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were purified by  carrier-free prepara t ive  electrophoresis  
and countercur ren t  dis tr ibut ion.  Their  constants  are 
compiled in the  Table.  

The  biological  act ivi t ies  of the  analogues on the  isolated 
ra t  uterus, in re la t ion to b radyk in in  (1.0) are ment ioned  
in the  Table, f rom which i t  appears  t h a t  the  t e rmina l  
carboxyl  group is ve ry  i m p o r t a n t  in this  tes t  whereas  
the t e rmina l  amino  group seems of lesser significance. 

Aktivi t&t bedeu t samer  zu sein als die endst~kndige Amino-  
gruppe. 

W. D. JOHNSON ~'s, I-I. D. LAW 8 
and R. O. STUDER 9 

F. Ho]Jmann-La Roche Co., Ltd., 
Chemical Research Department, 
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Zusammen/assung. Es wird tiber die Synthese yon 
1 -Deamino-bradykin in ,  9 -Decarboxy-bradykin in  und 
1-Deamino-9-decarboxy-bradykin in  und tiber deren biolo- 
gische Akt iv i t / i t  ber ichtet .  Nach  dem verwende ten  Test-  
sys tem scheint  die endsti indige Carboxylgruppe ftir die 

7 Part of the PhD Thesis of W. D. JOHNSON, 
a Department of Chemistry and Biology, Liverpool Regional Col- 

lege of Technology. 
Chemical Research Department, F. Hoffmann-La Roche & Co., 
Ltd., Basle (Switzerland). 

Z u r  B i n d u n g  v o n  B i l i v e r d i n  a n  d a s  P r o t e i n  i m  C r e n i l a b r u s - B l a u  

In  einer frt iheren Mit te i lung 1 ber ichte ten  wir tiber die 
Charakter is ierung der farbgebenden Gruppe von  Creni- 
labrus-Blau,  e inem Chromoprote id  des Mit telmeerfisches 
Crenilabrus pavo C.V., als Bil iverdin.  Die Bindung dieses 
Farbstoffs  an das Pro te in  ist  sicher keine salzartige oder 
Adsorpt ionsbindung,  da die farbgebende Gruppe weder  
durch organische L6sungsmi t te l  noch durch w~ssrige 
Harns toff l6sungen o d e r '  pH-VerAnderungen freigelegt  
wird. Von den m6glichen kova len ten  Bindungen  wurde  
bisher  - aufgrund der  le ichten Spal tbarkei t  durch Methy-  
la t  - n u r  eine Es t e rb indung  f t i r  wahrscheinl ich gehalten.  
E inen  n/iheren E inb l ick  in die Bindungsverh/ i l tnisse ha t  
nun der Chroms&ureabbau von  Crenilabrus-Blau gew~hrt.  

Zum Abbau  werden  je 6,05 mg Chromoprote id  (ent- 
sprechend 97 ~g t3iliverdin) in 0,25 ml  Wasser  gel6st und 
mi t  0,1 ml Azeton verse tz t ;  zum Vergleich dienen die 
mi t  0,25 ml  Wasser  verse tz ten  L6sungen yon 50 bzw. 
100 Fg Bi l iverdin  in 0,1 ml  Azeton.  Die Ans/itze werden 
j e 1 h mi t  0, 2 ml  Oxydat ions l6sung [1% CrO 3 in 2n H ,  SO 4 ; 
a) bei 20~ b) bei  100~ bzw. 1% K H S O J I %  Na,Cr ,O 7 
bei  20~ stehengelassen. Die Abbauproduk te  werden  
dann mi t  0,2 ml  Ather  ex t rah ie r t  und di innschichtchro-  
matographisch  ident i f iz ier t"  ; aus den Fleckengr6ssen 
werden die Mengen mi t  Hilfe von  Vergleichsproben ab- 
gesch~tzt. 

