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tures known to be displayed by the gastrin peptides of
other species!. Detailed studies with synthetic materialt
will be reported.

From the first batch of antrums, a total of approxi-
mately 1 mg gastrin was obtained (DI+ DII); in the
second preparation, the yield was smaller, being approxi-
mately 800 ug total gastrin. As is evident from the Figure,
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Separation by gradient elution chromatography of the dog gastrins
(DI and DII) on aminoethylcellulose in ammonium bicarbonate
buifer.

Structure and Synthesis of Canine Gastrin

Amino-acid analysis of canine gastrins I and II* showed
that both DI and DII had the composition (Ala,, Asp,
Glug, Gly,, Met,, Phe, Pro, Trp,, Tyr) and that the tyrosine
in canine gastrin II was O-sulphated, as in human, por-
cine, bovine, and ovine gastrins II2. Amongst those
gastrins, structural variations are confined to positions
5 and 10 in the heptadecapeptide chain, and the fore-
going composition could be tentatively accommodated in
an analogous [Met?, Alal9]-structure, which would make
canine gastrin a hybrid of the porcine and bovine-ovine
hormones. Papain degradation of canine gastrin I3

afforded I——C|}1u~Gly—Pro—Trp—Met, confirming one of the
tentative assignments, but the central portion of the
molecule was cleaved so extensively that no clear results
emerged and doubt was cast on the analogy with the
bovine-ovine hormones. We therefore adopted the broader
working hypothesis that canine gastrin I has one of the
5 structures summarized below; each is derived from por-
cine gastrin I by a single substitution of alanine for
glutamic acid.

|
—Glu-Gly-Pro-Trp-Met-(Ala, Glu,)-
T 2 3 4 5 6-10

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

In order to conserve the small supply of canine gastrin,
our next step was to synthesize all 5 heptadecapeptide
amides for comparison of their enzymic ‘fingerprints’ with
those of the natural hormone. The compounds were made
by a general method originally devised for synthesis of
porcine gastrin 14 and also employed with minor improve-
ments for synthesis of human gastrin I%; it has been
superseded for preparation of pure gastrins in quantity,
but it was particularly convenient for the present pur-
pose of permuting the central sequence. The 5 octapeptide
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the proportion of the unsulphated (DI) to the sulphated
(DII) form is about 2:1. This is similar to the proportion
found in man, but different from that found in the hog,
sheep and cow, in which the sulphated form of the hor-
mone predominates.

Zusammenfassung. Die Isolierung von zwei Gastrinen
aus der Magenschleimhaut von Hunden wird beschrieben.
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derivatives, comprising the sequence 6-13, with the
general structure shown below were prepared by active

OBu?
[
BOC-(Ala, Glu,)-Ala-Tyr-Gly-OMe

ester condensations and then coupled, after saponification
of the methyl ester, with the C-terminal tetrapeptide.
Finally, after removal of protective groups by trifluoro-
acetic acid, the N-terminal pentapeptide was. added by

means of —(l}lu-Gly-Pro-Trp-Met-N3 (1-5 azide). The 5
heptadecapeptide amides were purified by chromato-
graphy on G-25 Sephadex and appeared to be homo-
geneous (thin-layer chromatography, electrophoresis).
Samples (0.1 mg) were digested with papain at pH 7.0,
subtilisin at pH 8.0, and thermolysin at pH 8.0, and the
concentrated digests were examined by electrophoresis
on Whatman No. 1 paper (pH 6.5, 6 Kv) alongside
digests of canine gastrin I. Subtilisin differentiated the
5 synthetic compounds, while the papain digests of the
[Ala®] and [Ala®]-isomers and the thermolysin digests of
the [Ala”] and [Ala®]-isomers were not clearly distinguish-
able. The total conclusion was that the [Ala®]-isomer was
most similar in behaviour to canine gastrin I, but the
identification was marred by the presence of an extra
Ehrlich-positive spot on each of the patterns from syn-
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thetic compounds. These extra spots were due to partial
nitrosation of the tryptophan residue® at position 4,
during preparation of the 1-3 azide, and consequent
inhibition of enzymic attack in the vicinity. Similar obser-
vations had already been made® when bovine-ovine
gastrin I was synthesized by azide procedures, whereas the
product from a non-azide synthesis? was truly identical
with the natural hormone.

