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I m  Besitze einer einfachen Methode zur selektiven Acylierung yon 
Hydroxylgruppen yon Oxyaminoverbindungen (rnit nicht terti~rer 
Aminogruppe), deren Brauchbarkeit  sich nicht nut  in der Phenyl-alkanol- 
aminreihe 1, sondern auch an biogenen Oxyarninoverbindungen ganz anderer 
Typen wie Aneurin, ferner einer Aminos/~ure und ihres Dipeptides 
(Tyrosin und Glycyltyrosin) ~ bew/ihrt hatte, schien es interessant, der 
Frvge der partiellen AcyIierung des Insulins n~iherzutreten. Zweek dieser 
Zeilen soll es nicht nur sein, unsere Befunde mitzuteilen, sondern auch, da 
sie nur an sehr kleinen Insulinmengen erhoben werden konnten, zu einer 
erwiinschten Naehpriifung dutch andere Anlal~ zu geben. 

Versuche zur pa.rtiellen Acetylierung yon proteinartigen Wirkstoffen 
wurden bereits am Pepsin a, Insulin 4 und am Tab~krnosaikvirus ~ u 
genommen. Allen Versuchen ist die Anwendung yon Keten gemeinsam, 
yon welehem erkannt wurde, da[t es zuerst die Aminogruppen erfaftt und 
erst nach l~ingerer Einwirkungszeit die phenolischen Hydroxylgruppen 
der Tyrosinreste acetyliert. Zur analytischen Verfolgung dieser stufen- 
weisen Aeetylierung benfitzte Herr io t  ~ die Abnahme des freien Amino- 
stiekstoffs naeh v a n  S l y k e ,  anderseits die Abnahme der freien Tyrosin- 
hydroxyle, bes t immt naeh Fol in -  W u .  Von S te rn  4 wurde dieselbe Arbei~s- 
methodik, sowohl die priiparative als aueh die analytisehe auf das Insulin 
tibertragen. 

1 H.  Bretschneider, Mh. Chem. 76, 368 (1946). 
2 H Bretschneider, Mh. Chem. 81, 647 (1950). 
a R.  M .  Herriot ,  J. gen. Physiol. 19, 283 (1935). 
4 K . G .  Stern,  J. biol. Chemistry 122, 371 (1938). 

G. Schra~zm, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 274, 267 (1942). 
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Der bioehemisehe bzw. biologisehe Effekt der stufenweisen Acety- 
lierung von Pepsin, gemessen an der fermentativen F~higkeit in vitro 
und yon Insulin, gemessen an der Blutzuckererniedrigung in xdvo, ist 
naeh genannten Autoren ein para.lleler. Zunehmender Aeetylierungsgrad 
sehwSeht die Wirksamkeit anseheinend nieht, solange nut  Aminogruppen 
erfagt werden, w~hrend naeh Aeetylierung der Tyrosinreste ein starker 
Abfall der Wirksamkeit zu beobaehten ist. Es wurde daraus der Sehlug 
gezogen, dab freie Tyrosinreste essentiell fiir die physiologisehe Wirksam- 
keit der beiden genannten Stoffe sind. 

Dieser Sehlug beztiglieh der Bedeutung freier Tyrosinreste ersehien 
im Falle des Insulins einer Uberprfifung wert. Versuehe am Adrenali,1 
hatten na.mlieh gezeigt, dab dutch die partielle Aeetylierung der Phenol- 
hydroxyle zum 3,4-Diaeetoxyadrenalin ~ ein yon Adrenalin pharmako- 
logiseh nieht unterseheidbarer K6rper entstanden warY; das heigt, dab 
der Organismus wahrseheinlieh die Ffihigkeit besitzt, solehe Phenol- 
aeetylgruppen raseh abzuspalten; ein gleiehes w~re danaeh yon einem 
aeetylierten Insulin zu erwarten, welches ebenfalls parenteral verabfolgt 
wird. Es seheint somit durehaus m6glieh, dab bei der prolongiert,en 
Ketenein,~irkung auf Insulin auger Tyrosinresten noeh andere funktionelle 
Gruppen, welehe essentiell sein k6nnten (z. B. Gua.nidinoreste), mit er- 
fal3t wurden. D~g bei Pepsin eine Wirkungsabnahme gefunden wird, ist 
bei der in-vitro-Prfifung desselben verst~tndlieh. 

