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tu res  k n o w n  to be  d i sp layed  b y  t he  gas t r i n  pep t ides  of 
o t h e r  species 1. D~ta i led  s tud ies  w i t h  s y n t h e t i c  ma te r i a l  4 
will be  repor ted .  

F r o m  the  f i rs t  b a t c h  of a n t r u m s ,  a t o t a l  of approx i -  
m a t e l y  1 m g  ga s t r i n  was o b t a i n e d  ( D I + D I I ) ;  in  t he  
second p r e p a r a t i o n ,  t he  yield was smaller ,  be ing  approx i -  
m a t e l y  800 ag t o t a l  gas t r in .  As is ev i den t  f rom t he  Figure,  

t he  p r o p o r t i o n  of t he  u n s u l p h a t e d  (DI) to  t he  s u l p h a t e d  
(DII)  fo rm is a b o u t  2 : 1. Th i s  is s imi la r  to  t he  p ropor t i on  
found  in man ,  b u t  d i f fe ren t  f rom t h a t  found  in the  hog, 
sheep and  cow, in  which  t h e  s u l p h a t e d  fo rm of t he  hor-  
mone  p r e d o m i n a t e s .  

Zusammen/assung. Die I so l i e rung  von  zwei G a s t r i n e n  
aus  der  M a g e n s c h l e i m h a u t  yon  H u n d e n  wird  beschr ieben .  
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Separation by gradient elution chromatography of the dog gastrins 
(DI and DII) on aminoethylcellulose in ammonium bicarbonate 
buffer. 
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S t r u c t u r e  a n d  S y n t h e s i s  o f  C a n i n e  G a s t r i n  

A m i n o - a c i d  ana lys i s  of can ine  gas t r ins  I a n d  I I  1 showed  
t h a t  b o t h  D I  a n d  D I I  h a d  t he  compos i t i on  (Ala 2, Asp, 
Glu~, Gly 2, Me%, Phe,  Pro,  Trp~, Tyr)  and  t h a t  the  t y ros ine  
in can ine  gas t r in  I I  was O-su lpha ted ,  as in  h u m a n ,  por-  
cine, bovine ,  a n d  ov ine  gas t r ins  I I  2. A m o n g s t  those  
gast r ins ,  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n s  are conf ined  to pos i t ions  
5 a n d  10 in t he  h e p t a d e c a p e p t i d e  chain,  and  t he  fore- 
going compos i t i on  could be  t e n t a t i v e l y  a c c o m m o d a t e d  in 
a n  ana logous  EMet 5, Alal0]-s t ructure ,  wh ich  would  m a k e  
can ine  gas t r i n  a h y b r i d  of the  porc ine  a n d  b o v i n e - b r i n e  
hormones .  P a p a i n  d e g r a d a t i o n  of can ine  ga s t r i n  13 

II 
a f f o r d e d - - G l u - G l y - P r o - T r p - M e t ,  con f i rming  one of t he  
t e n t a t i v e  ass ignments ,  b u t  t he  cen t r a l  p o r t i o n  of t he  
molecule  was c leaved  so ex tens ive ly  t h a t  no  clear resul t s  
emerged  and  d o u b t  was  cas t  on t he  ana l ogy  w i t h  the  
bov ine -ov ine  hormones .  W e  the re fore  a d o p t e d  the  b r o a d e r  
work ing  h y p o t h e s i s  t h a t  can ine  gas t r in  I ha s  one of the  
5 s t r u c t u r e s  s u m m a r i z e d  below;  each  is de r ived  f rom por-  
cine gas t r i n  I b y  a single s u b s t i t u t i o n  of a l an ine  for 
g lu t amic  acid. 

IP 
--Glu-Gly-Pro-Trp-Met- (Ala, Glu4)- 

1 2 3 4 5 6 10 

-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,, 
11 12 13 14 15 16 17 

I n  o rder  to  conserve  t he  smal l  supp ly  of can ine  gas t r in ,  
ou r  n e x t  s tep  was to  syn thes ize  all 5 h e p t a d e c a p e p t i d e  
amides  for compar i son  of t he i r  enzymic  ' f i nge rp r in t s '  w i t h  
those  of t h e  n a t u r a l  ho rmone .  The  c o m p o u n d s  were m a d e  
b y  a genera l  m e t h o d  or ig inal ly  devised  for syn thes i s  of 
porc ine  gas t r i n  14 and  also employed  w i t h  m i n o r  improve -  
m e n t s  for  syn thes i s  of h u m a n  gas t r in  I5; i t  h a s  been  
superseded  for p r e p a r a t i o n  of pu re  gas t r ins  in  q u a n t i t y ,  
b u t  i t  was  pa r t i cu l a r l y  c o n v e n i e n t  for t h e  p r e s e n t  pur -  
pose of p e r m u t i n g  the  cen t r a l  sequence.  T he  5 oc t apep t i de  

der iva t ives ,  compr i s ing  t h e  sequence  6-13, w i th  t h e  
genera l  s t r u c t u r e  shown be low were p r e p a r e d  b y  ac t ive  

