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Zur Synthese yon Human-Big-Gastrin I 
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T e t r a t r i a e o n t a p e p t i d a m i d s  

Gerhard Wendlberger*, Liljana Mladenova-0rlinova a, Walter GShring, 
Regina Scharf und Erich Wiinsch 

Abteilung ftir Peptidehemie, Max-Planck-lnstitut f/it Bioehemie, 
D-8033 Martinsried bei Miinchen, Bundesrepubtik Deutschland 

(Eingegangen 8. April 1981. Ange,nornmen 22. April 1981) 

Synthesis of Human-Big-Gastrin I. Revised Primary Structure 

The synthesis of the tetratriaconta.peptide amide corresponding to the 
revised primary structure of h~man big gastrin I is described. For this purpos~ 
the fragments were designed in view of the maximum use of those utilized in our 
previous synthesis of human big gastrin I according to the first sequence 
proposal. Consequently the key tripeptide -Pro-Pro-His- (sequence 7-9) was 
.prepared in suitably .protected fbrm to be used as amino or carboxyl component 
for assembly of the segments 1 9 and 1-14, respectively. Final condensation of 
the latter nona- and tetradecapeptide derivatives with the C-terminal segments 
10-34 and 15-34 via the azide and the dieyclohexylcarbodiimide/N-hydroxy- 
succinimide .procedure, respectively, leads to crude fully proteeted human big 
gastrin I. Upon deprotection by exposure to trifluoroacetie acid in presence of 
ethanedithiol-(1,2) as scavanger, ion exchange chromatography and partition 
chromatography, the desired tetratriacontapeptide amide was isolated in 
satisfactory yield with a high degree of purity. The identical immunological 
behaviour of the synthetic material, if compared with that of natural human 
big gastrin I, represents ulterior strong evidence for the correctness of the newly 
proposed structure for this putative prohormonal form of the gastrins. 

(Keywords: Gastrointestinal hormon, Human-Big-Gastrin I, rew;sed struc- 
ture; Synthetic peptide ]actors) 

Einleitung 

In  frfiheren Mittei lungen 2-7 haben  wir fiber die Synthese yon  
Human-Big -Gas t r i n  I gem~g dem Prim/~r-Struktur-Vorsehlag yon 

Gegenw~rtige Adresse: Chemiseh Teehnologisches Institut der Universi- 
t/it Sofia, Bulgarien. 
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Harris, Kenner und Gregory s und seinem 32-Leuein-Analogon be- 
riehtet. Das erhaltene synthetisehe Tetratr iaeontapept id  hat te  im 
Vergleieh mit dem natfirlichen Hormon dieselbe biologisehe Aktivitgt  
(Stimulierung der Magensekretiong,t0) und eine analoge Bindungs- 
affinitS.t gegenflber AntikSrpern, die mit Hilfe des Naturstoffs ge- 
wonnen wurden und gegen dessen C-terminalen Bereich geriehtet 
sindg, 11. Dagegen besa[~ eine Naturstoff-Antiserum-Preparation mit 
einer SpezifitS~t gegenfiber dam N-terminalen Bereieh 1--17 kaum ein 
signifikantes BindungsvermSgen fiir das synthetische MateriaP. Dieses 
letzte Ergebnis deutete nachdriicklich auf einen Fehler der Sequenz- 
ermittlung im N-terminalen Bereieh hin. Die Wiederholung der Struk- 
turermit t lung sowohl an Sehweine- als auch Human-Big-Gastrin, die 
Auffindung der Nucleotid-Sequenz yon ersterem und vergleichende 
immunologische Studien mit synthetisehen Partialsequenzen des N- 
terminalen Bereiehs liegen es letztlich Gewil~heit werden, dab die 
Sequenzpositionen 7--9 ftir beide Gastrin-Wirkstoffe -Pro-Pro-His- 
lauten m/issen und nieht -His-Pro-Pro- bzw. -His-Pro-Ser -9-1a. 

Ergebnisse und Diskussion* 

Auf der Grundlage unserer bisherigen Human-Big-Gastrin-Synthe- 
se 3 haben wir die kfinstliehe Darstellung des Tetratr iaeontapeptids (mit 
der revidierten Struktur)  auf zwei Wegen beschritten, wobei als 
Schlfisselsubstanz Z-Pro-Pro-His-NHNH (Boc) diente. 

Erstellung der ,,Schli~sselsubstanz" Teilsequenz 7--9 

Das Tripeptid-Derivat  konnte aus Z-Pro-Pro-OH 14 [7--8]  - -  leicht 
zug/~nglich aus den Komponenten Z-Pro-OH und H-Pro-OMe nach der 
Goldschmidtsehen Phosphorazomethode 15 und Verseifung des Acyldi- 
peptidesters - -  und H-His-NHNH(Boc) 1G [9] naeh dem Alkylkohlen- 
ss 17-19 gewonnen warden. Das amorph 
anfallende Material wurde durch S~ulenchromatographie an Kieselgel 
60 (Merck) gereinigt; Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc) [7 - -9a ]  als Mono- 
acetat  isoliert. 

* Abkiirzungen: Es werden hier die yon der IUPAC-IUB Commission on 
Biochemical Nomenclature empfohlenen Abkiirzungen fflr Aminoss und 
Schutzgruppen verwendet. 

Andere Abkfirzungen : DCCD = N,N' Dieyclohexylcarbodiimid ; 
HONSu = N-Hydroxysucoinimid; TFE = Trifluoressigs~ure; MA = Misehan 
hydridMethode; HG-34=Human-Big-Gastrin I; PG-34=Schweine-Big- 
Gastrin I. 
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Weg a: Erstellung der Teilsequenzen 1--9 (Grofifragment II) und 10--34 
(Grofifragment I) 

Teilsequenz 1 9 

Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc) [7--9 a] wurcte hydrogenolytisch ent- 
acyliert; das resultierende H-Pro-Pro-His-NHNH(Boc) [7 9b], iso- 
liert als Diaeetat, liel3 sich ohne Schwierigkeit mit < Glu-Leu-Gly-Pro- 
Gln-Gly-OH b [1--6] nach dem Hydroxysueeinimidester-Verfahren 
zum Nonapeptid-(tert-butyloxyearbonyl)-hydrazid [1 9a ]  umsetzen. 
Das erhaltene Rohprodukt konnte durch Ss an 
Kieselgel 60 (Merck) yon nicht umgesetztem Ausgangsmaterial und 
geringen Mengen Nebenprodukten befreit werden. Das ehromato- 
graphiseh reine Material wurde ohne Charakterisierung zur Entfernung 
des tert-Butyloxyearbonyl-P~estes mit Trifluoressigs~ure behandelt, d~s 
isolierte <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-NHNH2 [1--9b]  
einer s~ulenehroma, tographisehen Reinigung an Kieselgel 60 (Merck) 
unterworfen und als Peptidhydrazid-monoacetat charakterisiert. 

