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288. Totalsynthese von Humaninsulin unter gezielter Bildung
der Disulfidbindungen

Vorlaufige Mitteilungl)2)

von Peter Sieber, Bruno Kamber, Albert Hartmann, Albert J6hl,
Bernhard Riniker und Werner Rittel

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

(20. XI.74)

Summary. A preliminary account is given of a total synthesis of human insulin involving
directed formation of the three disulfide bonds at 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-controlled, acidolysis of N{ax)-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 vitro system.

1) Eine ausfiihrliche Beschreibung soll spéter in dieser Zeitschrift erfolgen.

2)  Zu der hier verwendeten, abgekiirzten Schreibweise fiir Aminosiuren, Peptide und ihre
Derivate vgl. {1]; ferner bedeuten: Acm-: Acetamidomethyl-[2], Boc-: -Butyloxycarbonyl-
Bpoc-: 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl-[3], But: #Butyl-, HOBt: 1-Hydroxybenzo-
triazol, TFA: Trifluoressigsdure, TFEt: Trifluordthanol, Trt-: Triphenylmethyl-, MV.: multi-
plikative Verteilung, K = Verteilungs-Koeffizient.
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Grundlegende Untersuchungen in den Laboratorien von Zak#, Du und Katsoyannis
haben verschiedene Insulinsynthesen erméglicht (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 Kiirze eine Totalsynthese von Humaninsulin [5]
(Formel I, Schema 7) in der zumn erstenmal die drei Disulfidbriicken gezielt gebildet
worden sind. Thre Verkniipfung 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 ermdglicht: einerseits zur selektiven Reaktion von S-Trt-Gruppen mit Jod
neben S-Acm-Gruppen (6], anderseits zur pH-kontrollierten Acidolyse von N(w)-
Trt- neben N{«)- Bpoc-Gruppen [7].

Schema 1. Formeln von Humaninsulin {I) (5} und der grossen H-Peptide IIa wnd 11b

OR? R® R? R? R? R2? OR? R?
! [ l l l l
R}-Gly-1le-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-1le-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-0R?

1234—5678910111213141516171819’2021

R3 R2 OR? R? OR?

| | | | I
R!-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu- Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

R2 R? R! R?

[ | |
Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr-OR?
22 23 24 25 26 27 28 29 30

I: Humaninsulin, R! = R? == H; anstelle von R?® Disulfidbindung Cys (A)?-Cys (B).
Ila: grosses, geschiitztes H-Peptid, R! = Boc, R? = But, R® = Acm.
IIb: grosses, freies H-Peptid, Rl = R? = H, R® = Acm.

Im Verlauf der Synthese beobachteten wir Schwerldslichkeit oder Tendenz zur
Assoziation der geschiitzten Zwischenprodukte, welche die B-Kettensequenz 1-16
enthielten. Diese konnten, besonders die Vorendstufe I1b (vgl. Schema 1), 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 ITb mittels Jod [8] geschlossen. Die
aus IIb erhaltenen Oxydationsgemische enthielten nach diinnschichtchromatogra-
phischer Schitzung und biologischer Evaluation ungefihr 409, I. Da das zur Oxy-
dation eingesetzte IIb noch Nebenprodukte enthielt, diirfte die Ausbeute an I,
ausgehend von reinerem IIb, merklich hoher liegen3).

3)  Vorversuche haben gezeigt, dass I auch durch umgekehrte Reaktionsfolge aus IIa erhalten
werden kann, ndmlich Oxydation mit J, als erster Schritt und nachfolgende acidolytische
Abspaltung der Schutzgruppen. Uber diesc Synthesevariante wird spiter berichtet.
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Das nach multiplikativer Verteilung erhaltene I erwies sich als rein und identisch
mit natiirlichem Humaninsulin4), besass volle biologische Aktivitit und konnte in
Form seines Zn-Komplexes kristallisiert werden.

Beschreibung der Synthese. — Zum permanenten Schutz der Amino-, Carboxyl- und
Hydroxylfunktionen dienten die von ¢-Butylalkohol abgeleiteten Schutzgruppen; die Seiten-
ketten von His und Arg blieben ungeschiitzt. Zur Kupplung héherer Peptidfragmente mittels
DCCI bewihrte sich Zusatz von HOBt [10].

Ausgangspunkt der Synthese war das folgende Fragment:
A(20-21)-B(17-20), H-Cys-Asn-OBut
|
Trt-Leu-Val-Cys-Gly-OH  [11],

welches durch Fragmentkondensationen zum kleinen H-Peptid IIla (Schema 2) verlingert
wurde.