OBu t 
[ 

BOC-(Ala, Glu4)-Ala-Tyr-Gly-OMe 

ester  c o n d e n s a t i o n s  and  t h e n  coupled,  a f t e r  saponi f ica t ion  
of tile m e t h y l  ester ,  w i t h  t he  C- t e rmina l  t e t r apep t ide .  
Final ly ,  a f t e r  r e m o v a l  of p r o t e c t i v e  groups  b y  t r i f luoro-  
acet ic  acid, t he  N - t e r m i n a l  p e n t a p e p t i d e  w a s  added  b y  

II 
m e a n s  o f - - G l u - G l y - P r o - T r p - M e t - N a  (1-5 azide). The  5 
h e p t a d e c a p e p t i d e  amides  were pur i f ied  b y  c h r o m a t o -  
g r a p h y  on G-25 S e p h a d e x  a n d  a p p e a r e d  to  be h o m o -  
geneous ( th in - layer  c h r o m a t o g r a p h y ,  e lectrophoresis) .  
Samples  (0.1 mg) were d iges ted  w i t h  p a p a i n  a t  p H  7.0, 
subt i l i s in  a t  p H  8.0, and  t h e r m o l y s i n  a t  p H  8.0, and  t he  
c o n c e n t r a t e d  digests  were e x a m i n e d  b y  e lec t rophores is  
on  W h a t m a n  No. 1 p a p e r  (pH 6.5, 6 Kv)  a longside  
digests  of can ine  gas t r in  I. Subt i l i s in  d i f fe ren t i a ted  t he  
5 s y n t h e t i c  compounds ,  whi le  t he  p a p a i n  digests  of t he  
[AlaSl and  [Alag]-isomers a n d  t he  t h e r m o l y s i n  digests  of 
t he  [Ala v] and  [Ala s]-isomers were no t  c lear ly  d is t inguish-  
able.  The  t o t a l  conclus ion  was t h a t  t he  [AlaS]-isomer was  
mos t  s imi la r  in  b e h a v i o u r  to  can ine  gas t r in  I, b u t  t he  
iden t i f i ca t ion  was m a r r e d  b y  t he  presence  of an  e x t r a  
Ehr l i ch -pos i t ive  spo t  on  each  of t he  p a t t e r n s  f rom syn-  
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the t ic  compounds.  These ex t ra  spots were due to par t ia l  
n i t rosat ion of the  t r y p t o p h a n  residue s at  posi t ion 4, 
dur ing prepara t ion  of the  1-5 azide, and consequent  
inhibi t ion of enzymic  a t t ack  in the  vicini ty.  Similar  obser- 
va t ions  had a l ready been made  ~ when bovine-ovine  
gastr in I was synthesized by azide procedures,  whereas  the  
product  f rom a non-azide synthesis  7 was t ru ly  ident ical  
wi th  the na tura l  hormone.  

The foregoing work poin ted  s t rongly to the  [Met ~, AlaS~ - 
s tructure,  but  this could only be pu t  on a sound founda-  
t ion by  synthesis  of the  pure hep tadecapep t ide  amide. 
This  was achieved by  a new route  (see Table  I), because 
the  meth ion ine  a t  posi t ion 5 prohibi ted  use of the non- 
azide routes  successfully employed in syntheses of human  
gastr in I s and bovine-ovine  gastr in I ~. Al though  this 
route  was devised for the  present  individual  purpose, i t  
offers advantages  as a general  gastr in synthesis.  The fully 
pro tec ted  5-17 t r idecapept ide  amide was prepared by  
essential ly s tandard  methods,  then  unblocked and nen- 
tral ised wi th  aqueous lri-n-butylamine. The penta(tri-n- 
bu ty l ammonium)  salt  was then  coupled in anhydrous 
d ime thy l fo rmamide  wi th  the  hydroxysucc in imide  ester 

of bu ty loxyca rbony l t ryp tophan .  If  this coupling was car- 
ried out  in pa r t ly  aqueous  solution, there  was unavoidable ,  
excessive incorpora t ion  of t r y p t o p h a n  t h r o u g h  acyla t ion  
of the  phenolic  hyd roxy l  group of tyrosine.  The  same 
precaut ion  was necessary in the  final  stage, when  the  
remaining 3 residues were convenien t ly  added in a single 
unit.  