Teilsequenz 10 34 

Start.material zur Erstellung dieser Teilsequenz (GroBfragment I) 
bildete das Eieosapeptidamid-Derivat H-Ser (Bu t) Lys(Boc)-Lys(Boc)- 
Gln~Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(Ol~ut)- 
Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [15--34], 
ein Zwischenfragment unserer ersten Human-Big-Gastrin-Synthese6; 
an dieses wurde das Fragment Nps-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH 
[10--14b] naeh dem Carbodiimid-Hydroxysuceinimid-Verfahren20,21 
angeffigt. Das in 80% Ausbeute anfallende Nps-Leu-Val-Ala Asp(OBut)- 
Pro-Ser( But )- L ys( Boc )- L ys( Boc )-G ln-Gly- Pro- Trp- Leu-G lu( O But )- 
Glu(OBut)-Olu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Oly-Trp- 
Met-Asp(OBut)-Phe-NI-I~ [10--34 aJ konnte in Trifluoretha.nol wie 
~iblieh mit methanolischem Chlorwasserstoff unter Zugabe yon 20 
Aequivalenten Methylindol zum ,,aminoti'eien" seitenkettengeschiitz- 
ten Pentacosapeptidamid [10--34b] entaeyliert werden (isoliert in 
Form des Hydrochlorids in fhst quantitativer Ausbeute). Die ffir die 
Synthese des Grol~fragments 10--34 eribrderliche Teilsequenz Nps- 
[10--14]-0H war leicht dutch Nitrophenylsulfenylierung des fl'eien 
Pentapeptid-Derivats [10--14a] zug/inglich, letzteres wiederum ein 
Zwischenprodukt unserer ersten Human-Big-Gastrin-Synthese 5. 

Weg b: ErstelIung tier Teilsequenz 1--14 (Grofifragment 1II) 

Die Schl/isselsubst~nz Z-Pro Pro-His-NHNH(Boc) [7--8a]  wurde 
zur Abspaltung des tert-But.yloxyoarbonyl-Restes mit Trifluoressig- 

86 3'Ionatshette ffir Ghemie, Vol. 112/11 
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sgure behandelt; das resultierende Z-Pro-Pro-His-NHNH 2 [7 9e], 
isoliert als Sesquitrifluoraeetat, liel~ sieh naeh der Rudinger- 
Honzl-Azidmethode 22 mit dem Pentapeptid-Derivat H-Leu-Val-Ala- 
Asp(OBut)-Pro-OH 4 [10~14aJ in hoher Ausbeute zum Oetapeptid- 
Derivat Z-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [7--14 a] ver- 
knfipfen. Ansehliel3ende Entfernung des BenzyloxycarbonybRestes - -  
unter Einhaltung eines pH-Wertes yon 4--4,5 dureh Zutropfen yon 
methanolisehem Chlorwasserstoff-- erbraehte in 95% Ausbeute H-Pro- 
Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [7--14b], isoliert als Dihy- 
droehlorid. 

An diese Oetapeptid-Teilsequenz wnrde das Fragment < Glu-Leu- 
Gly-Pro-Gln-Gly-OH [1--6] naeh dem Hydroxysueeinimidester-Ver- 
f~hren (ohne Cha, rakterisierung des Aktivesters) angebaut: < Glu- 
Leu-G ly- Pro-Gln-G ly @ro- Pro- His- Leu-V al-Ala- Asp( O But )- Pro-O H 
[1--14] konnte nach Sgulenehromatographie an Kieselgel 60 (Merck) in 
Form des Tetrahydrats in hoher geinheit und Ausbeute gewonnen 
werden. 

Als Verknfipfhngskomponente wurde das aus der ersten HUman- 
Big-Gastrin-Synthese bekannte Ha~upt,fragment 15--345 herangezogen. 

Schema 2 (Weg b) 

Z-~-NHNH(Boc) [7--9 a] 

__~ TFE 

Z-[~9J-NHNH2 [7--9 c] 

g- I~@]-OH [1~]  

H - ~ - O H  [10 14a] 

HC1/tert- Butylnitrit 
[7-14 a] 

H2/Pd 

H-~-14-IOH [7--14b] 

_~_ DcCD/HONSu 
H-~_J -OH [1--14] H - ~ - N H 2  [15--34] 

/ I 

~ DCCD/HONSu 
H-I li34 I-NH~ [1--34 al 

r 
I 
I 

weitere U msetzung siehe Weg a. 

86* 
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Erstellung der Gesamtsequenzen 1--34 

Die Verkniipihng der Grof3fragmente < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly- 
Pro-Pro-His-NHN'H2 [1--9b]  (Fragment II) und H-Leu-Val-Ala- 
Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln Gly-Pro-Trp-Leu- 
Glu( O But )-Glu( O But )-Glu( O But )-Glu( O But )-Glu( O But )- Ala-Tyr( But )- 
Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH~ [10 34b] (Fragment I) nach 
dem Rudinger-Honzl-Azidverfahren 21 einerseits (Wega) sowie des 
Grol3fragments < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala- 
Asp(OBut)-Pro-OH [1--14] (Fragment III) mit H-Ser(But)-Lys(Boc) - 
L ys( Boc )-Gln-Gly- Pro- Trp- Leu-Glu( O But )-Glu ( O But )-Glu( O But )- 
Glu(OBut)-Glu(OBut)-Ala-Tyr ( But )-G ly- Trp- Met- Asp( O But )- P he - 
NH25 [15--34] (Fragment IV)naeh  dem Wiinsch-Weygand-Verfah- 
ren19,s0 andererseits (Weg b), erbrachten j eweils die Tetratriaeontapep- 
tidamid-Derivat-Rohprodukte [1--34a], die sieh von begleitenden 
Ausgangsmaterialien und Nebenprodukten aueh unter grogen Ver- 
lusten nicht trennen liel~en. 

Beide Rohprodukte wurden deshalb ohne weitere Reinigung der 
iiblichen Schutzgruppenabspaltung mit Trifluoressigss zugeftihrt. 

