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4. Totalsynthese von Humaninsulin?). IV2),
Beschreibung der Endstufen?3)
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Total synthesis of human insulin. IV. Description of the final steps.

Summary

Recently a preliminary account was given of a new synthetic pathway leading to
human insulin. In the present report the last steps of this synthesis — i.e. as
from the unsymmetrical cystine derivative I - are described in detail. I contains the
sequences A(14-21) and B(17-30), linked by the disulfide bridge A20-B19. These
last steps are: 1) selective removal by pH-controlled acidolysis in trifluoroethanol of
N(a)-Trt from leucine B17, 2) completion of the B-chain by coupling with the frag-
ment B (1-16), 3) selective removal by trifluoroethanol of N(«)-Bpoc at tyrosine A14,
4) completion of the A-chain by coupling with the cyclic fragment A (1-13), 5) removal
of the acid labile protecting groups, and 6) formation of the disulfide bond A7-B7
from the two S-acetamido-protected cysteine residues by treatment with iodine.

As judged by the composition of the reaction mixture the closure of the 85-mem-
bered ring proceeds with a cyclization yield of over 70%. From the last step in the
synthesis two products were obtained after extensive purification by counter-current
distribution: pure human insulin in a yield of 50% and its [D-tyrosine B16]Isomer
in a yield of 25%. Although the partial racemization of tyrosine B16 occurred during
coupling with sequence B(1-16), the [D-tyrosine B16]-stereoisomer could only be
separated at the endproduct stage.

The available evidence indicates that the ease of formation of the disulfide bond
A7-B7 does not depend on the precursor molecule already having an insulin-like
conformation.

1) Vorlidufige Mitteilung siehe [1].

2) III: siehe [2].

3) Zur hier verwendeten Kurzschreibweise fiir Aminosiuren, Peptide und ihre Derivate vgl. [3];
weitere Abkiirzungen: Acm: Acetamidomethyl [4]; Boc: r-Butyloxycarbonyl; Bpoc: 2-(p-Bi-
phenylyl)-isopropyloxycarbonyl [5]; Bu‘: r-Butyl; DMF: Dimethylformamid; HOAc: Essig-
sdure; HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol; K: Verteilungszahl; TFA: Trifluoressigsiure; TFEt:
Trifluordthanol; Trt: Triphenylmethyl.
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1. Einleitung. — In einer vorlaufigen Mitteilung [1] haben wir einen neuen Synthese-
weg zu Insulinpeptiden beschrieben, ausgearbeitet am Beispiel des Humaninsulins
(X) [6]. Die ausfiihrliche Beschreibung der Synthese wurde wegen der grossen Anzahl
(102) chemischer Stufen in mehrere Teile gegliedert. Kiirzlich berichteten wir iiber
den Aufbau des Fragments A(1-13) (VI) [7] und des kleinen H-Peptids*) () [2].
Nachfolgend geben wir eine detaillierte Beschreibung der sechs letzten Stufen der
Synthese (vgl. Schema I und 2).

Ausgangspunkt des hier beschriebenen Teils der Synthese ist das kleine H-Peptid I,
indem die Disulfidbindung A 20-B 19 bereits enthalten ist. Der Aufbau mit Fragmen-
ten, die bereits vorgebildete Disulfidfunktionen besitzen, ist ein wesentliches Merkmal
dieser Synthese. Dieses Prinzip ist auch von Zahn & Schmidt [9] sowie Hiskey et al.
[10] bei der Synthese von Insulinfragmenten verwendet worden. Es ist zwar bekannt,
dass sich unsymmetrische Cystinpeptide durch Disulfidaustausch isomerisieren
konnen, doch haben wir im Verlaufe der hier beschriebenen Synthese keine auf dieser
Reaktion beruhende Instabilitdt der offenkettigen, unsymmetrischen Disulfide I,
I, IV, V, VII, und VIII beobachtet.

2. Aufbau des geschiitzten, grossen H-Peptids VII. — Der bei der Synthese einge-
schlagene Weg ist in Schema 2 angegeben. Ausgangsmaterial war das geschiitzte
kleine H-Peptid I [2]. Daraus liess sich die N(«)-Trt-Gruppe am Leucinrest B17 mit
Hilfe der kiirzlich [11] beschriebenen selektiven Acidolysemethode mittels HCI in
90proz. TFEt wahrend 5 Min. bei «pH 3,5» entfernen. Das entstandene Dihydro-
chlorid von I wurde zur Vervollstandigung der B-Kette einer DCCI-HOBt-Kupplung
[12] mit der Sequenz B(1-16) (III) unterworfen.

