
Wechselwirkung beim Hamoglobin genannt. Ein an- 
derer extremer Fall wurde an der Aspartat-Trans- 
carbamylase (ATC) von E. coli aufgekliirt [581. 

Das Enzym leitet mit der Reaktion: Carbamylphosphat + As- 
partat + Carbamylaspartat die Biosynthese des Cytidin- 
triphosphates (CTP) ein. Es unterliegt der Regulation durch 
Ruckkopplung, CTP hemmt seine Aktivitat. Die ATC 
(M - 3x 105) besteht aus enzymatisch inaktiven regulatori- 
schen Untereinheiten (M * 3x104) und enzymatisch ak- 
tiven Untereinheiten (M * 9x104); nur die erstere Art 
bindet CTP. Die von der regulatorischen Untereinheit be- 
freite enzymatisch aktive Untereinheit wird durch CTP nicht 
mehr gehemmt. 
Man kann folgern, daR Multienzym-Komplexe im Prin- 
zip gegenuber anderen Proteinen mit Quartarstruktur 

[58] J.  C. Gerhart, Brookhaven Syrnp.Quant. Biol. 17, 222 (1964). 

keine Sonderstellung einnehnien. Ob die Vorstellung von 
homo- und heterofunktionellen Komplexen eine bessere 
Sicht verschafft, bleibt abzuwarten, da die Organisation 
der Enzyme weitlaufiger ist als hier beschrieben werden 
konnte. Es blieben Systeme unberucksichtigt, die im 
Zusammenhang groBerer Zellstrukturen wirken, z. B. die 
vektoriellen Enzyme der Transportsysteme an Mem- 
branen oder die mechano-chemischen Systeme kontrak- 
tiler oder sonst beweglicher Strukturen. 
Fur die oberlassung von Abbildungen danke ich den 
Herren Prof. L. J .  Reed und Dr. R. M .  Oliver (Abb. I )  
sowie Prof. F. Lynen (Abb. 2). Erwahnte eigene Ver- 
suche wurden durch die Deutsche Forschungsgemeirtschaft 
unterstiitzt. 
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Chemie und Biochemie des Insulins 
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Das EiweiJhormon Insulin ist im Tierreich weitverbreitet, seine AminosGurezusammenset- 
zung ist bei gleicher biologischer Wirksamkeit sehr unterschiedlich. - Insulin besteht aus 
zwei Polypeptidketten, die durch drei Cystinreste zu einem bicyclischen System aus 20 und 
85 Ringgliedern verkniipjl sind. - Das Protein kristallisiert mit Fremdionen in verschiede- 
nen Formen. In Losungen bildet Insulin gewohnlich Aggregate aus 2 n Molekiilen. - Das 
Hormon kann aus den getrennten Po Iypeptidketterr regeneriert werden. Die Totalsynthese 
erfolgte analog aus synthetisierten Peptidketten. - Bei der Biosynthese wird Insulin an- 
scheinend auch ails den beiden separat entstandenen Ketten zusammengefiigt. - Im Organis- 
mus fordert Insulin den Aufbau von Glykogen, Fett und Protein; Insulinmangel auJert sich 
im Anstieg des Blutzuckers. Der eigentliche Wirkungsmechanismus des Hormons ist immer 
noch u~bekannt. - Ein spezifisches Wirkzentrum konnte im ~nsulinmo~eku~ noch nicht 
nachgewiesen werden, es enthalt mehrere antigene Bereiche. 

Einfiihrung 

1788 beobachtete der Arzt Cowley einen Zusammen- 
hang zwischen gestorter Pankreasfunktion und Zucker- 
krankheit; von Mering und Minkowskit21 zeigten 1889, 
daR sich der Diabetes mellitus durch Pankreasexstirpa- 
tion experimentell erzeugen laRt. A l s  Entstehungsort des 
bhtzuckersenkenden Prinzips der Bauchspeicheldruse 
erkannten Schulze 131 und Ssobolew I41 1900 die Langer- 
hansschen Inselzellen; die unbekannte Substanz wurde 
darum 1909 ,,Insulin" [51 genannt. Die Extraktion von 

[I] Cowley, London med. journal 1788. 
[2] J.  v. Mering u. 0.  Minkowski, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 26, 371 (1890). 
[3] Schulze, Arch. f. mikrosp. Anat. u. Entwicklungsmech. 56, 
(1900). 
[4] Ssobolew, Zentralblatt Pathol. ZI, 202 (1900). 
[ 5 ]  de Meyer, Archivio di fisiologia 7,96 (1909). 

Insulin aus dem Pankreas gelang wohl schon 1911 [61, 

wurde aber erst 1920 von Banting und Best 171 unter Mit- 
wirkung des Biochemikers ColI@ konsequent durchge- 
fuhrt. Damit begann die Chemie des Insulins. Sie fiihrte 
iiber die Reindarstellung durch Abel (1926) 181 zur Er- 
mittlung der Konstitutionsformel durch Sanger (1955) [91 
und zur Synthese (1963)[10,111; die vor 30 Jahren be- 

161 E. L. Scott, Arner. J. Physiol. 29, 306 (1911112). 
[7] F. G. Banting u. C. H. Best, J .  Lab. clin. Med. 7, 251 
(1922). 
[8] J.  J. Abel, Proc. nat. Acad. Sci. USA 12, 132 (1926). 
[9] A .  P .  Ryle, F. Sanger, L. F. Smith u. R.  Kitai, Biochem. J. 60, 
541 (1955). 
[lo] J.  Meienhofer, E. Schnabel, H .  Btemer, 0. Brinkhoff, R .  
Zabel, W. Sroka, H. Klostermeyer, D .  Brandenburg, T.  Okuda u. 
H. Zahn, 2. Naturforsch. 186, 1120 (1963). 
[I l l  P .  G.  Katsoyannis, A .  Totnetsko u. K .  Fukuda, J. Arner. 
chem. SOC. 85, 2863 (1963); P .  G. Katsoyannis, K.  Fukuda, A.  
Tometsko, K. Suzuki u. M .  Tilak, ibid. 86, 930 (1964); G. H .  
Dixon, Excerpta Medica Int. Congr. Ser. 83,1207 (1964). 
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gonnene Bestimmung der Raumstruktur [I21 wird bald 
abgeschlossen sein. 
Uber ein aktives Zentrum im lnsulinmolekul, iiber den Wir- 
kungsort des Molekuls und den Wirkungsmechanismus in der 
Zelle ist noch wenig bekannt. Insulin kommt in  Organen ho-  
herer Lebewesen einschlieBlich Fischen vor. Unlangst fand 
man Hinweise fur  seine Anwesenheit in Seesternen (131. 

Psolierung und Reinigung 

Insulin kann in Mengen bis zu 5 mg1141 rnit Verfahren 
gewonnen werden, die auf den Pionierarbeiten von 
Collip [151 sowie Somogyi, Doisy und Shaffer basieren. 
Das Hormon wird frischen oder tiefgekuhlten Drusen 
mit 60- bis 80-proz. Alkohol bei einem pH-Wert von 
1 bis 3 (Inaktivierung der exokrinen Proteasen des Pan- 
kreas!) entzogen. Der Extrakt wird im Vakuum einge- 
engt und von Fetten befreit. Das Hormon wird ausgesal- 
zen, gelost, und schlieBlich wird das Insulin bei pH = 

5,3 bis 5,4 isoelektrisch gefallt. Es lafit sich auch direkt 
aus der starker sauren Losung durch Animpfen rnit In- 
sulinfibrillen [I71 niederschlagen. Bei einem neueren Ver- 
fahren wird das Abdampfen des Alkohols vermieden, 
die inerten Proteine werden bei pH = 8 gefallt und rest- 
liche Enzyme durch kurzes Erwarnien im Sauren zer- 
stort; das Insulin kann dann an weitmaschigen Ionen- 
austauschern (Alginsaure 1181, DEAE- und CM-Cellu- 
lose 1191) adsorbiert und eluiert werden, die Ausbeuten 
werden dadurch urn 20 bis 30 % verbessert rlgl .  Aus 
Rinderpankreas erhalt man etwa 2000 J.E./kg Drusen, 
aus Kalberpankreas bis 10000 I.E. ( ~ 4 0 0  mg)/kg, da bei 
Neugeborenen die exokrine Funktion der Bauchspeichel- 
druse noch nicht entwickelt ist [201, und aus Fischpan- 
kreas ca. 75000 I.E./kg, da dessen endokriner vom exo- 
krinen Teil getrennt ist 1211. 
In neuerer Zeit wurden auch Wege gefunden, um kleine 
Mengen Insulin, etwa aus eiiizelnen Drusen von Ver- 
suchstieren 17-21, zu isolieren. Der Pankreasauszug kann 
durch Gegenstromextraktion rnit Ather 1231 sehr scho- 
nend von Alkohol befreit werden, das Insulin wird ge- 
wohnlich durch Ionenaustauschchromatographier19.211 
und/oder Gelfiltration [21,24J abgetrennt. Sehr kleine 

[I21 D .  Crowfcot Hodgkin et al.. Oxford. 
[I31 S. Wilson u. S.  Falkmrr, Canad. J. Biochem. 43, 1615 
(1965). 
[I41 Laborvorschrift bei C.  W.  Perfinjia, Biochcm. Preparations 
6, 28 (1958). 
[15] J. B. Collip, J. biol. Chemistry 55, XI (1923). 
[16] M .  Somogyi, E.  A .  Doisy :I. P .  ,4. Shaffer, J. biol. Chemistry 
60, 31 (1924). 
[17] D .  F. Waugh. J. Amer. chea.  SOC. 70, 1850 (1948); D .  F. 
Waugh, R .  E. Thompson und R.  J .  Weimer, J. biol. Chemistry 
185, 85 (1950). 
[I81 E. Jorpes, V.  Mntr u. S.  Rnstgeldi, Acta chem. scacd. 14, 
1777 (1960). 
[19] Vgl. L. F. Smith, Biochim. biDphysica Acta 82, 231 (1964). 
[20] B. Werner, Acta paediatrica (Uppsala) 35, Suppl. 6 (1948). 
[21] R .  E. Humbel LI. A. ht Crcstfdd,  Biochemistry 4 ,  1044 
(1965). 
[22] P .  R .  Davoren, Biochim. biophysica Acta 63, 150 (1962). 
[23] S. S. Randdl, Biochim. biophysica Acta 90, 472 (1964). 
1241 I.  A .  Mirsky, R .  Jinks 11. G. Perisutti, J. din. Invest. 42, 1869 
( I  963). 

Mengen Insulin konnen durch Fallung rnit Antikor- 
pern [251 isoliert werden. 
Rohinsulin IaBt sich am einfachsten durch wiederholte 
Kristallisation reinigen. Man kommt dabei zu Prapara- 
ten rnit konstanter biologischer Aktivitat, die lange als 
vollig rein galten. Feinere Analysenmethoden zeigten, 
da13 auch mehrfach umkristallisierte Insuline uneinheit- 
lich sind [261. Neben dem Insulinantagonisten Gluka- 
gon r271 wurde als haufigste Verunreinigung ein Des- 
amidoinsulin [281 isoliert, aber auch insulinartige Pro- 
teine [291 rnit geringerer oder fehlender biologischer Ak- 
tivitat sowie antigene Substanzen [301. 
Zur praparativen Feinreinigung des Insulins eignet sich 
die Gegenstromverteilung m; auch chromatographische 
Methoden [311 und die Gelfiltration [321 wurden erfolg- 
reich benutzt. Leider lassen sich selbst in hochgerei- 
nigten Insulinen durch Elektrophorese meist noch einige 
fremde Komponenten nachweisen 1331. 

Kristalle 

Reine Insulinkristalle sind nur schwer zu erhalten 134,351, 
bei Zusatz geeigneter Substanzen kristallisiert das Hor- 
mon jedoch ziemlich leicht. Es sind zahlreiche kristalli- 
sierte lnsulinpraparate bekannt, sie enthalten jeweils 
Kristallwasser, meist aber - im Verhaltnis zur Molekul- 
groBe - relativ wenig Fremdionen und werden daher 
,,kristallines Insulin" genannt. Die Kristalle sind aul3er- 
lich haufig gleich, konnen sich aber auch unterscheiden, 
wenn die Insulinkomponente von verschiedenen Tieren 
stammt [36,371. 
Insulin wurde urspriinglich aus gepufferten Losungen i m  iso- 
ionischen Bereich bei pH = 5,5 bis 5,6 ohne Zusatz von Me- 
tallionen kristallisiert [34,381, bis Scott in diesen Kristallen 
Zink fand und zeigte, daB zweiwertige Metallionen wie Zn2+, 
N P t ,  Co2+ oder Cd2+ fur die Kristallisation des Hormones 

[25] K .  W. Taylor, V. E. Jones u. G. Gardner, Nature (London) 
195, 602 (1962); K .  W .  Taylor, G. Gardner, D .  G. Parry u. V .  E. 
Jones, Biochim. biophysica Acta 100, 521 (1965). 
[26] E. J .  HaTfenist u. L. C. Craig, J. Amer. chem. SOC. 74, 3083 
(1952); L. C.  Craig, T.  P .  King u. W. H. Konigrberg, Ann. N . Y .  
Acad. Sci. 88, 571 (1960); I .  A .  Mirsky u. K .  Kawamura, Endo- 
crinology 78, 11 15 (1966). 
[27] M .  Biirger u. W .  Brandt, Z. ges. exptl. Med. 96, 375 (1935); 
A .  Stauh, L.  Sinn u. 0. K.  Behrens, J. biol. Chemistry 214, 619 
(1955). 
[28] E.  J. Harfenist, J .  Amer. chcm. SOC. 75, 5528 (1953). 
[29] K. Nagcrsawa, S. Nishizaki, T .  Hiraoka u. S.  Fukasawa, Bull. 
nat. Inst. hyg. Sci. (Eisei Shikenjo HBkoku) 75, 95 (1957). 
[30] T.  Deckert, Dissertation, Universitat Kopenhagen, 1964. 
[31] Vgl. A .  Chrainbach u. F. H. Carpenter, J. biol. Chemistry 
235, 3478 (1960). 
[32] C. J .  Epstein u. C.  B .  Anfinsen, Biochemistry 2, 461 (1963). 
[33] F. H.  Carpenter u. S. L. Hayes, Biochemistry 2, 1272 (1963). 
[34] J .  J. Abel, E. M. K .  Geiling, C .  A .  Rouiller, F. K .  Bell u. 0. 
Wintcrsteiner, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 31, 65 (1927); 
[35]  J. Schlichtkrull, Dissertation, Universitat Kopenhagen, 
1958; Svcnsk kcm. Tidskr. 72, 166 (1960). 
[36] J .  Schlichtkrull, Acta chem. scand. 10, 1455, 1459 (1956); 
11, 291, 299, 439, 484, 1248 (1957). 
[37] K .  Nagnsawa, S. Nisltizaki, Y .  Takennka, T.  Honma u. T .  
Hiraoka, Bull. nat. Inst. hyg. Sci. (Eisci Shikenjo HBkoku) 76, 
217 (1958). 
[38] C. R .  Harington 11. D .  A. Scott, Biochcm. J. 23, 384 (1929). 
[39] D. A. Scott, Biochem. J .  28, 1592 (1934). 

