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Der Methylsulfonylathyloxycarbonyl(Msc-)Rest ' I  la& sich spezifisch in die Aminogruppen von 
A I-Glycin und B29-Lysin des lnsulins einfuhren. Er erhoht die Loslichkeit des lnsulins in polaren 
Losungsmitteln. Diese Eigenschaft erleichtert die Reinigung von Msc,-Insulin durch Ver- 
teilungschromatographie. Die Abspaltung der Schutzgruppen gelingt durch kurzes Einwirken 
von verd. Natronlauge bei 0°C ohne bedeutende Schadigung des Molekiils. Nach chromato- 
graphischer Reinigung ist die Kristallisationsneigung des zuriickgebildeten lnsulins gegeniiber 
nativem Material nicht verandert. Die biologische Wirkung bleibt voll erhalten. 

The Methylsulfonylethyloxycnrboayl Residue as a Reversible 
Amino Protecting Group for Iasulin 
The methylsulfonylethyloxycarbonyl(Msc) residue is introduced specifically into the amino 
groups of A 1 glycine and B29 lysine of insulin. It increases the solubility of insulin in polar solvents. 
This property facilitates the purification of Msc,-insulin by partition chromatography. Deprotec- 
tion is accomplished by short treatment with dilute NaOH at O'C, without noticable damage 
of the molecule. Compared with native material, the tendency of the deprotected insulin to crystallize, 
following chromatographic purification, had not changed. The recovered insulin exhibits full 
biological activity. 

Die unterschiedliche Reaktivitat der 3 Aminogruppen des Insulins kommt darin zum 
Ausdruck, daD Isothiocyanate bevorzugt an der Aminogruppe des B I -Phenylalanins 
angreifen '), wahrend unter geeigneten Bedingungen Reagentien wie ten-Butyloxy- 
carbonyl-azid uberwiegend mit den Aminogruppen von A 1-Glycin und B29-Lysin 
reagieren4). Als Folge dieses Verhaltens entstand ein Bediirfnis nach siiurestabilen Schutz- 
gruppen, welche im Gegensatz zur Boc-Gruppe beim sukzessiven Abbau der B-Kette 
nach Edman 5 ,  stabil bleiben. 

I )  Abkiirzungen: Msc = Methylsulfonylathyloxycarbonyl-, PIC = Phenylthiocarbamoyl-, Tfa = 
Trifluoracetyl-. Boc = rerr-Butyloxycarbonyl-, - ONSu = N-Hydroxysuccinimidester. 
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Erste Versuche, den Trifluoracetylrest zu diesem Zweck zu verwenden, haben bereits 
Borrus und Ojsord"' unternommen, indem sie das nach Brandenbury ') hergestellte NIB'- 
Phenylthiocarbamoyl-insulin (NZB'-Ptc-lnsulin) in das NJB'-Ptc-N"A',NcR29-Bis-Tfa- 
insulin iiberfuhrten. Edman-Abbau ergab Des-PheB1-N'*',NcB2'-Bis-Tfa-insulin, das 
einen weiteren Abbau der B-Kette erlaubt hltte. Die Abspaltung des Tfa-Restes is1 je- 
doch wegen der Alkaliempfindlichkeit des lnsulins problematisch und erfordert in jedem 
Fall cine sorgfaltige Reinigung des Endproduktes, ehe das freigesetzte Insulin kristallisier- 
bar wird. 

Die Beobachtung, dal3 Insulin in phenolhaltiger Losung selbst gegen denaturierende 
Reagentien wie Hydrazin stabil ist, fihrte zur Verwendung des lange bekannten Phthaloyl- 
rcstes, der mit ahnlicher Selektivitat wie die Boc-Reste in A 1 und B29 eingefuhrt werden 
kann '). Damit war eine Moglichkeit gegeben, ohne weitere Reinigung der Zwischen- 
produkte iiber mehrmaligen Edman-Abbau zu Verbindungen wie dem bereits bekannten 
Des-( Phe-Val-Asn)"' -'-rGlu4]insulin ') zu gelangen. Nach Reinigung durch Vertei- 
lungschromatographie wies es dieselben Eigenschaften auf wie das Produkt, das iiber 

is-Boc-insulin durch dreimaligen Edtnan-Abbau erhalten worden war, wo- 
bei nach dem letzteren Verfahren nach jedem Abbauschritt die Boc-Gruppen erneut 
eingefuhrt werden muaten. 

