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288. Totalsynthese von Humaninsulin unter gezielter Bildung 
der Disulfidbindungen 

Vorlaufige Mitteilungl) 2) 

von Peter Sieber, Bruno Kamber, Albert Hartmann, Albert Johl, 
Bernhard Riniker und Werner Rittel 

Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharma der Ciba-Geigy AG., Base1 

(20. XI. 74) 

Summary .  A preliminary account is given of a total synthesis of human insulin involving 
directed formation of the three disulfide bonds a t  different stages of the fragment-condensation 
approach. The synthesis was facilitated by the application of two new methods for the selective 
removal of protecting groups. In  the first, two S-Trt-protected cysteine residues are converted 
to the disulfide without affecting S- Acm-protected cysteine residues. The second new method 
consists in a very mild, pH-controllcd, acidolysis of N(a)-Trt, leaving intact N(a)-Bpoc and other 
acid-labile protecting groups. The last step of the synthesis was the formation of the disulfide 
bridge between the Acm-protected cysteine residues A7 and B7 by iodine. Extensive counter- 
current distribution yielded the synthetic hormone in pure form. It was compared and found 
to be identical with natural human insulin. Identification was achieved by means of thinlayer 
chromatography and electrophoretic procedures, as well as by comparing the pattern of break- 
down by enzymes (finger-printing). The natural and synthetic hormones were crystallized under 
identical conditions. The synthetic human insulin was found to possess full biological activity 
in an in vitvo system. 

1) 

z, 
Eine ausfuhrliche Beschreibung sol1 spater in dicser Zeitschrift crfolgcn. 
Zu der hier verwendeten, abgekurzten Schreibweise fur Aminosauren, Peptide und ihre 
Derivate vgl. [l] ; ferner bedeuten : Acm- : Acetamidomethyl-[2], Boc-: t-Butyloxycarbonyl- 
Bpoc-: 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbony1-[3], But : t-Butyl-, HOBt : LHydroxybenzo- 
triazol, TFA: Trifluoressigsaure, TFEt : Trifluorathanol, Trt- : Triphenylmethyl-, MV. : multi- 
plikative Verteilung, K = Verteilungs-Koeffizient. 
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Grundlegende Untersuchungen in den Laboratorien van Zahn, Du und Katsoyannis 
haben verscliiedene Insulinsynthesen ermoglicht (Ubersicht : vgl. [4]). Bei allen bis- 
herigen Synthesen wird als letzter Schritt die Verkniipfung der beiden getrennt auf- 
gebauten Ketten ausgefiihrt. Wegen dieser ungezielten Verkniipfung entstehen un- 
erwiinschte Iso- und Polymere und die Ausbeuten sind niedrig. 

Im Folgenden beschreiben wir in Kurze eine Totalsynthese von Humaninsulin [5] 
(Formel I, Schema 1 )  in der zum erstenmal die drei Disulfidbrucken gezielt gebildet 
worden sind. Ihre Verknupfung erfolgte auf verschiedenen Stufen eines fragment- 
weisen Aufbaues. Ein solcher Syntheseweg stellt hohe Anforderungen in Bezug auf 
die Selektivitat der Schutzgruppen und wurde nur durch das Auffinden neuer Me- 
thoden ermoglicht : einerseits zur selektiven Reaktion von S-Trt-Gruppen mit Jod 
neben S-Acm-Gruppen [6] ,  anderseits zur pH-kontrollierten Acidolyse von N(K)- 
Trt- neben N(cr)- Bpoc-Gruppen /7]. 

Schema 1. Forweln von HuwanznAulzn ( I )  [5] und der grossen H-Peptide I r a  und I I b  

OR2 I p3 7 7' 1 R2 OR2 R2 

R1-Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-OR2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

I I I I 

R3 R2 OR2 R2 I_ OR2 
R l - P h e - V a l - A s n - ~ l n - ~ ~ s - ~ ~ ~ u - ~ y s - G l ~ -  ~er-His-Leu-Val-(;lu-Ala-Leu-~yr-Lcu-Vnl-Cys-Gly-Glu- I I 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  14 15 16 77 18 1 9  20 21 

R2 R2 R1 R2 
I I  I t  

Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr-OR2 

22 23 24 25 26 27 28 29 30 

I :  Humaninsulin, R1 = R2 = H ;  anstelle von Izy Disulfidbindung Cys (A)7-Cys (B)7. 
I Ia :  grosses, geschiitztes H-Peptid, R1 = Uoc, R2 = But, R3 = Acm. 
IIb: grosses, freics H-Peptid, R1 = R2 = H, R3 = Acm. 

