
15.12. 1973 General ia  

Antig nicit  et pouvoir immunog ne des toxines extraites 
des venins d'Elapidae et d'Hydrophiidae 

par P. BOQUET, Y. IZARD, C. DUMAREY et J. DISTRAIT, 
Institut Pasteur, F-92 Garches (France). 
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Peu apr~s la ddcouverte des propridt6s immunog~nes 
de la s6cr6tion venimeuse des ophidiens, l'exp4rience 
ddmontra que le sdrum des animaux auxquels on 
inject< par la vole sous cutan6e, le venin de serpents 
appartenant  A une m~me esp~ce non seulement neu- 
tralise spdcifiquement ce venin mais aussi att6nue ou 
parfois m~me pr6vient les sympt6mes de l ' intoxication 
produite par  la morsure de serpents d'esp~ces diff4- 
rentes. L'6tude des sympt6mes de l 'envenimation 
devait simultan6ment conduire A distinguer plusieurs 
cat6gories de venins: ceux d'Elapidae et d 'Hydro-  
phiidae 4taut ddcrits comme des poisons du syst&me 
nerveux et ceux des Viperidae et des Crotalidae comme 
des s6cr6tions capables de provoquer un choc, des 
hdmorragies, des oed~mes et la n~crose des tissues 
envenim4s. Sans doute cette distinction devait-elle 
6tre consid6rde ult6rieurement comme un schdma tr&s 
simplifi& Elle faisait apparMtre n6anmoins que des 
venins dlabords par des serpents appartenant  A des 
families, des genres et des esp~ces diff~rentes produisent 
parfois les m~mes effets et conduisait A penser que ces 
venins contiennent vraisemblablement des composants 
identiques ou de constitution tr&s voisine. Des recher- 
ches plus pr6cises ddmontr6rent alors que l ' immuni- 
sation d'un animal par des injections rdpdtdes d'un 
venin sollicite la synth~se d'anticorps capables de se 
combiner aux toxines et aux enzymes de ce venin et 
divers constituants homologues d 'autres venins. On 
s'efforga d~s 1ors d 'obtenir ces substances A l '6tat put  
afin d'en pr6ciser non seulement les caract~res chi- 
miques et physiques mais encore les propridt6s 
physio-pathologiques et immunologiques. Ind@en- 
damment  des recherches ddvelopp4es par les bio- 
chimistes, C~RISTEa'SEZV *, d~s 1958, avait  d4cel~ par 
un proc6dd immunologique la pr4sence de 3 toxines 
antigdniquement diff&entes dans le venin d'un 
Elapidae : Naja ~r C'est en dissociant l 'antig6ne de 
I 'anticorps du pr4cipit6 form6 dans les m61anges, en 
proportions diffdrentes, du venin et de l ' immuns6mm 
sp4cifique que CHR~STEIVSEX obtint ce rdsultat. 

De tr~s nombreuses protdines toxiques, ont dt4 
rdcemment extraites des venins de serpents et plus 
particuli~rement de ceux des Elapidae et des Hydro- 
phiidae. En raison de la tr&s grande sensibilit6 des 
rdactions immunologiques dont la sp6cificitd est 
dtroitement lide ~ la composition chimique et  ~ la 
structure des antig~nes nous avons tentd d'dtablir une 
classification sdrologique de ces prot6ines. Nos essais 
ont port4 sur l '6tude de 18 d'entre elles dont nous 

disposions. Les rdsultats de ces expdriences permettent  
de rdpartir ces 18 prot4ines dans trois groupes2. 

Dans le premier groupe, ou groupe I, sont rdunies des 
toxines dont chaque moldcule est constitude par une 
chaine de 61 g 62 rdsidus d'acides aminds dont les re- 
plis sont maintenus par 4 ponts disulfures. Ces toxines 
sont des prot4ines basiques qui poss~dent la propri4t6 
de se fixer sur les r6cepteurs cholinergiques des termi- 
naisons nerveuses a, 4. 

