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Im Besitze einer einfachen Methode zur selektiven Acylierung von
Hydroxylgruppen von Oxyaminoverbindungen (mit nicht tertidrer
Aminogruppe), deren Brauchbarkeit sich nicht nur in der Phenyl-alkanol-
aminreihe?, sondern auch an biogenen Oxyaminoverbindungen ganz anderer
Typen wie Aneurin, ferner einer Aminosdure und ihres Dipeptides
(Tyrosin und Glycyltyrosin)? bewdhrt hatte, schien es interessant, der
Frage der partiellen Acylierung des Insulins niherzutreten. Zweck 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 Nachpriiffung durch andere AnlaB} zu geben.

Versuche zur partiellen Acetylierung von proteinartigen Wirkstoffen
wurden bereits am Pepsin®, Insulin* und am Tabakmosaikvirus® vor-
genommen. Allen Versuchen ist die Anwendung von Keten gemeinsam,
von welchem erkannt wurde, dall es zuerst die Aminogruppen erfallt und
erst nach langerer Einwirkungszeit die phenolischen Hydroxylgruppen
der Tyrosinreste acetyliert. Zur andlytischen Verfolgung dieser stufen-
weisen Acetylierung beniitzte Herriot® die Abnahme des freien Amino-
stickstoffs nach wan Slyke, anderseits die Abnahme der freien Tyrosin-
hydroxyle, bestimmt nach Folin- Wu. Von Stern* wurde dieselbe Arbeits-
methodik, sowohl die priparative als auch die analytische auf das Insulin
iibertragen.
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Der biochemische bzw. biologische Effekt der stufenweisen Acety-
lierung von Pepsin, gemessen an der fermentativen Fahigkeit in vitro
und von Insulin, gemessen an der Blutzuckererniedrigung in vivo, ist
nach genannten Autoren ein paralleler. Zunehmender Acetylierungsgrad
schwicht die Wirksamkeit anscheinend nicht, solange nur Aminogruppen
erfafit werden, wihrend nach Acetylierung der Tyrosinreste ein starker
Abfall der Wirksamkeit zuu beobachten ist. Es wurde daraus der Schluf
gezogen, daf} freie Tyrosinreste essentiell fiir die physiologische Wirksam-
keit der beiden genannten Stoffe sind.

Dieser SchluBl beziiglich der Bedeutung freier Tyrosinreste erschien
im Falle des Insulins einer Uberpriifung wert. Versuche am Adrenalin
hatten nidmliich gezeigt, dall durch die partielle Acetylierung der Phenol-
hydroxyle zum 3,4-Diacetoxyadrenalin® ein von Adrenalin pharmako-
logisch nicht unterscheidbarer Korper entstanden war?; das heiflt, daB
der Organismus wahrscheinlich die Fahigkeit besitzt, solche Phenol-
acetylgruppen rasch abzuspalten; ein gleiches wire danach von einem
acetylierten Insulin zu erwarten, welches ebenfalls parenteral verabfolgt
wird. Es scheint somit durchaus moglich, daB bei der prolongierten
Keteneinwirkung auf Insulin auller Tyrosinresten noch andere funktionelle
Gruppen, welche essentiell sein kénnten (z. B. Guanidinoreste}, mit er-
faBt wurden. Dall bei Pepsin eine Wirkungsabnahme gefunden wird, ist
bei der in-vitro-Priifung desselben verstidndlich.

Wir versuchten daher, Insulin (I) in dhnlicher Weise, wie sie zur Dar-
stellung des 0-Acetyl-glycyltyrosinhydrochlorids beschrieben, zu acety-
lieren. Das in HCl-gesittigtem Eisessig suspendierte Insulin wird mit
Acetylchlorid reagieren gelassen und darauf der Trockenrest auf schonende
Weise hergestellt (II). In dhnlicher Weise wurde ein Insulinpréparat der-
selben Herkunft mit Eisessig-Chlorwasserstoff allein behandelt (I1I). Das
erste Produkt (II) erwies sich als in Wasser wesentlich schlechter loslich
als das zweite (III). Zur Priifung des Acetylierungsgrades bedienten wir
uns der von Herriot® ausgearbeiteten Methodik, die eine zirka 80%ige
Acetylierung der Tyrosinreste anzeigte. Ein Préparat ungefahr desselben
Acetylierungsgrades (879%,) von K. @. Stern* zeigte nur mehr 0,6 Ein-
beiten pro mg. Die physiologische Priifung unseres Acetylinsuling (IT),
fiur die wir Herrn Professor Schaumann auch an dieser Stelle danken
mdchten, zeigte im Vergleich mit nnbehandeltem Insulin (I) und Chlor-
wasserstoff- Hisessig behandeltem Insulin (III) praktisch keine Abnahme
der Aktivitit. Damit erscheint folgendes bewiesen: 1. die partielle
Acetylierung der freien Phenolhydroxyle der Tyrosinreste des Insulins
beeinfluit dessen hormonale Wirksamkeit nicht. 2. Die Methode der

8 H. Bretschneider, Mh. Chem. 77, 385 (1947).
“ Privatmittlg. von weiland Prof. Dr. R. Réf8ler, Wien.
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Salzacylierung ist erstaunlicherweise auch auf einen in mancher Hinsicht
so labilen Eiweiflkérper wie Insulin iibertraghar*.