872 Angew. Chem. 78. Jahrg. 1 9 6 6 ,  N r .  18/19 



notig sind. CU~+- ,  Mn2+- und Fez F-Ionen [361 erfullen den glei- 
chen Zweck, das Zink kann zur Halfte durch Magnesium 
oder Calcium 1401, nach Extraktion mit khylendiamintetra- 
essigsaure auch ganz durch Blei ersetzt werden [411. 

Der Metallgehalt der Insulinkristalle ist den Atomgewichten 
direkt proportional [421 (0,52 % Zn, 0,77 % Cd usw.), es liegen 
also echte Verbindungen vor. Nun sind aber auch Kristalle 
mit geringerem Metallgehalt (0,33 % Zn) bekannt [361, und 
andererseits kann der Zinkgehalt bis auf 5 % hochgetrieben 
werden [431. Solche Verbindungen werden als Doppelsalze des 
Typs 2 Me2+ Insulin4-mMeX2 angesehen 140,441. Metallhal- 
tigen Insulinen konnen die Metallionen ohne Zerstorung der 
Kristalle entzogen werden [36,451. 
AuRer Zinkchlorid mussen zur Kristallisation des Insulins 
Anionen wie Acetat, Citrat, Phosphat oder Carbonat zu- 
gegen sein 1461. Aus sauren Losungen (pH = 2 bis 2,5) gerin- 
ger Ionenstarke, in denen das Molekiil nur wenig assoziiert 
ist, kristallisiert Insulin auch metallfrei [47,481, und zwar als 
Sulfat (2 Insulin.12 HzSO4) in zwei Formen sowie als Selenat, 
Phosphat, Chlorid, Formiat, Acetat und Citrat. Kristalline 
zinkfreie und metallhaltige Salze des Insulins mit organischen 
Basen sind seit langem bekannt 
Die sauren Salze kristallisieren orthorhombisch, sie sind wohl 
aus Insulindimeren aufgebaut [SO]. Die kubische, metallfreie 
Form bildet sehr kleine Rhombendodekaeder, in ihnen bilden 
anscheinend sechs Insulindimere [511 ein Aggregat. Im mono- 
klinen Zinkinsulin (aus phenolhaltigen Losungen) enthalt die 
unsymmetrische Elementarzelle Aggregate aus sechs Insulin- 
molekiilen und zwei Zinkionen [511. In beiden rhomboedri- 
schen Insulinen enthalt die Elementarzelle je nach Halogenid- 
gehalt der Mutterlauge zwei oder vier Zinkionen im Insulin- 
hexameren [51,5*1. In den dimeren Bausteinen liegen die Insu- 
linmolekiile parallel [SO, 841. 
Der Kristallwassergehalt von Insulinkristallen betragt je  nach 
Modifikation 30-51 % [511, an der Luft schrumpfen die Kri- 
stalle (10 HzO). Ein Teil des Wassers (8 %, - 30 Mol je 
Mol Insulin) wird auch bei drastischer Trocknung nicht freige- 
geben [531. Das Zink kann durch Dialyse oder Gelfiltration 1541, 
besonders leicht bei Zusatz von Glycin, entfernt werden. 

Strukturformel 

Obwohl Wintersteiner, du Vigneaud und Jensen [551 Insu- 
lin bereits 1928 als reines Protein erkannten, fehlte es 
nicht an Versuchen zur Darstellung ,,eiweiBfreien Insu- 
lins" oder Zuni Nachweis eines Cofaktors. Nach und 

[401 I(. Marcker, Acta chem. scand. 13, 2036 (1959). 
[41] D. Crowfoot Hodgkin, personliche Mitteilung. 
[42] D. A .  Scoit u. A .  M. Fisher, Biochem. J. 29, 1048 (1935); 
Trans. Roy. SOC. Canada 32 V,  55 (1938). 
[43] DBn. Pat. 97 363 (1964), Novo Terapeutisk Lab. A./S. ; Chem. 
Ahstr. 61, 958Qb (1964). 
[44] E. Jensen, A .  T.  Jensen u. K.  Marcker, Acta chem. scarid. 14, 
1919 (1960). 
1451 R. Nettet, Bull. SOC. chim. France 6,  D 1042 (1939). 
1461 K .  Hallas-M0ller, Dissertation, Univers. Kopenhagen, 1945. 
[47] E.  Ellenbogen, Dissertation, Harvard Univcrsity, Boston, 
1949; J .  L. Oncley, E. Ellenbogen u. H. H. Dix, 2e Congr. intern. 
biochim., Paris, RCsumes communs. 61 (1952); B. W .  Low u. J. 
E. Berger, Acta crystallogr. 14, 82 (1961). 
[48] F. Sundby, J. hiol. Chemistry 237, 3406 (1962). 
[49] D. A .  Scott u. A .  M.  Fisher, Trans. Roy. Soc. Canada 36 V,  
45 (1942). 
[SO] B. W. Low u. J .  R .  Einstein, Nature (London) 186, 470 
(1960); J .  R .  Einstein, A .  C .  McGavin u. B. W .  Low, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 49, 74 (1963). 
I511 M .  M .  Harding, D. Crowfoot Hodgkin, A .  F. Kennedy, A .  
O'Connor u. P .  D.  J.  Weitzmann, J. molecular Biol. 16,212 (1966). 
[52] E. Dodson, M .  M .  Harding, D. Crowfoot Hodgkin u. M .  G .  
Rossmann, J. molecular Biol. 16, 227 (1966). 
1531 E. Ellenbogen, J. Amer. chem. Soc. 77, 6634 (1955). 
[54] K. Brunfeldt, Science Tools 12, 5, 17 (1965). 

nach wurden jedoch siebzehn verschiedene Amino- 
sauren in Insulinhydrolysaten ermittelt und quantitativ 
bestimmt [561. 

Insulin enthalt ungewohnlich vie1 Schwefel (3,3 %), und 
zwar nur in Form von Cystin 1571 (neuerdings wurde in 
Ratten- und Fischinsulin auch Methionin gefunden). 
Daraus schlossen Freudenberg und Wegmann ~ 8 1  1935, 
darj ,,das wirksame (SS)-lnsulin aus mindestens zwei 
parallel gelagerten Proteinketten bestehen musse, die 
durch SS-Brucken wie von Leitersprossen zusammen- 
gehalten werden". Diese Vermutung wurde von Sanger 
bestatigt, der 1945 neben Phenylalanin 1591 auch Gly- 
cin 1601 als N-terminale Aminosaure, beide im Verhaltnis 
1 : 1, nachwies. Insulin muB also durch oxidative oder re- 
duktive Spaltung der Disulfidbriicken in Polypeptid- 
ketten zu zerlegen sein: 

Nach Oxidation des Molekiils rnit Perameisensaure 1611 

erhalt man zwei Fraktionen, die sich auf Grund unter- 
schiedlicher Ladung (acidic und basic) fraktioniert fallen 
lassen 1621. Die Trennung ist auch durch Gegenstromver- 
teilung "531, Zonenelektrophorese 1631 und Ionenaus- 
tauschchromatgraphie 1641 moglich. Fraktion A und B 
sind in sich homogen, Insulin besteht also aus den bei- 
den Polypeptidketten A und B. 
Sunger und Mitarbeiter bestimmten in zehnjahriger Ar- 
beit 1651 die gesamte Strukturformel des Rinderinsulins 
(Abb. l), zunachst die Folge der 30 und 21 Aminosaure- 
reste in der B- 166,671 und A-Kette 166,683, dann die Stel- 
lung der Amidgruppen [691 und der drei Disulfidbriik- 
kenL9l. Das Molekulargewicht ergab sich zu 5734, das 

[55] 0. Wintersteiner, V.  du Vigneatrd u. H.  Jensen, J .  Phnmmncol. 
cxp. Therapeut. 32, 397 (1928). 
[56] A. C .  Chibnnll, J. intern. SOC. Leather Trades Chemists 30, I 
(1946); B. Brand, Ann. N.Y. Acad. Sci. 47, 187 (1946). 
[57] V .  du Vigneaud, H .  Jensen u. 0. Wintersteiner, J .  Pharmacol. 
exp. Therapeut. 32, 367 (1928); G.  L .  Miller u. V .  du Vigneaud, 
J. biol. Chemistry 118, 101 (1937). 
[58] K. Frcudenberg u .  T.  Wegmanu, Hoppc-Seylers 2. physio!. 
Chem. 233, 159 (1935). 
[59] H .  Jensen u. E .  A .  Evans, jr., J. hiol. Chemistry 108, I (1935). 
I601 F. Sanger, Biochem. J.  39, 507 (1945). 
[61] F. Sanger, Nature (London) 160, 295 (1947). 
[62] F. Sanger, Biochcm. J .  44, 126 (1949). 
[63] Vgl. L. C. Craig, H. W.  Konigsberg u. T. P .  King, Biochem. 
Preparations 8, 70 (1961). 
[64] S. Fitfkau, Naturwissenschaften 50, 522 (1963). 
[65] Die dabei entwickelten Methoden wurden bcreits von G. 
Braunitzer in diescr Zeitschrift referiert: Angew. Chem. 69,  189 
(1957). 
[66] F. Sanger, Biochem. J. 45, 563 (1949). 
[67] F. Sangeru.  H .  Tuppy, Biochem. J. 4Y, 463, 481 (1951). 
[68] F. Sanger u. E.  0.  P .  Thompson, Biochem. J. 5 3 ,  353,  366 
(1953). 
[69] F. SanKcr, E. 0 .  P .  Thompson u. R .  Kitai, Biochem. J. 59,  
509 (1955). 
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Abb. 1. Primarstruktur des Rinderinsulins. Human- (h) und Scbafinsulin (s) unterscheiden sich davon in den Positionen As-10, 
auch in Bso. 

Humaninsulin 

bis dahin meistens angenommene kleinste Molekular- 
gewicht des Insulins von 12000 kommt also dem Di- 
meren zu. 
Sanger fand Unterschiede in der Aminosaurezusamen- 
setzung der A-Ketten des Rinder-, Schaf- und Schweine- 
insulins, und zwar im Bereich &-lo 1701. lnzwischen 
wurden, besonders durch die Arbeiten von L. F. Smith, 
uber zwanzig Insuline in ihrer Struktur geklart [21,711; 
das Hormon tritt in zahlreichen Variationen rnit gleicher 
biologischer Wirksamkeit auf. Die lnsuline unterschei- 
den sich urn so mehr, je weiter die Species phylogene- 
tisch auseinanderstehen. Einige Fische [721 und Rat- 
ten 173,741 produzieren Insuline unterschiedlicher Se- 
quenz, sogar im selben Pankreas 1741; wie weit diese Er- 
scheinung in der Natur verbreitet ist, bedarf noch der 
Klarung. 

Raumstruktur 

Der raumliche Aufbau des Insulinmolekiils wird in 
erster Linie durch die Lage der Disulfidbrucken be- 
stimmt. Aus dem unterschiedlichen Verhalten von In- 
sulinfilmen an Wasser-Luft- und Wasser-Ol-Grenzfla- 
chen wurde geschlossen t751, da13 die Raumstruktur beim 
Insulin noch vie1 stiirker als beim Hamoglobin von 
Kraften vom van-der-Waals-Typ bestimmt wird. Wie 
der Deuteriumaustausch 1761 zeigt, enthalt gelostes In- 
sulin weniger Wasserstoffbriicken als festes. Der Helix- 
anteil der Ketten wird rnit knapp 50 % angegeben [771, er 
ubersteigt auch im wasserfreien Medium kaum 65 %. 
Dies mu13 auf der Lage der Disulfidbindungen beruhen, 
da die isolierte B-Kette unter gleichen Bedingungen 
nahezu vollstandig eine rechtsgtingige a-Helix 1781 bildet. 

