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Untersuchungen fiber die Biosynthese der Cyclite, 25. Mitt.: 
V o r k o m m e n  u n d  B i l d u n g  y o n  C o n d u r i t  in  

M a r s d e n i a _ A r t e n  1, 2 

~r 

H. Kindl und O. Hoffmann-Ostenhof 
Aus der Lehrkanzel ffir Biochcmie der Universit/~ Wien 

(Eingegangen am 15. Jun i  1970) 

Bei einer sysgematischen Untersuchmlg verschiedener 
tropischer Aselepiadaceae wurde gefunden, dal~ Marsdenia 
abyssinica, M.  zambesica, M.  erecta, M.  angolensis sowie Dragea 
Faulknerae Condurit als t tauptcyel i t  enthalten. Im  Zusammen- 
hang mit friiheren Ergebnissen bcdeutet  das, daft Condurit nut  
in der Unterfamilie Cynanchoideae der Asclepiadaceae zu linden 
ist; diese sehr geringe Verbreitung steht im deutlichen Gegen- 
satz zu derjenigen des Isomercn, L-Leucanthemit. der zu- 
mindest spurenweise in fast allen grfincn Pflanzen nachweisbar 
ist. 

Applikationsversuche mit  radioaktiv markierten m6gliehen 
Vorl/~ufern yon Condurit an Marsdenia abyssinica crgaben Einbau 
yon D-Glucose und D-GMaktose in den Cyclit; wahrscheinlich 
werden die ttexosemolek~le intakt, d .h .  ohne vorhergehcnde 
Fragmentierung, in Condurit eingebaut. 3;Ii~ wesentlich besserer 
radiochemischer Ausbeute Ms die beiden ttexosen wird aber 
T,-Leueanthemit in Condurit inkorporierg. Dieser Bcfund 1/iftt 
die Epimerisierung yon 5-Leucanthemit zu :Condurig als letzten 
Sehritt der Biosynthcse yon Condurit vermuten. 

Studies on the Biosynthesis o] the Cyclitols, X X V  : Occurrence 
and Formation o] Conduritol in Marsdenia Species 

A systematic study of tropical Asclepiadaceae shows that  
Marsdenia abyssiniea, M. zambesica, M. erecta, M. angolensis, 
and Dragea Faullcnerae contain conduritol as their main cyclitol 
component. Taking earlier reports into consideration, ~hcse 
findings mean that  eonduritol earl be found only in the subfamily 
Cynanehoideae of the Asclepiadaceae. This very restricted distri- 
bution is in contrast to that  of its isomer, T.-leucanthemitol, 
w h i c h a t  least in t races--can be detected in almost all green 
plants. 

t Icrrn Prof. Dr. E. Broda zu seinem 60. Geburtsgag in freundsehaft- 
licher Verehrung zugecignet. 

24. Mitt. : H. HoJmann, I.  Wagner und O. Ho/Jmann-Ostenho], Z. 
physiol. Chem. 350, 1465 (1969). 
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Infusion experiments with 14C-labelled possible precursors 
of conduritol in Marsdenia abyssinica showed incorporation of 
D-glucose and D-galactose into the eyclitol. The hexose molecules 
seem vo be buil t  in into conduritol  as such, i.e. without  being 
fragmented previously, ]~-Leucanthemitol is incorporated into 
conduritol with a m u c h  bet ter  radiochemical yield than  the two 
hexoses. This result suggests t ha t  the  last  step in %he biosynthesis 
of conduritol is an epimerization of L-leucanthemitol to con- 
duri tol .  

Der  opt isch i nak t ive  Condur i t  (1 ,4 /2 ,3-Tet rahydroxyeyelohexen)  i s t  
ein nat i i r l ich  v o r k o m m e n d e r  CycliC, dessen S t r u k t u r  yon  Dangschat  und  
Fischer  3 s o m e  K e r n  und Mi ta rb .  4 aufgekl/ i r t  wurde.  Von den  10 m6g- 
l ichen s tereoisomeren Cyclohexente t ro len  is t  als Na tu r s to f f  neben  
Condur i t  nu r  noch  der  sehr weir  ve rbre i t e te  L -Leucan themi t  aufgefunden 
worden.  Als  na t i i r l ich  v o r k o m m e n d e  wei tere  Cycli te  m i t  4 t I y d r o x y l -  
funk t ionen  sind das  aus verschiedenen Algena r t en  isol ierte  ])-l ,4/2,5- 
Cyc lohexan te t ro l  s sowie m i t  e inigem V0rbehal~ der  seinerzeit  aus 
der  Zuckerr i ibe  isolierte Befi t ,  angebl ich ein Cyc lohexan te t ro l  m i t  n ich t  
v611ig gekl/ir~er S t r u k t u r  s, zu nennen.  