Le groupe I I  comporte des prot4ines dont la 
constitution est voisine de celle des pr6c6dentes pro- 
tdines mais qui s'en distinguent cependant par leurs 
propri4tds physio-pathologiques. Ce sont des agents 
modificateurs de la perm6abilit~ des membranes cellu- 
laires 5. Elles perturbent le cycle du calcium dans le tissu 
musculaire 6 et provoquent in vivo des troubles du 
rythme cardiaque d'oh leur nora de cardiotoxines. 
Quant aux protdines du groupe I I I  elles sont repr6sen- 
tdes par des mol4cules compos~es de 71 A 74 acides ami- 
nes disposals dgalement en une seule chaine mais elles 
sour caract~ris6es par la pr~sence de 10 ponts disulfures. 
Comme les protdines du groupe I, celles du groupe I I I  
poss~dent une affinit4 spdcifique pour les r4cepteurs 
cholinergiques de la cellule nerveuse ~. 

Nous rappelons dans le Tableau I la composition 
chimique des toxines ~ du venin de Naja nigricollis s, 9, 
7 du m~me venin 10, n et celle de la bungarotoxine a du 
venin de Bungarus multicimtus 12 qui appartiennent 
respectivement aux groupes s6rologiques I, I I  et I I I .  
On remarquera qu'en ddpit d'analogies de structure 
rdsultant de la disposition de 4 ponts disulfures, peu 
de r4sidus d'acides aminds sont communs aux 3 
toxines des groupes I, I I  et I I I  

I p. A. CHRISTENSEN, South  African Inst .  Med. Res., Johannesbu rg  
1956, vol. 1, p. 129. 

2 p. BOQUET, Y. IZARD et A. M. RONSSERAY, C. r. Acad. Sci., Paris  
271, Ser. D, 1456 (1970). 

8 F. TAZIEFF-D/~PIERRE et J.  PIERRE, C. r. Acad. Sci., Paris  263, 
Ser. D, 1785 (1966). 

4 j .  L. BOURGEOIS, S. T s u j i ,  P. ]~OQUET, J.  PILLOT, A. P~YTER et 
J. P. CHANGEUX, F E B S  Lett .  16, 92 (1971). 
P. BOgUEr JR., C. r. Acad. Sci., Par is  277, Ser. D, 2422 (1970). 

6 F. TAZlEFF-DRPIERRE, M. CZASKA et C. LOW*GIE, C. r. Acad. Sci., 
Parts  268, Ser. II, 2511 (1969). 
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12 D. MEBS, K. NARITA, S. IWANAGA, Y. SAMEJIMA et C. Y. LEE, 

Bioehim. biophys.  Res. Commun.  44, 741 (1971). 



1 4 6 8  Generalia E x e ~ m ~ w I g  29/I2 

S 

o 
h 0  
~4 

e$ 

o~ 

03 

s 
b 

> ,  

M 

M 

N 

< 

) 

�9 

~J 

F, 

8 

~q 

Q)  

c~ 

< 

~P 
- <  

~A 

b~ 

x: 

>a ,a., 

o 

:Z 
,4 

~D 

~ Z  o o  

% 

F. 

9 
N 

oo 

s s 
o 

~o 

�9 72 

' , 

r~ rD ~ 

~ M  

S s $ 

,5 ~ ,s 
a .s 

i 

> 9 < 
72 ~ 

~ > 
, ~ - -  

> ~ 

v 

c* 

5 
4~ a 

h~  

H 

t~ 

N 

~ d  

c o c ~  

g 
c y  

o 

~o 

g 

g 

r 

4 

< 

~2 

s 

O 

< 

o 

$ 

�9 

~ 0  

g 
~q  

co 

< 
�9 

u 0  

i f )  