[70] F. Sanger, Nature (London) 164, 529 (1949);.H. Brown, F. 
Sanger u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 556 (1955). 
(711 L. F. Smith, vergleiche [74]; L. F. Smith durch F. G.  Young, 
Brit. med. J. 1961 11, 1449; D. S. H. W. Nicol u. L. F. Smith, 
Nature (London) 187, 483 (1960); J.  I. Harris, F. Sanger u. M .  
A .  Naughton, Arch. Biochem. Biophysics 65. 427 (1956); Y. Ishi- 
hara, T. Saito, Y.  It0 u. M .  Fujino, Nature (London) 181, 1468 
(1958); S. Wifson u. G. H .  Dixon, unveroffentlicht; H .  Hama, K .  
Chitani, S .  Sakaki u. K .  Narita, J. Biochem. (Japan) 56, 285 
(1964); A. Kotaki, J. Biochem. (Japan) 50, 256 (1961);:51, 301 
(1962); 53, 61 (1963). 
[72] K. Nagasawa u. S .  Nishizaki, Bull. nat. Inst. hyg. Sci. (Eisei 
Shikenjo HBkoku) 77, 197, 203 (1959); S. Nishizaki, ibid. 81, 30, 
34 (1963); M .  Yamamoto, A. Kotaki, T.  Okuyama u. K. Sarake, J. 
Biochem. (Japan) 48, 84 (1960). 
[73] K. W. Taylor u. G. H .  Smith, Biochem. J. 91, 491 (1964). 
[74] L. F. Smith, Amer. J. Med 40, 662 (1966). 
[75] D .  F. Cheesman u. J.  T.  Davies, Advances Protein Chem. 9, 
458 (1954). 
[76] A. Hvidt u. K .  Linderstrom-Lang, C .  R. Trav. Lab. Carls- 
berg, Ser. chim. 29, 385 (1955). 
1771 K. Linderstrom-Lang, Symp. Chem. SOC. Roy. Inst. (Lon- 
don) 2, 1 (1955). 
[78] J.  T.  Yang u. P .  Doty,  J. Amer. chem. SOC. 79, 761 (1957). 

Interessant ist der Befund von Slobin und Carpenter 1791, 
wonach die Entfernung der C-terminalen Aminosaure 
B30 keinen EinfluB auf die Konformation und biologi- 
sche Aktivitiit des Insulins hat. Wird jedoch zusatdich 
der endstandige Rest der A-Kette (AzI) abgespalten, so 
andert sich die Konformation des Molekiils, gleichzeitig 
wird das Hormon inaktiviert. Fur die hormonelle Wirk- 
samkeit scheint also ein bestimmter raumlicher Aufbau 
notig zu sein. 

Mehrfach [50~77~801 wurde versucht, experimentelle Be- 
funde mit Modellen zu deuten. Wie weit diese der Wirk- 
lichkeit entsprechen, werden dreidimensionale Rontgen- 
analysen [51352,81-831 des Insulins zeigen. Da es bei intra- 
molekularer Reaktion des Insulins rnit 1,5-Difluor-2,4- 
dinitrobenzol zur Vernetzung von Glycin (A1) rnit Lysin 
(Bzg) kommt 1841 (Abb. 2), wurde postuliert [85J, da8 die 
Ketten in sich zuriickgeklappt sind. Diese Annahme 
scheint sich zu bestatigen 1411. 

Abb. 2. Bei der intramolekularen Reaktion von Insulin mit I,J-Difluor- 
2.4-dinitrobenzol entsteht unter anderen auch eine Briicke zwischen der 
a-Aminogruppe bei A1 und der E-Aminogruppe bei B z ~ .  Folglich mus- 
sen diese Gruppen etwa 5 A voneinander entfernt sein. 

Aus der Rotationsdispersion [861 wurde abgeleitet , daB sich 
die Konformation des fibrillgren Insulins (F-Insulins) stark 
von der des gelosten unterscheidet. Die verminderte Jodauf- 
nahmeL871 der Fibrillen und der Befund, daB im F-Insulin nur 
einer der beiden Histidinreste mit Fluordinitrobenzol rea- 
giert [881 (vgl. aber [891), deuten ebenfalls auf eine veranderte 

[79] L. I. Slobin u. F. H .  Carpenter, Biochemistry 5, 499 (1966). 
[80] H. Lindley u. J. S. Rollett, Biochim. biophysica Acta 18,183 
( 195 5). 
[ 81 ]  Vom Insulin wurde als erstem Protein eine Kristallrontgen- 
aufnahme veroffentlicht: D. Crowfoot, Nature (London) 135, 
591 (1935). 
[82] D. Crowfoot, Proc. Roy. SOC. (London) Ser. A 164, 580 
(1938). 
[83] B. W. Low u. C.  C .  H .  Chen, Acta crystallogr. 19, 686 (1965) 
und vorhergehende Arbeiten. 
[84] H .  Zahn u. J .  Meienhofer, Makromolekulare Chem. 26, 153 

[85] H. Znhn, Sixth Intern. Congr. of Biochem., New York, 
August 1964. 
[a61 J. A. Schellman, C .  R. Trav. Lab. Carlsberg, Ser. chim. 30, 
415 (1958). 
[87] P. H. Springefl, Biochem. J. 83, 7 P  (1962); Biochim. bio- 
physics Acta 63, 136 (1962). 
[88] R. R. Porter, Biochem. J. 46, 304 (1950). 
[89] K. Walfenfefs u. A. Arens;Biochem. Z. 333, 395 (1960). 

(1958). 
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Raumstruktur, haben aber wenig Beweiskraft, da sie Diffu- 
sions- und Oberflacheneffekte sein kannen. Rontgenaufnah- 
men [go] zeigen keine wesentlichen Unterschiede der Mono- 
meren im F-Insulin und in sauren Insulinkristallen. 

Aggregation und Komplexbildung 

In Losungen hangt das Teilchengewicht des Insulins von 
pH, Temperatur, Ionenstarke, Konzentration und 
Fremdionen ab (Abb. 3). Unter Beriicksichtigung der 

Abb. 3. Verhalten des Zinkinsulins in Losungen, sehr vereinfachte Dar- 
stellung. In der mittleren Reihe von links nach rechts: Spharit, Fibrillen, 
Insulinchlorid, Zinkinsulin, isoelektrische Fallung. Die gronen schwar- 
Zen Kreise symbolisieren Insulin-Molekiile, die kleinen weinen Zn*+- 
Ionen. 

Hydratation sollte es um 6000 liegen. Dieser Wert wird 
in sauren Losungen (pH < 2) geringer Insulin-Konzen- 
tration gefunden 191,921. Mit steigender Konzentration 
und Alkalitat dimerisiert das Molekiil. Oberhalb pH = 4 
bilden sich in Gegenwart geeigneter Metallionen (ZnZ+) 
Komplexe, die im Bereich von pH = 4 bis 7 als amorphe, 

PH - 
t 6  +I  -0.5 

m -z 
Abb. 4. Loslichkeit des Insulins in 0.1 N NaC1, die Angabe der Ladung 
Z hezieht sich auf das Dimere (nach Fredericq und Nerrrarh 1911). 

Ordinate: Logarithmus der in g/l gemessenen Sattigungskonzentration. 
Ohere Abszisse: pH-Wert. 
Untere Ahszisse: Ladung 2. 

hochaggregierte Produkte ausfallen (Abb. 4). Aus zink- 
reichen Losungen nimmt das Hormon bei steigendem 
pH zunehmend Metal1 auf (bei pH = 7,2 z.B. 2,2 %), 
dabei fallt die Laslichkeit im neutralen Bereich (pH = 6 

[90] W. L. Koltun, D .  F. Waugh u. R.  S. Bear, J. Amer. chem. 
SOC. 76, 413 (1954). 
[91] E. Fredericq u. H .  Neurath, J. Amer. chem. SOC. 72, 2684 
(1950). 
[92] P. D. Jeffrey u. J .  H. Coafes, Nature (London) 197, 1104 
(1963); Biochim. biophysica Acta 109, 551 (1965). 

bis 8) scharf ab 1931. Der amorphe Niederschlag bildet bei 
pH = 5,6 bis 6,O langsam Kristalle 1941. 

Die Zinkbindung des Insulins ist trotz vieler Untersu- 
chungen 1951 noch nicht geklart. Eine der beiden Imid- 
azolgruppen des Hormons ist sicher beteiligt [961, die 
Mitwirkung der Aminogruppen ist nicht ausgeschlos- 
sen [97J, die von Carboxylgruppen wurde auf Grund theo- 
retischer Betrachtungen gefordert [8OJ. Rontgenaufnah- 
men an kristallinem Zinkinsulin sind, im Gegensatz zu 
solchen am Bleiinsulin, mehrdeutig. Vielleicht kann das 
Zinkion in den Insulinaggregaten verschiedene Positi- 
onen einnehmen f413. 

Gelostes Zinkinsulin hat bei pH > 7 ein Teilchengewicht von 
36000 [981 bis 48 000 [991, liegt also als Hexameres oder Octa- 
meres vor, im Gegensatz zummetallfreien Hormon, das unter 
diesen Bedingungen je nach Konzentration verschieden stark 
in die Monomeren zerfallt "001. Zinkinsulin dissoziiert erst 
bei p H  > 9[loll, der Vorgang scheint mit einer Konforrna- 
tionsanderung des Monomeren verbunden zn sein [1021. 

Gleichzeitig wird das Hormon inaktiviert [1031. Auch Che- 
mikalien wie Guanidiniumchlorid [1041, Harnstoff 11051, einige 
Salze [911, organische Losungsmittel [lo61 und Detergen- 
tien [lo71 wirken desaggregierend auf Insulin. 
Wahrend in sauren Losungen (pH = 2) bei 20 "C das Dimere 
iiberwiegt, kommt es bei 80-100 "C zur Bildnng eines thixo- 
tropen Gels, dessen Micellen aus fibrillarem Insulin beste- 
henflosl. Die Fibrillen haben eine Lange bis zu 20000 8,[1091, 
einen Durchmesser von etwa 80 8, [lo99 1101 und scheinen aus 
vier Filamenten von 25 bis 30 8, Durchmesser mit einer Peri- 
ode von 1200 8, zusammengedreht zu sein [1101. Die Weite von 
25 bis 30 8, entspricht etwa dem Durchmesser des Insulin- 
dimeren. 
Erfolgt die Aggregation bei p H  = 1,  so lagern sich die Fibril- 
len zu Kugeln (Sphariten) zusammen [1111, aus denen bei an- 
haltendem Erwlrmen das ,,Hitzeprazipitat" entsteht[ll*l. 
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116, 394 (1952). 
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Acta 13, 153 (1954). 
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60, 1190 (1956). 
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Fibrillares Insulin ist biologisch unwirksam, lafit sich aber 
durch Alkali bei 0 OC und pH = 11 bis 11,5 [ I 1 3 3  1141 oder Lo- 
sen in kalter 20-proz. Salzslure 11151, in Phenol- 11161 oder 
Harnstofflosungen [I171 weitgehend in kristallisierbares, ak- 
tives Hormon umwandeln. Die basischen Fischinsuline sind 
nicht prazipitierbar 11181, wogegen das Bis-S-sulfonat der Rin- 
derinsulin-B-Kette glatt Fibrillen bildet [1191. 

Da die Fibrillen auch aus acetyliertem und verestertem Insu- 
lin entstehen 1901 und kein Disulfidaustausch erfolgt 11201, ist 
die Molekularassoziation auf nichtpolare Krafte zuruckzu- 
fuhren [1211. 

Insulin bildet mit vielen nieder- und hochmolekdaren Sub- 
stanzen Komplexe und Verbindungen, hier sei nur der wohl- 
definierte gemischte Komplex aus Insulin, Zink und Prot- 
amin [12*1 genannt. 

Gegen energiereiche Strahlen ist Insulin recht empfind- 
lich. So fiihrt die Sterilisation mit 60Co-y-Strahlen in- 
folge Veranderung der polaren und aromatischen Grup- 
pen 11291 zu schneller Inaktivierung [1301. Rontgenstrah- 
len und Deuteronen wirken ahnlich [1311. Ultraviolettes 
Licht zerstort die Cystingruppen, langsamer die Tyro- 
sinreste 11321. Durch Photooxidation konnen dagegen die 
Imidazolreste des Histidins bevorzugt zerstort wer- 
den [1331. Der Abbau durch Ultraschall ist unspezifi- 
scher [1341. An Grenzflaichen kann Insulin monomoleku- 
lare Filme bildenL1351, wird im Gegensatz zu anderen 
globularen Proteinen dabei aber nicht denaturiert. 

Analytik 
Bestandiglteit 

Reines Insulin ist bemerkenswert bestandig, es bleibt in 
steriler Losung bei pH = 4 und 2 "C jahrelang aktiv. Ein 
kristallines Praparat war nach zweijahriger Lagerung bei 
0 "C unverandert wirksam, bei 20-25 "C war jedoch 
nach einem Jahr ein Aktivitatsverlust von 20 % einge- 
treten [1241. 

Insulin wird in alkalischeii Losungen schnell zerstiirt, 
neben der Hydrolyse von Amidbindungen treten Abbau- 
reaktisnen am Cystin auf. Verdiinnte Sauren spalten das 
Hormon in mehrere Komponenten L481, die Hydrolyse 
erfolgt bevorzugt an Asparagin- und Glutaminresten [1*51. 

Tm wasserfreien Medium verlauft eine zusatzliche N 40- 
Peptidylverschiebung an Serin- und Threoiiinresten [1261. 