Wir versuehten daher, Insulin (I) in ~hnlieher Weise, wie sie zur Dar- 
stellung des 0-Aeetyl-glyeyltyrosinhydroehlorids besehrieben, zu aeety- 
lieren. Das in HCl-ges~ttigtem Eisessig suspendierte Insulin wird mit 
Aeetylehlorid reagieren gelassen und darauf der Troekenrest auf sehonende 
Weise hergestellt (II). In ~hnlieher Weise wurde ein Insulinpr~parat der- 
selben Herkunft mit Eisessig-Chlorwasserstoff allein behandelt (III). Das 
erste Produkt (II) erwies sich als in Wasser wesentlieh sehlechter 15slieh 
als das zweite (III). Zur Prtifung des Aeetylierungsgrades bedienten wir 
uns der yon Herriot a ausgearbeiteten Methodik, die eine zirka 80~ige 
Aeetylierung der Tyrosinreste anzeigte. Ein Pr~iparat ungefiihr desselben 
:keetylierungsgrades (87~o) yon K.  G. Stern 4 zeigte nut mehr 0,6 Ein- 
heiten pro mg. Die physiologisehe Priifung unseres Aeetylinsulins (II), 
far die wit Herrn Professor Schaumann aueh an dieser Stelle danken 
m6ehten, zeigte im Vergleieh nfit nnbehandeltem Insulin (I) und Chlor- 
wa.sserstofLEisessig behandeltem Insulin (III) praktiseh ]ceine Abnahme 
der Aktivitfi.t. Damit erseheint folgendes bewiesen: 1. die partielle 
Aeetylierung der freien Phenolhydroxyle der Tyrosinreste des Insulins 
beeinflugt dessert hormonale Wirksamkeit nicht. 2. Die Methode der 

H. Bretschne~;der, Mh. Chem. 77, 385 (1947). 
7 Privatmittlg. yon weiland Prof. Dr. R. R6/31er, Wien. 
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Salzaeylierung ist erstaunlieherweise aueh auf einen in mancher  Hinsicht  
so labilen Eiweifik6rper wie Insu l in  i ibertragbar*. 

Experimenteller Teil. 
(K. Biemann.) 

A e e t y l i e r u n g  y o n  I n s u l i n  i n  s a l z s ~ u r e - g e s / ~ t t i g t e m  
E i s e s s i g  m i t  A c e t y l c h l o r i d .  

2real ausgefrorener Eisessig wurde mit  trockenem Chlorwasserstoff 
gesgttigt. In  1,5 ecru davon wurden 20 mg kristallisiertes Insul in (I) sus- 
pendiert, das aber nttr teilweise in L6sung ging. Auf Zusatz yon 0,5 cem 
Acetylehlorid t ra t  Trfibung ein; das Reaktionsgemisch erw/irmte sich 
praktiseh nieht. Naeh mehrstiindigem Stehen unt.er Sitikagelversehlufa 
wurde das ungel6ste, zusammengebackene Insulin noehmals mit  einem Gins- 
stab zerrieben, um eine bessere Verteilung zu erzielen. 

Naeh insgesamt 18stfindigem Stehen wurde das Reaktionsgemiseh im 
Vakuumexsikkator iiber Silikagel entgast und dabei aueh das Aeetylehlorid 
abgedampft. Dureh die Verdunstungsk/ilte erstarrte der Eisessig und wurde 
dann  zur Sehonung des Insulins im Eisverdampfer entfernt. Der Rfiekstand 
wurde 3mal mit  absol. Nther verrieben, abgehebert und getroeknet. 

Es resultierte ein Pulver, das sigh in reinem Wasser und - -  im Gegensatz 
zum Ausgangsmaterial - -  in n/1000 Salzsgure nieht gut 16ste: (II). 

f nsul  in-  C hlor h ydr~t. 

Um die Einwirkung von Eisessig-HC1 allein auf Insul in bez/iglieh L6s- 
lichkeit, pbysiologischer Aktivit~t und ehemischer l~eaktionen festzustelten, 
wurde Insul in gleicher Herkunft  s genau so behandelt wie im oben beschrie- 
benen Versuch, mit  dem Unterschied, dal3 kein Acetylehlorid zugesetzt wurde. 