Eine neue Moglichkeit, Aminogruppen des lnsulins durch siiurestabile Schutzgruppen 
voriibergehend zu blockieren, eroffnete die kiirzlich vorgeschlagene Methylsulfonyl- 
Ithyloxycarbonyl(Msc-)Schutzgruppe 9 .  lo). Der Msc-Rest gehort einem Verbindungs- 
typ an, der schon friiher als Schutzgruppe empfohlen wurde, denn Aryl- oder Alkylsulfonyl- 
athylgruppen lassen sich unter Einwirkung von Alkali leicht durch &Eliminierung 
entfernen''-'4'. 

Die Msc-Gruppe besitzt gegeniiber dem bereits beschriebenen Toluolsulfonylathyloxy- 
carbonylrest ' I )  den Vorzug, daD sie die Loslichkeit von Peptiden in polaren Losungs- 
mitteln betrachtlich erhoht. Diese Eigenschaft kommt der Verwendung als Insulin- 
schutzgruppe entgegen, denn die Reinigung der Derivate durch Verteilungschromato- 
graphie an Sephadex" LH 20 im System n-Butanol/Essigsaure/Wasser (8:4:40)5) oder 
durch Gelchromatographie an Sephadex" G 50 oder G 75 setzt eine ausreichende Los- 
lichkeit in den verwendeten Losungsmitteln voraus. 

Zunachst wurde gepriift. ob der Msc-Rest mit ahnlicher Selektivitat in zwei der drei 
Aminogruppen des Insulins eintritt wie die Boc-Gruppe4). 

Die Reaktion von Insulin mit Msc-Hydroxysuccinimidester (Msc-ONSu) 9*  lo) unter 
Bedingungen, wie sie fur die Einfuhrung der Boc-Gruppe angewandt wurden, namlich 
in Dimethylformamid/l N NaHC03,  ergab ein Produkt, in dem Msc,-Insulin vorherrschte, 
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wenn 2 Molaquivv. Msc-ONSu zugegeben wurden. Bei grokrem UberschuD an Msc- 
ONSu entstand vorwiegend Msc,-lnsulin. 

Vor die Reinigung des Rohprodukts durch Verteilungschromatographie wurde zu- 
nachst eine Gelchromatographie an Sephadex G 10 mit OSproz. waBr. Ammonium- 
carbonat geschaltet. Die Losung muDte mit verd. Essigsaure auf pH 8-8 .5  gestellt 
werden, da sonst bereits die Msc-Gruppen teilweise abgespalten wurden. Bei dieser 
Vorreinigung wurde neben Salzen eine Verbindung mit starker UV-Absorption bei 
254 nm abgetrennt. 

vol- -- vol- 

Abb. 1 .  Vorreinigung von MscJnsulin an Sephadex5 G 10 in 0.5proz. waDr. Ammoniumcarbonat 
bei pH 8-8.5 

Abb. 2. Reinigung von Msc2-Insulin durch Verteilungschromatographie an Sephadex" LH 20 
im System n-Butanol/Essigsaure/Wasser (8 : 4 : 40). Frakt. 2 cnthalt Msc-Insulin, Frakt. 4 MSQ- 

Insulin und Frakt. 6 MscJnsulin (vgl. exprimenteller Teil) 

Bei der nachfolgenden Verteilungschromatographie an Sephadex LH 20 im System 
n-Butanol/Essigsaure/Wasser (8 : 4 : 40) gelang die Trennung in Msc-, Msc2- und Msc,- 
Insulin glatt. Nur Insulin erschien nicht als vollstandig abgetrennter Peak, sondern als 
Schulter vor Msc-Insulin. Abb. 1 zeigt den Verlauf der Extinktionskurve bei der Vor- 
reinigung an Sephadex G 10, Abb. 2 den bei der Verteilungschromatographie. 