An sauren und basischen Ionenaustauschern sollen be- 
vorzugt Bindungen im Carboxylende der B-Kette hydro- 
lysiert werden [1271, konzentrierte Harnstofflosungen 
wirken carbamylierend [117,1281, ohne die Aktivitat zu 
vermindern. Reduzierende Agentien wie Schwefelwasser- 
stoff und Cystein inaktivieren das Hormon rasch. 
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Chem. and Ind. 1959, 197; J.  Lenard u. G. P. Hess, J. biol. 
Chemistry 239, 3275 (1964). 
[127] J. W. Davies u. G. Harris, Arch. Biochem. Biophysics 74, 
229 (1958). 
[I281 R. D .  Cole, J. biol. Chemistry 236, 2670 (1961); Z.-x.  L!r 
u. F.-y. Tang, Acta biochim. biophys. sinica 2, 234 (1962). 

Eine gravimetrische Methode zur Bestimmung von Insulin 
nutzt die Fibrillenbildung aus [171; physikochemische und 
chromatographische Analysen [136-1381 sind bekannt, eignen 
sich aber nur fur angereichertes Insulin. Fur Rohprodukte, 
Korperflussigkeiten usw. sind biologische Verfahren vorzu- 
ziehen, mit denen sich, besonders immunologisch, Insulin- 
mengen bis herab zu 0,l my/ml erfassen lassen. 
Die biologische Aktivi tat von Insulin wird in Internationalen 
Einheiten (1.E.) ausgedruckt. Kristallines Rinderinsulin be- 
sitzt eine Aktivitat von 25 bis 27 I.E./mg. Insuline verschie- 
dener Tierspecies scheinen trotz unterschiedlicher Amino- 
sauresequenz die gleiclie Aktivitat zu haben. Insulin vom 
Fisch Lophius piscatorius hat z. B., gemessen am Rattenfett- 
gewebe, eine Aktivitat von 26 bis 27 I.E. [*I]. Eine Ausnahme 
scheint das Meerschweinchen-Insulin zu bilden, das sich vom 
Rinderinsulin in 17 Aminosauren unterscheidet und im Meer- 
schweinchentest eine grogere Aktiviyat aufweist als im 
Mgusetest [741. 

Fur die Aktivitatsbestimmung von reinem Insulin wird die 
Maus-Krampf- Methode 11391 oder die Kaninchen-Blutzucker- 
Methode [1401 verwendet. In neuerer Zeit wurden mehrere 
biologische und immunologische Bestimmungsmethoden be- 
schrieben, die sich durch ihre groBere Empfindlichkeit auch 

[I291 M .  P. Drake, 1. W. Gcffee, D .  A .  Johnson u. V.  L. Koenig, 
J. Amcr. chem. SOC. 79, 1395 (1957); A.  M.  Desai u. K .  S .  Kor- 
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[I321 E. If. Kaplan, E. D. Cariii~bell u. A .  D .  Mclaren, Biochim. 
biophysica Acta 4, 493 (1950); MI. Siebert, C. Fiore u. K .  Dose, 
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zur Messung kleinster Insulinmengen irn Plasma eignen. Die 
heute gebrauchlichste biologische in-vitro-Methode ist die 
von Renold et al. [1411, mit der die Stimulierung der Umwand- 
lung von [1-14C]-Glucose in 14C02 irn epididymalen Ratten- 
fettgewebe gemessen wird. Dic gebrauchlichste immunologi- 
sche Methode ist die von Yalow und Berson[l421. Eine nutz- 
liche Kombination biologischer und inimunologischer Me- 
thoden wurde von Froesch et al. beschrieben [1431; die Prazipi- 
tation im Zwei-Antikorper-System [I441 verlauft schnell und 
einfach, scheint aber nicht ganz spezifisch zu sein [1451. Biolo- 
gische in-vitro-Methoden fur Plasma-Insulin ergeben in der 
Regel hohere Werte als immunologische Methoden, wobei 
die Frage, ob die biologischen Methoden Insulin und insulin- 
ahnliche Faktoren bestimmen oder ob die immunologischen 
Methoden nur einen Teil des Plasma-Insulins, das sog. unge- 
bundene [I461 oder ,,typische" [I471 oder durch Antikorper 
henimbare Insulin [I431 erfassen, noch nicht geklart ist. Neuere 
Ergebnisse iiber das durch Antikorper nicht hemmbare In- 
sulin[1481 sprechen eher dafiir, daR es sich bei den insulin- 
ahnlichen Aktivitaten urn physiologisch unwirksame Sub- 
stanzen handelt. Der Insulingehalt menschlichen Plasmas 
diirfte sich in der GroRenordnung von 20 pE/rnl (immunolo- 
gische Methode) bis 100 pE/ml (biologische Methode an Rat- 
tenfettgewebe) bewegen, d.h. in 1 Liter Plasma ist ca. 1 pg 
Insulin enthalten. 

Substitutionsreaktionen 

Freudenberg begann 1927, die Einwirkung verschiedener 
Reagentien auf Insulin und die damit einhergehende 
Wirksamkeitsanderung systematisch zu verfolgen. Diese 
Arbeiten wurden in neuerer Zeit besonders von Fraenkel- 
Conrat [I491 fortgesetzt. Man hoffte, dabei Einblicke in 
die Beziehung zwischen chemischer Struktur und biolo- 
gischer Wirkung zu erlangen. Nimmt man an, daB eine 
funktionelle Gruppe fur die Wirkung des Hormons uber- 
fliissig ist, wenn eine chemische Veranderung dieser 
Gruppe keinen EinfluR auf die Wirksamkeit des Insu- 
lins hat, so sind die drei Aminogruppen sowie die ali- 
phatischen Hydroxygruppen und der Guanidinrest uber- 
fliissig, wogegen Amid-, phenolische Hydroxy-, Imid- 
azol- und Carboxylgruppen notwendig sind [133,149-1511. 

Dabei bleibt unberucksichtigt, daR Substitutionen auch den 
pK-Wert und die Loslichkeit eines Proteins einschneidend 
verandern. So verschiebt sich der isoionische Punkt des Insu- 
lins rnit zunehmender Veresterung von 5,6 nach 13,O. Die Ak- 
tivitat sol1 der Loslichkeit parallel gehen [1521. Bei der Sulfa- 
tierung wird ein zunchmcnder Aktivitiitsschwund mit stei- 
gendem Sulfatgehalt, also fallendem isoionischen Punkt, be- 
obachtet [1511. DaB es grundsatzlich falsch sein kann, aus Sub- 
stitutionseffekten auf den ,,Were' einer Gruppe zu schlieRen, 
zeigcn du Vigizeuuds Arbeiten am Oxytocin (AktivitPt des Oxy- 
tocins: 485 I.E./mg, des Acetyloxytocins: 1,7 I.E./nig, des 
synthetischen Desaminooxytocins aber 750 I.E./mg!). 

Zwei Substitutionsreaktionen am Insulin haben prak- 
tische Bedeutung : Jodierung und Sulfatierung. Insulin 
wird durch den PyridiR-Schwefeltrioxid-Komplex an 
Amino-, Tyrosin- und Histidinresten sulfatiert "511, ahn- 
lich wirkt Chlorsulfonsaure in Pyridin [1531. Konzen- 
trierte Schwefelsaure verestert bei tiefer Temperatur be- 
vorzugt die aliphatischen, weniger die aromatischen 
Hydroxygruppen (1541. Schwach veresterte lnsuline sind 
hypoglykamisch wirksam, wenig antigen und werden 
von schon vorhandenen Antikorpern kaum gebun- 
den 11551; man stellt sie jetzt zur Behandlung insulinresi- 
stenter Diabetiker her. 
Die Jodierung des Insulins erfolgt an den vier Tyrosin- 
resten jeweils in o-Stellung zur Hydroxygruppe. Dabei 
konnen also 34-1 = 80 verschiedene Jodinsuline, weitere 
bei zusatzlicher Reaktion rnit den Histidinresten 11571, 
entstehen. Als Jodierungsmittel dienen gewohnlich J;, 
J-/Chloramin T und JCI. Bisher sind keine Bedingungen 
bekannt, die ausschliefllich zu Mono- oder Di-jodinsu- 
linen fiihren (starker jodierte lnsuline sind biolQgisch 
unwirksam [9, obgleich die vier Tyrosinreste unter- 
schiedlich leicht reagieren sollen[87,1591 (A19 > A14 > 
€316 > B26 11601). Eine teilweise Fraktionierung des Ge- 
misches von Jodinsulinen gelingt durch Dichtegradien- 
tenelektrophorese [1561. 

131J- und 125J-markierte Insuline [138,1611 sind die wich- 
tigsten Indikatoren fur kleine Insulinmengen. Stark 
strahlende Praparate (> lOmCi/mg) zerstoren sich 
schnell selbst [142,16*1, was durch Verdiinnen rnit Fremd- 

11411 A .  E. Renold, D .  B. Martin, Y .  M. Dagenais, J .  Steinke, R. 
J .  Nickerson u. M. C. Sheps, J. clin. Invest. 39, 1487 (1960). 
[142] R. S. Yalow u. S. A .  Berson, J. din. Invest. 39, 1157 (1960). 
[143] E. R .  Froesch, H.  Burgi, E. E. Ramseier, P.  Eally u. A.  
Labhart, J. clin. Invest. 42, 1816 (1963). 
[144] C. R.  Morgan u. A .  Lazarow, Diabetes 12, 1 1 5  (1963); C .  
R .  Morgan, L .  Sorensen u. A .  Lazarow, ibid. 13, 1 ,  579 (1964); 
C. N. Hales u. P. J.  Randle, Biochem. J. 88, 137 (1963). 
[145] A .  E. Renold, P .  M .  Beigelman, A.  F. Willebrands, J .  Groen, 
D .  B. Martin, Y .  M .  Dagenais, S .  A .  Bcrson, R.  S. Yalow, M. E. 
Krahl u. H. N .  Antoniades, in H .  N. Antoniades: Hormones in 
Human Plasma. Little, Brown & Co., Boston 1960, p. 49. (Ver- 
gleichende Bewertung der Methoden.) 
[146] H. N.  Anroniades, Endocrinology 68, 7 (1961). 
[I471 N. Samaan, R. Fraser u. W .  J. Dempster, Diabetes 12, 339 
(1963). 
I1481 E. A. Rasio, J .  S .  Soeidner u. F. G. Cahill, jr., Diabetologia 
I ,  125 (1965); E. R. Froesch, W. A. Miiller, H. Burgi, M. Wald- 
vogel u. A. Labhart, Biochim. biophysica Acta 121, 360 (1966). 
11491 J. Fraenkel-Conrat u. H.  Fraenkel-Conrat, Biochim. bio- 
physics Acta 5, 89 (1950). 
[150] C .  H .  Li, Nature (London) 178, 1402 (1956); R .  L .  Evans u. 
H .  A. Sarof ,  J .  biol. Chemistry 228, 295 (1957); W .  Anderson, 
C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Ser. chim. 30, 104 (1956); D.  S .  H. 
W. Nicol, Biochim. biophysica Acta 34, 257 (1959); F. Tietze, G. 
E. Morfimore u. N.  R.  Lomax, ibid. .59, 336 (1962). 
[151] L .  A. A. Sluyterman u. J.  M. Kwestroo-van-den-Bosch, 
Biochim. biophysica Acta 38, 102 (1960). 

[152] N. Socoloff, 3e Colloq. St. Jam Hosp. Brugge 1955, S. 97; 
Chem. Abstr. 51, 13148c (1957). 
[153] H. C. Raitz, R .  E. Ferrel, H .  S .  Olcott u. H. Fraerikel-Con- 
rat, J. Amer. chem. SOC. 68, 1031 (1946). 
[I541 H. C.  Reitz, R. E. Ferrel, H .  Fiaenkel-Coniat u. H. S. 01- 
cotf ,  J. Amer. chem. SOC. 68, 1024 (1946); M .  B. Glendening, D. 
M .  Grtenberg u. H. Fraenkel-Conrat. J. biol. Chemistry 167, 125 
(1947). 
11551 P .  J .  Moloney, M .  A.  Aprile u. S.  Wilson, J. New Drugs 4 ,  
258 (1964). 
[I561 C. R. Harington u. A .  Neuberger, Biochem. J. 30, 809 
(1936); einen Uberblick gibt K.  Brunfeldt [54]. 
[157] J.  L. Iizo, W .  F. Bale, M .  J.  Izzo u. A.  Roncone, J. biol. 
Chemistry 239, 3743 (1964). 
[1581 L. W .  de Zoeten u. R. v .  Strik, Recueil Trav. chim. Pays- 
Bas 80, 927 (1961); C .  J .  Garrat, Nature (London) 201, 1324 
(1964), J .  L .  lzzo,  A .  Roncone, M .  J .  lzzo u. W .  F. Bale, J. biol. 
Chemistry 239, 3749 (1964). 
[I591 N. D. Lee, Feder. Proc. 18, 271 (1959); L .  W .  de Zoeten, 
0.  A .  de Bruin u. J.  Everse, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 80, 907, 
917 (1961). 
[ I  601 Dic Oxidation rnit Tyrosinase verliiuft moglicherweise in 
umgekehrter Reihenfolgc, J .  G. Cory, C. C.  Bigelow u. E. Frieden, 
Biochemistry I ,  419 (1962). 
[161] Priiparative Arbcitsanleitungen bei lzzo et al. [I571 und 
K.  Brunfeldt u. T. Deckert, Acta endocrinol. 47, 353 (1964). 
[162] E. Sanzols u. H .  S .  Williams, Nature (London) 190, 1211 
(1961). 
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eiweiB, z. B. Humanalbumin, vermindert werden 
kann [1571. Trotz vielseitiger Anwendung ist nicht be- 
kannt, ob sich jodiertes Insulin im Organismus wirklich 
wie das native Hormon verhalt. 
8zBr-markiertes Insulin [I631 ist zu kurzlebig, 3%-sulfatiertes 
Hormon [I641 diirfte interessanter sein. 35S-, 14C- und 3H-hal- 
tige Insuline werden durch Biosynthese rnit markierten 
Aminosauren erhalten und haben Bedeutung fur die Erfor- 
schung der Biochemie des Insulins. Die Isolierung ist auf- 
wendig, die spezifische Aktivitat ist, ebenso wie die des direkt 
tritiierten Hormons [1651, gering. Mehrere Autoren acylicrten 
die Aminogruppen des Insulins mit 14C-markierten Amino- 
sauren, doch fehlt der Nachweis, daB sich diese Praparate wie 
natives Hormon verhalten. Es ist sicher zweckmaBiger, Insu- 
lin rnit markierten Aminosauren zu synthetisieren 11661. 