Dass einer der mi t t l e ren  Ringe (II  bzw. I I I )  und einer  
der ~usseren (I bzw. IV) n icht  an  das Prote in  gebunden  
sein kann, zeigt  der  Chromatabbau  des Chromopro-  
te ids:  Dabe i  en ts tehen  der Pyrro ld ia ldehyd (I) und Me- 
thy lv iny lmale in imid  (II) in einer Menge, die jeweilseinem 
Pyrrol r ing  entspr icht .  I n  t3bere ins t immung dami t  l iefert  
der Chroms/ iureabbau bei  20 ~ (II) und H~matinsi iure-  
imid  (III) aus jeweils e inem Ring. Das bedeutet ,  dass 
zwei Bindungen  zum Pro te in  vorhanden  sein mtissen, 
eine yon e inem der  mi t t l e ren  und eine yon einem der 
~usseren Ringe des Bil iverdins,  sofern nicht  die Abbau-  
p rodukte  der anderen beiden Ringe durch Sekunditr-  
reakt ionen verlorengingen.  Die fehlenden Imide  soll ten 
beim Chroms/tureabbau bei 100~ (Hydrolyse) gefunden 
werden;  ta ts~chl ich erh&lt m a n  je tz t  (III)  in der ftir zwei 
Ringe e rwar te ten  Menge, j edoch verschwindet  das 1V[ethyl- 
v iny lmale in imid  dabei  fast  vollst/indig. Offensichtlich 
addieren sich d i e  Vinylgruppen des Gallenfarbstoffs be- 
sonders le icht  in der Hi tze  an Thiolgruppen des Prote ins  
(s. unten).  Nach  Vorbehandlung  yon Crenilabrus-t3lau 

mi t  Alkal i  (1 h bei 20 ~ in 0,1 n NaOH)  ergibt  der Chrom- 
s~ureabbau bei  20 ~ hingegen (II) aus zwei Ringen und 
(III)  aus e inem Ring.  Demnach  wurde  dutch die milde 
Alka l ibehandlung die lBindung des ~usseren Rings gel6st, 
w~hrend die (vermut l iche Ester-)  B indung  des inneren 
Rings un te r  diesen Bedingungen erhal ten  bleibt. Den  
freien, chloroforml6slichen Farbs tof f  erh~tlt man  erst durch 
E inwirkung  yon heissem Alkali.  

Aus diesen Ergebnissen lassen sich die in Formel  (IV) 
gezeigten Bindungsverh/ i l tnisse fiir das Bi l iverdin im 
Crenilabrus-131au ableiten.  Die Empf ind l ichke i t  gegen 
kaltes Alkal i  spr icht  ffir das Vorliegen einer N-Azyl-  
Bindung am ~usseren Ring,  die Labi l i t~ t  gegen heisses 
Alkali  ftir eine Es te rb indung  am inneren Ring 3. D a m i t  
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1 L. ABOLIN~ und W. RODIGER, Experientia 22, 298 (1966). 
W. RODIGER, Hoppe Seyler's Z. physiol. Chem. 348, 129 (1967); 
Biochemical Society Symposium on Porphyrins and Related 
Compounds, London (1968). 

3 Weleher der inneren und welcher der ~usseren Ringe gebunden 
ist, ist nicht bekannt; in Analogie zum Phykoerythrin werden hier 
Bindungen an den Ringen Iund  III formuliert. 
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bes i t z t  das  ]3iliverdin hier  dense lben  ]3indungstyp wie 
die Gal lenfarbstoffe  in den Phykobi l inen4;  hierauf  und 
n ich t  auf der  chemischen  S t ruk tu r  der  f a rbgebenden  
Gruppen  dtirfte die von  LEMBERG 5 und FONTAINE 6 ge- 
fundene  spekt ra le  Nhnl ichkei t  mi t  dem P h y k o z y a n i n  
beruhen.  Mit dem L6sen der  N-Azy l -Bindung  verschwin-  
de t  die spektra le  Besonderhe i t  des Creni labrus-Blaus : Das 
langwellige Maximum,  das in 0 , 1 n H z S O  4 bei 6 6 5 n m  
liegt, versch ieb t  sich be im t~rhitzen der  sauren L6sung 
(1 h auf 100~ auf 670-675 nm;  dieselbe Verseh iebung  
f inde t  m a n  be im Ans/iuern des a lka l ibehandel ten  Chro- 
moprote ids .  Freies Bi l iverdin absorb ier t  in 0,1n H2SO,, 
wie in methanol .  SalzsXure 7, max imal  bei  670-680 nm. 