Reindarstellung des synthetischen Human-Big-Gastrins I 

Die nach den zwei Syntheserouten erhaltenen, allseits gesehiitzten 
Tetratriacontapeptidamid-Derivate [1--34a] wurden dureh Einwirkung 
von wasserfreier TrifluoressigsSmre in Gegenwart yon Ethandithiol- 
(1,2) und Anisol unter Argonatmosph~re von allen Sehutzgruppen 
befreit. Die isolierten, rohen Peptidamide ItBG-A, d. s. < Glu-Leu-Gly- 
Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp-Pro-Ser-Lys-Lys-Gln-Gly- 
Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe- 
NH2 [1--34b] wurden jeweils getrennt zungchst zur Entfernung der 
Trifluoraeetat-Ionen und zur Vorreinigung einer Ionenaustauschehro- 
matographie an DEAE-Sephadex A-25 unterworfen, ttierbei konnten 
yon dem ,,Weg a-Produkt" ein Anteil Pentacosapeptidamids aus nieht 
umgesetztem H-[10--34]-NH~ [10--34b] (Abb. 1), yon dem ,,Weg b- 
Produkt" eine relativ grofte Menge Eieosapeptidamids aus nieht umge- 
setztem H-[15--34]-NH.~ [15--34] abgetrennt werden. Dureh an- 
schliegende Verteilungsehromatographie an Sephadex G-25 lieften sieh 
die erhaltenen Hauptprodukte der Ionenaustausehehromatographie 
(HBG-B) vom begleitenden Methionin-S-oxid-Derivat und einigen 
anderen nieht n~her charakterisierten Verunreinigungen befreien 
(Abb. 2). Dennoch erwiesen sich die isolierten Hauptfraktionen HBG-C 
(beider Wege a und b) im dflnnsehichtchromatographischen Test nieht 
einheitlich; sie wurden einer Ionenaustauschchromatographie, diesmal 
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A206 0,_5 M A2ONH4 {2H_ 6,8_) _ _ 
F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,, 

_0;25 N HBG-B 

90 160 110 t50 1�89 1�88 150 160 
Frokt .  Nr. 

Abb. 1. Ionenaustauschchromat.ographie yon rohem, synthetisehem Human- 
Big-Gastrin I (HBG-A, Weg a-Produkt) an DEAE-Sephadex A-25 

A254 

20 30 40 

HBG-C 

so ~o 7'0 
Frakt. Nr. 

Abb. 2. Verteilungsehromatographie yon vorgereinigtem Human-Big-Gast.rir~ I 
(HBG-B, Weg oo-Produkt) an Sepha.dex G-25 im Zweipha.sensystem Butanol- 
(2)/Ethanol/O,1M Ammoniumacetat~LSsung (2,5:0,08:2); pH 6,2 in der Un- 

terphase 

-~: . . . .  ~ ~ HBG-D 

30 40 50 60 70 80 s 100 
FraM. Nr. 

Abb. 3. Ionenaustauschchromatographie des nach Verteilungschroma, tographie 
erhaltenen Human-Big-Gastrins I (HBG-C, Weg a-Produkt) an DEAE-Cellulo- 

se 23-SH 

an DEAE-Cellulose 23-SH zugeftihrt (Abb. 3). Dabei  gelang vom HBG- 
D die Abtrennung u.a .  eines Nebenproduktes ,  dessen Aminos/iure 
zusam~lensetzung ffir ein Pept id mit  den Aminosfiurebausteinen der 
Gesamtsequenz bei Verdopphmg der Positionswerte 10--14 sprieht. 
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(Ob es sieh hierbei um ein N~-Peptidyl-Derivat hundelt, das aus einer 
Kondensation der Fragmente 10--14 und 15---34 hervorgegangen ist, 
konnte noeh nieht gekl~irt werden.) Die synthetisehen Tetmtriaeonta-  
peptide HBG-D [1- -34b]  - -  erhMten n~eh obigen I%inigungsopera- 
tionen aus den Rohprodukten naeh Weg a und b - -  waren ehromato- 

A280 HBG-A A280 

/ •  "36~176 

CH3CN 

0~22 2 6 8 1'0 1'2 1~4 ~ 20 212 2'4-2'6 2L8 3'[H,4in 16 18 

HBG-D 

36~176 

A 

�89 �88 ; 8 1'0 ll2 IVI~ 1'8 210 2'2 2'Z, 2 ' 6 ~ i n  

Abb. 4. Hoehdruekflfissigkeitsehromatographie an F-Bondapak C 18-S/~ule. 
Elution: Linearer Gradient (20 min): 18--36% Aeetonitril/0,1M Ammonium- 
aeetat (pH 4,0) ; Durehfiuggesehwindigkeit : 1,7 ml/min. Rohprodukt HBG-A 

(Weg a-Produkt) und gereinigtes, synthetisehes HBG-D 

graphiseh naeh der Diinnsehicht- und HochdruckfltissigkeitsInethode 
einheitlich (Abb. 4); sie enthielten (Tab. 1) jeweils eine geringe Menge 
des Methionin-S-oxid-Derivats, mSglieherweise gebildet durch ,,laufen- 
de Nachoxidation" im Verlauf der durehgeffihrten Reinigungsopera- 
tionen. Das ,,synthetisehe Human-Big-Gastrin" besa6 die fibliche 
biologische Aktivits und nunmehr aueh die gleiehe Affinits gegen- 
fiber Antik6rpern des Schweine-Big-Gastrins (PG-34), spezifiseh ge- 
richtet gegen das N terminale Ende (als Antiserum L 33 bezeiehnet) im 
Vergleich zum menschliehen Wirkstoff (HG-34 vgl. Lit.l). 
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Tabelle t. Aminosiiureanalyse von syntheti~'chem Human-Big-Gastrin I HBG-D 
mit revidierter Sequenz. a) nach saurer Hydrolyse rnit 6N-HCI (24h; 110~ 
unter Zusatz von Thioglylcolsdiure (2,5%) b) naeh enzymatischer Hydrolyse mit 
Aminopeptidase M* (Fa. Boehringer, Mannheim, Kat.-iVr. 102 768; Kontr.-Nr. 