Es resultierte ein Produkt (III) gleiehen Aussehens, das sich ]edoeh 
yon (II) wie auch vom Ausgangsmaterial dureh die gute LSsliehkeit in reinem 
Wasser unterseheide~. 

Pri i]ung des Acetyl ierungsgrades mi t  Folin-Reagens% 

Diese Methodik wurde yon Herriot  3 beschrieben und  aueh yon K .  G. Stern ~ 
zur Priifung des Acetyliertmgsgrades der Tyrosingruppen seiner Acetyl- 
insulin-Pr~parate verwendet. 

* A n m e r k u n g  bei der KorreI~tur. Erst  kfirzlieh (MSxz 1951) wurde uns 
dureh das Entgegenkommen der NOVO Terapeutisk Laboratorium A/S, 
Kopenhagen, eine sehr interessante Arbeit yon K .  Hal las-M6l ler  (NYT 
Nordisk Forlag, Arnold Busek, Kopenhagen 1945) fiber die Acylierung 
yon Insul in  durch Phenylisoeyanat in] Original bekannt ,  die zur Auf- 
f indung eines neuen protrahiert wirkenden Insulinderivates f(ihrte. An- 
1/~13[ich der Diskussion anderer Acylierungsreaktionen (S. 178) kommt der 
Autor beziigiich der Deutung der Ketenversuehe von K .  G. S tern  und 
A .  Whi tes  zu der gleiehen Annahme, wie sic von uns oben ge/iul~ert wurde: 
, ,With a longer reaction (se. of the Ketene) the phenolic groups are 
attacked, and prior to this, or perhaps parallel with it, the guanidine groups, 
the result being inactivat ion".  

s Insulin, Internat ional  Standard, 1 mg = 22 I E., National Inst i tute  
of Medical Research, London, NW 3. 

9 tOol~n_Ciocalteu, j .  biol. Chemistry 73, 627 (1929). 
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Die iVlessung naeh der sogenannten ,,pH 8-Methode" wurde prinzipiell 
gleieh wie yon Herriot angegeben, ausgefiihrt. Jedoch wurde einerseits wegen 
der SchwerlSslichkeit des Insulins bei diesem pH eine Endkonzentrat ion 
yon 6 m Harnstoff  hergesteltt (was auch Stern bereits angibt) nnd anderseits 
aus praktischen Griinden die Konzentrat ion der Einzelbestandteile etwas 
vergndert, ohne jedoeh an der endgiiltigen Zusammensetzung der Mel315sung 
etwas zu gndern. Als Testsubstanz wurde Tyrosin und zum Vergleich das 
in einer vorhergehenden Arbeit ~ beschriebene O-Acetyl-tyrosin-hydrochlorid 
verwendet. 

Verwendete L6sungen: Von Tyrosin und Aeetyltyrosin kamen Stamm- 
16sungen zur Verwendung (B, C), wghrend von den Insulinproben Einwaagen 
gemacht wurden, die zur Erreiehung eines gleichen Endvolumens in der 
entspreehenden Menge Harnstoffl6sung (A) gel6st wurden. 

A: 60%ige HarnstofflSsung. 
B: 1-Tyrosin: 10,507 mg und 4,7 cem 0,0124 n HC1 ad 100,0 ecru LSsung A 

(1 ecru = 0,105 mg 1-Tyrosin). 
C: O-Aeetyltyrosin-Hydrochlorid: 6,595mg ad 50,0ecru LSsung A 

(1 eem = 0,132 mg Ace ty l ty ros in - t IC1-  0,0916 mg Tyrosin). 
D: Folin-Reagens (1 Tell) mit  Wasser (4 Teile) verdiinnt. 
E:  Phosphatpuffer:  60 ccm 0,5 m K2HPO4, 34 cem n NaOIaI und 6 ecru 

Wasser. 
Zur kolorimetrischen Best immung wurden nun 3,0 eem B (bzw. 3,0 ccm C 

oder eine 0,3 mg Tyrosin entspreehende Insulinmenge 10 in 3,0 ecru A) mit  
4,5 ecm A, 2,5 eem D und 2,5 ecru E versetzt  und die Farbintensi tgt  (bei 
~. = 460 und E = 0,75) mi t  dem Leitz-Photometer gemessen. Bei Zimmer- 
temp. vergnderte sich der Wert  naeh 30 Mill. nieht mehr und wurde abge- 
lesen. Die L6sungen zeigten einen pH-Wert  yon 8. 