Das in DMF sehr schwerlésliche 111 ging in Gegenwart von 11, offenbar unter
Bildung eines 16slichen Assoziates, in iiberraschend hoher Konzentration in Ldsung.
Die Kondensation war nach 24 Std. bei 0° zu ca. 90%, nach weiteren 15 Std. bei 25°
quantitativ abgelaufen. Dabei bildeten sich ca. 20% N(Im)-Amidino-Histidinderivate
[13]. Versuche zu deren Riickwandlung durch Erwarmen des Rohproduktes in
Methanol misslangen, da [V dabei in einen aggregierten Gelzustand iiberging, der
jegliche Analytik verunmdéglichte. Aus dem gleichen Grund konnte 1V nicht durch
Gegenstromverteilung gereinigt werden.

In trifluordthanolischer Lésung unterblieb die Aggregierung, doch ist unter diesen
Bedingungen die Bpoc-Gruppe bekannterweise unstabil [11]. Die Schwierigkeiten
wurden durch Behandlung von rohem IV in 90 proz. TFEt bei 60° umgangen, wobei
gleichzeitig die Amidinogruppen der Histidinseitenketten und die Bpoc-Gruppe
entfernt wurden. Das gebildete V liess sich durch Verteilung reinigen. Dass auch V
noch teilweise assoziierte, wurde durch die Ausbildung eines breiten, unsymmetrischen
Konzentrationspiks und die stetige Erhéhung des K-Wertes im Laufe der Verteilung
angezeigt.

In Vorproben liess sich zeigen, dass der HOBt-Ester des in 30% Uberschuss zur
Kondensation eingesetzten Fragmentes III nur sehr schwer von V abgetrennt werden

1) Bezeichnung nach Zahn & Schmidr [8] fiir Peptide, in denen Sequenzen der A- und B-Kette
tber die Disulfidbindung A 20-B19 verbunden sind: kleine H-Peptide: A (14-21)-B(17-30);
mittlere H-Peptide: A (14-21)-B(1-30); grosse H-Peptide: A (1-21)-B(1-30).
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Schema 2
HC1/90% TFEt IIT
I > 11 _— v
5 Min., pH 3,5 DCCI/HOBt
90% TFEt
2 Std., 60°
A
95% TFA VI
VIII < VII € ———————————— \%
(Weg A) DCCI/HOBt
1o I
(Weg B)
Y Y
95% TFA
X < IX

kann. Durch Umsatz mit 3-Dimethylamino-1-propylamin wurde er deshalb nach
beendigter Kondensation in das entsprechende basische Amidderivat iibergefiihrt,
das sich in der Gegenstromverteilung sehr gut abtrennen liess. Wahrend dieser
Reinigung liessen sich auch Nebenprodukte abtrennen, die durch Kondensation von
bereits in der Sequenz B(1-16) (IIT) enthaltenen Nebenprodukten mit IT entstanden
waren.

Bei der Kondensation von IT und III, welche kein D-Tyrosin enthielten, entstan-
den durch partielle Racemisierung ca. 30% des [D-Tyrosin B16]-Derivates von 1V,
wie anhand von Inkubationsversuchen mit L-Aminosiure-oxydase nach saurer
Totalhydrolyse gezeigt wurde. Dieses Nebenprodukt konnte auf der Stufe der
Zwischenprodukte 1V, V, VII und VIII weder diinnschichtchromatographisch nach-
gewiesen noch bei der Reinigung abgetrennt werden. Nach der Oxydation zum
(freien) Insulin (X) zeigten sich aber bemerkenswerte Unterschiede des [D-Tyrosin
B16]-Insulins gegeniiber dem normalen Hormon, so dass sein analytischer Nachweis
und die Abtrennung keine Schwierigkeiten mehr boten. Der unerwartet hohe Racemi-
sierungsgrad diirfte auf der langsamen Acylierungsreaktion beruhen, bedingt durch
sterische Hinderung an der Verkniipfungsstelle B16-B17.

Im letzten Kupplungsschritt der Synthese wurden V (in Form des Arginin B 22-
Carbonates) und die A-Kettensequenz 1-13 (VI) mittels DCCI unter Zusatz von
HOBt verkniipft. Die Reaktionsbedingungen waren praktisch gleich wie bei der
analogen Kondensation von II und III zu IV, doch verlief die Kupplung merklich
rascher. Nach beendigter Reaktion hatten sich geringere Mengen (5-10%) von
N(Im)-Amidino-Histidinderivaten gebildet. Sie wurden hier durch Erwirmen in
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TFEt/HOAc 20:1 gespalten. Fiir eine teilweise Racemisierung des C-terminalen
Leucins (A13) fanden wir keine Hinweise.

Das geschiitzte grosse H-Peptid VII verhielt sich, wie V, bei der Gegenstrom-
verteilung nicht ideal. Trotzdem konnten die diinnschichtchromatographisch er-
kennbaren Nebenprodukte im Laufe von 1000 Stufen praktisch quantitativ abgetrennt
werden.