Condurit L-Leucanthernit 1,/-,/2,5-Cyclo- 
hexontetrot 

Obwohl  Conduri~ bere i ts  1908 yon  Kubler  ~, der  sich damal s  vor  al lem 
mi t  den S te ro idg lykos iden  der  Ase lep iadaceae  besch/~ftigte, aus w/~Brigen 
E x t r a k t e n  der  Condurango-Rinde  isoliert  wurde,  ist  b isher  fiber die 
Biosynthese  der  Subs tanz  nichts  bekann t .  Das  mag  viel leieht  d a r a n  
liegen, dab  die ursprf ingl iche E n t d e c k u n g  nur  ein Nebenbefund  einer 
anders  ger ich te ten  For schung  war.  ES k5nn te  aber  auch da r in  begr i inde t  
sein, dab  die  Condurango-Rinde  wohl  ein } t ande l sp roduk t  ist, dab  sie 
aber  yon der  ]ediglich in recht  unzug/ingl ichen Regionen am Ober lauI  
des Amazonas  gede ihehden  Pf lanze Marsden ia  condurango s t a m m t  n n d  
dab  aui3erdem bisher  nur  wenige andere ,  meis t  ebenfal ls  t ropische  Pf lan-  
zen, welche Condur i t  en tha l t en ,  b e k a n n t  waren  s. Die einzige in gems 

a G. Dangschat und  H.  O. L. _Fischer, :Naturwiss. 27, 756 (1939). 
4 W.  Kern,  W.  _Fricke und H.  Steger, Arch. Pharm.  278, 145 (1940). 
5 j .  D.  Ramanathan,  J .  S.  Craigie, J .  McLachlan,  D. G. Smi th  und  

A .  G. Mclnnes ,  Tetrahedron Letters  14, 1527 (1966) ; J .  S.  Craigie, J .  McLach-  
lan und R.  D. Tochter, Canad. J .  Bet.  40. 605 (1968). 

6 E.  O. L ippmann ,  ]3er. dtsch, chem. Ges. 34, 1159 (1901). 
K.  Kubler, Arch. Pharmaz.  278, 145 (1940). 

s Vgl. dazu H.  Kind l  und O. Ho]]mann-OstenhoJ, Fortschr.  Chem. 
organ Naturs~. 24, 149 (1966). 
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tern K l ima  wachsende, Conduri t  bildende Pflanze, Cynanchum vince- 
toxicu~ (Schwalbenwurz),  enths nur  sehr geringe Mengen dieses Cyclits. 

I n  der vorl iegenden Arbei t  beschreiben wir Vorkommen  des Con- 

duri ts  in wei teren Marsdenia-Arten sowie Untersuchungen  fiber die Bio- 

synthese yon Conduri~. Zur Lokalis ierung der Aktivi~/it  im Condurit-  

Molekiil wurde ein Abbauweg ausgearbeite%, der im Schema dargestel l t  

ist. Die Ergebnisse der Abbauversuche  machen  es wahrscheinlieh, dab 

Conduri t  aus einer in~akten ] [exoseeinheit  ents teht .  

Markier ter  n -Leucan themi t  ~J rd  in der Pf lanze mi t  relat iv hoher 

radiochemiseher  Ausbeute  in Conduri t  e ingebaut .  

M a t e r i a l i e n  u n d  M e t h o d e n  

S/imtliche Pflanzenmaterialien wurden uns yon Herrn l~rof. Dr. T. Reich- 
stein (Base]) zur Verffigung gestellt, woftir wir unseren herzlichen Dank aus- 
spreehen. 