The foregoing work pointed strongly to the [Met?, Ala8)-
structure, but this could only be put on a sound founda-
tion by synthesis of the pure heptadecapeptide amide.
This was achieved by a new route (see Table I), because
the methionine at position 5 prohibited use of the non-
azide routes successfully employed in syntheses of human
gastrin I® and bovine-ovine gastrin 17. Although this
route was devised for the present individual purpose, it
offers advantages as a general gastrin synthesis. The fully
protected 5-17 tridecapeptide amide was prepared by
essentially standard methods, then unblocked and neu-
tralised with aqueous #i-n-butylamine. The penta(fri-n-
butylammonium) salt was then coupled in anhydrous
dimethylformamide with the hydroxysuccinimide ester
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of butyloxycarbonyltryptophan. 1f this coupling was car-
ried out in partly aqueous solution, there was unavoidable,
excessive incorporation of tryptophan through acylation
of the phenolic hydroxyl group of tyrosine. The same
precaution was necessary in the final stage,- when the
remaining 3 residues were conveniently added in a single
unit.

The synthetic product was purified by chromatography
on G-25 Sephadex and had the following amino-acid
analysis: Ala, o9, ASPy1. s GlUg 16 GlYVg. g0, Met; pg, Pheq oo,
Pro, oo Trps os (UV), Tyry 0. It was thoroughly com-
pared with canine gastrin I by subtilisin digestion of
0.5 mg samples, separation of the fragments by strip
electrophoresis, and thin-layer chromatographic com-

8 H. Zaun and D. BRANDENBURG, Annalen 692, 220 (1966).

7 K. L. AcarwaAL, J. Beacuam, P. H. BENTLEY, R. A. GREGORY,
G. W. Kenner, R. C. SgeEpparD and H. J. Tracy, Nature 279,
614 (1968).

8 J. 8. MorLky, J. chem. Soc. (C) 2410 (1967).

1 2 3 A 5 6 7 I onor B W B w0
Glu  Gly Pre Trp Met Gl Glu Al Gl olu Al Ty Gy Trp Mer  Asp  Phe
p
; osu’ | oauf “%Me
1o B 08 e
) osut | opu’ ohe
Z_éggg' osu’ |08 e
. 080’ oBu” | 0By’ e
Z_L%%gf 030 o’ |, 08y -
) Lo | os! oBu’ | 0Bl e
poc_locp  L0B0|o0BU opu’ | 0By’ Mg
. wd | B sy’ Lon! osu’ | omu’ e :
Lo wt | s opu’ |, 0Bu" oBu’ |, 08" 0By’ ",
] o | s oy’ | oge! o' | ou’ 0B "
B0C 054 H,
O B N,
L 0Su NH,
. M,

Caning gastrin I

Table I.

Subfilisin degradafion of caning gastrin 1

Co Gly Pro Trp Met G Glu Ala Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe NH,

T 2 3% & 5 6 7 & 9 00N 12 B W B W T
I Sup-1 i Sub-2 4
l—SUb-S-——ﬂ—SuU-S—H—S’ub-Eﬁl——Sub-?—i
F—8ub-4——1 Table I1.



348

parison of all the bands. All 7 fragments from both the
natural and synthetic gastrins were analysed for amino-
acid composition and structures were assigned either by
end-group determination (dansylation, hydrazinolysis)
(Sub-2,3,4) or by comparison with synthetic materials
(Sub-1,5,6,7). In the event, this degradation of the
natural gastrin provided complete independent evidence
for the correctness of the [Met5, Ala%]-sequence (see
Table II). No differences were detected between the syn-
T
l—Glu-Gly-Pro-Trp-Met—Gluz—AIa-GluZ-Ala—

R

|
-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

&Y
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thetic heptadecapeptide amide and natural canine gastrin
I or de-sulphated canine gastrin II (hydrolysis with
N HCI, 4 h at 20°C). The structures of both canine gas-
trins are therefore fully defined as (I, R=H and SOsH
respectively).

Zusammenfassung. ZweiGastrine aus der Magenschleim-
haut des Hundes wurden als Heptadecapeptide erkannt,
und es wird die Synthese des einen beschrieben.

K. L. AcarwaL, G. W, KENNER
and R. C. SHEPPARD

Robert Robinson Labovatories,
University of Liverpool (England), 3 January 1969.