3. Humaninsulin X aus dem grossen H-Peptid VII bzw. VIII. — Da die Kniipfung
der Disulfidbriicke A7-B7 als letzter Schritt der Synthese aus den S-Acm-geschiitzten
Cysteinresten in VII oder VIII durch Oxydation mit Jod nach [14] erfolgen sollte,
wurde zunichst in Modellversuchen abgeklirt, ob dabei Nebenreaktionen eintreten.
Als solche wiren mdéglich: a) Jodierung der freien oder geschiitzten Tyrosinreste
sowie der Histidinreste, b) durch Jod katalysierter Disulfidaustausch, ¢) Angriff der bei
der Jodoxydation intermediidr gebildeten reaktiven Zwischenprodukte (Sulfenyl-
jodide?) auf Disulfidbindungen. Die in Tabelle 1 angegebenen Modellsubstanzen
wurden deshalb einer Behandlung mit iiberschiissigem Jod unterworfen. Die Resul-

Tabelle 1. Verhalten verschiedener Substrate gegen Jod?®)

Substrat Peptid- Jod- Methanol Methanol/ Essigsdure/
Konz. Konz. Wasser Wasser
(mol/D (mol/1) 9:1 4:1
Z-Asn-Tyr-OMe 102 101 - +++0P) -
Z-Asn-Tyr(But)-OMe 102 101t - - -
Z-Val-His-OMe 101 1,7-1077  +4++P ++4+01) +
Z-Val-His—-OMe - 2HC1 101 1,7-10+ — - -
Schweine-Insulin (Zn-frei) 103 3-102 +++ ++

Schweine-Insulin - 3HC],
(Zn-frei)+ 2 Aq.
Ac-Gly-Cys(Acm)-Gly-NH: 10-3 3-10°2 +++ -

a) Reaktionsbedingungen: 1 Std., Raumtemp.; Priifung im Diinnschichtchromatogramm. Es be-
deutet: —: <5%; +:5-10%; + +:10-20%; + + +: > 20% Nebenprodukt.
b) Bildung von Mono- und Dijodderivaten.

tate zeigen, dass unter Bedingungen, die eine vollstindige Umsetzung von S-Acm
erlaubten, in Essigsiure/Wasser keine Nebenreaktionen auftraten. Die Jodoxydation
musste dabei in Gegenwart starker Saure durchgefiihrt werden, da sonst die Imidazol-
gruppen der Histidinreste zu einem geringen Teil jodiert wurden. Essigsdure/Wasser
eignet sich gut zum Losen freier und geschiitzter Peptide.

Wie im Schema 2 dargestellt, sind zur Uberfithrung des grossen, geschiitzten
H-Peptids VII in Humaninsulin (X) zwei Wege offen: auf Weg A wurden zuerst die
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acidolytisch abspaltbaren Schutzgruppen entfernt und hierauf im so erhaltenen, freien
grossen H-Peptid VIII die Disulfidbriicke A7-B7 geschlossen. Auf Weg B wurde in
umgekehrter Reihenfolge vorgegangen. Dabei bildete sich als Zwischenprodukt die
geschiitzte Insulin-Vorstufe IX, in der die drei Disulfidbindungen in der richtigen
Anordnung vorliegen, die aber noch 19 Schutzgruppen enthilt. In Vorversuchen
wurde gefunden, dass X auf beiden Reaktionswegen in praktisch gleicher Ausbeute
erhalten werden kann3). Weil die Reaktionsfolge A einfacher durchzufiihren ist (vgl.
exper. Teil), haben wir sie fiir praparative Zwecke vorgezogen.

Die von t-Butylalkohol abgeleiteten Schutzgruppen des geschiitzten grossen H-
Peptids VII wurden mittels 95 proz. Trifluoressigsdure abgespalten. Das freie Peptid
VIII neigte stark zu Fibrillenbildung, weshalb es ohne Reinigung direkt der Jodoxy-
dation unterworfen wurde. Um die besten Bedingungen fiir den nach dem Ruggli-
Zieglerschen Verdiinnungsprinzip durchgefithrten Ringschluss zu finden, wurde die
im exper. Teil beschriebene Mikromethode entwickelt, mit welcher gegen 100 Ver-
suche mit je 0,7 mg VIII durchgefithrt wurden. Dabei ergab sich als Optimum eine
maximale Peptidkonzentration von 2-3 - 10-4m; bei h6heren Konzentrationen wurden
neben Insulin merkliche Mengen von Polymeren gebildet. Als Losungsmittel ver-
wendete man 60proz. wisserige Essigsdure, doch kann das Essigsdure/Wasser-
Verhiltnis in weiten Grenzen verdndert werden. Bei einem 100fachen molaren
Uberschuss von Jod war die Bildung der Disulfidbindung bei Raumtemperatur in
5-10 Minuten beendet. Bei nur 10fachem Uberschuss benétigte sie 3 Stunden,
doch wurden dabei bereits Nebenprodukte gebildet, die besonders in der Elektro-
phorese sichtbar waren (Desamidoderivate?).