�9 

> 

o 

o ~ 
o s 

,-4 ~q er~ e l -  



15.12. 1973 General ia  1469 

Si nous comparons, au contraire, la composition de 
4 toxines du groupe s6rologique I prises pour exemple : 
N. nigricollis c~, 2(. haje o~, cobrotoxine, erabutoxine ((~> 
nous constatons que celles-ci sont de constitution tr6s 
proche et ne diff6rent que par  un peti t  hombre de 
r&idus d'acides aminds (Tableau II).  Cependant plus 
ce hombre d'acides aminds est grand moins un sdrum 
6quin de r6fdrence antivenin de Naja nigricollis pr6cipite 
ces toxines ainsi qu'en tdmoignent les rdsultats d 'une 
6preuve de prdcipitation quanti tat ive reprdsentds par 
les courbes de la Figure. Dans les conditions de cette 
expdrience le pr6cipit6 apparu dans les m41anges 
d ' immuns6rum et d 'erabutoxine 6tait indosable. La 
prdsence de d6terminants antig6niques communs 
cette toxine et aux trois autres toxines a pu 6tre 
d6montr6 par la technique de pr4cipitation selon 
OUCHTERLONY 16 et par l 'extraction de l ' immunsdrum 
de rdf6rence antivenin de N. nigricollis d'anticorps 
capables de rdagir non seulement sur la toxine ~ du 
venin de Naja nigricollis mais aussi sur l 'erabutoxine 
<~a~> du venin de Laticauda semifasciata~L 

Les propridt6s neutralisantes des s6rums anti- 
venimeux obtenus en injectant le venin tel quel aux 
animaux d'expdrience ont conduit g conclure que les 
toxines de faibles poids moldculaires actuellement 
connues sont immnnog6nes. Ndanmoins il convenait de 
ddmontrer que ces substances poss6dent la propridt6 
de solliciter la production d'anticorps lorsqu'on les 
administre dans les m&mes conditions /t l '&at  pur, 
c'est-~-dire priv4es de toutes les prot6ines du venin 
auxquelles on pourrait  at tr ibuer le r61e d'un <(support~ 
capable de leur conf6rer l'immunogdnicit6. Pendant 
Iongtemps on a admis que les prot6ines, dont le poids 
moldculaire est inf6rieur ~t 10.000, sont d@ourvues de 
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Pr6cip i ta t ion  q u a n t i t a t i v e  fai te  au  moyen  d ' u n  s6rum 6quin ant i -  
ven in  de Naj~ nigricollis. 1. Toxine  0~ du  venin  de Na#~ *r 
2. Toxine  ~ du venin  de Na]a hale. 3. Cobrotoxine du venin  de N a #  
naja atra. 

pouvoir immunog6ne. Cette opinion a 6t4 infirmde par 
la suite mais l'exp6rience a d6montr6 que les protdines 
de faible poids moldculaire sont en g6ndral peu immu- 
nog6nes. Tel est le cas de la protdine c~ du venin de 
Naja nigricollis lorsqu'elle est injectde ~ doses non 
mortelles au lapin pendant plusieurs semaines dans 
les conditions que nous avons ddfinies is, ~9 Dans cet 
ordre de fairs, nous avons constat6 que la toxine 
marqude par  le tr i t ium ~~ puis inject4e sons la pean de 
souris de 18 /~ 20 g est rapidement 61iminde par  les 
reins de l 'animal, en partie sous la forme d'un produit 
prdcipitable par le s6rum antivenin de N. mgricollis. 
Ce fair conduit ~t penser qu'une fraction importante de 
la toxine injectde 6chappe aux mdcanismes responsa- 
bles de la synth6se des anticorps. 

Le pouvoir immunog6ne d'une prot6ine est sous la 
d6pendance de sa structure chimique et de son 6tat 
physique. Dans cet ordre de faits, DREISSER 21 a 
d6montrd que l ' immunoglobuline bovine G, en solution, 
crfe un 6tat de tol6rance immunologique lorsqu'on 
l 'injecte & Ia souris par  la voie p6ritondale mais que la 
m6me substance, sons la forme d'aggrdgats, sollicite 
la production d'anticorps. Selon ANDERER et SCHLUM- 
B E R G E R  2g, d'autre part,  l 'injection intraveineuse de 
ribonucldase telle quelle n 'est  pas suivie d'une synth~se 
importante  d'anticorps sp6cifiques. Au contraire, 
l 'injection de la m6me substance ~ l '6tat de polym6res 
accroit sensiblement cette synth6se. Fondant  nos 
exp6riences sur ces observations nous avons 6tudi6 le 
pouvoir immunog6ne de monom6res et de polym6res 
obtenus en t rai tant  la toxine c~ du venin de Naja 
nigricollis par la formald6hyde ~9 et par la glutaral- 
dehyde % 