Fiir das Studium der Biosynthese von Condurit erwies sich Marsdenia 
abyssinica am besten geeignet. Diese Pflanze wurde aus Samen gezogen; die 
Samen wurden angefeilt und dann bei 30 ~ ankeimen gelassen. Die Keimlinge 
wurden ausgesetzt und bei 20 ~ under Beleuehtung mit  12 Stunden Dunkel- 
intervall wachsen gelassen. Die Biosynthese-Versuche wurden an B1/~ttern 
yon etwa 30 em hohen Pflanzen vorgenommen, die 5 8 Monate alt waren. 

Von den angewandten markier~en Substanzen wurden D-Glucose-2A4C, 
D-Glucose-3-3It und D-Galaktose-lA4C vom Radiochemical Centre, Amer- 
sham, England, bezogen. L-Leueanthemit-u-14C wurde durch Photoassimila- 
tion von 14CO~ in Chrysanthemum leucanthemum hergestellt und dureh mehr- 
fache Papierchromatographie und fraktionierte Sublimation im Hoehvak. 
gereinigt. Ein aliquoter Anteil der Pr/iparation wurde dazu verwendet, um 
nach Zusatz yon inaktivem Condurit, zweimaliger Chromatographie und 
sechsmaligem Umkristallisieren aus Methanol die Reinhei~ des so hergestell- 
ten markierten L-Leucanthemits zu priifen. Es ergab sich, dal3 diese Pr/~para- 
tion weniger als 0,03~o markierten Condurit enthielt. 

Die Applikation, die Isolierung der Cyclitfraktion, die ehromatographi- 
sche Tremlung und Relnigung der Cyclite sowie die Messung der Radio- 
aktivit/s wurden nach bereits verSffentliehten Methoden 9 vorgenommen. 

Zur Lokallsierung der Radioaktivits  im biosynthetiseh aus markierten 
Vorstufen erhaltenen Condurit wurde dieser in papierchromatographisch 
reiner Form mit  300 mg inaktivem Condurit verdiinnt und dann zweimal aus 
Methanol Benzol umkristMlislert. Das so gereinigte Produkt wurde dann 
in 35 ml 15proz. Essigs/~ure gel6st und bei 60 ~ mit  500 mg Zinkstaub ver- 
setzt, lgaeh 6stdg. Rfihren wurde abfiltriert, das Fi l t rat  im Vak. zur Trockne 
eingedampft, dann in wenig Wasser aufgenommen und mit  Kationen- 
austauscher (Dowex-50, It+-Form, 100--200mesh, 15ml Schfittvolumen) 
behandelt. Es win'de abfiltriert, gut nachgewaschen, im Vak. eingeengt und 
naeh intensiver Troeknung aus Methanol Benzol auskristal]isieren gelassen; 
Ausb. 255 mg Dihydrocondurit. 

Die gesamte erhaltene Menge yon Dihydrocondurit wUrde in 10ml 
Wasser gel6st, mit  einer LSsung von 1,1 g 1XaJO4 in 15 ml Wasser versetzt 

9 HI Kindl und O. Ho//mann-Ostenho], Phytochem. 5, 1091 (1966). 
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und dann 4 Stdn. bei 20 ~ im Dunkeln stehengelassen. Die LSsung wurde 
mehrfach ausge~thert und sowohl die Atherschieht als auch die w/s Schichb 
weiterverarbeitet .  Nach Einengen der Atherschicht werden 75% des Rfick- 
standes mit  einer LSsung yon 170 mg KMnO4 in Aceton verse~zv, nach 
1 Stde. das Aceton abgedampft ,  mi t  Wasser aufgenommen, tier ausgefallene 
Braunstein mit NaHSOa reduziert  und d i e  LSsung wieder mehrfach aus- 
gegthert. Nach Abdampien des Athers  wurde der Rfiekstand durch Sub-  
limieren gereinigt; or besteht aus Bernsteinsgure, die naeh der Methode yon 
Phares lO welter abgebaut  wird. 

25~o des Rfickstandes werden in Wasser aufgenommen und mit Hydro-  
xylamin bei p H  5,5 in das Dioxim iibergefflhrt, das dann dureh Dfinnschicht- 
chromatographie auf Kiese]gelplatten (2 mm dick) m i t  Benzol--Essiges~er 
(4 : 1) als Laufmit tel  gereinigt ~vird. " 

Aus der wgl]r. Schicht nach der Per jodatoxidat ion lgl3t sich tlach An- 
sguern auf pH-Wer~e unver 1,0 die Ameisensgure durch Destil]ation go- 
winnen. Maia neutralisiert das Destil lat  durch Titrieren mit  :NaOH, se~zt 
300 mg inaktives Natr iumformiat  hinzu und stellt daraus nach Gabriel 11 den 
p-Bromphenacylester  her. Die l/Tberprfifung der l~einheit dieses Esters er- 
folgt mit  Hilfe yon Dfinnsehichtchromatographie auf Kieselgel G mit 
CH2Clu Petrolgther  (10 : 1, v/v) als Laufmitte].  