Experimenteller Teil.

(K. Biemann.)

Acetylierung von Insulin in salzsédure-gesédttigtem
Eisessig mit Acetylchlorid.

2mal ausgefrorener Kisessig wurde mit trockenem Chlorwasserstoff
gesdttigt. In 1,56 cermn davon wurden 20 mg kristallisiertes Insulin (I) sus-
pendiert, das aber nur teilweise in Loésung ging. Auf Zusatz von 0,5 ccm
Acetylchlorid trat Tribung ein; das Reaktionsgemisch erwarmte gich
praktisch nicht. Nach mehrstindigem Stehen unter Silikagelverschiuf3
wurde das ungelste, zusammengebackene Insulin nochmals mit einem Glas-
stab zerrieben, um eine bessere Verteilung zu erzielen.

Nach insgesamt 18stindigem Stehen wurde das Reaktionsgemisch im
Vakuumexsikkator iiber Silikagel entgast und dabei auch das Acetylehlorid
abgedampft. Durch die Verdunstungskilte erstarrte der Eisessig und wurde
dann zur Schonung des Insulins im Hisverdampfer entfernt. Der Riickstand
wurde 3mal mit absol. Ather verrieben, abgehebert und getrocknet.

Es resultierte ein Pulver, das sich in reinem Wasser und — im Gegensatz
zum Ausgangsmaterial — in n/1000 Salzsdure nicht gut loste: (II).

Insulin-Chlorhydrat.

Um die Einwirkung von Eisessig-HCl allein auf Insulin beziglich Los-
lichkeit, physiologischer Aktivitét und chernischer Reaktionen festzustellen,
wurde Insulin gleicher Herkunft® genau so behandelt wie im oben beschrie-
benen Versuch, mit dem Unterschied, daB kein Acetylchlorid zugesetzt wurde.

Es resultierte ein Produkt (I1T) gleichen Aussehens, das sich jedoch
von (I1) wie auch vom Ausgangsmaterial durch die gute Ldslichkeit in reinem
Wasser unterscheidet.

Priifung des Acetylierungsgrades mit Folin-Reagens®.

Diese Methodik wurde von Herriot® beschrieben und auch von K. G. Sternt
zur Priifung des Acetylierungsgrades der Tyrosingruppen seiner Acetyl-
insulin-Préaparate verwendet.

* Anmerkung bei der Korrektur. Erst kurzlich (Mérz 1951) wurde uns
durch das Entgegenkommen der NOVO Terapeutisk Laboratorium A/S,
Kopenhagen, eine sehr interessante Arbeit von K. Hallas-Moller (NYT
Nordisk Forlag, Arnold Busck, Kopenhagen 1945) iber die Acylierung
von Insulin durch Phenylisocyanat im Original bekannt, die zur Auf-
findung eines mneuen protrahiert wirkenden Insulinderivates fithrte. An-
liBlich der Diskussion anderer Acylierungsreaktionen (8. 178) kommt der
Autor beziiglich der Deutung der Ketenversuche von K. G. Stern und
A. Whites zu der gleichen Annahme, wie sie von uns oben geduflert wurde:
,»With a longer reaction (sc. of the Ketene) the phenolic groups are
attacked, and prior to this, or perhaps parallel with it, the guanidine groups,
the result being inactivation‘‘.

8 Ingulin, International Standard, 1 mg = 221 E., National Institute
of Medical Research, London, NW 3.

9 Folin-Criocalten, J. biol. Chemistry 73, 627 (1929).
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Die Messung nach der sogenannten ,,pH 8-Methode* wurde prinzipiell
gleich wie von Herriot angegeben, ausgefithrt. Jedoch wurde einerseits wegen
der Schwerldslichkeit des Insulins bei diesem pH eine Endkonzentration
von 6 m Harnstoff hergestellt (was auch Stern bereits angibt) und anderseits
aus praktischen Grinden die Konzentration der Einzelbestandteile etwas
verandert, ohne jedoch an der endgiiltigen Zusammensetzung der MeB16sung
etwas zu dndern. Als Testsubstanz wurde Tyrosin und zum Vergleich das
in einer vorhergehenden Arbeit? beschriebene O-Acetyl-tyrosin-hydrochlorid
verwendet.

Verwendete Lisungen: Von Tyrosin und Acetyltyrosin kamen Stamm-
lésungen zur Verwendung (B, C), wihrend von den Insulinproben Einwaagen
gemacht wurden, die zur Erreichung eines gleichen Endvolumens in der
entsprechenden Menge Harnstofflésung (A) gelést wurden.