Le toxoide soluble que nous avons obtenu en aj outant 
la formaldehyde ~ la protdine ~ dans les proportions 
respectives de 1,47 • 10 -4 M e t  de 3,8 • 10 -~ M puis 
en maintenant  pendant 8 jours ~t 37~ ce mdlange 
tamponn6 par des phosphates g pH 7,3 contient 
plusieurs populations mol6culaires que nous avons 
isoldes par des filtrations successives sur S6phadex 
G50. Les fractions I I I ,  I I  et I correspondent respecti- 
vement ~ des monom6res, des dim6res et ~ une popu- 
lation hdtdrog6ne de polym6res formfs de 3 g 10 
moldcules. Les poids moldculaires des 3 fractions out 

la D. P. BOTES et D. J.  STRYDO~, J.  biol. Chem. 244, 4147 (1969). 
14 C. C. Yazvo, H. G. YANG et  J. S. HUANG, Bioehim. biophys.  Ae ta  

788, 65 (1969). 
15 S. SATO et N. TAMIVa, Biochem. J.  122, 453 (1971). 
ie O. OUCHTERLOXY, Aeta  path .  microbiol,  s tand .  26, 507 (1949). 
17 j .  DETRAIT et P. BOQUE% C. r. Acad. SeL, Par is  274, Ser. D, 1765 

(1972). 
is C. DOMARSY, Ann. Inst .  Pas teur  121,675 (1971). 
19 C. DU~[AREV et P. BOQUET, C. r. Aead. Sei. 275, Set. D, 3053 (1972). 
20 A. ME~Ez, J.  L. MORGAT, P. FRO~AG~OT, P. BOQVE* et J.  P. 

CHANGEUX, F E B S  Let t .  17, 333 (1971). 
2i D. W. DREISER, I m m u n o l o g y  5, 378 (1962). 
92 F. i .  ANDERER e{; H.  D. SGHLUMBERGER, Immunoehemistry 6, 

1 (1969): 
ea C. DUMAREY et  P. BOQUET, expfirienees in6dites. 
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6t4 d6termin6s, d'une part,  par une filtration sur 
S6phadex, en comparant  le volume d'41ution de chacune 
des fractions ~ celui de prot4ines prises pour 6chantillons 
de rff6rence, et, d 'autre part,  par ultracentrifugation. 

Inject4 ~t des lapins, tel quel, ou incorpor6 ~ du 
mdlange de Freund ce toxoide e, sous la forme de 
mol6cules monom6res ou de polym6res compos6s de 
3 X 10 unit6s, est immunog~ne. Les r6sultats de cette 
exp6rience sont groupfs dans le Tableau I I I .  Au 
contraire, l'emploi, dans les m~mes conditions, d'une 
prot6ine ~ insoluble, hautement  polym6ris6e par 
l 'addition de formald6hyde dans la proportion 1,47 • 
10 -4 M pour 3,8 • 10 -~ M de prot6ine, ou de glutaral- 
d6hyde (Koch-Light ~ 25%) A raison de 1,47 ~zl, 
7,17 ~zl et 40#1 par ml de toxine (le s6jour de ces derniers 
mglanges ~ 18-20 ~ ne dfpassant  pas 1 h) est demeur6 
sans effet. Dans l '6tat actuel des exp6riences, nous 
pensons que ces polym6res ont subi des modifications 
telles que leurs propri6t6s ilnmunologiques ont 6t6 
profond6ment alt6r6es. Dans le m4me ordre de fairs, 
en injectant X des lapins un toxo'ide soluble obtenu en 
t ra i tant  la cobrotoxine du venin de Naja naja atra 
par le thio-isocyanate de fluoresc6ine C~IAXO et 
YANG ~ puis CI~AXO ~ ont recueilli un s6rum pr6cipi- 
taut  et neutralisant la cobrotoxine. 

