e  ace ty l  g roups  has  en t e r ed  t he  pyr ro le  nucleus ,  
p r e s u m a b l y  in t h e  4 or  5 pos i t ion .  T he  s ame  c h r o m o p h o r e  
m a y  be  o b t a i n e d  if t he  iden t i ca l  a c e t y l a t i o n  p r o c e d u r e  is 
app l ied  to m e t h y l  py r ro le -=-ca rboxy la t e .  

Since t h i s  c h r o m o p h o r e  fo rms  a n  a n i o n  in a lka l ine  
so lu t ion  (as s h o w n  b y  t h e  UV-spec t r a ) ,  i t  was  dec ided  t o  
m e t h y l a t e  i t  w i t h  d i a z o m e t h a n e  in o rde r  to  c o n v e r t  i t  i n to  
a nond i s soc i a t ing  g r o u p ;  t h i s  shou ld  t h e n  be  a m e n a b l e  to  
a d i f fe ren t i a l  s apon i f i ca t ion  u n d e r  mi ld  cond i t ions .  Th i s  
e x p e c t a t i o n  was  indeed  fulf i l led;  t he  a lka l ine  hydro lys i s  
of t he  u n c h a r a c t e r i z e d  m e t h y l a t e d  p r o d u c t  y ie lded t he  
p rev ious ly  descr ibedZ a n h y d r o r y a n o d o l  ortho-acetate 
m o n o a c e t a t e  (VI I I ) ,  wh ich  has  been  s h o w n  ~ to  possess a 
free al lylic h y d r o x y l  in  r ing  A. I t  is now  clear  t h a t  th i s  
h y d r o x y l  m u s t  h a v e  b e e n  the  s i te  of a t t a c h m e n t  of t h e  
py r ro l e -e -ca rboxy l i c  ac id  res idue.  

F o r  t h e  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t  of t h e  a n h y d r o r y a n o d i n e  
s t ruc tu re ,  t he  b i s - a n h y d r o  series is of i m p o r t a n c e .  Bis-  

a n h y d r o r y a n o d o t ,  C20H2sO ~, (VI) (m.p. 235°C; IR ,  1725, 
1637, 1618 cm-Z;  UV,  ~ma~ = 235.5 mt~ (loge = 4.17)) m a y  
be  o b t a i n e d  b y  t r e a t i n g  r y a n o d o l  a t  90 ° w i t h  20% sut-  
p h u r i c  acid.  I t  is also, in  a d d i t i o n  to  a n h y d r o r y a n o d i n e ,  
one  of t h e  chief  p r o d u c t s  i so la ted  f rom a h i g h  v a c u u m  
s u b l i m a t i o n  of ryanod ine .  

C o m p o u n d  VI  gave  f o r m a l d e h y d e  on  ozonolysis  a n d  
c o n s u m e d  one mole  of per iodic  acid.  H y d r o g e n a t i o n  gave  
t he  d i h y d r o d e r i v a t i v e  V I I  (C20H8000, m.p.  204°C; IR ,  
1725 cm-Z;  UV, end  abso rp t ion ) .  The  N.M.R.  spec t r a  of 
V I  a n d  V I I  a re  in  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  p roposed  loca t ion  of 
t he  d o u b l e  bonds .  B o t h  c o m p o u n d s  V I  a n d  V I I  y ie ld  t h e  
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