1 248 215) 

a) b) 

Lys 1,96 2,05 
His 0,94 0,92 
Trp 2,00 2,04, 
Asp 1,97 2,00 
Ser 1,00 1,00 
Glu 7,83 5,08* 
Gln - -  1,98 
Pro 5,05 5,16 
Gly 3,86 3,99 
Ala 1,88 1,84 
Val 1,03 1,09 
Met 0,97 0,95 
Leu 2,96 2,00* 
Tyr 1,00 1,05 
Phe 1,01 1,01 
Met-S-oxid 0,03 

* Die enzymatische Hydrolyse mit der verwendeten Enzym-Charge wird 
dureh Abspaltung des Dipeptids <Glu--Leu-OH eingeleitet; 1 Glu und Leu 
werden deshalb bei der Aminosgureanalyse nieht erfaftt; vgl. Lit. 7. 

Dank 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinsehaft ffir die grol3ztigige 
GewS~hrung der Mittel fiir den Gastaufenthalt yon Frau Dr. L. Mladenova 
Orlinova (yore Chemisch-Technologisehen Institut der Universitfit in Sofia, 
Bulgarien). 

Herrn Prof. Dr. A. Gregory und Dr. G. J. Dock~'ay (Physiological Labora- 
tory, University of Liverpool, Brownlow Hill, Liverpool L69 3BX, England) 
danken wir f/it die Durehftihrung der immunologischen Unt.ersuchungen. 

Fraulein E. Weyher danken wir f~r die Bestimmung der Aminos~ure~Werte, 
Frau M. Mattern ffir die Ausf/ihrung der Elementar-Analysen (Analytisehe 
Laboratorien der Abteilung). 

Experimenteller Tell 

Die Schmelzpunktbestimmung eriblgte in offenen Kapillaren im Apparat 
nach Dr. Tottoli. Die Drehwerte wurden im licht.elektrischen Polarimeter yon 
Perkin-Elmer, Modell 241MC, ermittelt. Die l~einheit von Zwischen- und 
Endprodukten wurde mittels Diinnschichtehromatographie auf DC- oder 
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HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel 60 der Fa. E. Merck, Darmstadt, bzw. dutch 
Hochdruckflfissigkeitschromatographie (HPLC) ~iberpriift. Fiir die HPLC 
diente ein Gers der Fa. Waters (KSnigstein/Ts.), bestehend aus Steuerger/~t 
Modell 660, Einspritzblock U6K, 2 Pumpen Modell 6000A und UV-SpektraL 
photometer Model1450. Die Aminos~ureanalysen wurden nach saurer Hydroly- 
se mit 6N-HC1 unter Thioglykols~ure~Zusatz fiir tryptophanhaltige Peptide 
am ,,Amino Acid Analyzer" der Fa. Beckman Instruments (Modelle 120 B bzw. 
Multichrom B) durchgeffihrt, die Elementaranalyscn mittels des ,,Elemental 
Analyzer" Perkin-Elmer Modell 240 bestimmt. 

Die fiir die Ss erforderlichen Gelmaterialien Sephadex 
G-25, DEAE-Sephadex A-25 wurden yon der Fa. Deutsche Pharmacia (Frei 
burg) bzw. DEAE-Cellulose 23-SH von der Fa. Serva (Heidelberg) bezogen. Die 
Ermittlung der Peptidverteilung in den Etuaten nach der S~ulenchromato- 
graphie erfolgte durch kontinuierliche Absorptionsmessung mit Durchflul3- 
photometern der Fa. LKB-Produkter (Stockholm), Modelle Uvicord I (254 nm) 
oder Uvicord I I I  (206 nm). Zur Fraktionierung der Eluate wurde Fraktions 
sammler der Fa. Serva-Technik (Heidelberg), Modell Linear II, verwendet. 

Erstellung der Teilsequenz 7--9 

Benzyloxycarbonyl~ L-prolyl- L-prolyl- L-histidin- ( tert-butyl-oxycarbonyl ) -hydra- 
zid monoaeetat [7--9 a] 

Eine LSsung yon 1,28g Z-Pro-Pro-OH [7--8] in 20ml DMF/THF (3: 1) 
und 0,52ml Triethylamin wird bei - -15~ unter Rfihren tropfenweise mit 
0,35 ml Chlorameisenss versetzt. Nach 10 rain ffigt man zu dem 
P~eaktionsgemiseh eine auf 10~ gekiihlte LSsung von l g H-His 
NHNH(Boe) [9] in 20 mi THF und t~Bt weitere 6 b bei Raumtemp. rfihren. Die 
nach Abfiltrieren des ausgeschiedenen Salzes erhaltene LSsung wird im Vak. 
eingedampft, der erhaltene Rfickstand zwischen Essigestcr und 5proz. Na- 
triumhydrogencarbonat-LSsung verteilt und die neutral gewaschene, fiber 
Natriumsulfat getrocknete Essigcster-Phase ira Vak. eingeengt. Der durch 
Zugabe yon Diisopropylether erhaltene Niederschlag wird an Kieselgel-60 
(Merck KorngrSBe 0,063--0.2mm) mittels n-Butanol/Essigskure/Wasser 

' . .  �9 �9 2 0  ~ o 2 0  o - (3:1:1) saulenchromatographmrt. [~]D : --66,0 bzw. [0r (e = 1 m 
DMF). Ausb. 1,80g (73,9% d. Th.). 

C29H39NvOv'CH~COOH (657,7). Ber. C56,61, H6,58, N14,91. 
Gel. C 56,36, H 6,67, N 15,08. 

Weg a: Erstellung der Groflfragmente 1 und I I  

L- Prolyl- L-prolyl- L-histidin- ( tert-butyloxycarbonyl ) -hydrazid-diaeetat 
[7--9 b" AeOH] 

1,5 g Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boe)" CHsCOOH [7--9 a] in 50 ml Essigss 
werden fiber Palladium katalytisch hydriert. Das Filtrat yore Katalysator wird 
im Vak. eingedampft und der erhaltene Rtickstand mit Ether digeriert und 
abfiltriert. Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3: 1:1) 
und n-Butanol/Essigss (60:6:24:20). Ausb. 1,064 g (80~ 
d. Thd- 

C21H33N705'2CH3COOH (583,6). Ber. C51,44, H7,08, N16,80. 
Gel. C51,59, H7,23, N16,80. 
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L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- L-leucyl-glycyl- i~-prolyl- L-glutaminyl glycyl- ]sprolyl- 
L-prolyI- L-histindinhydrazid- monoacetat- monohydrat [1 - -9  b ' A cO H ] 