Im Verlauf der Synthese beobachteten wir Schwerloslichkeit oder Tendenz zur 
Assoziation der geschutzten Zwischenprodukte, welche die B-Kettensequenz 1-16 
enthielten. Diese konnten, besonders die Vorendstufe I I b  (vgl. Schema I), nur schwer 
gereinigt und analysiert werden, im Gegensatz zum Insulin selbst. 

In  der Schluss-Stufe wurde die letzte Disulfidbindung durch Oxydation der 
S-Acm-Derivate der Cysteinreste A7 und B7 in I1 b mittels Jod [S] geschlossen. Die 
aus I1 b erhaltenen Oxydationsgemische enthielten nach diinnschichtchromatogra- 
phischer Schatzung und biologischer Evaluation ungefahr 40% I. Da das zur Oxy- 
dation eingesetzte I I b  noch Nebenprodukte enthielt, diirfte die Ausbeute an I, 
ausgehend von reinerem I1 b, merklich holier liegen3). 

3, Vorversuche haben gezeigt, dass I auch durch umgekehrte Reaktionsfolge aus I Ia  erhalten 
werden kann, namlich Oxydation mit J2 als erster Schritt uncl nachfolgende acidolytische 
Abspaltung der Schutzgruppen. Uber diesc Synthesevariante wird spater berichtet. 
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Das nach multiplikativer Verteilung erhaltene I erwies sich als rein und identisch 
mit naturlichem Humaninsulin 4), besass volle biologische Aktivitat und konnte in 
Form seines Zn-Komplexes kristallisiert werden. 

Beschreibung der Synthese. - Zum permanenten Schutz der Amino-, Carboxyl- und 
Hydroxylfunktionen dienten die von t-Butylalkohol abgeleiteten Schutzgruppen; die Seiten- 
ketten von His und Arg blieben ungeschutzt. Zur Kupplung hoherer Peptidfragmente mittels 
DCCI bewahrte sich Zusatz von HOBt [lo]. 

Ausgangspunkt der Synthese war das folgende Fragment : 

A(20-21)-B(17-20), H-Cys-Asn-OBut 
I 

Trt-Leu-Val-Cys-Gly-OH [ll], 

welches dnrch Fragmentkondensationen zum klcinen H-Peptid IIIa (Schema 2) verlangert 
wurdc. 

Schema 2. Formeln der kleinen H-Peptide I I I a  ztnd I I I b  

R2 OR2 R2 
I I I 

R1-Tyr-Gln-Leu-GIu- Asn-Tyr-C ys- Asn-ORz 

14 15 16 17 18 19  20 21 

1 OR2 RZ R2 K4 R2 
I I I  I I  

1 
K3-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr-OR~ 

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

I I I a :  geschutztes, kleines H-Peptid, R1 = Bpoc, Ra = But, R3 = Trt, R4 = Boc. 
I I I b :  teilweise deblockiertes, kleines H-Peptid, R1 = Bpoc, R2 = But, R3 = H, R4 = Boc. 

Schema 3. HerstelEung des cyclischen A-Kettenfragmentes 1-73 ( V I I )  

Trt  Acm But  But Trt But  
I l l /  I I  

H-Cys-Cys-Thr- Ser-Ile-Cys- Ser-Leu-OH 
6 13 

Jz-TFEt 

OBut I AcmBut But I But 
I I l l  I 

Boc-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-NHNH2 + H-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-OH 
1 5 
v 

6 I v1 
13 

I 1) Azidmethode 4 2) MV. 