Chemische Kopplung von Hexokinase aus Hefe an Sephadex

Versuche zur chemischen Bindung von Enzymen an
unlésliche Polymere haben in den letzten Jahren sehr
an Bedeutung gewonnen!-4. Neben einem theoretischen
besteht auch ein praktisches Interesse, da auigrund der
so erreichten Unléslichkeit die Enzyme nach beendeter
enzymatischer Umsetzung in einfacher Weise von der
Reaktionslosung abgetrennt und wiederholte Male zu
neuen Umsetzungen eingesetzt werden konnen. Bei fester
Anordnung in «biochemischen Reaktoren» gestatten sie
den Umsatz grosser Stoffmengen®. Uber die erfolgreiche
Fixierung von Phosphotransferasen und Dehydrogenase
wurde erst vor kurzem berichtet?:%:7. Im Rahmen unserer
Studien iiber Hefehexokinase (ATP: p-Hexose-6-phospho-
transferase, E.C. 2.7.1.1) 8 haben wir die Kopplung dieses
Enzyms an Sephadex untersucht. Damit sollte ein Beitrag
zu der Frage geliefert werden, ob durch die Bindung des
Enzyms an einen festen Triger gegeniiber dem l8slichen
Enzym verdnderte Eigenschaften auftreten, die insbeson-
dere fiir die In-vivo-Regulation des Enzyms neue Ge-
sichtspunkte liefern kénnten. Angeregt wurden die Ver-
suche durch einen Bericht iiber die ATPase des sarco-
plasmatischen Reticulums, bei deren Solubilisierung mit
Digitonin die Oubainhemmbarkeit verlorengeht, nach
Kopplung an Cellulose aber wieder zuriickkehrt?®.

Die Kopplungsexperimente wurden mit der von Po-
RATH an Glycylglycin und Chymotrypsin getesteten
Bromcyanmethode!® durchgefithrt. 200 mg vorgequol-
lenes Sephadex G 200 superfine (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) wurden 8 Min. bei Zimmertemperatur mit
4ml 0,5M Bromcyan (0,50 NaCN unter Eiskiihlung
tropfenweise mit 25yl Brom/ml versetzt) bei pH 11,5
aktiviert; der pH-Wert wurde durch Zusatz von 2M
NaOH konstant gehalten. Anschliessend wurde in einer
Kiihlzentrifuge (0 °C) dreimal mit eiskaltem 0,1 3/ NaHCO,
gewaschen. Zur Kopplung wurde das so aktivierte Pro-
dukt mit 188 mg Hefehexokinase (Ferak, Berlin) in
0,1M NaHCO; 24h bei 4°C geriihrt (Gesamtvolumen
10 ml) und darauf bei 0°C je zweimal mit 10 ml 0,1 M
NaHCO, gewaschen. Aktivitdtsbestimmung: Das Kopp-
lungsprodukt wurde in 1,5 ml 3 mM ATP, 3 mM Glucose,
10 mM MgCl, und 0,1 M Twis-HCI pH 8,5 bei 25°C unter
Schiitteln inkubiert. Nach 5 min wurde die Reaktion
mit 1 ml 0,1 M EDTA gestoppt und das gebildete Glucose-
6-phosphat nach Abzentrifugieren im -Uberstand mit
NADP und Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (E C.

1.1 1.49) im optischen Test bestimmt. Die Proteinbestim-
mungen erfolgten mit der Biuret-Methode. Bezogen auf
die eingesetzte Proteinmenge betrigt das Ausmass an
gebundenem Eiweiss 579%,. Die spezifische Aktivitit des
gebundenen Enzyms liegt bei 29, des Ausgangswertes.
Da auch im Uberstand nach Abbruch der Kopplungs-
reaktion eine etwa gleich niedrige spezifische Aktivitit
gefunden wurde, scheint die Inaktivierung kein fiir die
Kopplung an den Triger charakteristischer Vorgang zu
sein. Die gebundene Aktivitdt lidsst sich weder mit
0,001 M Salzsdure noch mit 0,50 NaCl auswaschen,
woraus geschlossen werden kann, dass eine kovalente
Bindung an den Triger vorliegt.

Mit der oben beschriebenen Methodik haben wir die
kinetischen Eigenschaften des gebundenen Enzyms un-
tersucht. Die bei pH 8,5 (0,1 M Tvis-Puffer) in Gegenwart
von 10 mM MgCl, bestimmten K, -Werte fiir Glucose
(0,20 mM) und ATP (0,17 mM) unterscheiden sich nur
unwesentlich von denen des l6slichen Enzyms?®, sie sind
ebenso wie beim 16slichen Enzym unabhingig von der
Konzentration des anderen Substrates. Auch in der pH-
Aktivititskurve konnte keine signifikante Anderung
gegeniiber dem ldslichen Enzym festgestellt werden.
Ebenso zeigt die Anwesenheit von 3 mM Glucose-6-
phosphat keinen hemmenden Einfluss (ATP und Glucose
je 0,3 mM) auf die Reaktionsgeschwindigkeit. (In diesen
Experimenten wurde das entstehende ADP enzymatisch
gemessen.)
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