Le probl6me de la nature des anticorps sp6cifiques 
des toxines de faible poids mol6culaire isol6es des 
venins d'Elapidae et d 'Hydrophiidae demeurait  s 
r6soudre. Disposant de quantit6s insuffisantes de 
s6rum de lapins pour entreprendre une exp6rience 
d 'extraction de ces anticorps, nous avons eu recours & 
l'emploi du sfrum 6quin de r6f4rence antivenin de 
Naja nigricollis~L La toxine c~ a 6t6 fix6e d'une manigre 
covalente sur le S4pharose 4B (Pharmacia) activ6 par 
le bromure de cyanog6ne selon la m6thode dfcrite par 
AXEN et 1~ORATH26. La suspension rut ensuite raise en 
contact avec l ' immunsdrum antivenin de Naja 
nigricollis. Le complexe form6 d'antig6ne ~ et d 'anti-  
corps fur alors dissoci6 par l 'addition d 'une solution de 
chlorure de magn6sium (4 M) puis Iiltr6 sur <~Buchner ~>. 

T a b l e a u  I I I .  N o m b r e  de  Dll0a a (souris de  18-20  g/veine) neutraI is6es  
p a r  1 ml  d ' i m m u n s 4 r u m  de l ap in  

N a t u r e  de  D61ai en t r e  la  1re in jec t ion  Dose to ta le  
1' an t ig6ne  b et  la  saignde (j ours) d '  an t igone  

52 86 122 136 inject4e (mg) 

Tox ine  cr < 7  7 14 13 0,4 

Toxoide  r 
(soluble tel quel) 45 72 100 40 1,9 

F r a c t i o n  I 
(polym~res} 34 90 175 93 1,9 

F r a c t i o n  I I I  
(monom~res)  55 80 125 70 1,9 

Dll00, dose 1.6tale 100%.  
b L ' a n t i g 6 n e  a t o u j o u r s  4t~ associ6 a u  m61ange de  F r e u n d .  

Le filtrat apr6s avoir 6t6 dialys4 contre une solution 
de chtorure de sodium (0,15 M) fur additionn6 de 
glycine. On r6duisit ensuite par 4vaporation son volume 
au volume initial. La solution obtenue formait un seul 
arc au contact du venin de Naja nigricollis lorsqu'on la 
soumettait  ~ l '6preuve de la pr6cipitation suivant 
OUCHT~RLONY 16 et ~ l 'analyse immuno-61ectropho- 
r6tique 27. 

A poids 6gal de prot6ines, la fraction purifi6e 
contenait 32 lois plus d'anticorps sp6cifiques de la 
toxine ~ qne le s6rum tel quel. Le rendement graft de 
l 'ordre de 70%. Les anticorps ainsi isolfs a p p a r -  
tiennent au groupe des globulines IgT comme l 'a 
d6montr6 l'identification faite au moyen d'un immun- 
s6rum de ch6vre anti-globulines IgT de cheval. 

Par  le m~me proc6d4, en fixant l 'erabutoxine <ca~> 
du venin de Laticauda semifasciata sur le S6pharose, 
nous avons extrait du s6rum anti-venin de Naja 
nigricollis des populations d'anticorps qui pr6cipitent 
la toxine c~ du venin de Naja nigricollis confirmant 
ainsi l 'existence d'une parent6 immunologique entre 
les deux toxines. 