Die zu den Fraktionen gehorenden Papierelektrophoresen bei pH 2 zeigt Abb. 3. 
Bande A entspricht dem Rohprodukt mit etwa 80% MscJnsulin, 15-20% Msc,-Insulin, 
5 %  Msc-Insulin und einer geringen Menge Insulin. Die gute Auftrennung dieses Ge- 
misches verdeutlicht die hohe Trennleistung der Verteilungschromatographie. 

Frakt 1 2 3 4 5 6 A 
-1 

Abb. 3. Papierelektrophorese bei pH 2. Fraktionen aus der Verteilungschromatographie 
nach Abb. 2 
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DaD in Abb. 3 in Fraktion 4 noch eine geringe Menge der niedrigen Acylierungs- 
stufe sichtbar ist, riihrt daher, daB im vorliegenden Versuch d i e s  Fraktion noch 
nicht eng genug geschnitten wurde. Bei einer Nachreinigung wurden die Verbindungen 
glatt getrennt. Schwierigkeiten hinsichtlich der Loslichkeit bestanden nicht, auch beim 
Auftragen auf die Saule konnte eine vorteilhafte hohe Konzentration erreicht werden. 

Bei dcr Reinigung durch Verteilungschromatographie in saurem Medium ist die Schutz- 
gruppe damit anderen Resten iiberlegen. So konnen zum Beispiel Boc-Insuline bis zur 
Stufe des Boc,-lnsulins m a r  glatt voneinander getrennt werden, jedoch erscheint Bm3- 
Insulin erst spat und nicht als wohlausgebildeter Peak, sondern als flache, langgestreckte 
Erhebung. 

Ober die Lage der Msc-Gruppen im MscJnsulin gab der Edmun-Abbau 15) Auskunft. 
Alleiniges Abspaltungsprodukt war das Phenylthiohydantoin des Phenylalanins, das 
durch diinnschichtchromatographischen Vergleich mit einer authentischen Probe identi- 
fiziert wurde. Das Phenylthiohydantoin des Glycins lag, wenn iiberhaupt, nur in einer 
Menge von < 3 '?{, vor. d. h., N'B1,NcB29-Bi~-M~~-in~~Iin konnte nur in a u k r s t  geringem 
Umfang entstanden sein. N~",NnB*-Bis-Msc-insulin andererseits wiirde beim E d m -  
Abbau ein Msc,-N'B2y-Rc-lnsulin und nach Alkalibehandlung ein Monoacyl-insulin 
ergeben, das sich bei der Elektrophorese zu erkennen gabe. Eine solche Verbindung 
kann nicht ausgeschlossen werden, wie ein leichter Schatten in Hohe von Monoacyl- 
insulin nach Abspaltung der Msc-Gruppen in den Abb.4 und 5 erkennen la&. Sie er- 
reicht aber die Nachweisgrenze von etwa 3 % nur knapp und wurde bei der nachfolgenden 
Reinigung abgetrennt werden. 

Die Abspaltung der Msc-Gruppen verlief ohne ernste Komplikationen. Schon bei 
pH 10- I 1  tritt PEliminierung ein, jedoch verlauft die Reaktion bei pH 13 vie1 rascher 
und gunstiger. 

A 0.5 1 2 5 10 20 I A 0.5 1 I 
-1 Abspaltungszeit(min) Abspaltungszen(min) 

Abb. 4. Abspaltung der Msc-Gruppen bci pH z 10.5. A = Ausgangsprodukt 
(vorgereinigtes Msc,-Insulin, das noch Msc- und MscJnsulin enthalt. I = Insulin) 

Abb. 5 .  Abspallung der Msc-Gruppen bei pH z 13. A = Ausgangsprodukt 
(vorgereinigtes Msc,-lnsulin. das noch Msc- und sehr wenig MscJnsulin enthalt. 1 = Insulin) 

Wie sich aus dem Vergleich der Abb. 4 und 5 ergibt, bleibt bei langerdauernder Alkali- 
behandlung in der Papierelektrophorese (pH 2) ein Schatten unterhalb des Insulins 
sichtbar, der bei kurzer Behandlung mit hoherer Alkalikonzentration geringer ist. 