Zu einer L6sung yon 0,794g < Glu-Leu-Gly Pro-Gln-Gly-OH "2H20 ]-1--6] 
und 0,185g H O N S u  in 5ml D M F  gibt man bei 0~ 0,287g DCCD. Nach 
4h. t%fihren bei t~aumtemp, werden dem anf 0~ abgekfihlten Re~ktions- 
gemiseh eine L6sung yon 0,747g H-Pro-Pro-His-NHNH(Boc)-2CHaCOOH 
]-7--9 b 'AcOH]  in 0,36 ml Triethylamin and 5 ml D M F  zugeffigt, und dann 
wird weitere drei Tage bei Raumtemp. gerfihrt. Nun wird das L6sungsmittel im 
Hoehvak. abdestilliert und das naeh Umfgllen aus Methanol/Essigester erhal- 
tene Rohprodukt [1--9 a] (= 1,3 g) einer Sgnlenehromatographie an Kiesel- 
gel 60 (Merck; Korngr6ge 0,063--0,2 mm) im LSsungsmittelsystem n-Buta- 
nol/Essigsgure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) zugef/ihrt. Der naeh Abdestillie- 
ten des Elutionsmittels erhaltene g/iekstand (1,25g) wird mit 15 ml eisk~lter 
Trifluoressigsgure fibergossen und l h bei Raumtemp. aufbewahrt. Naeh 
Abdestillieren des L6sungsmittets im Vak. wird das erhaltene Material (1,20g) 
~bermMs ~n Kieselgel 60 (s. o.) sgutenehromatographiert. [~]~)0:__91,4 ~ bzw. 

2 0  [a]546: --109~ (c=0,5 in Essigs/~ure). Chromatographiseh rein in n-But, a- 
nol/Essigs~ure/Wasser (3:1:1). Ausb. fiber beide Stufen 0,885 g (69,2~o d. Th.). 

QIH~N14Ou-CH3COOH'H20 (i005,t). Bet. C51,38, H6,82, Nl9,51. 
Gef. C51,21, H6,69~ N19,44. 

Aminos/iureanalyse : Glu Pro Gly Leu His 
Ber. 2 3 2 1 1 
Gef. 2,00 2,90 2,00 1,02 0,89 

2-Nitrophenylsulfenyl- 17leueyL ~valyl  L-alanyL L asparagyl(~-tert- 
butyIester) - L-prolin [10--14 b] 

Zu einer L6sung yon 0,648 g H-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Og .CHsCOOH. H20 
[10--14 ~] in 50 ml D M F  und 0,280 ml Triethylamin fiigt man unter Rfihren 
innerhalb 40 rain 0,283 g 2-Nitrophenylsulfenylchlorid und 0,210 mt TriethyL 
amin hinzu. N~ch 12h wird das Reaktionsgemisch im Hochvak. auf ein 
Volumen yon 20 ml ei~geengt und dieses in fiberschiissige wM~rige KMium- 
hydrogensulfa~-L6sung eingerfihrt. Der gebildete Niedersehl~g wird abfiltriert, 
mit Wasser gew~schen mit Ether digeriert and getroeknet. Sehmp. 

2 0  ~ ' o - 2 0  o 142--145~ [~]D: --o8,1 bzw. [~]s46:--57,9 (c = 1 in DMF) .  Chromate- 
graphisch rein in ~-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3 : l : 1), n Butanol/Essigs~u- 
re/Wa.sser/Pyridin (60 : 6:24:20) und Chloroform/Trifluorethanol (3 : 1). Ausb. 
0,699g (96,8% d. Th:). 

CasHaoN6OloS (722,8). Ber. C54,83, H6,97, N 11,62. 
Oef. C 54,84, H 6,79, N 11,57. 

2- N itr~phenylsulfenyl~ L~leucyl- L~valyl~ L~alanyl- ~a~paragyl ( ~-tert~butyle8ter )~ z- 
prolyl-O-tert-butyl- L- seryL N~-tert-butyloxycarbonyl- L-~ysyl- N ~  tert - 
butyloxycarbonyl- L-lysyl- z-glutaminyl-glycyl- L-prolyl- L-tryptophyl- L-leucyl L- 
glutamyl('~-tert-butylester) -L-glutamyl(~[-tert-butylester) - L-glutamyl(-~-tert- 
butylester ) - L-g lutamyl (,l-tert-butylester ) - L-glutamyl ( ~,-tert-butyle8ter ) - L- 
alanyl O-tert-butyl- L-tyro.syl-glycyl- L-tryptophyl- L- methionyl- L-asparagyl ( ~- 
tert-butylester ) - g-phenylalaninamid-tetrahydrat [ 1 0 ~ 4  a] 

1,62 g H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(OBut)-  
Glu ( O But  )-Glu( O But  )-G Iu ( O But  )-G lu( O But  )- A la - Tyr (  But  )-Gly- Trp-  Met-  
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Asp(OBut)-Phe-NH2 .HC1.6H20 [15--34'HC1], 1,08g Nps-Leu-Val-Ala- 
Asp(OBut)-Pro-OH [10--14b], 0,07ml Triethylamin und 0,230g HONSu in 
120ml D M F  werden bei 0~ mit 0,309g DCCD versetzt und die Reaktions- 
misehung 15 h bei 4 ~ geriihrt. N~eh 3ts Riihren bei Raumtemp. wird 
das LSsungsmittel im Hochvak. entfernt, der Rfiekstand mit Wasser digeriert 
und ~bfiltriert. Der Filterkuehen wird aus Methanol/Wasser umgefs das 

�9 �9 2 0  - o ' 20 erhaltene Produkt mit wenig Methanol dlgermrt. [z]D: --10,8 bzw. [~]546: 
--16,20 ~ (c = 0,5 in DMF) .  Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigs~u- 
re/Wasser (3 : 1 : 1) und n-Butanol/Essigsgure/Wasser/Pyridin (60:6 : 24 : 20). 
Ausb. 1,55g (80~ d. Th.). 

ClsTH2s4Na204sS~" 4H20 (3884,7). Ber. C 57,82, H 7,57, N 11,54, S 1,65. 
Gef. C57,90, H7,61, N 11,60, S 1,75. 