En r6sum6, l 'isolement ~ l '4tat pur ~t part ir  des 
venins de serpents de prot6ines dou6es d'activit6s 
physiologiques diverses, permet t ra  d 'entreprendre une 
analyse pr6cise de leurs propri4t4s antig6niques et 
immunog6nes. Ainsi, ~ l 'actuelle classification de ces 
toxines qui n 'est  fond6e sur aucun crit6re, pourra 
utilement fitre substitu6e une classification s6rolo- 
gique. D'autre  part,  l 'emploi des mfthodes qui font 
appel s la chromatographic d'affinit6 eonduira ~ isoler 
des immuns6rums antivenimeux des populations 
d'anticorps sp6cifiques de d6terminants antig6niques 
communs /k plusieurs toxines. Les r6sultats obtenus 
auront pour cons6quence d'6tendre le domaine de notre 
connaissance des relations qui unissent la structure 
des antig6nes et la sp4eificit6 des anticorps. 

Summary. In  this article the results are reported of 
recent experiments concerning the antigenicity and the 
immunogenic properties of some basic toxic proteins 
recently extracted from snake venoms. A serological 
classification of these substances is proposed. 3 groups 
have now been determined. As most of the low molecu- 
lar weight proteins ( <  10.000) the immunogenicity 
of the ~ toxin of Naja nigricollis, taken as an example, 
is poor. The influence of polymerization of this toxin, 
and the adiuvant  effect of the Freund mixture on the 
production of specific antibodies, are described. By 
affinity chromatography, using Sepharose 4B as a 
carrier, antibodies against this toxin were separated 

'14 C. e .  CHANG et C. Y. YANG, J .  I m m u n o l .  102, 1437 (1969). 
35 C. C. CHANG, J .  B iochem.  67, 343 (1970). 
.16 R.  Ax~N et  J .  POgAT~, N a t u r e ,  Loud .  21,4, 1302 (1967). 
~; P.  GRABA~ et  C. E.  WILLIAMS, Bioeh im.  b iophys .  A c t a  70, 193 

(1953). 
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from the other proteins of the anti Naja nigricollis 
horse immune-serum. They belong to the IgT immuno- 
globulins. By the same technique, when erabutoxin 'a '  
from Laticauda semifasciata is covalently linked to the 
Sepharose, antibodies reacting with both this toxin 

and the e toxin were separated from the same immune- 
serum. This confirms that  an immunological relation- 
ship exists between the ~ toxin of an Elapidae: Naja 
nigricollis, and the erabutoxin 'a '  of an Hydropbiidae 
Laticauda semifasciata. 

S P E C I A L I A  
Les au t eu r s  son t  seuls responsab les  des op in ions  expr im6es  dans  ces br~ves  commun ica t i ons .  - Ffir  die K u r z m i t t e i l u n g e n  
is t  ausschl iess l ich der  A u t o r  v e r a n t w o r t l i c h .  - Pe r  le b rev i  comunicaz ion i  ~ responsab i le  solo l ' au to re .  - The  editors 
do n o t  ho ld  t hemse lves  respons ib le  for  the  op in ions  expressed  in the  a u t h o r s '  b r ie f  repor ts .  - OTBeTCTBeHH0CTb aa 

K0p0TKHe coo6mem~ nec~T HCl<Jlmq~TeJIbH0 aBT0p. -- E1 responsab le  de los i n fo rmes  reducidos,  es t~ el au tor .  

Const i tuents  of Labiatae XIX ~. Structure  of Galdosol ,  a N e w  Diterpene f r o m  Salv ia  canar iens i s  L. 

I n  p rev ious  pape r s  we r epo r t ed  t he  i so la t ion  of t he  3 
new t r i t e rpenes ,  anagadio l ,  n ivad io l  a n d  ~ -amyrad i eny l  
ace ta te ,  f rom Salvia broussonetii B e n t h .  2-~. C o n t i n u i n g  
our  i nves t iga t ions  on  t he  L a b i a t a e  endemic  to t he  C a n a r y  
Isles, we h a v e  s tud ied  Salvia canariensis L., col lected 
nea r  Arucas  (Gran  Canar ia)  in  spr ing.  F r o m  t he  aer ia l  
p a r t  we h a v e  i so la ted  the  new d i t e rpene  galdosol  (I) as a 
powder  wh ich  would  no t  crystal l ise .  I t  has  I R  a b s o r p t i o n s  
i nd i ca t i ve  of hyd roxy l ,  7-1actone a n d  ke to  func t ions  
(3350, 1780 a n d  1700 cm -1 in Ct-IC13). I t s  N M R  s p e c t r u m  
(CDC13, 60 MHz)  d i sp lays  s ingle ts  a t  z 2.35 (1H, a romat i c )  
5.35 (1H, gemina l  to  t he  l ac tone  oxygen)  a n d  7.60 (H-5), 
in  a d d i t i o n  to  s ignals  be t w een  8.80 a n d  9.10 co r r e spond ing  
to 4 m e t h y l  groups.  

