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The Wi lcoxon  and Related T e s t s  of S ignif icance  

VAN DER VAART 1 has  g iven  e x a c t  express ions  for t he  
p r o b a b i l i t y  of o b t a i n i n g  a r e su l t  in t h e  "Wilcoxon two-  
sample  t e s t  d e v i a t i n g  b y  a g iven  a m o u n t  or  more  f rom 
t h a t  e x p e c t e d ,  w h e n  t h e  t w o  samples  are d r a w n  f rom 
the  same  popu la t ion .  In  his t e rmino logy ,  if nl  and  nz are  
the  n u m b e r s  in  t h e  two  samples ,  a n d  U12 is t he  n u m b e r  
of pa i r s  of ind iv idua l s ,  in w h i c h  t h e  va lue  o b s e r v e d  for  
t he  m e m b e r  of  t h e  f i r s t  s a m p l e  exceeds  t h e  va lue  obse rv -  
ed for  t h e  second ,  he f inds  t he  e x a c t  p r o b a b i l i t y  t h a t  
U~z < u, whe re  u is t h e  obse rved  value.  To do so, i t  is 
necessa ry  to  eva lua t e  t w o  d e t e r m i n a n t s  of degree  u, I f  
u is fa i r ly  large,  for  e x a m p l e  23 in one  of his examples ,  
" t h e  c a l c u l a t i o n s "  he  wr i t e s  " m a y  t u r n  o u t  t o  be 
somewhat cumbersome". 

HALDANE and SMITH 2 have solved this problem ap- 
proximately. But as their work.was concerned with a 
ques t ion  of h u m a n  genet ics ,  i t  seems to  h a v e  e scaped  t h e  
not ice  of some s ta t i s t i c ians .  In  VAN DER VAART'S te r -  
minology,  a n d  choos ing  n, < n  1, t he i r  equa t i ons  (10) a n d  
(11) b e c o m e :  

In  t h e  f i rs t  case only  one t e r m  of t h e  ser ies  was  re-  
qui red ,  in  t h e  second  two.  The ca lcu la t ion  t a k e s  a b o u t  
5 rain. W e  also gave  m e t h o d s  for c o m b i n i n g  t h e  r e s u l t s  
of  severa l  pa i r s  of samples ,  for  deal ing  w i t h  " t i e s " ,  or  
e q u a l i t y  b e t w e e n  m e m b e r s  of t h e  two samples ,  a n d  so on.  
VAN DER VAART'S m e t h o d ,  be ing  exac t ,  is p e r h a p s  p re -  
fe rab le  to  ours  for  values  of u up  to  4 or  5, b u t  I t h i n k  
t h a t  a t  h ighe r  va lues  t he  s impl ic i ty  of our  m e t h o d  m a k e s  
up  for  i ts  s l igh t  inaccuracy .  

J. B. S. HALDANE 

Department o/ Biometry, University College, London, 
February 23, 1956. 

Rdsumd 

U n e  fo rmule  assez s imple  p e r m e t  le calcul r ap ide  des  
p robabi l i t4s  dans  le t e s t  de WlLCOXON et  d ' a u t r e s  m4-  
t h o d e s  semb[ables .  Sans  fourn i r  des  r6sul ta t s  exac t s ,  elle 
donne ,  d a n s  les exempla i r e s  choisis, des chiff res  qu i  se 
r a p p r o c h e n t  de  la fo rmule  exac te  de VAN DER VAART, 
avec  des  e r reurs  inf6rieures £ 1%. 

X = ½n2+ (u+ ~ - -  1/2ulna) [nl(ni+n2+ 1)]-½ 

and  

X% (X- l )  n , (X-2) ", 
P(U12 < U) - -  + - -  ne ! 0 ! ( n f l )  ! 1 ! (n~-2) ! 2 ! 

(-1), (x-r)- ,  
+ 

(n~-r) ! r t 

where  r is t h e  g r e a t e s t  i n t ege r  n o t  exceed ing  X .  This  
express ion  is n o t  v e r y  accu ra t e  w h e n  n~ is less t h a n  
a b o u t  4, no r  for  v e r y  smal l  va lues  of P .  Bu t ,  as t h e  
following e x a m p l e s  show,  i t  is good enough  for  p rac t i ca l  
purposes  over  t h e  r ange  of va lues  of P wh ich  are  usua l ly  
t aken  as cr i t ica l  in t e s t s  of s ignif icance.  VAN DER VAART 
gives two  numer i ca l  examples .  

Fo r  n 1 = 49, n~ ~ 2, u = 7, he  f inds  

P ( U I , <  7) = 0.015686. 