OBut I Acm I But But 
I I I  

Boc-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr- Ser-Ile-Cys- Ser-Leu-OH 
1 13 

VII  

4, Isoliert nach einem modifizierten Verfahren von Romans [91 
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Man reinigte IIIa niittels MV. im System blethanol/0,lni Ammoniumacetat (pH = 7,0)/ 
CHCl,/CCI, 10 : 3 : 5 : 4, K = 0,02. Dann wurde die Trt-Gruppe an Leu (B)17 selektiv entfernt 
durch Einwirkung von HCI in 90% TFEt bci (ipH)t = 3,5-4,0 (pH-Stat-Reaktion; QPHR:  schein- 
barer pH-M'crt der Glaselektrode). Das dabci erhaltenc Derivat LIIb wurde mittels DCCI-HOBt 
mit dem restlichen B-Kettenteil 1-16, Boc-Phe-T~al-,2sn-Cln-His-I,cu-Cys(Acm)-Gly-Ser(But)- 
His-Leu-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr(But)-OH gekuppelt. Dics fuhrte zur  geschutzten Sequenz 
A(14-21)-R(1-30). Sie wurde mittcls MV. im gleichen Systcm wic IIIa gereinigt, K = 0,03. Dann 
entfcrnte man die Bpoc-Gruppe an  Tyr(A)14 durch HCI in 90% TFEt bei cipHa = 0,5-1 unter 
Erhalt der ubrigcn Schutzgruppen. Zur Vervollstandigung der A-Kette wurde jetzt mittcls 
DCCI-HOBt mit dcm Fragment 1-13 (VII,  Schema .?) gckuppelt. I n  V I I  liegt rler Disulfidring 
A(6 + 11) bercits gescblossen vor. Die Herstellung von VII erlolgte nach Schema 3. 

Zur selektivcn Bildung des Uisulfidrings aus dcn Trt-geschutzten Cystcinresten oxydierte 
man die Sequenz 6-13 (IV) mi t  J2 in T F E t  [ G ]  unter Zusatz von C:H2C1, als Losungsvermittler. 
Der weiterc Aufbau erfolgte nach Schema 3; TrII reinigte man mittels MV. im System Methanol/ 
0 , 0 5 i ~  hminoniumacetat (pH 4,7)/CHC1,/CCI4 10 :3 :8 :4 ,  A' = 0,58. 

Dss grosse H-Peptid I l a  wurde durch Iiupplung von VI1 mit der Sequenz A(14-21)-B(1-30) 
crhalten und durch MV. gereinigt im Systcm ~fethanol/Puffer/CHCI,/CC1, 20: 6 :  3 1 : 9; Puffer: 
60 g Essigsaure, 7,7 g Ammoniumacetat, 1~ Wasser, X = 0,05. 

Die Hauptmcnge von IIa (Gewichtsmaxinium aus MV.) befreite man durch Acidolyse (95% 
TI'..\, 30 Min., 25") von dcn 2-Butylschutzgruppen uiid reinigtc IIb durch MV. im System Butanol/ 
Pyridin/0,02% Essigsaure 5:  3 :  11, I< - 0,9. Auch nach 900 T'crteilungsschrittcn war das erhaltene 
I l b  noch incrklich verunrcinigt. 

Reihcnversuche im Mikromasstab ergaben als bisher beste Bedingung zur oxydativen ober- 
fuhrung von IIb in synthetisches Humaninsulin I :  Behandlung in 10-4nc Losung mit 1 0 0 ~  Uber- 
schuss J z  in 60% Essigsaure (5-10 Min. bci 25"). Zur Aufarbeitung reduzierte man den J,-Uber- 
schuss mit ilscorbinsaure und entsalzte an Sephadex G 25. 

Zur praparativen Gewinnung von I vereinigtc man verschiedene Oxydationsansatzc (total 
170 mg Rohprodukt) und unterwarf ciner MV. in1 System Butanol/Pyridin/O,l yo Essigsaurc 
5 : 3 : 11 iiber 1000 Verteilungsschritte, K = 0,93. Nach diinnschiclitchromatographischer Rein- 
hcitskontrollc wurden dic reinsten Fraktionen (73 mg) vcreinigt und weiter gereinigt durch MV. 
im System t-Butylalkohol IM Ammoniumacetat (pH = 7,0)/CHC1, 30:  1 0 :  0,5 uber 1650 Schritte, 
I< = 0,28. Die Ausbeute an reineni I betrug 40 mg. 

Charakterisierung des synthetischen Humaninsulins. - -  Aminnsuuveanalyse (Hydro- 
lyse: 6~ HCI enthaltcnd O , l %  Phcnol, 27 Std., 110" (theorct. Worte in Klammern): Lys 0,92 
(1); His 2,07 (2) ;  Arg 1,09 (1); Asp 3,14 (3); Thr 2,88 (3);  Ser 2,75 (3); Glu 7,04 (7); Pro 1,09 
(1); Gly 4,00 (4) ; hla 0,97 (1); liZ (CYS)~ 5,85 (6) : Val 3,95 (4) ; Ile 1,535) (2) ; Leu 5,68 (6) ; Tyr 4,20 
(4); Phe 3,17 (3). 