Gegenstromverteilung des rohen Oxydationsgemisches gab reines Humaninsulin
(X) in einer Ausbeute von ca. 50%. Daneben wurde in einer Ausbeute von ca. 25%
reines [D-Tyrosin B16]-Humaninsulin isoliert. Zur Berechnung der Ausbeute der
Jodoxydation muss auch das [D-Tyrosin B16]-Isomere einbezogen werden, da auch
in diesem die Disulfidbriicke A7-B7 in korrekter Anordnung gebildet worden ist.
Die Cyclisierungsausbeute betrug somit iiber 70%. Falls es in den gegenwartig in
Bearbeitung stehenden Versuchen gelingt, die Racemisierung des Tyrosinrests B16 zu
unterdriicken, wird sich die Ausbeute an Insulin entsprechend erh&hen.

Uber die Charakterisierung von synthetischem X und dessen Identifikation mit
dem durch Extraktion gewonnenen menschlichen Insulin haben wir bereits frither
berichtet [1]. Der empfindliche Vergleich nach enzymatischer Fragmentierung
(Fingerprint-Methodik) wurde inzwischen auch noch mit Hilfe von Pepsin und
Thermolysin ausgefiihrt. Die biologische Auswertung in verschiedenen Testsystemen
soll demnichst versffentlicht werden [15].

Das zinkfreie synthetische X wurde in Anlehnung an das iibliche Verfahren [16]
quantitativ in Form des Zn-Komplexes kristallisiert. Wir ersetzten jedoch das Aceton
des Kristallisationspuffers durch #-Butylalkohol, um die Méglichkeit einer Bildung

5) Interessanterweise erforderte die Schutzgruppenabspaltung an der Insulinvorstufe IX mittels
95proz. Trifluoressigsdure eine merklich lingere Reaktionsdauer als diejenige an VII.
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von 2,2-Dimethy1-4-imidazolidinon-Derivaten [17] [18] an den N-terminalen Ketten-
enden von Insulin auszuschliessen.

4. Isolierung von natiirlichem Humaninsulin. — Menschliche Bauchspeicheldriisen
wurden nach Romans [19] extrahiert und das Rohinsulin 3mal an Sephadex G-50
[20] chromatographiert. Die vereinigten Insulin-haltigen Fraktionen wurden mittels
Isoelektrofokussierung [21], pH-Gradient 3,5 bis 10, und schliesslich mittels multipli-
kativer Verteilung gereinigt. Die Extraktions- und Reinigungsoperationen wurden
anfinglich radioimmunologisch, dann diinnschichtchromatographisch verfolgt. Aus
8 kg Pankreasgewebe erhielt man 30 mg reines, extraktives Humaninsulin.

5. Diskussion. — Das Hauptmerkmal der vorliegenden Insulinsynthese besteht
darin, dass die drei Disulfidbriicken auf verschiedenen Stufen des fragmentweisen Auf-
baues gebildet werden. Die dazu bené&tigten Schutzgruppen und selektiven Reaktionen
hatten wir bereits friiher anhand einfacherer Modelle untersucht. IThre kombinierte
Anwendung hat sich ebenfalls bei der Synthese von Insulin bewihrt.

Bei der Synthese der unsymmetrischen, zweikettigen Cystinderivate und wiahrend
der Oxydationen mit Jod liessen sich keine Disulfid-Austauschreaktionen nachweisen,
die die korrekte Struktur der Zwischen- und Endprodukte in Frage stellen wiirden.
Als unerwartete Schwierigkeit trat einzig die betrichtliche Racemisierung von
Tyrosin B16 wihrend der vorletzten Fragmentkondensation auf.

Der Umstand, dass alle das Fragment III enthaltenden Zwischenprodukte mehr
oder weniger stark zur Assoziierung neigten, wirkte sich erschwerend auf Analytik
und Reinigung aus. Die Assoziierung Ausserte sich z.B. in der Ausbildung von
hochviskosen, doppelbrechenden L&sungen, bei deren Untersuchung im Elektro-
nenmikroskop Fibrillen sichtbar waren. Diese Erscheinung ist beim Insulin selbst
schon seit langem bekannt [22], doch tritt sie dort viel weniger ausgeprigt in Erschei-
nung als bei einigen Zwischenprodukten unserer Synthese. Dementsprechend liess
sich das Endprodukt X besser analysieren und reinigen als die Zwischenprodukte der
letzten Stufen.