Enzymatischer Abbau 

Das native Hormon ist in vitro gegen hydrolysierende 
Enzyme recht bestandig, dabei spielt der Zinkgehalt eine 
besondere Rolle (z. B. verdaut Leucinaminopeptidase 
nur metallfreies Insulin [1681). Trypsin und Chymotryp- 
sin spalten das native lnsulin nur langsam [1691; sobald 
aber eine Bindung gespalten ist, verlauft die restliche 
Hydrolyse schnell[17OJ. Am starksten wird Insulin vom 
Subtilisin angegriffen [1711. 

Der vorsichtige Abbau rnit Carboxypeptidase [791 ist in- 
sofern interessant, als man bei Entfernung nur der C- 
terminalen Aminosaure der B-Kette voll aktives Des- 
alanin-Insulin erhalt [1721. Bei weitergehender Verdau- 
ung spaltet Carboxypeptidase auch die Amidgruppe im 
C-terminalen Asparagin A21. Das entstehende Des- 
alanin-desamido-insulin weist etwa zwei Drittel[173-1751 
der Aktivitat des Insulins auf; wird aber auch der Aspa- 
raginsaurerest entfernt, so ist das Produkt (Desalanin- 
desasparagin-insulin) unwirksam [I759 1761. 

Trypsin spaltet nur die B-Kette, langsam zwischen B22 
und B23, schnell zwischen B29 und B30 [1741. ,,Desocta- 
peptid-insulin" ist inaktiv [175,1771. 

[163] U. Rosa, G. A .  Scassellati u. G. Penisi, Prod. Use Short- 
lived-Radioisotopes Reactors, Proc. Seminar, Wien 1962, Bd. 2, 
S. 161; Chem. Abstr. 59, 10463a (1963). 
[I641 W .  C .  Stadie, N .  Haugaard u. M .  Vaughart, J .  biol. Chem- 
istry 199, 729 (1952). 
[I651 C.  v.  Holt, I .  Voelker, L. $2. Holt, I .  Benedikt, I .  Hollmann, 
H. Liith, E. Schiimann u. H .  Wilkens, Biochim. biophysica Acta 
38, 88 (1960). 
[166] Y. Wang, R.-c. Tsicn et al., Scientia sinica, im Druck. 
[167] Vgl. z.B. E. 0. P. Thompson, Advances org. Chern. 1, 149 
(1960). 
[168] E. L. Smith, R .  L. Hill u. A .  Borman, Biochim. biophysica 
Acta 29, 207 (1958). 
[I691 J.  A. V .  Butler, E. C .  Dodds, D .  M .  P .  Phillips u. J .  M .  L.  
Stephen, Biochem. J. 44, 224 (1949). 
[I701 A. Ginsburg u. H. K.  Schachman, J. biol. Chemistry 235, 
108 (1960). 
[I711 E. S. Haugaard u. N .  Haugaard, C. R. Trav. Lab. Carls- 
berg, Ser. chim. 29, 350 (1955); B. Meedom, ibid. 29, 403 (1955). 
[I721 M .  Bodanszky u. J.  Fried, Franz. Pat. M. 2800 (1964); 
Chem. Abstr. 62, 12988b (1965). 
[173] L. 1. Slobin u. F. H. Carpenter, Biochemistry 2, 22 (1963). 
[ 1741 J .  I .  Harris u. C. H .  Li, J. Amer. chem. SOC. 74,2945 (1952). 
[175] D.  S. H. W. Nicol, Biochem. J .  75, 395 (1960). 
[ 1761 L .  I.  Slobin u. F. H. Carpenter, Biochemistry 2, 16 (1963). 
[I771 F. H .  Carpenter u. W .  H.  Baum, J. biol. Chemistry 237, 
409 (1962). 

Leucinaminopeptidase baut die B-Kette t-om hydro- 
phoben Aminoende her schnell ab. Die ersten sechs 
Aminosaurereste sollen fur die hypoglykamische Wir- 
kung des Insulins uberflussig sein [1681. 

Die enzymatische Reduktion der Disulfidbrucken ist in 
vitro [I781 bedeutungslos, in vivo anscheinend der erste 
Schritt des Insulinabbaues. 

Nichtenzymatische Abbaureaktionen 

Die primare P-Amidgruppe des C-terminalen Asparagin- 
restes (A21) ist besonders hydrolyseempfindlich [1731. Da- 
her wird Insulin schon bei der sauren Extraktion des 
Pankreas teilweise zum biologisch noch fast voll aktiven 
Desamidoinsulin abgebaut [261, dessen Abtrennung 
durch Gegenstromverteilung und Ionenaustausch- 
chromatographie gelingt [179J. 

Persauren spalten im Insulin alle drei Disulfidbindungen, 
aus einem Cystinrest bilden sich jeweils zwei Cystein- 
saurereste. Die sogenannten ,,oxidierten Ketten" sind 
bestandige, hypoglyktimisch unwirksame Verbindungen, 
die nicht mehr selektiv zu reduzieren sind, durch Prote- 
asen aber abgebaut werden [1671. 

Die Chemie der reduktiven und sulfitolytischen Spaltun- 
gen des Insulins ist wesentlich interessanter. Wird das 
Protein rnit Schwefelwasserstoff oder Thioglykol- 
saure [I801 im sauren Milieu behandelt, so erfolgt die Re- 
duktion nur langsam, im alkalischen Milieu schnell. Die 
Reduktion mit Mercaptoathanol ist kaum pH-abhangig. 
Das Hormon wird inaktiv, sobald eine der drei Cystin- 
bindungen gespalten worden ist [1811. Alkohole und 
Schwermetallionen beschleunigen die Reduktion [1821, 

die ohne Denaturierungsmittel nur unvollstandig ver- 
lauft [1801, Zur Spaltung aller drei Disulfidbindungen ar- 
beitet man daher gewohnlich in 6 bis 8 M Harnstoff- 
losung [I831 oder mit vielhundertfachem UberschuB an 
Mercaptoathanol[1841. Da Thiolgruppen der reduzierten 
Ketten bereits an der Luft oxidiert werden, maskiert man 
sie bei praparativen Arbeiten gewohnlich irreversibel 
durch Carboxymethylierung (RS-CH2COOH) rnit Jod- 
essigsaure [*I I 184,1851, durch Amidomethylierung 
(RS-CH2CONH2) rnit Jodacetamid [180,1861, durch 
Aminoathylierung (RS-CHz-CH2-NHz) rnit Amino- 
bromathan [I231 oder reversibel durch Uberfuhrung in 
die S-Sulfonate (Buntesalze, Thiosulfate RS-S03-). 

[I781 S.  Black, E. M .  Harte, B. Hudson u. L. Wartofsky, J. biol. 
Chemistry 235, 2910 (1960). 
[I791 E. 0. P. Thompson u. I .  J .  O'Donnel, Austral. J. biol. Sci. 
13, 393 (1960). 
[I801 H. Lindley, J. Amer. chem. SOC. 77, 4927 (1955). 
[181] 0. Wintersteiner, J. biol. Chemistry 102,473 (1933); in Ver- 
bindung mit dem Befund, da8 das Molekulargewicht je Cystin- 
rest 2000 ist [ V .  du Vigneaud, ibid. 75, 393 (1927)], hatte man hier- 
aus schon 1933 auf ein minimales Molekulargewicht von 6000 
schlie8en konnen. 
[I821 J.  Lens u. J.  Neutelings, Biochim. biophysica Acta 4, 501 
(1950). 
11831 Y.-c. Du u. C . 4  Tsou, Acta biochim. biophys. sinica 3, 89 
(1963). 
[184] E. 0. P. Thompson u. I .  J .  O'Donnel, Biochim. biophysica 
Acta 53, 447 (1961). 
I1851 A .  M .  Crestfield, S .  Moore u. W. H.  Stein, J. biol. Chern- 
istry 238, 622 (1963). 
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Nach elektrochemischen Messungen sind die beiden 
kettenverkniipfenden Disulfidbriicken leichter zu redu- 
zieren als die intrachenare BriickeL1871; wegen der Di- 
sulfidaustauschreaktionen ist es aber schwierig, diesen 
Effekt zur Darstellung einer 7,20-Dithiol-6,1 l-disulfid- 
A-Kette (5) zu nutzen. Wird Insulin jedoch nur kurz 
mit acht Aquivalenten Mercaptoathanol behandelt und 
dann mit Jodessigsaure an den SH-Gruppen blockiert, 
so kann die Verbindung (7) rnit etwa 65 % Ausbeute iso- 
Iiert werden 11881, d.h. die Disulfidbindung h - 1 1  wird 
schwerer angegriffen als die beiden anderen S-S- 
Briicken. 

(S) (71 

s-8 
SCHzCOOH SCH2COOH 

JCHICOOH 
-55" 

H o  cIn.-On, 

7H TH SCHKOOH YCHi,CCOH - 
141 (61 (8) 

Das bestatigt sich auch bei der oxidativen Sulfitolyse 
nach 

RS-SR + 2 SO:- 2 RS-SO; + R'S-SO; + 2 e-, 

bei der als Oxidationsmittel Luft, Cu2+[1891, Luft rnit 
Spuren Cu2+, Dijodathan [1901, o-Jodosobenzoat oder 
Natriumtetrathionat 11911 dienen konnen. 
Die Reaktion verlauft in Gegenwart von Harnstoff und Gua- 
nidin vollstandig [192,193,206*2071, fuhrt sonst aber zu einem 
komplizierten Gemisch, dessen Trennung und Charakteri- 
sierung unlangst gelang [1941. Dabei wurden mehrere Verbin- 
dungen isoliert, deren Existenz unter den Reaktionsbedin- 
gungen nicht zu erwarten war, z.B. Disulfide der A-Kette des 
Typs [A(SS)21n rnit n =  1,2, (3,4). Das interessanteste Produkt, 
das 7,20-Bis-S-sulfonat rnit intaktem 6,1 l-Disulfidring, ent- 
steht rnit bis zu 30 % Ausbeute u923 1951. Der Substanz wurde 
friiher, ebenso wie den A-Ketten-Disulfiden, eine geringe In- 
suhnaktivifat nachgesagt [1961, doch konnten diese Befunde 
nicht bestatigt werden [I939 1971. In diesen Zusammenhang fiigt 
sich die Beobachtung, da13 Schwefeldioxid-Vergiftungen im 
Tierexperiment zur Inaktivierung des Insulins fuhren 11981. 

Die beiden S-Sulfonate sind die praparativ wichtigsten 
Derivate der Insulinketten. Sie sind einerseits hinrei- 

[186] S. Wilson, M. A.  Aprile u. L. Sasaki, Canad. J. Biochem., 
im Druck. 
[187] R. Cecil u. P. D .  J. Weitzmann, Biochem. I. 93, 1 (1964); 
G. Markus, J. biol. Chemistry 239, 4163 (1964); P. D. J.  Weitz- 
mann, Biochim. biophysica Acta 107, 146 (1965). 
(1881 H. Zahn u. H. G.  Gattner, unveroffentlicht. 
[189] J. M .  Swan, Nature (London) 180, 643 (1957). 
11901 F. Weygand u. K.  Eichner, Z. Naturforsch. 186,978 (1963). 
[191] J. L .  Bailey u. R .  D.  Cole, J .  biol. Chemistry 234, 1722 
(1 959). 
11921 R. Cecil u. U. E. Loening, Biochem. J. 66, 18P (1957); 76, 
146 (1960). 
11931 K.  M .  Pruitt, J. Cantrell u. B. R .  Boshell, Biochim. bio- 
physics Acta 115, 329 (1966). 
[194] H. Zahn u. E. Drechsel, unveroffentlicht. 
[I  951 Anderslautende Angaben [J.  Meienhofer u. 0. Brinkhoff, 
Nature (London) 199, 1095 (1963)l waren nicht zu reproduzieren, 
unter den dort genannten Bedingungen entstand die Substanz zu 
weniger als 5 % [194]. 
11'361 P. Volfin, A.-M. Chambaut, D. Eboud-Bonis, H. Ciauser, 
0. Brinkhox H. Bremer, J. Meienhofer u. H. Zahn, Nature (Lon- 
don) 203,408 (1964). 
[I971 H. Clauser, A.-M. Chambaut, D.  EbouP-Bonis u. P. Volfn, 
Annales dEndocrinologie 26, 714 (1965). 
[198] A .  M .  Susarova u. P. T.  Tenyakov, Vestnik Chkalov. Ob- 
last. Otdel. Vsesoyuz. Khim. Obshchestva im. D. I. Mendeleeva 
7, 77 (1957); Chem. Abstr. 54,19966h (1960). 

chend bestandig und lassen sich leicht isolie- 
ren [190-192,199,207,2@91 und sind andererseits durch iiber- 
schiissiges Thiol leicht in die reaktionsfahigen Thiol- 
Ketten [205-207,2101 zu iiberfiihren und konnen auch zur 
Synthese von Disulfiden nutzlich sein : 

RS-SO; + H - S R  2 RS-SR + HSO? 
RS-SR' + H-SR' 2 RS-H + R'S -SR' 
R'S-SR' 3- HSO; 2 R'SH + R'S -SO; 

Die Thiosulfatketten spielen eine wichtige Rolle bei syn- 
thetischen Axbeiten am Insulin. 