Biologische Akiivitdt6). Synthetischcs I zcigte bci der in uitvn Testierung (Glucose-Oxydation 
an isolierten epididymalen Rattenfettzcllen) gleichc Alrtivitat wie Schweincinsulin. 

Synthetisches und naturlichcs I wurden mit den im Folgendcn aufgcfiihrten Analyscn- 
methodcn verglichen, wobei sich iibereinstimmende Ergebnisse fiir dic beiden Vcrbindungen 
zeigten (vgl. Bilder 1-4). 

Uunnschic~~tchromalogvap~kze auf Celluloscplatte : System 15.5 (Iz-Xmylalkohol/Pyridin/Methyl- 
athylketon/Ameisensaure/H,O 40 :28: 11 : 5:  15), Rf = 0,18. System 112E (Bntanol/Pyridin/ 
..\meiscnsaure/H,O 44: 24: 2 : 20), Rf = 0,35. Zum Vcrgleich wurde zusattzlich natiirliches Schwcinc- 
insulin mitchrornatographiert: Rf (155) = 0,20; Kf (112E) = 0,37. 

Elektvophovese aui  Celluloseacetatfolie: pH 1,9 (1,67 M Essigsaiure + 0,7 M Ameisensaurc), 
90 Min., 20 V/cni: Laufstreckc 10 cm kathodisch. pH 8,6 (Yeronalpuffer, enthaltcnd 0,ZSo/, 
EDTA + 25% Harnstoff), 90 Min. 20 V/cm: Laufstreckc 5,5 cm anodisch. 

5, 

'j) 

_ _ _ _  
Dicser ticfc Wert ist durch die hohe Hydrolyseresistenz des Dipeptides IIc2-Va13 (A-Kette) 
bedingt. 
Hr. Dr. I;. Miirki danken wir bestcns fur die oberlassung der I'crsuchsrcsultate. 
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Disc-Elektvophorese (pH 8,3) und isoelektrische Fokussierung (Ampholin pH 3,5-10; 5,5 M 

Harnstoff) zeigten identisches Verhaltcn fur naturliches und synthetisches I, wobei auch die 
1 : 1-Mischung dieser beiden keine Verbreiterung der Banden erkennen liess. 

Enzymabbau. lproz. Insulinlosungen in 0,2 M NH,HCO, wurden mit Subtilisin oder Chymo- 
trypsin wahrend 3 Std. bzw. mit Trypsin wahrend 8 Std. bei 37" inkubiert (Enzymkonz. = 0,04%) 
und die Abbauprodukte dunnschichtchromatographisch verglichen. 

Kristallisation. Nach Auflosen von I in 0 , 0 9 5 ~  Citratpuffer (pH 6,0), der zusatzlich 0 , 0 3 ~  
an NaCl und 0,01201 an ZnC1, ist und 5 Vol yo t-Butylalkohol enthalt, kristallisierte bei Raum- 
temperatur Zink-Insulin in schonen, rhombischen Kristallen aus. 

Vergleich verschiedener Insuline: hs = human, synthetisch; hn = human, naturlich; 
pn = porcin, natiirlich. Bild 1. Celluloseacetat-Elektrophorese bei pH 8,6; Bild 2. Cellulose- 
acetat-Elektrophorese bei p H  1,9; Bild 3. Dunnschichtchromatographie auf Celluloseplatte, 
System 155 ; Bild 4.  Dunnschichtchromatographie nach Abbau mit Subtilisin, System 112E. 

(Details s. Text) 

Fur wertvolle technische Mitarbeit danken wir Frau V .  wolz Arx und Frau I .  Zimmevmann 
sowie den Herren W .  Beck, H .  R. Keller und A .  Stauffer. 

Die analytischen Methoden wurden in verdankenswerter Weise in unserem Chromatographie- 
laboratorium (Leiter: Herr E.  won A r x )  durch Frau M .  Deyber, Frl. A .  Grosshans, Frl. J .  Keller 
sowie die Herren D .  Faupel, A .  Linder und W .  Morgenthaler, ausgefuhrt. 
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