CHO COOH , CHO 

' oH2 , C H2NH2 , C, H2 CH 2 K~nO~ NoN 3 
- "- 2 CO2 + H 2 . NaJO/,. s "E oH2 + 2 HCOOH 

CH 2 *'~ 2 - 3  
CHO COOH ~ CHO 

BernsteinsSure AthyLendi~min Condurit Dih]drccondurit Succindialdehya 

E r g e . b n i s s e  

Vorkommen yon Condurit: Es wurden  folgende l~f lanzenmater ia l ien 
auf Cycl i te  un t e r such t :  Marsdenia abyssinica Hochst r .  Schltr .  = Dragea 
abyssinica (Samen);  M .  zambesica : Dragea macrantha Klotzsch.  (Wur-  
zeln);  M. erecta = Cionura erecta (Bl/ i t ter  und  Samen) ;  M .  angolensis 
N. E. Br.  (Stengel);  Dragea Faulknerae (Wurzeln).  

I n  al len diesen Mater ia l ien  wurde  Condur i t  als H a u p t - c y c l i t  gefunden;  
daneben  en tha l t en  sie durchwegs  myo-Inosit i  geringere Mengen yon  
L-Viburni t  und  L-Leucan themi t  (in M. abyssinica z . 'B .  en t sp r ich t  die 
~ e n g e  an  L-Leucan themi t  e twa  4 %  der jenigen des Conduri ts) .  

Einbau yon Hexosen in  das Cyclohexenskelett des Condurits. U m  zu 
priifen,  ob Hexosen  in  Condur i t  e ingebau t  werden,  wurden  an  Marsdenia 
abyssinica mehrere  E inbauve r suche  mi t  verschiedenen se lekt iv  mark ie r -  
t en  Pr/~parat ionen yon  D-Glucose und  D-Galaktose durchgef i ihr t .  Beide  
Hexosen  werden  mi t  ungef/~hr gleicher rad iochemischer  Ausbeu te  in  den  
Cycl i t  e ingebau t  ; sechs 4erar t ige  Versuche e rgaben  ke inen  s igni f ikanten  

lo E. F. Phares, Arch. Biochem: Biophys. 33, t73 (1951). 
11 O. Gabriel, J. Biol. Chem. 241,924 (1966). 
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Unterschied zwisehen den Einbauraten fiir die beiden Monosaccha- 
ride. 

Obwohl dieser Einbau Verhiiltnisms gering is~ (weniger Ms 0,1%), 
war es doch mit  Hilfe des im methodischen Teil besehriebenen Abbaus 
zur Lokalisierung der Aktivits  in den einzelnen Teilen des Condurits 
mSglich z u  zeigen, dal3 die t texosen als Einheit, d .h .  ohne vorher- 
gehende Fragmentierung, in den Condurit fibergehen. So ffihr~ Vorgabe 
yon D-Glucose-2A4C (100 ~Ci, 5 mCi/mMol) zu einem Condurit, der die 
Markierung bevorzugt in den Stellungen 1 und 4 tri~gt. Bei Infusion yon 
D-Galaktose-l-14C finder sich der Grol~teil der Aktivit~t in den Positionen 
5 nnd 6 des Condurits. Diese Verhs sind in Tab. 1 dargestell~. Bei 
einer vorhergehenden Fragmentierung der Hexosen, etwa dureh Spal- 
tung in zwei Ca~Einheiten ware eine andere Verteilung der Aktiviti~t zu 
erwarten gewesen. Diese Ergebnisse sprechen nun sehr deutlich fiir den 
Einbau des komplet ten unfragmentierten Hexose-Molekiils in den 
Condurit, wobei die in Anbetracht  der eher langen Applikatioaszeit 
(2 Tage) geringe Aktivit~tsverschmierung (Randomisierung) beaehtens- 
weft  ist. 