Mild ace ty l a t i on  of I gave  t he  d i a c e t a t e  I I ,  w h i t e  
needles  f rom MeOH,  m.p.  223-224 ~ [c~]I) + 62 ~ (2.1%, 
CHC13) ; M+ 428; analysis ,  f o u n d :  C 67.21; H 6.50. 
C2~H2sO7 requi res :  C 67.28; H 6.59%. S t r u c t u r e  I I  was 
e s t ab l i shed  on  t h e  basis  of t he  fol lowing cons ide ra t ions :  
a b r o a d  I R - a b s o r p t i o n  a t  1780 cm -1 (in NBr)  is a t t r i b u t e d  
to t h e  c a r b o n y l  g roups  of t he  ace t a t e  a n d  y - lac tone  
func t ions ,  whi le  t he  b a n d s  a t  1700 a n d  1605 cm -z are 
due  to  t h e  s y s t e m  P h - C = O .  The  N M R - s p e c t r u m  (CDC13) 
p re sen t s  a o n e - p r o t o n  s ing le t  a t  T 2.02 ass igned  to t he  
a r o m a t i c  H-14  c o n j u g a t e d  w i t h  t he  ke to  group  a t  C-7. 
The  s ignals  of t h e  H-6  (~ 5.26) a n d  H-5 (7.52) a p p e a r  as 
s ingle ts  wh ich  ind ica tes  t he  ex is tence  of a n  angle  of a b o u t  
90 ~ b e t w e e n  these  p ro tons .  F u r t h e r  s ignals  co r re spond  
to t h e  H-15 (z 7.04 m), 2 ace t a t e  (7.68, 7.76, s) a n d  4 
m e t h y l  g roups  (8.73, 8.85, 8.96 a n d  9.02). 

S t r u c t u r e  I was  conf i rmed  as follows: r e d u c t i o n  of I I  
w i t h  Zn  in H O A c  to  t he  ke toac id  I I I  a n d  s u b s e q u e n t  
m e t h y l a t i o n  w i t h  CI-I~N~ gave  IV, m.p.  146-150 ~ (fine 

wh i t e  druses  f rom l igh t  p e t r o l e u m / n - h e x a n e )  which  in t he  
I R  (CHCls) p re sen t s  ab so rp t i ons  a t  2870, 1605 (aromat ic) ,  
1775, 1240 (OAc), 1720 (ester) and  1685 ( P h - C = O ) .  The  
N M R - s p e c t r u m  (CDC18) d i sp lays  s ingle ts  a t  z 1.96 (1H, 
a romat ic ) ,  6.46 (3H, OMe), 7.72 (6H, OAc) a n d  a 1- 
p r o t o n  m u l t i p l e t  a t  7.02 (H-15). Th i s  c o m p o u n d  p r o v e d  
to be iden t i ca l  (mixed  m.p.,  TLC, I R -  a n d  NMR-spec t r a )  
w i t h  t he  o x i d a t i o n  p r o d u c t  o b t a i n e d  b y  LINDE f rom 
carnosic  acid s. 

Rdsumd. Le n o u v e a u  d i t e rp~ne  galdosol  (I) a 6t6 isol6 
de la Salvia canariensis L. et  sa s t r u c t u r e  d6 te rmin6e  
c o m m e  7-oxo-11, 12-d ihydroxy-8 ,  11, 13-abi6ta t r i6n-20,  6- 
olide. 
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