Von besonderem Interesse ist die Leichtigkeit, mit der in der Endstufe die Di-
sulfidbriicke A7-B7 geschlossen wurde. Kiirzlich haben mehrere Arbeitsgruppen,
einer Anregung von Lindsay [23] folgend, Verfahren ausgearbeitet, in denen die
Insulinketten-Rekombination durch kiinstliche Kettenvernetzung wesentlich verbessert
wurde. [24-27]. Die hohen Ausbeuten bei diesen Verfahren beruhen darauf, dass die
Kettenderivate in der Rekombinationsldsung eine Insulin-hnliche [28], vorgebildete
Raumstruktur aufweisen. In unserem Falle dagegen diirfte das Gelingen der Ring-
schlussreaktion A7-B7 nicht von einer vorgebildeten, Insulin-dhnlichen Raum-
struktur abhingen. Fiir diese Annahme sprechen folgende Befunde: 1) Wie oben
erwahnt, kann diese Disulfidbindung sowohl beim freien grossen H-Peptid VIII
wie auch bei seiner geschiitzten Form VII in praktisch gleicher Ausbeute geschlossen
werden. Das stark lipophile, mit 19 #-Butylgruppen geschiitzte VII kann in Lésung
kaum die Raumstruktur des Insulins annehmen. 2) Das freie, grosse H-Peptid VIII
weist in wisseriger Losung eine viel stirkere Tendenz zur Aggregation auf als Insulin
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(X), was auf unterschiedliche Konformationen hinweist. 3) Wir haben inzwischen
festgestellt, dass sich die Ringschlussreaktion auch bei der Synthese von Insulin-
Analogen anwenden léasst, bei denen aufgrund der Abwandlungen ihrer Priméarstruktur
die Ausbildung einer Insulin-Raumstruktur ausgeschlossen werden kann.

Uber diese Arbeiten soll in Kiirze berichtet werden.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Diinnschichtchromatogramme (DC.): Geschiitzte Peptide wurden auf Kieselgel (Fer-
tigplatten SL 254 von Antec, Birsfelden) chromatographiert, Anfarbung mit TDM-Reagens nach [29].
Fiir freie Peptide wurden Celluloseplatten (Avicel Fertigplatten von Schleicher & Schiill) verwendet,
Anfiarbung mit TDM oder Saureviolett 6B. Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurde 30 Min. in
95proz. TFA stehen gelassen, i. HV. iiber KOH getrocknet und in Wasser gelost. Folgende Fliess-
mittel fanden Verwendung (Volumenteile): System 3: Essigester/Pyridin/Wasser 13:4:3; System
43A: t-Pentylalkohol/2-Propanol/Wasser 67:26:7; System 43C: t-Pentylalkohol/2-Propanol/Was-
ser 51:21:28; System 45: 2-Butanol/3proz. wisser. NHj 7:3; System 52: 1-Butanol/Eisessig/Wasser
75:7:21; System 52A: 1-Butanol/Eisessig/Wasser 67:10:23; System 100: Essigester/Pyridin/Eises-
sig/Wasser 62:21:6:11; System 101: [-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 38:24:8:30; System 101A:
1-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 42:24:4:30; System 107: Essigester/Pyridin/Wasser 49:24:27;
System 111B: 1-Butanol/Pyridin/konz. NHa/Wasser 40:24:6:30; System 112A: 1-Butanol/Py-
ridin/Ameisensdure/Wasser 42:24:4:20; System 112E: 1-Butanol/Pyridin/Ameisensiure/Wasser
44:24:2:20; System 155: Pentylalkohol/Pyridin/Wasser/Methylathylketon/Ameisensidure 40:28:15:
11:5.

Elektrophoresen (EP.) auf Celluloseacetatfolien (Cellogel, 8 X 17 ¢cm, von Chemetron, Mailand)
wurden bei pH 1,9 (1,67 HOAc¢+0,7M HCOOH) und 8,6 (Veronalpuffer, enthaltend 0,28%
EDTA +25% Harnstoff ) wihrend 90-120 Min. und 20 V/cm ausgefiihrt, Anfarbung mit modifizier-
tem Barton-Reagens nach [28].

Samtliche Zwischenprodukte wurden in geschiitzter Form im DC. auf Kieselgel und nach Frei-
setzung mittels TFA im DC. auf Cellulose und mittels EP. analysiert. Bei der EP. auf Celluloseace-
tatfolien ist neben der Ladung auch die Polaritit massgebend, indem lipophile Peptide langsa-
mer wandern als hydrophile. Die DC. freier Peptide auf Cellulose zeigten im allgemeinen ein
hoheres Auflésungsvermogen als diejenigen der geschiitzten Derivate auf Kieselgel und sind daher
fir die Abtrennung nahe verwandter Nebenprodukte besser geeignet. Die besten Chromatographie-
systeme sind jeweils bei den Synthesen der Zwischenprodukte aufgefiihrt, wegen der starken Varia-
bilitat des chromatographischen Verhaltens aber ohne Angabe von Rf-Werten. Dagegen sind einige
Daten, die den Vergleich der Zwischen- und Endprodukte als freie Peptide erlauben, in Tabelle 2
zusammengefasst. Betreffend Charakterisierung des synthetischen X und Vergleich mit natiirlichem
Humaninsulin vgl. [1].