Diese Vorstellung wird auch noch durch Applikationsversuche mit  
D-Glucose-2-14C-3-3H mit  einem Verh~ltnis yon aH/14C yon 2,5 erh~rtet 
(Tab. 2). Der daraus eats~andene Condurit hat te  ein Verh~ltnis der bei- 
den Isotopen yon 2,9; in der naeh dem Biosymtheseversuch zuriiek- 
gewonnenen ])-Glucose war dasselbe Verhs anf 2,65 anges~iegen. Bei 
selektivem Abbau wurde gefunden, dab die at{-Aktiviti~t zu 90~o in den 
C-Atomen 3 uad  4 des Conduri~s lokalisiert war; der p-Bromphenacyl- 
ester der Ameisensi~ure eath~lt den  am C-3 des Condurits gebundenea 
Wasserstoff in stabiler Form, wie das seinerzeit Gabriel 11 in s 
versuchen nachgewiesen hut. Das Verh~ltnis 3H : laC im Ameisens~ure- 
ester war 300 : 1. 

Einbau yon L-Leucanthemit in Condurit. Eine nach dem im methodi- 
sehen Tell beschriebenen Verfahren hergestellte Pri~paration yon 
u-14C-markiertem T.-Leueanthemit (3,5 ~Ci, 810 ~Ci/mMo]) wurde bei 
t)flanzea yon Marsdenia abyssinica applizier~. Die Aktivit~t des vor- 
gegebenen L-Leueanthemits wurde zu 1,7~o in den Condurit eingebaut 
gegeniiber einem Einbau yon weniger als 0,1~o bei ])-Glucose oder 
D-Galaktose. 

D i s k u s s i o n  

Die hier angefiihr~ea Befunde fiber das Vorkommen yon Condurit 
miissen gemeinsam mit  friiheren Beriehten 8 betraehtet  werden. In  
diesem Zusammenhang darf erwi~hnt werden, dub in unserem Labora- 
torium seit mehreren Jahren  alle anf ihre Cyelite untersuehten Pflanzen 
aueh routinems auf das Vorkommen yon Condurit gepriift werden. 
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Bisher wurde Condurit ausschlief~lich in der Familie Asclepiadaceae, 
und zwar in deren Unterfamilie Cynanchoideae, nachgewiesen, wobei 
sein Vorkommen besonders fiir die Tribus Tylophoreae der genannten 
Unterfamilie charakteristisch zu sein scheint. 

Diese sehr eingeschr/~nkte Verbreitung des Condurits steht m einem 
deutliehen Gegensatz zu derjenigen seines Isomeren, des L-Leueanthemits, 
der bisher in allen griinen Pflanzen, w o  er gesueht wurde, sogar in 
Algen wenn aueh fiberall in verhMtnism/iBig geringer Menge nach- 
weisbar war. [m Marsdenia abyssinica linden wit Condurit bevorzugt im 
Latex;  es mag erw/ihnt werden, dai3 Cyclite in der den Asclepiadaceae 
nahe verwandten Familie Apocynaceae regelm/i$ig einen Bestandteil des 
Latex-Serums darstellen. 

Die Ergebnisse der Einbauversuche zum Studium tier Biosynthese 
des Condurits, fiber die hier berichtet wird. machen es vor allem wahr- 
scheinlich, dab Condurit sich biogenetisch yon einer Hexose ableitet. 
die ohne vorhergehende Fragmentierung in das Cyclitmolektil iiber- 
geftihr~ wird. 

Die Symmetric des Condurit-Molekfils macht es zwar nut  m6glich. 
die Aktivit/it an Atompaaren (C-1 and  C-4, C-2 und C-3, C-5 und C-6) zu 
lokalisieren. Trotzdem schliel3en die mit  Hilfe des hier beschriebenen 
Abbauweges erhaltenen Ergebnisse eine Fragmentierung vor dem Einbau 
weitgehend aus. 

Die stereochemischen Verh/iltnisse wfirden D-Galaktose als einen 
mSglichen Vorl/iufer nahelegen. Dieser Zucker in markierter Form wird 
auch tats~chlich in Condurit eingebaut, allerdings ist die Einbaurate 
ziemlich gering und nicht signifikant verschieden yon derjenigen fiir 
markierte D-Glucose. Aus den Ergebnissen k6nnen wir also entnehmen, 
dal~ die Pflanze ein aktives Enzymsystem besitzt, das diese beiden 
Zucker ineinander fiberffihren kann. 