Da die L6sung auch ohne Tyrosiu bzw. Insulin eine sehwache Blaufgrbung 
zeigte, wurde aueh dieser Leerwert und zwei weitere, niedere Tyrosinkonzen- 
trat ionen gemessen, um den Tyrosingehalt der Probel6sungen graphisch 
ermitteln zu k6nnen (Eiehkurve Abb. 1 und Tabelle 1). 

Tabelle I. Zusammenstellung der Melaergebnisse (alle Messungen 
am Photometer naeh Leitz mit Filter ), = 460, Extinktion = 0,75). 

Nr. Einwaage 

1-Tyrosin . . . . . . . . . . . . . .  
7 ,  . . . . . . . . . . . . . .  

leer . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
O-Acetyl-tyrosin-HC1 ..  
Insulin : 

(I) . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(11) . . . . . . . . . . . . . . . .  
( i i i )  . . . . . . . . . . . . . . . .  

in mg 

0,315 
0,063 
0,0315 

0,39311 

2,622 
2,293 
2,661 

Ablesung 
] ] a m  

4,8 
17,9 
22,0 
27,5 
22,4 

5,85 
19,2 

5,7 

Tyrosin 

inmg :] in%h'ei 

0,026 

0,289 
0,051 
0,297 

9,45 ~2 

11,012, 13 
2,2212 

11,1512 

in% 
acetylier~ 

90,5512 

801~ 

I0 Berechnet unter Annahmeeines Tyrosingehaltes des Insulins yon 12~ . 
Vgl. H. Fraenkel-Conrat, Ann. Rev. Bioehem. 12, 276 (1943). 

11 Is~ 0,275 rng Tyrosin gquivalent. 
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Abb. 1. Eichkurve zur kolorimetrischen 
Tyrosinbestimmung (vgl. Tab. 1). 

Biologische Pr t i fung (durch- 
gefi ihrt  von  Prof.  Dr.  O. Schau-  
m a n n ,  Pharmakognos t i sches  In- 
s t i tu t  Innsbruck)  : 

Geprtif t  wurde  das Aeetyl -  
de r iva t  (I1), das n u t  m i t  Eis- 
essig-Salzs/~ure behandel~e Pro- 
d u k t  ( I I I )  und  z u m  Vergleieh 
das  als Ausgangsmater ia l  ver-  
wende te  Insu l in  (I). 

Es  wurden  LSsungen yon  (I) 
und  (1II) bei  p H  4,0, en tha l t end  
0 , t 92mg/ccm,  hergestel l t .  (II)  
16ste sich auch bei  d iesem p H  
nur  teilweise, es wurde  daher  in 
Suspension inj izier t .  

Aus Tabel le  2 ist  ersiehtlich, 
dab beide Produkte ,  (II) und  
(II1), p rak t i sch  keine Verminde-  
rung  der hormona len  Wirksam-  
kei t  gegeniiber  (I) zeigen. 

Tabel le  2. B l u t z u c k e r s e n k u n g  a m  K a n i n c h e n .  

LSsu~gen 

(i) 
(i1) 

(111) 

Wasser 

0,911 I 4,64 
0,986 4,98 
0,917 4,67 

ccm 

n/100HC1 

0,11 
0,15 
0,10 

1ag/ccm 

0,192 
0,192 
0,192 

B h t z u c k e r :  in rag-%.  

pH 

4,0 
3,5 
4,2 

Stdn. (I) I (II) ( l id 
A B I A B A 

108 88,5 112 87 124 
80 63,5 93 61 7815 
- -  61,5 - -  67,5 - -  

107 1 7 7  112 65,5 117 
- -  l 73 - -  86,5 - -  

Versuchsreihen:  A = 12. 4. 1949; B = 13.4.  1949. 

18 Bezogen ~uf E inwaage .  
la Sol lwert  nach  H .  Fraenke l -Conrat ,  I. c. 12%. 
14 Bezogen auf  im Insul in  en tha l tenes  Tyrosin .  
15 F~l l t  heraus.  

92,5 
61,5 
63,5 
5215 
87 