Schema 2. Foymeln der kleinen H-Peptide I1Ia und I1Ib
R? OR? R?
R1-’l|"yr—Gln-Leu-G|lu-Asn—”.ler—Cys-Asn-OR2
14 15 16 17 18 lﬂZO 21
OR? R? R? Rt R2
R“’-Leu-Val-Cys—Gly—(’}lu-Arg-Gly—PhE:—Phe-”.[l‘yr-’ll‘hr-Pro—I_l,ys-".l[‘hr—OR2
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

IIIa: geschiitztes, kleines H-Peptid, R! = Bpoc, R? == But, R? = Trt, R* = Boc.
IIIb: teilweise deblockiertes, kleines H-Peptid, R! = Bpoc, R? = But, R® = H, R* = Boc.

Schema 3. Herslellung des cyclischen A-Kettenfragmentes 1-13 (VII)
Trt Acm But But Trt But

H-(llys—(llys-’l‘lhr— Sler—Ile—(’)ys— éer-Leu-OH
6 13
v
J,-TFEt

OBut Acm But But But
I [ I |
Boc-Gly-1le-Val-Glu-GIn-NHNH, + H-Cys-Cys—Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-OH

1 5 6 13
v V1
| 1) Azidmethode
l 2) MV.
OBut Acm But But But
! [ ! |
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 Rowmans [9].



2620 Herverica CHiMIcA ActA — Vol. 57, Fasc. 8 (1974) — Nr. 288

Man reinigte I1la mittels MV. im System Mecthanol/0,1m Ammoniumacetat {pH = 7,0)/
CHCL,/CCl, 10:3:5:4, K = 0,02. Dann wurde die Trt-Gruppe an Leu (B)Y7 selektiv entfernt
durch Einwirkung von HCl in 909, TFEt bei «pH» = 3,5-4,0 (pH-Stat-Reaktion; «pH»: schein-
barer pH-Wert der Glaselektrode). Das dabci erhaltene Derivat ITIb wurde mittels DCCI-HOBt
mit dem restlichen B-Kettenteil 1-16, Boc-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys(Acm)-Gly-Ser(But)-
His-Leu-Val-Glu{OBut)-Ala-Leu-Tyr(But)-OH gekuppelt. Dics fithrte zur geschiuitzten Sequenz
A(14-21)-B(1-30). Sie wurde mittels MV. im gleichen System wie I1Ia gereinigt, X = 0,03. Dann
entfernte man die Bpoc-Gruppe an Tyr(A)4 durch HCI in 909, TFEt bei «pH» = 0,5-1 unter
Erhalt der iibrigen Schutzgruppen. Zur Vervollstindigung der A-Kette wurde jetzt mittels
DCCI-HOBt mit dem Iragment 1-13 (VII, Schema 3) gekuppelt. In VI1I liegt der Disulfidring
A{6 — 11) bercits geschlossen vor. Die Herstellung von VII erfolgte nach Schema 3.

Zur selektiven Bildung des Disulfidrings aus den Trt-geschiitzten Cysteinresten oxydierte
man die Sequenz 6-13 (IV) mit J, in TFEt [6] unter Zusatz von CH,CI, als Losungsvermittier.
Der weitere Aufbau erfolgte nach Schema 3; VII reinigte man mittels MV. im System Mecthanol/
0,05 Ammoniumacetat (pH 4,7)/CHCI;/CC]; 10:3:8:4, K = 0,58.

Das grosse H-Peptid I1a wurde durch Kupplung von VII mit der Sequenz A(14-21)-B(1-30)
crhalten und durch MV. gereinigt im System Mecthanol/Puffer/CHCIl;/CCl, 20:6:11:9; Puffer:
60 g Essigsaure, 7,7 g Ammoniumacetat, 1L Wasser, ¥ = (,05.

Die Hauptmenge von Ila (Gewichtsmaximum aus MV.) befreite man durch Acidolyse (959,
TT'A, 30 Min., 25°) von den ¢-Butylschutzgruppen und reinigte ITb durch MV. im System Butanol/
Pyridin/0,029, Essigsdure 5:3:11, K ~ 0,9. Auch nach 900 Verteilungsschritten war das erhaltene
ITb noch merklich verunrcinigt.

Reihenversuche im Mikromasstab ergaben als bisher beste Bedingung zur oxydativen Uber-
fithrung von IIb in synthetisches Humaninsulin I: Behandlung in 10~*m Lésung mit 100m Uber-
schuss J, in 60% Essigsiurc (5-10 Min. bei 25°). Zur Aufarbeitung reduzierte man den J,-Uber-
schuss mit Ascorbinsdure und entsalzte an Sephadex G 25.