A: 609%ige Harnstofflosung.

B: 1-Tyrosin: 10,507 mg und 4,7 cem 0,0124 n HCL ad 100,0 cem Losung A
(1 coem = 0,105 mg 1-Tyrosin).

C: O-Acetyltyrosin-Hydrochlorid: 6,595 mg ad 50,0 ccm Lésung A
(1 cem = 0,132 mg Acetyltyrosin-HCl = 0,0916 mg Tyrosin).

D: Folin-Reagens (1 Teil) mit Wasser (4 Teile) verdinnt.

E: Phosphatpuffer: 60 cem 0,5 m K,HPO,, 34 ccm n NaOH und 6 cem
Wasser.

Zur kolorimetrischen Bestimmung wurden nun 3,0 ccm B (bzw. 3,0 cem C
oder eine 0,3 mg Tyrosin entsprechende Insulinmenge® in 3,0 ccrn A) mit
4,5cem A, 2,6 ccm D und 2,5 cem E versetzt und die Farbintensitat (bei
4 = 460 und ¥ = 0,75) mit dem Leitz-Photometer gemessen. Bei Zimmer-
temp. verdnderte sich der Wert nach 30 Min. nicht mehr und wurde abge-
lesen. Die Ldsungen zeigten einen pH-Wert von 8.

Da die Losung auch ohne Tyrosin bzw. Insulin eine schwache Blaufirbung
zeigte, wurde auch dieser Leerwert und zwei weitere, niedere Tyrosinkonzen-
trationen gemessen, um den Tyrosingehalt der Probelésungen graphisch
ermitteln zu kénnen (Eichkurve Abb. 1 und Tabelle 1).

Tabelle 1. Zusammenstellung der MeBergebnisse (alle Messungen
am Photometer nach Leitz mit Filter 4 = 460, Extinktion = 0,75).

Tyrosin
Nr. Einwaage in mg Abﬁimg } I in% T
mmg © in% frei acetyl?ert
i
L{ LTyrosin. ............. 0,315 48 ? ‘
2 e e 0,063 17,9 ‘
3 e 0,0315 | 22,0
4 leer ...l — 27,5
5 | O-Acetyl-tyrosin-HCL ..| 0,3931 | 22,4 | 0,026 i 9,452 | 90,551
6 ! Insulin: | ‘
4 P, 2,622 5,85 | 0,289 | 11,012 12
7 (ITy ...l 2,293 19,2 0,051 | 2,2212 8014
[ 5 2,661 5,7 0,297 11,1512

¢ Berechnet unter Annahme eines Tyrosingehaltes des Insulins von 129%,.
Vgl. H. Fraenkel-Conrat, Ann. Rev. Biochem. 12, 276 (1943)
3 Ist 0,275 mg Tyrosin dquivalent.
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Biologische Priiffung (durch-
gefihrt von Prof. Dr. 0. Schau-
200 mann, Pharmakognostisches In-
stitut Innsbruck):

Gepruft wurde das Acetyl-
derivat (II), das nur mit Fis-
essig-Salzsdure behandelte Pro-

S dukt (ITI) und zum Vergleich
NG das als Ausgangsmaterial ver-
3 wendete Insulin (I).

kS Es wurden Lésungen von (I)
X707 und (I1I) bei pH 4,0, enthaltend
S 0,192mg/cem, hergestellt.  (IT)

£y léste sich auch bei diesem pH
aor 4 nur teilweise, es wurde daher in
Suspension injiziert.
, , , ) Aus Tabelle 2 ist ersichtlich,
99 49 276~ 360 pTyresin daB beide Produkte, (II) und
(II1), praktisch keine Verminde-
AbD. 1. Eichkurve zur kolorimetrischen rung der hormonalen Wirksam-
Tyrosinbestimmung (vgl. Tab. 1). ) X N .
keit gegeniiber (I) zeigen.

Tabelle 2. Blutzuckersenkung am Kaninchen.

ccem

Lasungen mg mg/eem pH

Wasser \ n/100 HCL

(I) 0,911 4,64 | 0,11 0,192 4,0

1D) 0,986 4,98 0,15 0,192 3,5
(I11) 0,917 4,67 0,10 0,192 4,2
Blutzucker: in mg-%.

(3] (In) ain
Stan. |

A | B A B A | B
0 108 88,5 112 87 124 92,5
1 80 63,5 93 61 7815 61,5
2 — 61,5 — 67,5 — | 635
3 107 77 112 65,5 117 5215
4 — | T3 — 86,5 — 87

Versuchsreihen: A = 12. 4, 1949; B = 13. 4. 1949.

12 Bezogen auf Einwaage.

12 Sollwert nach H. Fraenkel-Conrat, 1. ¢. 129.
14 Bezogen auf im Insulin enthaltenes Tyrosin.
15 Fallt heraus.