Regenerierung und Resynthese 

Von zahlreichen Versuchen, aus chemisch verandertem 
Insulin wieder natives Hormon zu regenerieren, verliefen 
nur wenige erfolgreich. Freudenberg und Dirseherl[2001 
erhielten aus acetyliertem Insulin bei der Alkalibehand- 
lung einen Teil der biologischen Wirksamkeit zuriick. 
Insulin, das durch heiDe Sauren denaturiert worden war, 
lieB sich wieder in aktives Hormon iiberfiihren [113-1171. 
Das Produkt konnte in diesem Fall allerdings Desamido- 
insulin gewesen sein, da bei der Prazipitation rnit einer 
Arnmoniakabspaltung [2011 zu rechnen ist. 
Die oxidative Regenerierung von Insulin aus reduzierten 
Praparaten ist schwierig und gelang nur bei teilweise 
reduzierten Produkten 1583 2021 ; die Arbeiten blieben auch 
nicht unwidersprochen [2031. Gegen die Moglichkeit einer 
solchen Resynthese spricht, daR die Verkniipfung der In- 
sulinketten bei der Oxidation zu einer uniiberschaubaren 

Zahl von Produkten fuhren kann. Werden die SH-Ket- 
ten (9), (10) in sehr verdiinnten Losungen oxidiert, so 
sollten nach dem Ruggli-Ziegler-Prinzip in intramole- 
kularen Reaktionen drei monomere Bis-disulfide der A- 
Kette (II), (12), (13) und das Disulfid (14) der B-Kette 
entstehen. Diese Bedingungen sind ideal fur den Ring- 
schM A6-11, aber hochst ungunstig fur die Kettenver- 
kniipfungen AI-B~ und A20-B19, die nur bei hoherer 
Proteinkonzentration erfolgen sollten. Neben dem In- 
sulin (4) sind dann aber elf Isomere (15)-(25) des Hor- 

11991 S.  J .  Leach, J .  M .  Swan u. L. A .  Holt, Biochim. biophysica 
Acta 78, 196 (1963). 
(2001 K.  Freudenberg u. W. Dirscherl, Naturwissenschaften 15, 
832 (1927); Hoppe-Seylers 2. physiol. Chem. 175, 1 (1928). 
12011 K. Freudenberg, W. Dirscherl u. H. Eyer, Hoppe-Seylers 
2. physiol. Chem. 187, 89 (1930). 
[202] R .  S .  Allen u. J.  R .  Murlin, Proc. SOC. exp. Biol. Med. 22, 
492 (1925); K, Freudenberg u. A .  Munch, Hoppe-Seylers 2. 
physiol. Chem. 263, 1 (1940). 
[203] A .  Whire u. K.  G. Stern, J. biol. Chemistry 119, 215 (1937); 
V. du Vigneaud, A.  Fitch, E. Pekarek u. W. W .  Lockwood, J. 
biol. Chemistry 94, 233 (1931). 
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mons und dazu eine unendliche Zahl von Oligomeren 
und Polymeren einzelner und beider Ketten zu erwarten. 
Die Bildungswahrscheinlichkeit fur Insulin ist demnach 
bei der gemeinsamen Oxidation der SH-Ketten ge- 
ring I2@4,2051* 

6 7 11 20 19 
Ill1 1121 I131 I141 

122J I231 I241 1251 

Abb. 5. Schematische Darstellung der A- und B-Kettcn des Insulins mit 
intrachenaren Disulfidbriicken (obere Zeile) und der durch unterschied- 
liche Bildung der interchenaren Disulfidbriicken moglichen Tsomeren des 
Insulins. Am Anfang der zweiten Zeile ist natives Insulin dargestellt. 

Um so uberraschender war es, da8 Dixon und Ward- 
law [2061 sowie Tsou et al. [2071 1960 Insulin aus vorher 
vollstandig getrennten Polypeptidketten resynthetisieren 
konnten. Die Ketten wurden als S-Sulfonate getrennt 
und gereinigt, die inaktiven Ketten dann mit uberschus- 
sigem Thiol reduziert und als SH-Ketten (9), (10) ge- 
fallt. Die Niederschlage lieferten nach Zusamniengabe 
und Oxidation rnit Luft bei pH = 8,5 bis 9,0 Praparate 
mit 1 bis 2 "/v Insulingehalt. 
Da8 die Aktivitat der Oxidationsprodukte tatsachlich 
durch lnsulin hervorgerufen wird, zeigte die Reaktion 
mit Insulin-Antiserum [2061 und die Isolierung von kri- 
stallisierbarem Insulin aus den Resyntheseprodukten 
durch Extraktion rnit angesauertem Butanol[2071. 
Durch Variation der Reaktionsbedingungen konnten die 
Ausbeuten zunachst auf 5 bis 10 % [205,20832091, von 
Tsou et al. [2101 dann sogar auf 50 % gesteigert werden. 
Die Autoren nennen in einer neueren Arbeit [2*11 aller- 
dings nur noch Ausbeuten von 10 bis 20 % (vgl. c2051); 

Zahn und Mitarbeiter erhielten bei der Nacharbeitung 
maximal 25 %. 
Bei der Methode von Tsou et al. wird die A-Kette in 50-proz. 
UberschuB eingesetzt und der ungewohnliche pH-Wert von 
10,6 benutzt. Unter diesen Bedingungen aggregiert Insulin 
nicht mehr [loll, und die einzelnen B-Ketten aggregieren wahr- 
scheinlich auch nicht. Bei der Trennung von Insulinresyn- 

[204] W. Kauimann in: Sulfur in Proteins, Proc. Symposium, 
Falmouth, Mass. 1958. Academic Press, New York 1959, S. 93. 
[205] K.  M .  Pruitt, B. S .  Robison u. J.  H. Gibbs, Biopolymers 4 ,  
351 (1966). 
I2061 G. H.  Dixoiz u. A. C.  Wardiaw, Nature (London) 188, 721 
(1960). 
[207] Y.-c. Du, Y.-s. Zhang, 2.-x. Lu u. C . 4 .  Tsou, Scientia sinica 
10, 84 (1961). 
[AX] C.4. Tsou, Y.-c. Du u. G.-j. Xi, Scientia sinica 10, 332 
(1961). 
[209] S. Wilson, G.  H.  Dixon u. A. C.  Wardlaw, Biochim. bio- 
physics Acta 62, 483 (1962). 
[210] Y.-c. Du, R.-q.  Jiang u. C.4. Tsou, Scientia sinica 14, 229 
(1965). 
[211] C.-i Niu, Y.-t. Kung, W.-t. Hnang, L.-t. Ke,  C.-c. Chen, 
Y.-c. Chen, Y.-c. Du, R.-q. Jiang. C.4.  Tsou, S.-c. Hu, S.-q. Chit u. 
K.-z. Wang, Scientia sinica 15, 231 (1966). 

__- 

these-Gemischen durch Gelfiltration, Elektrophorese oder 
Gegenstromverteilung [2121 wurde als Hauptprodukt eine Sub- 
stanz der Aminosaurezusammensetzung [ABz],, daneben 
[AB], (Insulin) und [A],, aber wenig [Bln isoliert. [AB21n 
kann wohl auf zwei Wegen entstehen: durch Reaktion der 
A-Kette mit der Poly-B-Kette und durch die unliingst nach- 
gewiesene [I941 Reaktion der Thiol-B-Kette rnit Insulin. 

Die gemeinsame Oxidation der Ketten fiihrt also nicht 
unbedingt zu einem statistischen Gemisch. Zahn 
et al. [213,2141 kamen ebenfalls zu Insulinausbeuten von 
maximal 50 %, wenn sie die A-Kette in der Thiolform 
(9) zunachst allein so lange voroxidierten, bis 50 % der 
SH-Gruppen in Disulfidgruppen ubergefuhrt waren, 
dann rnit der aquivalenten Menge Thiol-B-Kette (10) 
versetzten und vollstandig oxidierten (pH = 8,9). 
Unter diesen Umstanden wird moglicherweise zunachst der 
stabilere [187,1921 Disulfidring A6-11 (5) geschlosssen. Bei der 
anschlieBenden Kombination rnit der B-Kette sollte dann 
auDer nativem Insulin fast nur noch das Isomere mit anti- 
paralleler Kettenanordnung (15) entstehen. Die Insulinaus- 
beute lie8 sich weiter (auf maximal 70 %) steigern [214,2151, als 
die B-Kette in Form ihres S-Sulfonats (26) rnit voroxidierter 
A-Kette (5) umgesetzt wurde; dabei wird die Bildung von 
[Bin und [AB21n wohl ausgeschlossen. 

(91 (51 

(41 

Insulinresynthesen unter Verwendung anderer Oxida- 
tionsmittel als Luft, z. B. Dijodathan und Dimethylsulf- 
oxid [2161, oder der Systeme Glutathiondisulfid/Triphos- 
phopyridinnucleotid 12163 und Glutathiondisulfid/Gluta- 
thion-Insulin-Transhydrogenase [2171, lieferten maximal 
11 % Insulin. 
Die Resynthese von Insulin aus natiirlichen Ketten 
diente auch zur Darstellung von immunochemisch in- 
teressanten ,,Hybridinsulinen", bei denen A- und B- 
Kette jeweils vonverschiedenen Species stammen [209,21*1. 

Synthese 

Die allgemeinen Fortschritte der Peptidchemie ermutig- 
ten mehrere Arbeitskreise, nach Bekanntwerden der 
Formel rnit der Synthese von Peptidsequenzen aus dem 
Insulin zu beginnen. Das Haupthindernis fiir eine Total- 
synthese des Hormons schien die Verknupfung der Ket- 

[212] H.  Zahn, 0. Brinkhoff, E. Drechsel u. H .  Klostermeyer, un-  
veroffen tlich t. 
[213] B. Gutte, Diplomarbeit, Technische Hochschule Aachen, 
1964; H. Zahn, B. Gutte, E. F. Pfeiffer u. J .  Amman, Liebigs Ann. 
Chem. 691,225 (1966). 
[214] DBP-Anmeldung vom 6. Febr. 1965, Farbenfabriken 
Bayer A.G., Erf. ; H. Zahn u. B. Gutte. 
[215] H .  Zahn u. B. Gutte durch H .  Zahn, Verhandlungsber. 
Deutscb. Ges. innere Mcd. 1966, im Druck. 
[216] 0. Britlkhufl; Dissertation, Technische Hochschule Aachen, 
1964. 
[217] H .  M .  Katzen, F. Tietie u. D. Stetten, jr.,  J. biol. Chem- 
istry 238, 1006 (1963). 
[218] G. H .  Dixon, Excerpta Medica Int. Congr. Ser. No. 83, 
1207 (1964); S. Wilson, ibid. 84, D 85 (1965). 
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ten zu sein. Sobald sich dieses Problem, wenn auch nur 
mit geringer Ausbeute, als losbar erwies [20612071, war der 
Weg fur eine Synthese des Insulins vorgezeichnet: Es 
sollte moglich sein, die beiden Polypeptidketten in An- 
lehnung an du Vigneauds Arbeiten 12191 unter Verwen- 
dung von S-benzylierten Cysteinresten und permanenter 
Maskierung funktioneller Gruppen in den Seitenketten 
getrennt aufzubauen, dann mit Natrium in fliissigem 
Ammoniak alle Schutzgruppen zu entfernen und die so 
erhaltenen SH-Ketten oxidativ zu verkniipfen. Das ware 

Der Syntheseplan war richtig. Ende 1963 gelang Zahn 
und Mitarbeitern [lo] und etwa zur gleichen Zeit auch 
Katsoyannis et al. in Zusammenarbeit mit Dixon [111 die 
Darstellung von Schafinsulin. Arbeitskreise in China 
unter den Brofessoren Niu, Wang, Hsing, Tsou und Tsao 
synthetisierten 1965 das Rinderinsulin [2201; es unter- 
scheidet sich vom Schafinsulin durch die Aminosaure 
(Gly +- Ser) In Position As (Abb. 1). Dieses Hormon 
wurde auch rnit einem 14C-markierten Glycinrest in der 
Position A1 synthetisiert [1661. 