L-Leucyl- L-valyl- L-alanyl- L~asparagyl ( ~-tert-butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl- L 
seryl-Nr L-lysyl- N~-tert.-butyloxycarbonyl- LJysyl - 
L-glutaminyl glycyl- L-prolyl- r~-tryptophyl- LJeucyl- L-glutamyl('~-tert-butyl- 
ester)- L-glutamyl ('~-tert-butylester ) L-glutamyl (~,-tert-butylester )- L~gluta- 
myl ( ~-tert-butylester ) - L~glutamyl ('~-tert-butylester ) r1~-alanyl-O-tert-butyl- 
L-tyro~,yl-glyeyl - L-tryptophyl- L- methionyl- L-asparagyl ( ~-tert-butylester ) - 
L-phenylalaninamid-hydrochlorid-tetrahydrat [10--34 b " HC1] 

Zu einer L5sung yon 1,32g Nps-Leu-VM-Ala-Asp(OBut)-Pro~Ser(But) - 
L ys( Boc )- L ys( Boe )-Gln-G ly- Pro- Trp- Leu-G lu( O But  )-Glu ( O But  )-G lu ( O But  )- 
Glu(OBut) -Glu(OBut) -Ala-Tyr(But ) -Gly-Trp-Met-Asp(But ) -Phe-NH2 " 4 H20 
[10--34aJ und 0,891g 2-Methylindo] in 150ml Trifluorethanol tropft man 
unter Rfihren bei 0 ~ 0,408 ml 1N methanolischen Chlorwasserstoff. Nueh 15 h 
Rfihren bei Raumtemp. wird die LSsung im V~k. ~uf ein kleines Volumen 
eingedampft und mit Ether versetzt. Der entstandene Niedersehl~g wird 
~bfiltriert, mit Ether mehrmals gewasehen und getroeknet. [~J ~:  --11,1 ~ bzw. 

2O [~]546: --13,5~ (c= 1 in DMF) .  Chrom~tographiseh rein in n-Butanol/ 
EssigsSmre/Wasser (3:1:1) und n-But~nol/Essigsiiure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20). 
Ausb. 1,23g (96~ d. Th.). 

ClslH2slN31046S" HCI" 4H.~O (3767,9). 
Ber. C57,69, H7,76, N 11,52, S0,85, C10,94. 
Gef. C57,42, H7,61, N 11,35, S0,87, C10,96. 

B e t .  

Gef. 

AminosSmrean~lyse : Asp Ser Glu Pro Gly Ala 
Ber. 2 1 6 2 2 2 
Gef. 2,07 1,04 5,86 1,97 1,92 2,03 

Val Met Leu Tyr Phe Lys Trp 
1 1 2 1 1 2 2 
0,94 0,99 1,93 1,00 1,00 1,95 2,04. 

Weg b: Erstellung des Grofifragment8 I I I  

Benzyloxycarbonyl- Lrprolyl- L-prolyl- ~ histidinhydrazid- sesquitrifluoracetat 
[ 7--9 c" T F E ]  

0,583g Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc)CH3COOH [7--9~] werden in 20ml 
Trifluoressigss gel5st und 1 h bei Raumtemp. ~ufbewahrt. Anschliegend wird 
d~s L6sungsmittel im V~k. ~bdestilliert, der 51ige Rfiekstand dutch Digerieren 
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mit Ether zur Kristatlisation gebraeht der entstandene Niederschlagabfiltriert 
und fiber KOH bei 60 ~ im Vak. getro'eknet. [~]~)0: 42,1 ~ bzw. [~]~6: --47,9~ 
(c= 1 in DMF). Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigsgure/Wasser 
(3 : 1 : 1), n-Butanol/Essigs/iure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) und Amylalkohol/ 
Pyridin/Wasser (35:35:30). Ausb. 0,518 g (87,5~ d. Th.). 

C24Hs~NTO a- ll/~CF3COOH (668,6). Ber. C48,50, H4,89: N 14,66. 
Gef. C48,30, H4,83, N 14,61. 

Benzyloxycarbonyl- L-prolyl- L-prolyl- L-histidyl- L-leucyl- i~valyl- L-alanyl- ~- 
asparagyl ( ~-tert-butylester ) - L-prol in [7--14 a] 

1,20 g Z-Pro-Pro-His-NHNH2" ll/2CF3COOH [7--9 e" TFE], gelSst in 20 ml 
DMF and 0,89ml 4N Chlorwasserstoff/Dioxan~L6sung, werden bei - - 2  ~ mit 
0,256 ml tert-Butylnitrit versetzt und 40 rain bei - - 2  ~ gerfihrt (Hydrazid-Test !). 
Dann neutr~lisiert man das Reaktionsgemisch bei - -30  ~ mit 0,875 ml Triethyl- 
~min und setzt bei 0 ~ eine LSsung von 0,97 g H-Leu~Vat-Ala-Asp(OB'u,t)-pro ~ 
OH- CH3COOH" H20 [10--14 a] in 30 ml DMF und 0,42 ml Triethylamin hinzu. 
Nach 12 h Rfihren bei 0 ~ und weiteren 12 h bei Raumtemp. wird das LSsungs- 
mittel im Vak. abdestiltiert und der Rfickstand zwisehen n-Butanol/Essig- 
sSmre/Wasser (7 : 1:2) verteilt. Die Butanol-Phase wird mit Wasser gewaschen, im 
Vak. eingedam~ft nnd das erhaltene2oMaterial zweimal aus Meth~nol/Essigester 
umgef/~llt. [~]~): --72,3 ~ bzw. [~]546:--86, 8~ (c=1 in DMF). Chromato- 
graphisch rein in n-Butanol/EssigsS~ure/Wasser (6:3:4) und n-Butanol/Essig- 
siiure/Wasser/Essigester (3:1:1:5). Ausb. 129g (90~o d. Th.). 

CsIH74N10013 (1035,2). Bet. C59,17, H7,20, N 13,53. 
Gef. C58,96, H7,24, N13,31. 

L-Prolyl L-prolyl- z, histidyl- i~-leucyl- L-valyl- ~-alanyL L-asparagyl( ~-tsrt- 
butylester )- L-prolin-dihydrochlorid-pentahydrat [7--14 b" HC1] 

0,687 g Z-Pro-Pro~His-Leu-VaLAla-Asp(OBut)-Pro-OH [7--14 a] in 100 ml 
Methanol/Wasser (96:4) werden in Gegenwart yon Palladium-Schwarz unter 
Zutropfen yon 1326 ml 0,1N SalzsSmre bei pH 4~4,5 hydriert. Danach wird die 
vom Katalysati)r befreite LOsung im Yak. eingedamDft und der Rtickstand aus 

�9 2 ( v  o 2 0  ~ �9 o �9 Meth~nol/Efher umgefg, llt. [~]D : - -63 ,6  bzw. [~]5{6:--76,3 (c = i m DMF). 
Chromatographisch rein in n-Butunol/Essigs~ure/Wasser (3 : 1 : 1) und n-Buta- 
nol/Essigsfiure/W~sser/Pyridin (60 : 6:24 : 20). Ausb. 0,670 g (95~od. Th.). 