Die Abspaltungsversuche wurden zunachst mit vorgereinigtem Msc,-Insulin unter- 
nommen; die reine Verbindung verhielt sich analog. Eine geringere Kristallisationsnei- 

e_B2/75y 

P. Edman, Acta Chem. Scand. 4, 277. 283 (1950); 7. 700 (1953). 



2762 R .  Geiyer, R .  Ohermeier und G .  I .  Tesser Jahrg. 108 

gung des lnsulins nach Abspaltung der Msc-Gruppen beobachtet man auch beim Insulin 
selbst, wenn es in entsprechender Weise mit Alkali behandelt wurde. So mul3 angenommen 
werden, dal3 sie sich als Folge dieser Behandlung einstellt und nicht ursichlich mit Eigen- 
schaften der Msc-Gruppe verknupft ist. 

Nach chromatographischer Reinigung an Sephadex G 50 superfcin unterscheidet sich 
das Kristallisationsverhalten nicht mehr von dem des nativen Insulins. Auch die Kristall- 
form ist dieselbe. Die biologische Wirkung wird durch die Einfuhrung und Abspaltung 
der Msc-Gruppen nicht beeintrachtigt. 

Der Msc-Rest durfte sich somit als N-Schutzgruppe fur Insulin cignen und vor allem 
bei Semisynthesen vorteilhaft sein. 

Wir danken Herrn Dr. K .  Geisrn fur biologische Bestimmungen, den Herren D. Litngner und 
J .  Ludwig fur experimentelle Unterstiitzung. Herrn H. Langenherger fur Kristallisationsversuche. 

Experimenteller Teil 
Die Papierelektrophorcse von Insulin und dessen Derivaten wurde in EssigslureiAmeisen- 

saure/Wasser (5: 1:20) bei pH o 2 nach I. c . ~ '  ausgefuhrt. Anfirben mit Bromphenolblau nach 
Cremer und Tiselius 16). Auftrennung der Phenylthiohydantoine durch Diinnschichtchromato- 
graphie auf DC-Fertigplatten ,,Merck Kieselgel 60 F 254 im Laufmittel Essigester/Cyclohexan 
(7: 3). Nachweis durch Fluoreszenzloschung. 

Zur dulenchromatographischen Trennung der Msc-lnsuline wurde das DeXIrdn-Gd Sephadex" 
LH 20, zur Reinigung des lnsulins Sephadex* G 50 superfein der Firma Pharmacia, Uppsala, ver- 
wendet. Zur Messung der UV-Extinktion im Eluat diente das UV-Kolorimeter Uvicord I in 
Verbindung mit dem Fraktionssammler UltroRaca der Firma LKB, Stockholm. 

1. N'.*', N'B29-Bis(methyl~uIjOnylathyloxycarbonyl)insulin (R ind)  (Msc,-Insulin) 
5.0 g (0.85 mmol) krist. Rinderinsulin Hoechst werden in einer Mischung aus 10 ml I N NaHCO, 

und 201111 Dimethylformamid geriihrt. Ein Teil des NaHCO, fallt aus; Insulin geht fast vollig 
in Losung. Dann verdunnt man mit 40 ml Dimethylformamid. Zu dieser Losung gibt man mit 
jeweils 45 min Abstand 200, 112. 100 und 50 mg (insgesamt 462 mg, d. s. 1.75 mmol) Methyl- 
sulfonylathyloxycarbonyl-N-hydroxysuccinimidester (Msc-ONSu) 9s '') und riihrt nach der letzten 
Zugabe 45 min nach. Dann stellt man mit Essigdure auf etwa pH 5 ,  fallt das Rohprodukt durch 
Atherzugabc olig aus, nimmt es nach Dekantieren des Athers in wenig Methanol auf und versetzt 
die Suspension mit dem Sfachen Vol. Essigester. Das Ungeloste wird abfiltriert. mit Essigester 
und Ather gewaschen und iiber P4Ol0 und KOH i. Vak. bei Raumtemp. getrocknet. Ausb. 5.9g. 