Zur praparativen Gewinnung von 1 vereinigte man verschicdene Oxydationsansatze (total
170 mg Rohprodukt) und unterwarf einer MV. im System Butanol/Pyridin/0,19%, Essigsdure
5:3:11 iiber 1000 Verteilungsschritte, K == 0,93. Nach diinnschichtchromatographischer Rein-
heitskontrolle wurden die reinsten Fraktionen (73 mg) vereinigt und weiter gereinigt durch MV.
im System #-Butylalkohol 1M Ammoniumacetat (pH = 7,0)/CHCl, 10:10:0,5 tiber 1650 Schritte,
K = 0,28. Die Ausbeute an reinem I betrug 40 mg.

Charakterisierung des synthetischen Humaninsulins. - 4minosdureanalyse (Hydro-
lyse: 6§ HCI enthaltend 0,1% Phenol, 27 Std., 110° (theoret. Werte 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); Ala 0,97 (1); 1/, (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 Aktivitit®y. Synthetisches [ zeigte bei der in vitro Testierung (Glucose-Oxydation
an isolicrten epididymalen Rattenfettzellen) gleiche Aktivitat wie Schweincinsulin.

Synthetisches und natiirliches I wurden mit den im Tolgenden aufgefithrten Analysen-
methoden verglichen, wobei sich iibereinstimmende Ergebnisse fiir dic beiden Verbindungen
zeigten (vgl. Bilder 1-4).

Ditnnschichtchrvomatlographie auf Celluloseplatte: System 155 (n-Amylalkohol/Pyridin/Methyl-
athylketon/Ameiscnsdure/H,O0 40:28:11:5:15), Rf = 0,18, System 112E (Butanol/Pyridin/
Ameisensdure/H,0 44 :24:2:20), Rf = 0,35. Zum Vergleich wurde zusatzlich natiirliches Schweine-
insulin mitchromatographiert: Rf (155) = 0,20; Rf (112E) = 0,37.

Elektrophovese auf Celluloscacetatfolic: pH 1,9 (1,67m Essigsdure + 0,7M Ameisensiure),

90 Min., 20 V/cm: Laufstrecke 10 cm kathodisch. pH 8,6 (Veronalpuffer, enthaltend 0,28%
EDTA + 25% Harnstoff), 90 Min. 20 V/em: Laufstrecke 5,5 cm anodisch.

%)  Dicser ticfc Wert ist durch die hohe Hydrolyseresistenz des Dipeptides ITe2-Val® (A-Kette)
bedingt.
8  Hr. Dr. F. Mdrki danken wir bestens fiir die Uberlassung der Versuchsresultate,
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Disc-Elektrophovese (pH 8,3) und isoelektrische Fokussierung (Ampholin pH 3,5-10; 5,5M
Harnstoff) zeigten identisches Verhalten fiir natiirliches und synthetisches I, wobei auch die
1:1-Mischung dieser beiden keine Verbreiterung der Banden erkennen liess.

Enzymabbau. 1proz. Insulinlésungen in 0,2 NH,HCO, wurden mit Subtilisin oder Chymo-
trypsin wihrend 3 Std. bzw. mit Trypsin wihrend 8 Std. bei 37° inkubiert (Enzymkonz. = 0,04%,)
und die Abbauprodukte diinnschichtchromatographisch verglichen.

Kristallisation. Nach Auflésen von I in 0,095m Citratpuffer (pH 6,0), der zusitzlich 0,03M

an NaCl und 0,012m an ZnCl, ist und 5 Vol %, ¢-Butylalkohol enthilt, kristallisierte bei Raum-
temperatur Zink-Insulin in schénen, rhombischen Kristallen aus.

L |
e A A T ’

. 3¢ B |
o : '-:"Tﬁ'k'-:g

Vergleich verschiedener Insuline: hs = human, synthetisch; hn = human, natiirlich;

pn = porcin, natiirlich. Bild 7. Celluloseacetat-Elektrophorese bei pH 8,6; Bild 2. Cellulose-

acetat-Elektrophorese bei pH 1,9; Bild 3. Dtinnschichtchromatographic auf Celluloseplatte,

System 155; Bild 4. Diinnschichtchromatographie nach Abbau mit Subtilisin, System 112E.
(Details s. Text)

Fur wertvolle technische Mitarbeit danken wir Frau V. von Ayx und Frau I. Zimmermann
sowie den Herren W, Beck, H. R. Kelley und A. Stauffer.

Die analytischen Methoden wurden in verdankenswerter Weise in unserem Chromatographie-
laboratorium (Leiter: Herr E. von Arx) durch Frau M. Deyber, Frl. A. Grosshans, Frl. J. Kelley
sowie die Herren D. Faupel, A. Lindey und W. Morgenthaler, ausgefithrt.
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