C43H6sN10011"2HCl'5H20 (1064,1). Ber. C48,54, H7,58, N 13,16, C16,67. 
Gef. C48,62, H7,83, N13,14, C16,75. 

L-2- Pyrrolidon-5-carbonyL L-leucyl-glycyl- L-prolyL L-glutaminyl-glycyl- L-prolyl- I,- 
pr~lyl~ L-histidyl. L-leucyl- L~valyl L~alanyl~ I~a~paragyl ( ~-tert~butyles~ter )~1~ 
prolin-tetrahydrat [ 1 - ~  4 ] 

Eine LTsung yon 0266g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH.2K~O [1--6J in 
5 ml DMF wird bei 0 ~ Rfihren mit 0,074g HONSu und 0,098 g DCCD 
versetzt. Nach 12h Rtihren bei Raumtemp. wird der ausgefallene Harnstoff 
dutch Filtration entfernt, das Filtr~t im Hoehvak. eingedampft, der Rfickstand 
mit Ether digeriert und abfiltriert. Der erhaltene ,,rohe" N-Hydroxysuccinimid 
ester wird zusammen mit 0,459g H-Pro-Pro-His-Leu~V~bAla-Asp(OBut)-Pro - 
OH'2HCI '5H20  [7--14b'HC1] in 5ml DMF gel6st und n~ch Zugabe yon 
0,181 ml Triethylamin und 0,034 ml Pyridin drei Tage bei Raumtemp. gerfihrt. 
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Das naeh Abdestillieren des L6sungsmittels im Hochvak. erhaltene Material wird 
an Kieselgel 60 (Merck; KorngrSBe 0,063--0,2 ram) im LSsungsmittelsystem n- 
Butanol/Essigss (60:6:24:20) s/tulenehromatographiert. Die 
gesammelten, reinen Fraktionen werden im Hoehvak. eingedampft, der Rfiek- 
stand in Methanol gel6st, yore Unl6slichen abfiltriert und die klare LSsung im 

20 o Vak. zur Troekene gebraeht. [~]~0:__56,3 ~ bzw. [e]546:--67,7 (c = 1 in DMF).  
Ausb. 0,612g (92~ d.Th.). 

C6sHlosN17019.4H20 (1536,7). Bet. C53,15, H7,41, N15,49. 
Gel. C53,18, H7,38, N15,32. 

Aminos~ureanalyse : Asp Glu Pro Gly AI~ Val Leu His 
Ber. 1 2 4 2 1 1 2 1 
Gef. 1,00 2,21 3,92 2,00 0,97 0,96 2,11 0,88. 

Erstellung der Gesamtsequenz 
L- 2- P yrrolidon-5-carbonyl- L-leucyl-glycyl- L-prolyl- L-glutaminyl-glycyl- L- 

prolyl- n-prolyl- L-histidyl- L-Ieucyl- L-valyl- L-alanyl- L-asparagyl ( ~4ert- 
butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl- L- seryl- N~-tert-butyIoxycarbonyl- L-lysyl 
N ~ tert-butyloxyearbonyl-L-lysyl- L-glutaminyI-glycyl-L-prolyl- L-tryptophyl- L 
leucyl- L-glutamyl ( y-tert-butylester ) - L-glutamyl ( ~-tert-butylester ) - L 
glutamyl(7-tert-butylester)-L-glutamyl(,(-tert-butylester)-L-glutamyl(y-tert- 
butylester) - L-alanyl-O-tert -butyl- L-tyrosyl-glyeyl- L-tryptophyl- L-methionyl- L- 
asparagyl ( ~-tert-butylester ) - l.- phenylalaninamid [1--34 a ] 
a) 0,232g <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-NHNH2.CH3COOH-H20 

[1--9 b 'AcOH]  in 5ml D M F  und 0,092ml 5,03N Chlorwasserstoff/Dioxan- 
LSsung werden bei - - 5 ~  mit 0,033m1 tert-Butylnitrit versetzt und das 
geaktionsgemiseh solange ger/ihrt (~ 30 rain) bis kein Kydrazid mehr naehzu- 
weisen ist (Hydrazid-Test !). Nun wird das Gemiseh a u f - - 2 0  ~ abgekfihlt, mit 
0,097 ml Triethylamin neutralisiert und mit einer a u f - - 5  ~ gekfihlten LSsung 
yon 0,435g H-Leu-Val-Ala~Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boe)-Lys(Boe) Gln- 
Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(OBu t )-Glu( O But )-Glu( O But )-Glu( O But )-G lu( O But )- 
Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-Ntt2 " HCI" 4 PI20 [10--34b �9 HC1] 
in 10ml D M F  und 0,016ml Triethylamin versetzt. Nach jeweils 24h Rfih- 
ren bei 0 ~ und Raumtemp. wird das LSsungsmittel im Hochvak. entfernt, 
der Rtickstand mit Wasser digeriert und getroeknet. Das so erhaltene Tetra- 
tr iacontapeptidamid ist ehromatographiseh nieht rein in n-Butanol/Essig- 
s/~ure/Wusser (3 : l : t) und n-Butanol/EssigsS~ure/Wasser/Pyridin (60:6:24 : 20). 
Ausb. 0,492 g Rohprodukt.  

C22~H339H~OavS (4554,5). 

b) Eine L5sung yon 0,936g H-Ser(But)-Lys(Boe)Lys(Boe)-Gln-Gly-Pro- 
Trp  L e u - G l u ( O B u t ) - G l u ( O B u t ) - G l u ( O B u t ) - G l u ( O B u t ) - G l u ( O B u t ) - A l a -  
Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH~ �9 HCl "6H20 [15--34b "HCI], 0,04 ml 
Triethylamin, 0,067g HONSu und 0,531g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro- 
Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH'4H20 [1--14] in 20ml D M F  wird 
bei - - 5  ~ mit 0,075 g DCCD versetzt. Naeh 5tS~gigem Rfihren bei Raumtemp. 
wird das LSsungsmittel im Hoehvak. entfernt, der P~ticksl~and zuerst mit 
Wasser und ansehlieBend mit Methanol und Ether digeriert. Das erhaltene 
Material ist chromatographisch nicht rein in n-Butanol/Essigsgure/Wasser 
(3 : 1 : 1 ) und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24 : 20). Ausb. 0,947 g 
Rohprodukt.  