Glu . A s n .  T y r  C y s  . A s n  G l y * I l e . V a l . G l u  G l n . C y s * C y s . A l a . G l y  Val. C y s '  S e r  L e u . T y r ' G l n . L e u  

1 Azidkuppluog 

Azldkupplung 

OBut 
Z . hlu .  A s n .  T y r  . C y s  . Asn  

? Z L  I 
Z . V a l .  C y s  . S e r  . L e u .  T y r  . Gln . L e u .  OMe 

N A  HBr/CH,COOH 

Azidkvppluag 

B Z L  g z L  
Z * V a l .  A y s .  S e r  . L e u . T y r .  G ln  . Leu. Glu  - A m .  T y r  . C y s  . Asn 

OBut F Z L B Z L  
Z - Gly . I l e . V a l . G l u . G l n .  C y s  . C y s  . A l a .  Gly 

HBr/CF,CJOH 

1 .  Aohydrldkupplung; 2. CF,COOH; 3.  Ns in n. NH, 

Gly . I l e  . V a l  * Glu  . Gln  . Cy . F y ,  A la  * Gly . V a l .  Cy . S e r  * L e u .  T y r  . Gln  . L e u .  Glu * A s n  . Tyr  . Fy . A s n  
SH SH SH SH 

Phe .Val .Asn.Gln .His .Leu .by  .Gly.Ser ' H i s  .Leu.Val.Glu.Ala.Leu.Tyr . L e u ,  V a l .  b y .  Gly .Glu .Arg 'Gly. Phe . Phe . T y r  . T h r .  Pro. Lys . A h  

HBr/CF,COOH 

BZL TOS TOS . Leu . T y r .  Leu . V a l  - & y s .  Gly .Glu ..krg. Gly . Phe . Phe . T y r  . T h r .  Pro. i y s .  Ala 

HBr/CF&OOH 

Z . L e u . T y r . L e u . V a l . ~ y s . G l y . G l u . A r g . G l y . P h e . P h e . T y r . T h r . P r o . L y s . A l a  BZL ?!3u'TOS TOS .OBut 

?ButTOS TOS 
Z .Glu.  Arg.  Gly . Phe . Phe . T y r  . T h r .  Pro. t y s .  Ala . OBut 

Phe . Val 'Asn*Gln 'His .  Leu.  Cym 'Gly Se r .H i s .  Leu 'Val'Glu.Ala Leu T y r '  Leu. Val. Cys .Gly Glu. Arg '  Gly Phe.  Phe.  T y r .  T h r .  Pro. Lya * Als. 

Abb. 6. Projektionsforrnel des Schafinsulins (Mitte) u n d  Synthesegang nach  Zahn e t  al. [lo]. Die Ket tenfragmente wurden du rch  stufenweise Ver- 
I lngerung urn jeweils einen Arninosaurerest aufgebaut. 

Abkiirzungen: B Z L  = Benzyl, DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid, OBut  =- tert.-Butylester, O M e  = Methylester, 'TOS = p-Toluolsulfonyl, 
2 = Benzyloxycarbonyl. 

zwar keine strukturbeweisende Totalsynthese im klassi- 
schen sinne - dazu miiBte such die Kniipfung der drei 
Disulfid briicken einzeln und in iibersichtlichen Reak- 

Das Humaninsulin (Abb. 1) unterscheidet sich vom Rinder- 
insulin durch Threonin statt Alanin in den Positionen As und 
B30 und durch Isoleucin statt Valin in Position Ale. Wahrend 

erfolgen -9 aber es wse der einfachste weg 
[220] y,-t, Kung, y,-c ,  Du, W.-t, Huang, C,-c .  Chen, L,-t.  Ke, 

synthetischen Insulin. S.-c. Nu, R.-q. Jiang, S.-q. Chu, C.-i Niu, J.-z. Hsu, W.-c. Chang, 
L.4. Cheng, H.-s. Li, Y .  Wang, T.-p. Loh, A.-h. Chi, C.-h. Li, 
P.-t.  Shi, Y.-h. Yie, K.-I. Tang u. C.-y. Hsing, Scientia sinica 14, 
1710 (1965); 15, 544 (1966); Kexue Tongbao 17,241 (1966). 

[219] V. du Vigneaud: Les Prix Nobel en 1955. Kungl. Boktr. 
P. A. Norstedt and Soner, Stockholm 1956. 
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die Synthese der Ketten t221-2231 und der vom Schafinsulin 
abweichenden Peptidsequenzen [224,2251 normal verlauft, 
fiihrte die Abspaltung der S-Benzylschutzgruppen aus der 
B-Kette des Humaninsulins bisher stets zur Zerstorung des 
C-terminalen Threoninrestes C222, 2231. Wie die Aminosiure- 
analyse zeigt, scheint dies auch bei dem 1966 als ,,syntheti- 
sches Humaninsulin" beschriebenen Praparat [2211 der Fall zu 
sein. Fur die Hormonwirkung ist der B3o-Rest allerdings iiber- 
fliissig [1751. 

Die  bisher veroffentlichten Insulinsynthesen unterschei- 
den sich nur in methodischen Details, eine Darstellung 
der Aachener Synthese zeigt Abbildung 6. Fur  die 
Synthese der A-Kette waren 89, fur die der B-Kette 132 
Reaktionsschritte notwendig, fur die Kettenvereinigung 
nochnial 3. Alle Reaktionsfolgen wurden so gewahlt, 
daB Veranderungen an den 48 Asymmetriezentren prak- 
tisch ausgeschlossen waren 12261. 

Die Vereinigung der Ketten gelang verbliiffend einfach: ein 
stochiometrisches Gemisch der geschiitzten Polypeptidketten 
wurde in flussigem Ammoniak gelost, rnit Natrium behandelt, 
nach Verdampfen des Losungsmittels in Pufferlosung (pH = 

9,O) gelost, gegen nicht entliiftetes Wasser dialysiert und ge- 
friergetrocknet. Der Insulingehalt des Riickstandes wurde 
mit verschiedenen Methoden zu 0,2 bis 1,0 % (0,05 bis 0,25 
I.E./mg) bestimmt; seine Aktivitit lie13 sich mit Insulinanti- 
serum vollig neutralisieren [2271. Die Ausbeute der Kettenver- 
einigung lag in der GrBOenordnung, die rnit der damals iibli- 
chen Technik - keine Zwischenreinigung der Ketten - auch 
bei der Rekombination natiirlicher Ketten erzielt wurde. 
Verkniipfungen synthetischer Ketten rnit den nativen 
Gegenketten zu ,,halbsynthetischen Insulinen" zeigten, 
daB die synthetische A-Kette [11,2281 mehr Insulin liefert 
als die synthetische B-Kette [11,2291. Seit 1961 [2081 be- 
kannt wurde, daB auch naturliche lnsulinketten nach 
der Behandlung rnit Natrium in flussigem Ammoniak 
weniger Insulin als unbehandelte Ketten bilden, weiB 
man, daB besonders die  B-Kette bei der Abspaltung der 
letzten Schutzgruppen sehr schnell - bevorzugt zwi- 
schen den Positionen 27 und 28 (-Thr-Pro-) - abge- 
baut wird [*301. Aus diesem Grunde brachten Wieder- 
holungen und Versuche zur Verbesserung [222,231.2321 
der Aachener Synthese keine Ausbeuteerhohung, son- 
dern bewiesen lediglich deren Reproduzierbarkeit. 
Es ist moglich, die synthetischen Ketten nach der Entfernung 
der Schutzgruppen auf dem Umweg iiber die S-Sulfonate von 
Spaltprodukten und anderen Verunreinigungen zu be- 
freien [2111. Das so gereinigte Material mu13 den aus natiirli- 
chem Insulin gewonnenen Buntesalzketten aquivalent sein 

Schafinsulin 
Schafinsulin 
Rinderinsulin 
Humaninsulin 

[221] P. G. Katsoyannis, A .  M .  Tometsko, J .  Z .  Ginos u. M .  A.  
Tilak, J. Amer. chem. S O C .  88, 164 (1966); P. G. Katsoyannis, A .  
Tometsko u. C.  Zahit, ibid. 88, 166 (1966). 
[222] H. Zahn, Konf. Spez. Probleme Proteinstrukt., Oestrich, 
Okt. 1965, Ges. f. Physiol. Chemie, Referate S. 6; Excerpta 
Medica int. Congr. Ser. 112, 336 (1965). 
[223] R.  B. Merrifield u. A .  Marglin, 1965, unveroffentlicht. 
[224] H .  Aroldu. M Hartmann, J. prakt. Chem. 21, 59 (1963). 
[225] J.  Meierthofer, Liebigs Ann. Chem. 692, 231 (1966). 
[226] H .  Zahn, J .  Meienhofer u. E. Schnabel, Acta chim. Acad. 
Sci. hung. 44, 109 (1965). 
[221] H, Zahn, 0. Brinkhoff, J .  Meienhofer, E. F. Pfeiffer, H.  
Ditschuneit u. Ch. Gloxhuber, Z .  Naturforsch. 206, 666 (1965). 
[228] H .  Zahn, H.  Bremer u. R.  Zabel, 2. Naturforsch. 206, 
653 (1965). 
[229] J.  Meienhofer u. E. Schnabel, 2. Naturforsch. 206, 661 
(1 965). 
I2301 W. F. Benisek u. R. D .  Cole, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. 20, 655 (1965). 
[231] E. Schnabel, unveroffentlicht. 
12321 H .  Zahn, W. Danho u. B. Gutte, Z. Naturforsch., im Druck. 

1963 Zalin et al. [ lo] 
1964 Dixon [ I l l  
1965 Niu, Wang, Hsirig et al. [?20] 
I966 Katsoyarmis et al. [221] 

0,05 -0,25[a] 
0,005 -0,017 [b] 
0,30 -0,60 [b, c] 
ca. 0,48 [b] 

Tabelle 1. Biologische Aktivititen synthetischer Insulinpraparate. 

Produkt I Aktivitat [I.E./mg] I Autoren 

und sollte bei der Vereinigung Praparate mit mindestens 
0,25 I.E./mg Insulin Iiefern (Tabelle 1). Die Isolierung reinen, 
kristallinen Insulins aus synthetischem Material [220,222,232] 

ist einfacher, wenn die Insulinketten vor der Vereinigung ge- 
reinigt werden, die Gesamtausbeute ist dann aber geringer. 
Die Ausbeuten (bezogen auf die C-terminalen Amino- 
sauren) betrugen bei einer Aachener Synthese fur 
die geschutzte A-Kette 2,9 %, fur die geschutzte B-Kette 
7,O %, fur den Insulingehalt des Endproduktes 0,25 bis 
0,55 %. Bei den chinesischen und amerikanischen Arbei- 
ten diirften die Ausbeuten 5hnlich sein. Eine wirtschaft- 
liche Synthese des Insulins diirfte auf diesem Wege un- 
moglich sein. 
Hier kann die von R. B. Merrifield entwickelte Peptid- 
synthese an festen Tragern [2331 einen Ausweg bieten. Mit 
der neuen Methode wurden in wenigen Wochen die A- 
und B-Ketten des Human-, Rinder- und Schafinsu- 
lins 1221.2341 aufgebaut. Die Ausbeuten an gereinigter, 
geschutzter B-Kette betrugen z.B. 45 bis 60 %. Da bei 
den neuen Arbeiten zunachst auch rnit S-benzyliertem 
Cystein gearbeitet wurde, also eine Entfernung der 
Schutzgruppen mit Natrium notig war, lag die Aktivitat 
des so gewonnenen Insulins nur in  der gewohnten Gro- 
Bcnordnung. 
In den nachsten Jahren diirfte die von Zervas et aI. [2351 be- 
gonnene Entwicklung selektiv abspaltbarer Schwefelschutz- 
gruppen so groBe Fortschritte machen, daB die Deblockie- 
rung geschiitzter Peptidketten unter milden Bedingungen 
moglich wird. 

Biosynthese 

Insulin wird in  den p-Zellen der Langerhansschen Inseln 
synthetisiert und gespeichert. Die Inseln sind uber den 
ganzen Pankreas zerstreut und machen zusammen nur 
ca. 1 % der Pankreasmasse aus. Untersuchungen uber 
die Biosynthese des Insulins in  Saugetierpankreas rnit 
markierten Aminosauren sind daher schwierig. Biosyn- 
thetisch rnit 3H oder 14C markiertes Insulin konnte bis- 
her aus  Rinder-, Kalber- und  Rattenpankreas [236-2411 

[233] R. B. Merrifield, J. Amer. chem. Soc. 85, 2149 (1963); 86, 
304 (1964); Biochemistry 3,  1385 (1964); J. org. Chemistry 29, 
3100 (1964); R .  B. Merrifield u. J .  M.  Stewart, Nature (London) 
207, 522 (1965). 
[234] H .  Zahn, T .  Okuda u. Y. Shimonishi. unveroffentlicht. 
[235] L. Zervas, I .  Photaki, A. Cosmaios u. D .  Borovas, J. Amer. 
chem. SOC. 87, 4922 (1965). 
[236] C.  W. Pettinga u. C .  N.  Rice, Federat. Proc. 11,268 (1952). 
12371 A. Light u. W. V.  Simpson, Biochim. biophysica Acta 20, 
251 (1956). 
[238] M. Vaughan u. C.  B.  Anfinsen, J. biol. Chemistry 211, 361 
(1954). 
[239] G. H .  Srniih, K. W. Taylor u. D .  G .  Parry, Nature (London) 
203, 1144 (1964). 
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isoliert werden. Einfacher sind Untersuchungen am iso- 
lierten Inselgewebe einiger Fischarten, deren exokriner 
Pankreas vom endokrinen raumlich getrennt ist. Der 
Stoffwechsel von isoliertem Inselgewebe konnte erstmals 
an Fischgewebe untersucht werden 124292431. Wegen der 
Abwesenheit exokrinen Gewebes gelang es auch, nach 
Inkubation mit markierten Aminosauren Insulin hoher 
spezifischer Aktivitat zu isolieren 1244,2451. 