The synthe t ic  p roduc t  was purified by ch roma tog raphy  
on G-25 Sephadex  and had the  following amino-acid  
analysis : Ala2.00, Asp1.06, Glus. 1~, GIy2. oo, MetL s0, Phel. 00, 
Pro1.00, Trp~.o s (UV), TyrL0 o. I t  was thoroughly  com- 
pared wi th  canine gastr in I by  subtilisin digest ion of 
0.5 mg samples, separat ion of the  f ragments  by  strip 
electrophoresis,  and th in- layer  chromatograph ic  corn- 
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Suioiqlisin degradation of canine gastrin I 
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par ison of all the  bands.  All 7 f ragments  f rom bo th  the 
na tura l  and synthe t ic  gastr ins were analysed for amino-  
acid composi t ion and s t ructures  were assigned ei ther  by  
end-group de te rmina t ion  (dansylation, hydrazinolysis)  
(Sub-2,3,4) or by  compar ison wi th  synthe t ic  mater ia ls  
(Sub-1,5,6,7).  In  the  event ,  this  degradat ion  of the  
na tura l  gastr in provided  comple te  independent  evidence 
for the  correctness of the  [Met 5, AlaS]-sequence (see 
Table  II).  No differences were de tec ted  be tween  the syn- 

--Glu-Gly-Pro-Trp-Met-Glu2-Ala-Glu2-Ala- 

R 
I 

-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH 2 

(i) 

thet ic  hep tadecapep t ide  amide and na tura l  canine gastrin 
I or de-sulphated canine gastr in I I  (hydrolysis wi th  
N HC1, 4 h a t  20 ~ The  s t ructures  of bo th  canine gas- 
t r ins are therefore  fully defined as (I, R=H and SOaH 
respectively) .  

Zusammen[assung. Zwei Gastr ine aus der Magenschleim- 
hau t  des Hundes  wurden  als Hep tadecapep t ide  erkannt ,  
und es wird die Synthese  des einen beschrieben. 
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C h e m i s c h e  K o p p l u n g  v o n  H e x o k i n a s e  a u s  Here a n  S e p h a d e x  

Versuche zur  chemischen Bindung  von  E n z y m e n  an 
unlbsliche Po lymere  haben  in den le tz ten  J ah ren  sehr 
an Bedeu tung  gewonnen 1-4. Neben  einem theore t i schen 
bes teht  auch ein prakt isches  Interesse,  da aufgrund der 
so erreichten Unlbsl ichkei t  die E n z y m e  nach beendeter  
enzymat i scher  Umse tzung  in einfacher  Weise yon  der 
Reakt ions lbsung abge t renn t  und wiederhol te  Male zu 
neuen Umse tzungen  eingesetzt  werden k6nnen. Bei fester 
Anordnung  in <~biochemischen Reaktorem> ges ta t ten  sie 
den Umsa tz  grosset S tof fmengen 6. tJber  die erfolgreiche 
F ix ie rung  yon Phosphot ransferasen  und Dehydrogenase  
wurde erst vor  kurzem berichtet3,6,L Im  R a h m e n  unserer 
Studien fiber Hefehexokinase  (ATP:  D-Hexose-6-phospho- 
transferase,  E.C. 2.7.1.1) s haben  wi t  die Kopp lung  dieses 
E n z y m s  an Sephadex untersucht .  D a m i t  sollte ein Bei t rag 
zu der Frage geliefert  werden,  ob durch die Bindung  des 
E n z y m s  an einen festen Tr/iger gegenfiber dem lbslichen 
E n z y m  ver i inder te  Eigenschaf ten  auftreten,  die insbeson- 
dere ffir die In -v ivo -Regu la t ion  des E n z y m s  neue Ge- 
s ichtspunkte  liefern k6nnten.  Angeregt  wurden  die Ver- 
suche durch einen Ber ich t  fiber die ATPase  des sarco- 
p lasmat ischen Ret iculums,  bei  deren Solubil isierung m i t  
Digi tonin  die Ouba inhemmbarke i t  verlorengeht ,  nach 
Kopplung  an Cellulose abe t  wieder  zurf ickkehrt  9. 