Teilweise deblockiertes, kleines H-Peptid 11, 4,17 g (1,1 mmol) Mono-hydrochlorid des voll-ge-
schiitzten, kleinen H-Peptides T [2] wurden in 208 ml 90proz. TFEt gelost («pH»=5,9) und durch
Zugabe von 0,15N wisseriger HCl am pH-Stat (Metrohm) der «pH» auf 3,5 gesenkt. Der anfinglich
rasche Saureverbrauch kam im Laufe von 5 Min., nach Aufnahme von 1,08 mmol HCI, praktisch
zum Stillstand. Jetzt wurde durch Zugabe von 0,8 ml Pyridin auf «pH» ca. 5,5 gebracht, i.V. auf
ca. 20 ml konzentriert, eingefroren und lyophilisiert. Der Trockenriickstand (4,24 g) wurde zur Ex-
traktion des Triphenylmethanols 2x mit je 60 m! Ather zerrieben und abgenutscht. Man erhielt
3,82 g Dihydrochlorid von II als amorphes Pulver. Potentiometrische Titration in 90proz. Methanol
mit AgNOs ergab einen Chloridgehalt von 2,02 Aqu. DC. des geschiitzten Peptids auf Kieselgel mit
den Systemen 3, 43C, 45, 52, 100 und 107, und des freien Peptids auf Cellulose mit den Systemen
45, 101, 112A und 155. Im DC. waren Spuren von Ausgangsprodukt und der Des-Bpoc-Verbindung
sichtbar. Durch Vergleich mit bekannten Mengen dieser Substanzen (letztere durch Erwidrmen von
II in 90proz. TFEt wihrend 2 Std. auf 60° erhalten) wurden beide auf ca. 2% geschitzt.
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Teilweise deblockiertes, mittleres H-Peptid V. 9,75 g (2,72 mmol) Dihydrochlorid von 1I und
7,68 g (3,54 mmol) III [30] wurden in trockenem Zustand vermischt, fein zerrieben und dann in
73 ml DMF (frisch gereinigt durch Filtration iiber saures Al2Os) bei 25° geldst. Nach Zugabe von
3,33 g HOBt - H20 (21,8 mmol) kithlte man auf 0°, fugte 2,24 g (10,9 mmol) DCCI zu und liess die
klare Losung 24 Std. bei 0° und 15 Std. bei 25° stehen. Zuletzt wurden 1,36 ml (10,9 mmol) 3-Di-
methylamino-1-propylamin zugefiigt und nach 1 Std. das Rohprodukt durch Eintropfen in das 20-
fache Volumen Ather ausgefillt. Es wurde abgenutscht, der Niederschlag mit Sproz. NaHCOQs-Lo-
sung, 1N Essigsdure und Wasser gewaschen und i. HV. bei 45° getrocknet. Zur gleichzeitigen Bpoc-
Abspaltung und Riickwandlung der N(Im)-Amidino-histidinderivate wurde die Substanz (17,5 g) in
900 ml 90proz. TFEt gelost und 2 Std. auf 60° erwidrmt, die Losung auf ca. 50 ml eingeengt und
lyophilisiert. Der Riickstand wurde 2x mit je 200 ml Ather extrahijert, getrocknet und das Rohpro-
dukt (16,7 g) im System Methanol/I1N HOAc/Athylenchlorid/Chloroform 10:3:8:4 mit Phasen-
volumina von je 100 ml multiplikativ verteilt. Nach 1200 Stufen wurden aus den Verteilungselementen
Nr. 833-882 durch Einengen auf ein kleines Volumen und Lyophilisieren 4,9 g V (Fraktion A)
isoliert. Dieses Material enthielt ca. 30% des nicht abgetrennten [p-Tyrosin B16]}-Derivates und
Spuren eines weiteren, lipophilen Nebenproduktes. Die Elemente Nr. 793-832 ergaben weitere 6,2 g V
(Fraktion B) mit ca. 20% des unbekannten, lipophilen Nebenproduktes. Zur Abtrennung von
Essigsdure wurden die 4,9 g Fraktion A in 30 ml TFEt gelost und bei 0° zu 300 ml einer 5proz.
wisserigen NaHCOs-Losung zugetropft. Es wurde 15 Min. bei 0° geriihrt, abfiltriert, der Nieder-
schlag getrocknet und diese Behandlung wiederholt. Das Produkt (4,4 g) war jetzt frei von Essigsdure
(GC.-Bestimmung) und Chloriden (Titration mit AgNOgz). DC. des geschiitzten Peptids auf Kieselgel
mit den Systemen 3, 45, 52A und 100, und des freien Peptids auf Cellulose mit den Systemen 45, 101,
112A und 155.