Die beiden Bindungen  sind sicher such  durch  S~iure 
(kalte konzent r ie r te  Salzs~ture bzw. heisse verd i inn te  
Schwefels/iure) spal tbar ,  was fiir die E s t e r b i n d u n g  dnrch  
den  Chroms~iureabbau des s / iurebehandel ten  Chromopro-  
te ids  bewiesen wurde.  U n t e r  S&ureeinwirkung reagieren 
aber  die Viny lg ruppen  yon Porphyr inen8,  Porphyr inoge-  
nen 9 und  Gal lenfarbs toffen 1~ mi t  Thio lgruppen  des Pro-  
teins.  Diese Sekund~rreakt ion  t r i t t  s u c h  be im Crenilabrus- 
Blau auf (vgl. Chroms/ iureabbau bei 100 ~ wobei  gleich- 
zeitig das Pro te in  zu P e p t i d e n  hydro lys ie r t  wird. Das 
Reak t i onsp roduk t  ist weder  wasserlOslich (wie das Aus- 
gangsmater ia l )  noch chloroformlOslich (wie I3iliverdin), 
16st sich abe t  in Amyla lkohol  und  in methanol i s ie r te r  
Salzs/iure. Aus ihm lg~sst sich durch  nachtrS.gliche Ein-  
wi rkung  yon Alkali  kein Bil iverdin mehr  gewinnen.  

Summary. The blue bi l iprote in  f rom the  fins of the  
Medi t e r ranean  fish Crenilabrus pavo C.V. was analysed  
wi th  respect  to  l inkages be tween  colouring m a t t e r  (bili- 
verd in  I X a )  and apoprote in .  I t  was shown by  chromic  
ox ida t ion  unde r  various condi t ions  and de t e rmina t ion  
of degrada t ion  p roduc t s  t h a t  one of the  outer  and  one 
of the  inner  r ings of bi l iverdin  are free. The remain ing  
inner  r ing is bound  to  the  apopro te in  p r e sumab ly  by  all 
es ter  bond,  while the  labi l i ty  of tile l inkage b e t w een  one 
oute r  r ing and  apopro te in  cor responds  to a N-acyl -bond.  
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A l k a l o i d s  of Aspidosperma melanocalyx M u e l l - A r g .  

An inves t iga t ion  of the  alkaloids of the  bark  of Aspido- 
sperms melanocalyx Muell-Arg. 1 has resul ted in the isola- 
t ion  of 2 principal  bases. The first, ex t r ac ted  by chloro- 
form from aqueous solut ion at  pH 4, was ident i f ied as 
N-acetyl-16,  17-d ihydroxyasp idosperm idine (demethyl -  
aspidocarpine ,  1) 2,3. The presence of t races  of the  N- 
prop ionyl  analogue of 1 (II) was indica ted  by mass  
spec t romet ry .  

1 Collected near Couto de Magalhfies, Diainantina, Minas Gerais 
and Itaiagu and l.uisiana, Goi~is, Brazil, by Mr. A. P. DUARTE 
who also identified the plant. Registered in the Rio de Janeiro 
Botanical Garden under Nos. 123334, 123335, and 125163. 

2 C. FERRARI, S. McLEAN, L. MARION and K. PAI.M~:R, Can. J. 
Chein. 47, 1531 (1963). 

a p. RELYVELD, Ph. D. Thesis, University of Utrecht (1966). We 
thank l)r. RF.I.YVELD for kindly furnishing comparison salnples. 
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