Our fo rmula  gives  X = 0.17784, P = 0-01581. 

Fo r  n I = 21, n 2 = 5, u = 23, he  f inds  

The  Structure of I sothebaine  

The  alkaloid i so thebaine ,  i so la ted  b y  GADAMER 1 f r o m  
the  roo ts  of Papaver orientale d u r i n g  t h e  pe r iod  of 
w i the r ing  a n d  res t  of t h e  p lan t ,  was  e x a m i n e d  in  de ta i l  b y  
KLEE ~, w h o  d eg rad ed  t h e  m e t h y l  e t h e r  t h r o u g h  a t r i -  
m e t h o x y v i n y l p h e n a n t h r e n e  to  a t r i m e t h o x y p h e n a n -  
t h r e n e  ca rboxy l ic  acid, w h i c h  on  d e c a r b o x y l a t i o n  af-  
fo rded  3 : 4 : 5 - t r i m e t h o x y p h e n a n t h r e n e  (I); t he  w o r k  
was r ep ea t ed  and  the  i d e n t i t y  of t h e  f inal  p r o d u c t  con-  
f i rmed  by. SCHLITTLER a n d  1VIOLLER 3. I n  v i ew of t h e  
a g r e e m e n t  of  t hese  i n d e p e n d e n t  worke r s  t h e  c o n t e n t i o n  
of KISELEV a n d  KONOVALOVA 4 t h a t  t h e  e n d - p r o d u c t  of  
t he  d e g r a d a t i o n  is n o t  iden t ica l  w i t h  3 : 4 : 5 - t r i m e t h o x y -  
p h e n a n t h r e n e  m a y  be d i s coun ted .  On t h e  bas is  of t h i s  
d e g r a d a t i o n  i so theba ine  m e t h y l  e t h e r  has  been  h i t h e r t o  
a l lo t t ed  the  s t r u c t u r e  (II, R = Me) 5, b u t  a t t e m p t s  to  

P (Ule < 23) = 0.028717. 

Our fo rmu la  gives X = 1-2821, 2 ° ~ 0-02863. 

1 H. R. VAN DER VAART, Exper. 12, 14 (I956). 
z j .  B. S. HALDA~E and C. A. B. S:alTtb Ann. Eugen. 14, 117 

(19-t8). 

1 j .  GADAMER, Arch. Pharm. 249, 41 (1911). 
2 W. KLEE, Arch. Pharm. 252, 211 (1914). 
3 E, SCHLITTLER and J. MILLER, Heir. chim. Acta 31, 1119 

(1948). 
4 V. V. KISELEV and R. A. KOI~OVALOVA, J. gen. Chem. (USSR.) 

t9, 148 (1949). 
s W. KLEE, Arch. Pharm. 25Z, 2tl  (191.1). - E. SCHLITTLER and 

J. MOLLER, Helv. chim. Acta ,~1, II19 (1948). 
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s y n t h e s i z e  a ba se  of t h i s  c o n s t i t u t i o n  b y  a v a r i e t y  of 
m e t h o d s  h a v e  fai led 6. 

MeO, / ~ ,  M e O ~  ,', 

M e O ~ ,  MeO I 11 

N / N /  
(i) (ii) 

(III) (IV) 

W h a t  a p p e a r s  to  h a v e  e scaped  no t i ce  u n t i l  now,  
howeve r ,  is t h a t  t h e  r e s u l t s  of d e g r a d a t i o n  a re  equa l l y  
exp l i cab l e  on  t h e  bas i s  of t h e  s t r u c t u r e  ( I I I ,  R ~ Me), 
w h i c h  we n o w  p r o p o s e  for  i s o t h e b a i n e  m e t h y l  e the r .  T h a t  
i s o t h e b a i n e  is a 4: 5 : 6 - t r i o x y a p o r p h i n e  m a y  be  i n f e r r e d  
f r o m  t h e  fo l lowing  fac ts .  

(a) All  o t h e r  n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  a p o r p h i n e  a lka lo ids ,  
e v e n  t h e  d i o x y - b a s e s  r o e m e r i n e  ~ a n d  a n o l l a i n e  s, h a v e  
o x y g e n  s u b s t i t u e n t s  in  p o s i t i o n s  5 a n d  6 {i.e. i n  pos i t i ons  
6 a n d  7 of t h e  isoquinoline s ys t em )  ; in  p a r t i c u l a r  a ba se  
h a v i n g  t h e  4: 5 : 6 - o r i e n t a t i o n  of s u b s t i t u e n t s ,  n a m e l y  
p u k a t e i n e  (IV)9, is k n o w n  to  occu r  n a t u r a l l y .  