Geschiitztes, grosses H-Peptid VII. 1,87 g (0,34 mmol) Hydrogencarbonat von V, 0,82 g (0,46
mmol) VI [7] und 0,42 g (2,73 mmol) HOBt + H2O wurden in trockenem Zustand vermischt und fein
zerrieben. Nach Zugabe von 6,5 ml DMF wurde bei 25° geriihrt, bis sich eine klare, hochviskose
Losung bildete. Man kiihlte auf 0°, gab eine Losung von 0,28 g (1,37 mmol) DCCI in 2,5 ml DMF
zu und liess bei 0° stehen. Geméss DC. war bereits nach 15 Std. praktisch kein V mehr vorhanden.
Nach 18 Std. bei 0° und 5 Std. bei 25° wurde mit 10 ml DMF verdiinnt und bei 0° unter starkem
Rithren in 200 ml Sproz. NaHCOs-Losung eingetropft. Die feinflockige Fillung wurde abfiltriert,
mit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Zur Riickwandlung der N(Im)-Amidino-histidin-
derivate wurde in 140 ml TFEt und 7 ml Eisessig gelost, 45 Min. auf 50° erwirmt, auf ein kleines
Volumen eingeengt und nach Zugabe von Eisessig lyophilisiert. Der Riickstand wurde in 30 ml
Eisessig gelost und durch Eintropfen in 300 ml Ather gefillt. 2,8 g des erhaltenen amorphen Pulvers
wurden im System Methanol/Wasser/Eisessig/Athylenchlorid/Chloroform 45:12:3:55:15 mit Pha-
senvolumina von je 10 ml verteilt; nach 1000 Stufen liessen sich aus den Elementen Nr. 536-585 durch
Einengen unter Zugabe von Eisessig und Lyophilisieren 1,74 g VII als Acetat isolieren. DC. des ge-
schiitzten Peptids auf Kieselgel mit den Systemen 3, 45, 52A und 100,und des freien Peptids auf
Cellulose mit den Systemen 101, 112A, 155.

Uberfiihrung von VII in X, Weg A. 293 mg VII (40 wmol, ber. als Triacetat) wurden mit 15 ml
95proz. Trifluoressigsdure (50fache Menge) 1 Std. bei 30° belassen und dann unter Kithlung mit
8 ml Wasser versetzt. Diese Losung wurde innert 8-9 Min. unter Riihren bei RT. zu der Lésung
von 345 mg Jod (1,36 mmol) in 80 ml Eisessig, 27 ml Wasser und 240 1 1N HCI getropft. Nach-
gewaschen wurde 2x mit 2 ml Eisessig. Nach weiteren 8 Min. wurde mit 1,6 ml 1M Ascorbinsdure
und 6 ml 0,5M Natriumacetat versetzt, wodurch rasch Entfirbung eintrat. Die Losung wurde an
Sephadex G 25 (medium) in 50proz. Essigsiure entsalzt (Sdule 4 x 70 cm). Die peptidhaltige Fraktion
wurde bei 30° stark eingeengt und der Rest lyophilisiert. Das erhaltene Material (257 mg) wurde im
System 1-Butanol/Pyridin/0,1% Essigsdure 5:3:11 [31] tiber 1200 Stufen verteilt. Nach 600 Ver-
teilungsschritten wurde ein Nebenprodukt mit K=1,25 abgetrennt (55 mg; 24%), welches als das
[D-Tyrosin B16]-Stereoisomere von X identifiziert wurde (sieche unten). Die Insulin-haltige Fraktion
(K=0,84) wurde stark eingeengt und aus verdiinnter Essigsdure lyophilisiert. Da dieses Material
(127 mg) noch mit lipophilen Nebenprodukten (ca. 10%) verunreinigt war, wurde es weitergereinigt:
707 mg (aus mehreren Verteilungsansitzen im ersten System vereinigte Fraktionen) wurden im
System #-Butylalkohol/1M Ammoniumacetat/CHCls 10:10:0,5 mit Phasenvolumina von je 3 ml
iiber 1400 Stufen verteilt (K=0,36). Es wurde zuletzt unter Zusatz von r-Butylalkohol und Eisessig
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zu einem Sirup eingeengt, das Ammoniumacetat auskristallisiert und bei 40° i. HV. wegsublimiert,
der Riickstand in 0,5N Essigsiure gelost und lyophilisiert. Man erhielt so 629 mg (49%) reines,
synthetisches Humaninsulin (X) als amorphes Pulver.