Als besonders bedeutsam erscheint uns, dal3 ufisere Pflanze die 
Aktivit/it yon L-Leueanthemit mit  vergleichsweise sehr hoher radio- 
chemischer Ausbeute in Condurit einbaut. Aus noch unver6ffer~tlichten 
Versuchen aus diesem Laboratorium k6nnen wir annehmen, dal3 L-Leu- 
canthemit aus D-Glucose dutch Kondensation yon C-1 mit C-6 entsteht, 
wobei m6glicherweise ein Desoxypro4ukt als Zwischenstufe beteiligt ist. 
Es w/ire somit vorstellbar, dal3 prim/~r L-Leueanthemit entsteht, der 
dann in denjenigen Pflanzen, die zur Biosynthese yon Condurit imstande 
sind, dutch eine Epimerisierung in diesen umgelagert wird. 

Ffir ehle solehe l~eaktionsfolge sprieht vor Mlem. dab wir in s/trot- 
lichen Pflanzen, die Condurit enthalten, auch L-Leucanthemit finden, 
und weiters, dab Epimerisierungen analoger Art bei der Biosynthese der 
Cyclite sehr h/iufig sind. Es darf bier an die Epimerisierungen yon 
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Sequof i t  zu D-Pinit 12. Yon myo- Inos i t  zu  D-chiro-Inosit  13, L-chiro-Inosi t  14 

und scyl lo-Inosi t  15 sowie diejenige yon Lamini t  zu Mytilit 1~ erinnert 
werdeil. 

Ein weiteres Argument  lfir D-Glucose ~ls ns Vorls und den 
Weg fiber L-Leucanthemit  zu Condurit,  dessen Stichhaltigkeit allerdings 
erst  experimentell  iiberpriift werden miiBte, ist das vor kurzem bekannt-  
gewordene Vorkommen  yon  Derivaten yon D-Chinovose (6-Desoxy-D- 
glucose), einem mSglichen Zwischenprodukt  bei der Bildung yon L-Leu- 
canthemit ,  in einer Marsdenia-Ar~,  die allerdings auch andere Desoxv- 
zucker und ihre Derivate enthi~lt 17 

Die vorliegenden Ergebnisse erlauben somit nocb keine endgfiltige 
Aussage fiber den Biosyntheseweg, der yon  der Hexose zum Condurit  
fiihrt, wenngleich unsere Ergebnisse die Reaktionsfolge yon D-Glucose 
fiber n-Leucanthemit  zum Condurit  als wesentlieh plausibler erscheinen 
lasgen als Wege, die. yon  D-Galaktose direkt zum Condurit  ffihren. 
Weitere Exper imente  zur endgfiltigen Kli~rung dieser Fragen und zu 
einer Charakterisierung der Teilschri~te der Conduri t-Biosynthese sind 
geplant. 

Die vorliegende Arbeit  wurde durch FSrderungsbeitr~ge der Ludwig 
Boltzmann-Gesellsehaft ,  Wien, in groSzfigiger Weise untersti i tzt ,  woffir 
wir unseren Dank  aussprechen. 

13 R.  Scholda, G. Billelc und O. Hol]mann-Ostenhof ,  Z. physiol. Chem. 
335, 180 (1964); Mh. Chem. 95, 1311 (1964); H.  Ru i s  und O. Ho]]mann- 
Ostenho], Europ. J. Biochem. 7, 442 (1948). 

1~ H.  Ruis ,  G. W6ber und O. Ho]]mann-Ostenho], Abstr. of Papers. 
6th Meeting Eur. Fed. Biochem. Soe., Madrid 1969, Abstr. Nr. 363. 

14 R. Scholda, G. Billelc und O. Ho][mann-Ostenho], Mh. Chem. 98. 541. 
1305 (1964). 

15 T.  Posternalc, W.  H.  Schop]er, B. Kau]mann-Boetsch und S. Edwards. 
Helv. chim. Acta 46, 3676 (1963); R. Scholda, G. Billek und O. Ho]]mann- 
Ostenho/, Z. physiol. Chem. 339, 28 (1964); D. J.  Candy, Biochem. J. 103, 666 
(1967). 
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