(b) All  n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  bases  d e r i v e d  f r o m  iso- 
q u i n o l i n e  h a v e  o x y g e n  s u b s t i t u e n t s  in  pos i t i ons  6 a n d  7 
of t h e  isoquinoline r ing,  e x c e p t  3 bases  of t h e  c u l a r i n e  
g roup  10, w h i c h  a re  7: 8 - d i s u b s t i t u t e d ,  a n d  e v i d e n t l y  ar i se  
b y  c y c l i s a t i o n  of t h e  isoquinoline r i ng  ortho i n s t e a d  of 
para t o  h y d r o x y l .  I n  c o n t r a s t  n u m e r o u s  b a s e s  d e r i v e d  
f rom benzylisoquinoline are  k n o w n  w i t h  o n l y  one  o x y g e n  
s u b s t i t u e n t  in  t h e  b e n z y l  g r o u p  (e.g.. coc laur ine ,  a r m e -  
p a v i n e ,  c o r p a v e r i n e ,  t n d u r a n i n e ,  l au re l ine ,  p u k a t e i n e ,  
a n o l o b i n e ,  s t e p h a n i n e ,  a n d  a l m o s t  all  t h e  bisbenzyliso- 
q u i n o l i n e  alkaloids10).  

( d : ) -4  : 5 : 6 - T r i m e t h o x y a p o r p h i n e  h a s  b e e n  s y n t h e s i z e d  
b y  GOVINDACHARI a n d  PA111, a n d  P ro fes so r  GOVIN- 
DACHARI h a s  b e e n  ab le  to  s u p p l y  us  w i t h  a few mil l i -  
g r a m m s  of s o m e w h a t  i m p u r e  h y d r i o d i d e  of t h i s  base ,  t h e  
i n f r a - r e d  s p e c t r u m  of wh ich ,  t o g e t h e r  w i t h  t h a t  of p u r e  
( + ) - i s o t h e b a i n e  m e t h y l  e t h e r  h y d r i o d i d e ,  in  Nujo l ,  is 
s h o w n  in  F i g u r e  1. T h e  f a c t  t h a t  o n l y  a s a l t  was  a v a i l a b l e  

e ]~. SCIILITTLER and J. M/3LLER, Helv. chim. Acta 31, 1119 
(1948). - R. K. CALLOV, J. M. GULLAND and R. D. HAWORTH, J. 
chem. Soe. 1929, 1444. 

7 G. BARGER and G. WEITNAUER, Helv. ehim. Acta 22, 1036 
(1939). - L. MARION and V. GRASS1E, J. Amer. chem. Soc. 66, 1~90 
(1944). 

8 G. BARGER and G. WEITNAUER ~ Helv. chim. Acta 22, 1036 
(1939). 9 G. BARGER and E. SCHLITTLER, Helv. chim. Acta 15,381 (193~). 

10 R. H. F. MANSKE, The Alkaloids, Vol. 4 (Aeadenlic Press Inc., 
New York, 1954). 

t l  T. R. GOVINI)ACHARI and B. R. PAl, J. org. Chem. 18, 1352 
(1953). 

p r e c l u d e d  t h e  c o m p a r i s o n  of t h e  s p e c t r a  in  solution, a n d  
b e a r i n g  in m i n d  t h a t  t h e  r a e e m a t e  nece s sa r i l y  h a s  a 
c r y s t a l  f o r m  d i f f e r en t  f r o m  t h a t  of t h e  p u r e  (+ ) - i somer ,  

a-- 

3- 
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Fig. 1.-Curve A is 4 • 5 : 6-trimethoxyaporphine hydriodide; 
Curve B is isothebaine nlethyl ether hydriodide. 
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di f fe rence  in  t h e  s p e c t r a  of t h e  t w o  sa l t s  in  N u j o l  mul l s  
wou ld  be  e x p e c t e d  due  to  d i f fe rences  in  d i s t o r t i o n  in t he  
two  f o r m s  of c rys ta l .  S o m e  d i f fe rences  do ex i s t  b e t w e e n  
t h e  s p e c t r a  s h o w n  in F i g u r e  1, b u t  t h e s e  a re  no  g r e a t e r  
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Fig. 2.- - -  is isothebaine methyl ether; 
. . . . .  is 4 : 5 : 6-trimethoxyaporphine. 