Uberfiihrung von VII in X, Weg B. 293 mg VII (40 pmol, gleiche Qualitiit wie oben), geldst in
18 ml Eisessig und 5 ml Wasser, wurden unter starkem Rithren in 9 Min. zu einer L6sung von 510 mg
Jod (2 mmol) in 120 ml Eisessig, 55 ml Wasser und 240 1 1N HCI getropft. Es wurde 2 x mit 2 ml
Eisessig nachgewaschen und noch 8 Min. reagieren gelassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
4 ml 0,5M Ascorbinsiure gestoppt, mit 4,3 ml 1M Natriumacetat versetzt und sofort an Sephadex
G 25 (medium) entsalzt (Sdule 4 x 80 cm, in 50proz. Essigsdure). Die Insulin-haltige Fraktion wurde
eingeengt und lyophilisiert (288 mg). Dieses Material wurde 2 Std. mit 15 ml 95proz. Trifluoressig-
siure bei 30° behandelt, eingeengt und durch Eintropfen in Ather gefillt. Das erhaltene Trifluor-
acetat (268 mg) wurde in 7 ml 0,05N Essigsidure gelost, durch Amberlite IR45 in der Acetatform
filtriert und das Acetat durch Lyophilisieren isoliert (240 mg). Das Produkt wurde wie oben im 1.
Verteilungssystem gereinigt. Vom Nebenprodukt mit K=1,25 wurden nach 600 Stufen 47 mg=20%
abgetrennt, von X (ebenfalls noch schwach verunreinigt) wurden nach 1000 Stufen 121 mg erhalten.

Mikromethode zur Abklirung der besten Bedingungen fiir die Uberfiihrung von VIII in X. 0,65 ml
einer Losung des grossen, freien H-Peptids in 50proz. Essigsdure, welche nach UV.-Spektrum®9)
0,12 pmol (ca. 0,7 mg) Peptid enthielt, wurde unter Rithren zu 0,24 ml 0,1M Jod in Eisessig, 0,31 ml
50proz. Essigsidure und 15 pl 1N HCI getropft, 10 Min. bei RT. belassen, darauf mit 1M Ascorbin-
sdure entfirbt und an Sephadex G 25 (medium) entsalzt (Sdule 45 ml). Die Insulin-haltige Fraktion
wurde isoliert, der Peptidgehalt durch UV.-Messung und der Reinheitsgrad des Insulins mittels
halbquantitativer DC. bestimmt. Mit dieser Methode wurde der Einfluss der wichtigsten Faktoren,
wie Konzentration des Edukts, Jodmenge, Reaktionsdauer, Essigsiure/Wasser-Verhiltnis und
Siurestirke, ermittelt.

[D-Tyrosin Bl6)-Humaninsulin. Dieses Stereoisomere unterschied sich vom Humaninsulin X
durch sein merklich lipophileres Verhalten: Durch Verteilung liess es sich leicht von X abtrennen
(s. oben), und im DC. wies es hohere Rf-Werte, bei EP. auf Celluloseacetat kleinere Laufstrecken
als X auf (s. Tabelle 2). Nach Totalhydrolyse wurden korrekte Aminosdureverhiltnisse gefunden.
Nach Abbau mit L-Aminosdure-Oxydase aus Schlangengift gemiss [2] blieben 27% p-Tyrosin iibrig,
entsprechend 1 von insgesamt 4 Tyrosinresten, zuziiglich spurenweiser Racemisierung wihrend der
Totalhydrolyse. Das [D-Tyrosin Bl16]-Humaninsulin konnte als Zinkkomplex nicht kristallisiert wer-
den. Uber die biologischen Eigenschaften wird an anderer Stelle berichtet werden.

Tabelle 2. Vergleich verschiedener freier Peptide

DC. EP.

System 112E2)  System 1552) pH 1,97) pH 8,6%)
Sequenz B(1-16) 0,72 0,52 -5,8 +4,7
Kleines H-Peptid 0,32 0,16 —6,0 +4,0
Mittleres H-Peptid 0,30 0,20 -5, +3,7
Grosses H-Peptid 0,34 0,24 —32 +4,0
Humanisulin (X) 0,23 0,12 —-53 +5,4
[D-Tyrosin-B16]-Humaninsulin 0,26 0,14 —4,5 +4,1

a)  Rf-Werte bei DC. auf Cellulose.
b) Laufstrecken in cm bei EP. auf Celluloseacetatfolien bet pH 1,9 (90 Min.) bzw. 8,6 (120 Min.)
und 20 V/cm.

6)  Mit Schweine-Insulin wurde in 50proz. Essigsdure ein e-Wert von 5,8 - 103 ermittelt (Amax 277 nm).
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