1.0 g dieses Rohprcduktes werden in 15 ml O.5proz. waBriger Ammoniumcarbonatlasung, die 
mit Essigsaure auf pH 8 gestellt wurde, gelost. Man filtriert langsam durch eine Saule (4 x 60 cm) 
Sephadex G 10, wclches man in derselben Losung iiber Nacht hatte vorquellen lassen. Die Ver- 
folgung der UV-Extinktion bei 254 nm im Eluat zeigt 2 Peaks. Im ersten Peak ist fast das gesamte 
Insulin vereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden gesammelt und lyophilisiert. Ausb. 
750 mg. 

Zur Reinigung durch Verteilungschromatographie an Sephadex" LH 20 im System n-Butanol/ 
EssigsiurelWasser (8:4:40) wird eine Saule (2.5 x 200cm) nach 1. c . ~ '  gefullt. Das vorgereinigte 
Msc,-Insulin wird in 5 ml Unterphase gelost und auf die Saule aufgetragen. 

Die Elution mit Unterphase ergab im vorliegenden Fall das Elutionsdiagramm nach Abb. 2. 
Die Fraktionen wurden, wic in Abb. 2 angegeben, zusammengefaBt und zeigten bci der elektro- 
phoretischen Priifung das in Abb. 3 wiedergegebene Bild. 

H.-D. Cremer und A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 (1950). 
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Die Ausbeuten betrugen in 
Frakt. I 

2 42 mg Msc-Insulin 
3 
4 480 mg Msc,-Insulin 
5 
6 80 mg Msc,-Insulin 

10 mg Insulin + Msc-Insulin etwa 1 : 1 

15 mg Msc-Insulin + Msc,-Insulin etwa 2: 1 

18 mg Msc,-Insulin + Msc,-Insulin etwa 4: 1 

2. Rinderinsulin 
Fur die Abspaltungversuche wurde vorgereinigtes MscJnsulin eingesetzt, das noch Msc- 

bzw. Msc,-Insulin enthielt. 

a)  Abspalrung der Msc-Gruppen bei p H  2 10.5: 90 mg (I5 pmol) vorgereinigtes Msc,-Insulin 
wurden in einer Mischung aus 1 ml Wasser, 0.5 ml Dioxan, 0.51111 Methanol und 0.15ml 2~ 
NaOH bei 0°C gelost. Nach 0.5, I, 2, 5, 10 und 20 min wurde ein aliquoter Teil entnommen, mit 
j c  2 Tropfen Essigsaure neutralisiert und der Papierelektrophorese bei pH 2 untcrworfen. Er- 
gebnis siehe Abb. 4. 

b) Abspalrung der Msc-Gruppen bei pH 2 13: 90 mg (I5 pmol) vorgereinigtes Msc,-Insulin 
wurden in 1.75 ml Dioxan/Wasser (1  : 1) unter Zusatz von 0.25 ml 2 N NaOH bei 0°C gelost. 
Nach 0.5 und 1 min wurden aliquote Teile entnommen, mit je 4 Tropfen Essigsiiure neutralisiert 
und wie oben der Papierelektrophorcsc bei pH 2 untenvorfen. Ergebnis siehe Abb. 5. 

c) Abspaltung der Msc-Gruppen und Reinigung des Rinderinsulins an SephadeP G 50 superfein: 
200 mg (33 p o l )  vorgereinigtes MscJnsulin wurden nach b) von den Schutzgruppcn befreit. 
Nach 30 s Einwirkung der Natronlauge bei 0°C wurde mit Essigsiiurc aufpH 3 gestellt und i. Vak. 
auf etwa das halbe Vol. eingeengt. Die Losung wurde auf eine S u l e  (2.5 x 100 cm) Sephadex G 50 
superfein (5prOZ. EssiNure als Quellmittel) adgetragen. Elution durch Sproz Essiwure. Es 
erschien nur ein Peak, von dem ein Vorlauf (15 mg) und ein Nachlauf (10 me) abgexhnitten wurde. 
Die Hauptmenge wurdc lyophilisiert (Ausb. 145 mg) und bei pH 5.4 aus Citratpuffer kristalli- 
siert "1. 

J .  Schlichtkrull, Acta Chem. Scand. 10, 1459 (1956). 