t h a n  t h o s e  we h a v e  o b s e r v e d  in t h e  s p e c t r a  of poly- 
m o r p h i c  f o r m s  of t h e  s a m e  s u b s t a n c e  in  N u j o l  on  several  
occasions ,  a n d  we be l i eve  t h a t  t h e  s p e c t r a  shown  in 
F i g u r e  1 s t r o n g l y  s u p p o r t ,  t h o u g h  do no t  conclus ive ly  
e s t a b l i s h  t h e  s t r u c t u r e  (Il l ,  R = Me) for  i so theba ine  
m e t h y l  e the r .  T h e  u l t r a - v i o l e t  s p e c t r a  of t h e  syn the t i c  
a n d  n a t u r a l  m a t e r i a l s  a re  i d e n t i c a l  (Fig. 2). 
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Isothebaine is cryptophenolic and presumably has an 
o:o'-substituted phenolic nucleus, and for the alkaloid 
itself we propose the s t ructure  (III ,  R = H), which is 
strongly supported by the fact t ha t  isothebaine gives 
only a pale fawn colour when t reated with diazotized 
sutphanilie acid in alkaline solution. All 4-hydroxy-bases 
of the aporphine and morphine groups with a vacant  
position t t ha t  we have  examined couple immediate ly  
with diazotized sulphanilic acid under  these conditions 
to give intensely red solutions, and thus the only other 
possible cryptophenolic structure,  (II, R = H) can be 
ruled out  of consideration. Indeed the s t ructure  (III ,  
R = H) is the only phenolic s t ructure  based on a 4 :5 :6 -  
or a 3 :4 :5- t r ioxyaporphine  tha t  has not  got  a free 
position ortho or para to hydroxyl  available for coupling 
with diazonium salts. 

In further  pursuit  of this problem the synthesis and 
resolution of 5-e thoxy-4:6-dimethoxyaporphine  for 
comparison with (+)-isothebaine ethyl  ether  is now in 
progress. 

We wish to thank Professor T. R. GOWNDACfIARI for the kind gift 
of a sample of (4-)-4:5:6-tr imethoxyaporphine hydriodide, Dr. J. 
MOLLER Of CIBA Limited, Basle, for the very generous gift of 1.5 g of 
isothebaine hydrochloride, and Dr. F. B. STRAUSS and Mr. F. H. L. H. 
HASTINGS of the Dyson Perrins Laboratory, Oxford, for the deter- 
mination of the infra-red spectra. 

K. W. BENTLEY and S. F. DYKE 

The Chemistry Department, The University, Aberdeen, 
5¢arch 10, 1956. 

Zusammen/assung 

Beweismaterial  wird.vorgelegt, das entschieden darauf  
hindeutet,  dass I so thebain-methylg ther  (-t-)-4: 5: 6-Tri- 
methoxyaporphin  und Isotheba/n ( t-)-5-Oxy-4:6-di-  
methoxyaporphin  ist. 

Z u r  bio log i s chen  B e d e u t u n g  von  Fe 3÷ und Cu 2+ 

als K o m p l e x b i l d n e r  

Die Frage, in welcher Weise sich die von den Organis- 
men aufgenommenen Metallionen auf die verschiedenen, 
fiir das biochemische Geschehen wichtigen - und in den 
Fermenten zum Beispiel sicher sehr spezifisch struktu-  
rierten - Chelatgruppen verteilen und wie, angesichts 
des stark unterschiedlichen Komplexbildungsverm6gens 
der ,biologischen ~ Ionen, diese Verteilung aufrechterhal- 
ten werden kann, oder aber mi t  welchen Anderungen in 
dieser Ordnung im Laufe der Zeit zu rechnen ist, ist in 
mehrfacher Hinsicht  yon Interesse. Anl/isslich der Ta- 
gung tier Gerontologischen Gesellschaft in Basel wurdO 
auf Grund tier aus der glrving-Will iams-Reihe~ 2 fiir die 
M ~+ abzulei tenden Gefiihrdung der Metallenzyme im 
Organismus durch die ,st~trksten, Ionen dieser Reihe, 
insbesondere durch Cu *+, d a s  Problem formuliert, ob 
sich Alternserscheinungen mit  einer zunehmenden Be- 
setzung yon Chelatgruppen durch diese die bestitndig- 

1 S. FALLAB, Schweiz. med. Wschr, 85, 687 (1955), 
2 H. IRVING und R. J. P. WILLIAMS, J. chem. Soc. 1953, 3192. - 

Siehe auch: P. G. LXUGER, S. FALLAB und H. ERLENMEYRR, Helv. 
chim. Aeta 37, 1050 (1954); 38, 92 (1955).- W. REGENASS, S. FALLAB 
und H. ]~RLENMEYER, Helv. ehim. Aeta 38, 1448 (1955). 

sten Komplexe bildenden Ionen und mit  den nach solchen 
Austauschreakt ionen besonders ffir die Fermentakt iv i -  
t / i t  zu erwartenden St6rungen in Zusammenhang brin- 
gen lassen. 