C222H339N4zO~TS (4554.5). 
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L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- L-leucyl-glycyl- L=prolyl- 1+-glutaminyl-glyeyl- L-prolyl- 
r~-prolyI- L-hi,stidyl- L-leucyl- z;valyl- z~alanyl- L-asparagyl- L-prolyl- L-seryl- L- 
lys'yI zAysyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolyl- L-tryptophyl- Jzleucyl- ~-glutamyl- L- 
glutamyl- L-glutamyL L-glutamyl- L-glutamyl- L-alanyl- L-tyrosyl-glycyl- L- 
tryptophyl-1~- methionyl- L-asparagyl- L-phenylalaninamid ( H BG- A ) 
[1--34 b] 

0,384g < Glu-Leu-Gly Pro-Gln-Gly Pro-Pro-His=Leu-Val=Ala-Asp(OBut)- 
Pro-Ser(But)-Lys(Boe)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu Glu(OBu l) Glu(OB~t t) 
Glu(OBut)-Glu(OBu~)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe 
NH~ [1--34a]  (erhalten nach Weg a oder b), 0,3ml Etha~ndithiol-(l,2) und 
0:3 ml Anisol werden unter Argonatmosph/~re mit 50 mt wasserfreier, eiskalter 
Trifluoressigs/iure tibergossen und 2 h bei Raumtemp. gerfihrt. AnsehlieBend 
wird das L6sungsmittel im Vak. bis auf ein Volumen yon 10 ml entfernt, die 
Restl6sung mit 100 ml abs. Ether versetzL der gebildete Niedersehlag naeh 1 h 
abfiltriert, mit Ether gewasehen und getroeknet. Ausb. 0,322 g Rohprodukt. 

C176H2~lH4a053S (3849,2). 

Reinigung von Roh-Human-Big-Gastrin i 

a) Durch Ionenaustauschehromatographie an DEAE Sephadex A=25 (s. Abb. 1) 

Ein mit 0,25M Ammoniumacetat-L6sung (pH 6,8) /iquilibriertes DEAE- 
Sephadex A-25 (Acetat-Form) wird in eine Chromatographies/~ule yon 40 cm 
Lgnge und 2 em Innendurehmesser gebraeht. Dann gibt man 0,3 g rohes HBG- 
A [1--34 b] in 15 ml 1~ Ammoaiak auf die S5.ule, eluiert zun~ehst mit 1,81 
0,25M Ammoniumaeetat-LSsung (Startpuffer) bei einer Durehflul3gesehwin- 
digkeit yon 80 mI/h und ansehlie[~end mit 1,810,5 M Amrnoniumaeeta~-LSsung 
(pH 6,8). Das Eluat wird in Fraktionen zu je 20 mt gesammelt. Die Fraktionen 
124--131 werden zuss~mmengefaBt, lyophilisiert und clabei 0,140 g vorgereinig- 
tes Human-Big-Gastrin I (HBG-B) erhalten. Chromatographiseh nieht ein- 
heitlieh in Butanol-(2)/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (50:6:20:50) auf HPTLC- 
Fertigplatten (Merck) und Butanol-(2)/Propanol (2)/0,9proz. w~grige Mono- 
ehloressigs~ure (30:4:23). 

b) Dutch Verteilungschromatogro~hie an Sephadex G-25 (8. Abb. 2) 

Sephadex G-25 (fine) wird in der Unterphase des L6sungsmittelsystems 
Butm~ol-(2)/Ethanol/O,1M Ammoniumaeetat-Puffer ~9H6,2 (2,5:0,08:2) suspet~- 
diert, dann mehrere Stunden darin gequollen und in eine S~ule yon 200em 
L~tnge und 4era Innendurehmesser geftillt. Nun wird die S~ule mit 2,51 o.g. 
Unterphase ~quilibriert und ansehlieBend bis zum Durehbrueh mit der ent- 
sprechenden Oberlohase gesptilt. Dann bringt man die L6sung yon 0,135 g des 
vorgereinigten HBG-B in 20ml Oberphase auf die SS.ute und eluiert lnit 
Oberphase bei einer Durehflul3gesehwindigkeit yon 80 ml/h. Das Eluat wird in 
Fraktionen zu je 4~0 ml gesammelt. Die Fraktionen 48--55 werden vereint, im 
Vak. vom Butanol-(2) befreit, der l~iiekstand in 0,5~ Ammoniak aufgenommen 
und die erhaltene LSsung lyophilisiert. Dabei werden 0,105 g HBG-C erhalten. 
Diese sind dfinnsehiehtehromatographiseh noeh nieht rein Butanol-(2)/Essig- 
s~iure/Wasser/Pyridin (50:6:20:50). 

e) Dutch Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose 23 SH (s. Abb. 3) 

In eine Chromatogro~phie-S/tule yon 30 cm L/~nge und 0,9 em Durehmesser 
wird ein mit Star,puffer (0,15M Am moniuma.eetat-L6sung pH 7,2) ~quilibrier- 
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ter Ionenaustauseher DEAE-Cellulose 23~SH (Acetat-Form) gefiillt. Man tr~gt 
eine LSsung von 0,100 g HBG-C in 5 ml 1~ Ammoniak auf die Siiule auf, eluiert 
bei einer Durehflul3geschwindigkeit yon 20 ml/h (20 h) mit 0,15 M Ammonium- 
acetat-L6sung pH7~2 und anschliel~end mit 0,2M Ammoniumaeetat-L6sung 
pH6,15 (30h). Das Eluat  wird zu je 10ml-Fraktionen gesammelt. Die Frak- 
tionen 46--62 werden zusammengefal~t, lyophilisiert und dabei 0,068 g End- 
produkt HBG-D erhalten. Dieses erwies sieh bis auf eine geringe Menge 
Methionin-S-oxid-Derivat ehromatographiseh rein in ButanoL(2)/Essigs~ure/ 
Wasser/Pyridin (50:6:20:50) auf HPTLC-Fert igplat ten und in der Hoch- 
druekfltissigkeitschromatographie (s. Abb. 4) (Aminosi~urezusammensetzung s. 
Tab. 1). 
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