Die Kopp lungsexper imen te  wurden  mi t  der yon Po-  
RATH an Glycylglycin  und Chymotryps in  getes te ten 
B r o m c y a n m e t h o d e  1~ durchgeffihrt .  200 mg  vorgequol-  
lenes Sephadex  G 200 superfine (Pharmacia,  Uppsala,  
Schweden) wurden  8 Min. bei Z immer t empera tu r  mi t  
4 ml 0 ,5M B r o m c y a n  (0 ,5M NaCN unter  Eiskfihlung 
tropfenweise mi t  25 al B r o m / m l  versetzt)  bei p H  11,5 
ak t iv ie r t ;  der p H - W e r t  wurde  dutch  Zusatz yon 2 M  
N a O H  kons tan t  gehalten.  Anschliessend wurde  in einer 
Kiihlzentr i fuge (0 ~ dre imal  mi t  e iskal tem 0,1.3// NaHCO a 
gewaschen. Zur  Kopp lung  wurde  das so ak t iv ie r te  Pro-  
duk t  mi t  188rag  Hefehexokinase  (Ferak, Berlin) in 
0 ,1M NaHCO~ 24 h bei  4~ gerfihrt  (Gesamtvolumen 
10 ml) und darauf  bei 0~ je zweimal  mi t  10 ml  0 ,1M 
NaHCO 3 gewaschen. Akt iv i t i i t sbes t immung:  Das Kopp-  
lungsprodukt  wurde  in 1,5 ml  3 m M  ATP,  3 m M  Glucose, 
10 m M  MgC1, und 0 , 1 M  Tris-HC1 p H  8,5 bei 25~ unter  
Schfi t teln inkubiert .  Nach  5 min  wurde  die Reak t ion  
mi t  1 ml 0,1 M E D T A  ges toppt  und das gebi ldete  Glucose- 
6-phosphat  nach Abzentr i fugieren  im t Jbers tand  mi t  
N A D P  und Glucose-6-phosphat -dehydrogenase  (E C. 

1.1 1.49) im optischen Tes t  bes t immt .  Die Prote inbest im-  
mungen  erfolgten mi t  der  Biuret -Methode.  Bezogen auf 
die eingesetzte  Pro te inmenge  betf i igt  das Ausmass an 
gebundenem Eiweiss 57%. Die spezifische Akt iv i t i i t  des 
gebundenen E n z y m s  liegt bei 2% des Ausgangswertes.  
Da auch im ~ b e r s t a n d  nach Abbruch  der Kopplungs-  
reakt ion  eine e twa gleich niedrige spezifische Akt iv i t / i t  
gefunden wnrde, scheint  die Inak t iv i e rung  kein ffir die 
Kopplung  an den Tr/iger charakter is t i scher  Vorgang zu 
sein. Die gebundene Akt iv i t / i t  1/isst sich weder  mi t  
0 ,001M Salzsiiure noch mi t  0 , 5 M  NaC1 auswaschen, 
woraus geschlossen werden kann,  dass eine kovalente  
Bindung an den Tr~iger vorliegt .  

Mit der oben beschriebenen Methodik  haben wir  die 
kinet ischen Eigenschaf ten  des gebundenen Enzyms  un- 
tersucht .  Die bei p H  8,5 (0,1 M Tris-Puffer) in Gegenwar t  
von 10 m M  MgCI~ be s t immten  Km-Werte ffir Glucose 
(0,20 raM) und A T P  (0,17 mM) unterscheiden sich nur  
unwesent l ich von  denen des 16slichen Enzyms  s, sie sind 
ebenso wie beim 16slichen E n z y m  unabh/ingig v o n d e r  
Konzen t ra t ion  des anderen Substrates.  Auch in der  pH-  
Aktivi t~itskurve konnte  keine signif ikante )knderung 
gegenfiber dem 16slichen E n z y m  festgestel l t  werden. 
Ebenso  zeigt  die Anwesenhei t  yon 3 m M  Glucose-6- 
phospha t  keinen h e m m e n d e n  Einfluss (ATP und Glucose 
je 0,3 raM) auf die Reakt ionsgeschwindigkei t .  (In diesen 
Expe r imen ten  wurde das ents tehende A D P  enzymat isch  
gemessen.) 
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