Die kiirzlich am Hitmatologenkongress in Freiburg 
von REC~ENBERCER s mitgete i l te  Beobachtung:  

, I m  Laufe des Lebens n immt  der Depoteisengehal t  in 
den Depotorganen chemisch und histoehemisch signi- 
f ikant zu und erreicht in den h6chsten Altersklassen 
bei beiden Gesehlechtern sein M a x i m u m ,  

veranlasst  uns, fiber Untersuchungen zu berichten,  die 
w i r -  da die angegebene ,  I rving-Wil l iams-Reihe ~ nur  die 
M 2+ berficksichtigt - un te rnommen haben, um uns fiber 
die Konkurrenzierung yon Fe 3+ und Cu 3+ bei der  Be- 
setzung verschiedener Chelatgruppen zu informieren. 

I3ber das Verh/iltnis der Fe 8+~ zu den Cua+-Ionen in 
bezug auf Stitrke der Komplexbi ldung gegenfiber ver-  
schiedenen Liganden ist bisher wenig bekannt  geworden. 
Aus Versuchen mit  Salizylsiture 4 und Zitronens/iure 5 
geht hervor, dass bei diesen Verbindungen Fe 8+ sti~rker 
gebunden wird als Cu 2+ 13bet eine ithnliche Beobachtung 
mit Proteinen berichtet  KLOTZ ~, 

Wir benutzten bei unseren Untersuchungen ein Aus- 
tauschgleichgewicht vom Typus:  

[Cu(AB)n] x + Fe  s+-~---~ CuU+ + [Fe(AB)m] y 

Die st6chiometrische Zusammensetzung sowohl der 
Chelatkomplexe als auch der in hydrat is ier ter  Form oder  
in Gegenwart yon CHaCO0'  als Azeta tokomplex  vor-  
liegenden Metallionen bleibt ungewiss. Die Lage des an- 
geffihrten Gleichgewichtes wurde spektrophotometr isch 
ermit tel t  unter Verwendung yon geeigneten Absorptions- 
banden des im System vorliegenden Cu- oder Fe -Kom-  
plexes. 

Die untersuchten Systeme waren durch 0,5m Azeta t -  
puffer auf pH 4,15 ± 0,05 eingestellt  und enthie l ten  
Cu 2+, Fe s+ und auch den Komplexbi ldner  in einer Kon- 
zentration yon 10-s--10 -a. 

Es zeigte sich in unseren Versuchen, dass Glutamin-  
siiure, Histidin und Hist idyl-Hist idin Cu a+ starker  bin- 
den als Fe a+, wiihrend durch Weins/iure, 0-Methoxy- 
phenol, o-Aminophenol und Nat r ium-Pyrophospha t  Fe s+ 
st/irker als Cu 2+ gebunden werden, das heisst, es wird ent- 
sprechend diesen Angaben durch das eine Ion das 
Gegenion aus dem vorgelegten Komplex  verdr/ingt.  

• Diese Ergebnisse zeigen bereits, dass in bezug auf die 
Stabilit~tt der Fe a+- und Cu2+-Komplexe eine St ruktur-  
spezifitiit fiir die verschiedenen Chelatverbindungen an- 
zunehmen ist. Entsprechendes wird auch ffir die Fer-  
mentchelate gelten, so dass sowohl Cu 2+ als aber  auch 
Fe s+ die weniger s tark gebundenen Metallionen ver-  
drXngen k6nnen. In  welcher \¥eise und in welchem Urn- 
fang die Organismen dieser Gef~hrdung der Metallfer- 
mente begegnen k6nnen, ist zu untersuehen. Zu beriick- 
sichtigen ist, dass die Unterschiede in den Best~Lndig- 
keitskonstanten der mi t  verschiedenen Verbindungen 
und mit  verschiedenen Ionen aufgebauten Chelate nicht, 
wie man naeh der I rving-Wil l iams-Reihe ve rmuten  

3 j .  RECtIENBERGER, Europdlscher HdmagoIogen-Kongress 1955, 
Autorreferate, S. 42. 

4 A. K. BABKO, Zavodskaya Lab. 13, 645 (1947); ref. in Chem. 
Abstr. 43, 3306h. 

5 R. C. WARNER und I. WEBER, J. Amer, chem. Soc. 75, 5086 
(1953). 

6 I. KLOTZ, A Symposium on the Mechanism o] Enzyme Action 
(Baltimore 1954) S. ~266. 