Die Insulinbiosynthese scheint dem allgemeinen Muster 
der Proteinbiosynthese zu folgen. So wurde gezeigt 12461, 

daB Insulin im endoplasmatischen Retikulum (an den 
Ribosomen) synthetisiert wird. Puromycin, ein Hemm- 
stoff der Proteinbiosynthese, hemmt auch die Insulin- 
biosynthese [247,2481. Befunde an pulsmarkiertem Insulin 
aus Fischinseln [2481 lassen darauf schlieBen, daB die Syn- 
these der Insulin-B-Kette am amino-terminalen Ende 
beginnt, in Ubereinstimmung rnit Resultaten an anderen 
Proteinen wie Haemoglobin, Lysozym oder Ribo- 
nuclease. 
Ein spezielles Problem der Insulinbiosynthese ist die 
Veskniipfung der beiden Ketten durch Disulfidbriicken. 
Prinzipiell gibt es dafiir zwei Moglichkeiten: entweder 
wird eine einkettige Insulinvorstufe gebildet, die alle 
Aminosaurereste des Molekuls enthalt, eventuell zusatz- 
lich die eines hypothetischen Zwischenstiickes. In dieser 
Vorstufe konnten die Disulfidbriicken wie bei der Ribo- 
nuclease oder beim Lysozym als intrachenare Brucken 
gebildet werden, worauf eine hydrolytische Spaltung an 
einer oder mehreren Stellen zum zweikettigen Insulin- 
molekul fiihren wurde. So verlauft die Synthese des 
Chymotrypsins, bei der zunachst das einkettige Chymo- 
trypsinogen entsteht, das dann in die drei Ketten des 
Chymotrypsins gespalten wjrd. Die zweite Moglichkeit 
der Insulinbiosynthese ist die separate Synthese der bei- 
den Ketten rnit nachtraglicher Bildung der richtigen 
interchenaren Disulfidbriicken. 
Wang und Carpenter 12491 haben in Fraktionen vomPan- 
kreasextrakten eine einkettige Insulinvorstufe gesucht, 
jedoch nicht gefunden. Givol et al. [2501 inkubierten Insu- 
lin mit einem mikrosomalen Enzym aus Leber, das den 
Austausch von Sulfhydryl- und Disulfidgruppen in 
Ribonuclease katalysiert. Dieses Enzym vermochte In- 
sulin zu inaktivieren, woraus Givol et al. schlossen, daB 
die korrekten Disulfidbindungen im Insulinmolekiil 
thermodynamisch nicht begunstigt sind, und daB daher 
in vivo eine Synthese von Insulin aus den beiden Ketten 

[240] A .  Mallory, G. H. Smith u. K.  W. Taylor, Biochem. J .  91, 
484 (1964). 
[241] I.  VoeNrer, E. Schumann u. C. v. Holt, Biochem. Z .  335, 
384 (1962). 
[242] A .  Lazarow, Rerent Progr. Hormone Res. 19, 489 (1963). 
[243] R. E. Hurnbel u. A. E. Renold, Biochim. biophysica Acta 
74, 84 (1963). 
[244] G. E. Bauer u. A. Lazarow, Biol. Bull. 121, 425 (1961). 
[2451 R .  E. Hatnbel, Biochim. biophysica Acta 74, 96 (1963). 
[246] A. Lazarow, G.  E. Bauer u. A. W. Lindall in: The Structure 
and Metabolism of Pancreatic Islets. Pergamon Press, Oxford 
1964, S. 203. 
[2471 K. W. Taylor u. D.  G. Parry, Biochem. J. 89, 94P (1963). 
[248] R. E. Humbel, Proc. nat. Acad. Sci. USA 53, 953 (1965). 
[2491 S.-S. Wang u. F. H.  Carpenter, J. biol. Chemistry 240, 
1619 (1965). 
[2501 D. Givol, F. De Lorenzo, R .  F. Goldberger u. C. B. Anfinsen, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 53, 676 (1965). 

unwahrscheinlich ist. Die hohen Ausbeuten bei der Re- 
kombination von isolierten A- und B-Ketten in vitro 
(s. oben) lassen jedoch heute den ZusammenschluB ge- 
trennt synthetisierter Insulinketten in vivo als moglich 
erscheinen. Die getrennte Biosynthese der A- und B- 
Ketten konnte an doppelmarkiertem Insulin aus Fisch- 
inseln nachgewiesen werden [2481, so dal3 eine einkettige 
Insulinvorstufe rnit gro13ter Wahrscheinlichkeit ausge- 
schlossen werden kann. 
Wenn sich die Ergebnisse von Humbel L7-481 bestatigen 
lassen, so stellt sich weiter die Frage, ob der Zusammen- 
schluB der beiden Insulinketten in vivo spontan erfolgt, 
oder ob der Vorgang durch ein Enzym (,,Insulin- 
Zipase" [2461) katalysiert wird. Aus Leber wurde eine 
glutat hion-Insulin-Transhydrogenase isoliert 12521, wel- 
che Insulin durch Reduktion der Disulfidbriicken in die 
Ketten A und B zerlegen kann [253,2541. Auch der umge- 
kehrte Vorgang, die Synthese von Insulin aus den beiden 
reduzierten Ketten, konnte rnit dem Enzym katalysiert 
werden; das AusmaB der Resynthese war allerdings be- 
scheiden 12171. Kotoulas, Morrison und Recant I2551 wiesen 
Glutathion-Insulin-Transhydrogenase-Aktivitat in iso- 
lierten Inseln aus Rattenpankreas nach, und Varandani 
und Tomizawa[2561 isolierten das Enzym aus Rinder- 
pankreas. Ein Enzym, das Insulin reduktiv zu spalten 
vermag, scheint demnach nicht nur in der Leber, son- 
dern auch im Pankreas vorhanden zu sein; ob dessen 
Funktion die Katalyse der Kombination der einzeln syn- 
thetisierten Insulinketten oder die Spaltung von Insulin 
ist, ist bis jetzt nicht bekannt. 
Uber die Regulation der Insulinbiosynthese ist wenig 
bekannt. Smith, Taylor und Parry [2391 stellten eine ge- 
ringfugige Stimulierung der Insulinsynthese im Rinder- 
pankreas durch Glucose fest, wahrend Glucose in Fisch- 
inseln keinen EinfluB hat [243,2441. Aus dem Einbau von 
Leucin in Insulin in Fischinseln in vitro [24*,2451 laBt sich 
berechnen, daB zur Synthese der normalerweise im Pan- 
kreas vorhandeien Insulinmenge etwa 12 Tage benotigt 
werden. Der menschliche Pankreas enthalt ca. 250 I.E. 
Insulin (10 mg), das ist das Funf- bis Zehnfache des tag- 
lich gebrauchten Insulins. 

Sekretion 

Nach der Biosynthese im endoplasmatischen Retikulum 
wird Insulin in den Sekretionsgranula gespeichert, wel- 
che selektiv mit fluorescein-markierten Insulin-hti- 
korpern sichtbar gemacht werden konnen [2571. Durch 
Zentrifugieren in einem Dichtegradienten wurden 8- 
Granula von Fischinseln isoliert [2583. Etwa 10 % des 
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[252] H. H.  Toniizawa u. Y. D.  Halsey, J. biol. Chemistry 234, 
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eranula-Proteins sind Insulin [2581. hloglicherweise wird 
Insulin also in Form eines Komplexes mit anderen Pro- 
teinen gespeichert. Lindner [I221 hat als erster einen sol- 
chen Komplex von Insulin mit einem niedermolekularen 
basischen Protein, das Nativinsulin, beschrieben. Anto- 
niades et al. [2591 postulierten einen ahnlichen Komplex, 
da pankreatisches Insulin bei pH = 6,6 an einen Katio- 
nenaustauscher gebunden wird, wahrend der isoelektri- 
sche Punkt von kristallinem Insulin 5,3 ist. Auf Grund 
der unterschiedlichen Loslichkeiten von kristallinem 
und pankreatischem Insulin befiirworten Meade 
et al. [2601 ebenfalls eine besondere Form des pankreati- 
schen Insulins, obwohl sie die Befunde von Antoniades 
et al. [2591 nicht bestatigen konnten. 
Die Inselzellen enthalten vie1 Zink [261,2621, das mog- 
licherweise fur die Insulinspeicherung von Bedeutung 
ist. Neuere Untersuchungen uber das Verhalten von 
Zink, P-Granula und extrahierbarem Insulin nach Glu- 
cose-Infusion [2631 lassen die dem Zink zugeschriebene 
Rolle bei der Insulinsekretion r2621alsfraglich erscheinen. 

Der Insulin-Transport vom Syntheseort an den Ribo- 
somen zu den Granula und der eigentliche Sekretions- 
vorgang, die Verschmelzung der Granulamembran mit 
der Zellmembran unter gleichzeitiger Freigabe von Insu- 
lin in die Blutkapillaren, wurde elektronenmikroskopisch 
untersucht ~ 6 4 1  und scheint d e n  SekretionsprozeB im 
besser studierten exokrinen Pankreas 12651 ahnlich zu sein. 

Die Insulinsekretion wird hauptsachlich durch die Blut- 
spiegel von Glucose und Insulin reguliert r26-51. Neuere 
Arbeiten am Pankreasgewebe in vitro zeigen eine direkte 
Abhangigkeit der Sekretion von der Glucosekonzen- 
tration [267,2681. Eine gleichzeitige Hemmung der Insu- 
linsynthese durch Dinitrophenol hat keinen EinfluB auf 
die Sekretion [2691. Zugabe von Insulin zum Pankreas- 
praparat hemmt die Sekretion[27ol. Auf Grund von 
Versuchen mit Hemmstoffen des Glucose-Ab- 
baus [271,2721 wird vermutet, daB nicht Glucose selbst, 
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114, 769 (1963). 
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136 (1965). 
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Shelesnyak, Nature (London) 197, 1264 (1963). 
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sondern ein Abbauprodukt der Glucose fur die Stimu- 
lierung der Sekretion verantwortlich ist. Nach vorlaufi- 
gen Resultaten fuhrt die intestinale Zuckerresorption 
zur Erhohung des Glukagonspiegels, der seinerseits die 
Insulinsekretion fordert [2511. 

Wirkungsweise 

Insulin ist im intakten Organismus ein anaboles Hor- 
mon, d. h. es fordert den Aufbau von Glykogen, Fett und 
Protein. Eine elegante Methode, um alle Insulinmangel- 
symptome hervorzurufen, ist die Injektion von Meer- 
schweinchen-Anti-Rinder-Insulin-Serumr2731 in Ratten 
oder Mause. Neben einem Anstieg des Blutzuckers fin- 
det man auch alle anderen Symptome eines akuten Dia- 
betes wie Erhohung der Plasma-Fettsaure-Konzentra- 
tion, Ausscheidung von Glucose und Ketonkorpern im 
Urin, negative Stickstoff bilanz und zunehmende Blut- 
acidose [2741. 

Die Insulinwirkung wurde in vitro vor allem am isolier- 
ten Muskel und am Fettgewebe untersucht. Insulinwir- 
kungen im zellfreien System wurden beschrieben, doch 
ist offenbar nur der Effekt auf die Mitochondrien- 
schwellung reproduzierbar r2751, und dieser scheint eine 
allgemeine Eigenschaft von Disulfiden zu sein. 
Es gibt einige Theorien, welche die Vielzahl der Insulin- 
wirkungen auf einen primaren Effekt zuruckfuhren. Die 
bekannteste ist die Permeabilitatstheorie von Levine und 
GoZdstein [2761, die sich immer noch halten kann, wenn 
auch nicht in ihrer ursprunglichen Form r2771. Levine und 
Goldstein postulierten, daB die primare Wirkung des In- 
sulins die Forderung des Glucoseeintritts in die Zelle sei. 
Die vermehrte Glykogen- und Fettsynthese, die ver- 
mehrte Glucoseoxidation, der verminderte Protein- und 
Fettabbau und die Verhinderung der Ketonkorperbil- 
dung konnen so zwanglos erklart werden. Zahllose in 
vivo und in vitro gewonnene Resultate stiitzen diese 
Theorie (vgl. [2771). 
In neuerer Zeit mehren sich jedoch Beobachtungen von 
Insulinwirkungen, fur deren Erklarung ein erhohter 
Glucosetransport nicht mehr ausreicht. So fordert In- 
sulin auch den Transport einiger Aminosauren [278 $2791 

und von K+ [2801, und zwar auch in Abwesenheit von Glu- 
cose. Insulin hemmt auch die Abgabe freier Fettsauren 
und von Glycerin aus Fettgewebe, ebenfalls in Abwesen- 
heit von Glucose [281,2821. RodbeZZr2831 zeigte dariiber- 
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hinaus an isolierten Fettzellen, dalj alle Insulinwirkun- 
gen auf Fettgewebe durch Phospholipase C imitiert wer- 
den konnen. Er postulierte , daB Insulin seine Wirkung 
auf die Plasmamembran durch eine Veranderung der 
Membran-Lipide hervorruft. Damit wiirde sich die ur- 
sprungliche Glucose-Permeabilitatstheorie zu einer all- 
gemeinen Membran-Permeabilitatstheorie ausweiten, 
doch bleiben einige Insulinwirkungen auch mit dieser 
erweiterten Theorie nicht erklarbar. Dazu gehort die 
Stimulierung der Proteinsynthese [2841, die von der Be- 
einflussung des Aminosauretransportes scharf abge- 
grenzt ist [2791, die Stirnulierung der RNS-Syn- 
these [285,2861, die Stimulierung der Glykogen-Synthe- 
tase [*871 und die Induktion oder Repression einiger 
Enzyme [288,2891. 

Um das unitarische Konzept der Wirkungsweise des In- 
sulins zu erhalten, schlugen Krahl l7-901 und Hechter ~ 9 1 1  

vor, dalj sich die bei einer primaren Reaktion des Hor- 
mons rnit der Zellmembran auftretende Veranderung ins 
Zellinnere fortpflanzen konnte. Die Versuche von Ca- 
denas et al. [2921 und von CarIin und Hechter 12931 lieBen 
einen Disulfid-Sulfhydryl-Austausch zwischen Insulin 
und der Zellmembran vermuten. Whnliches wurde friiher 
fur die Wirkung des Adiuretins postuliert [2941, doch 
muBte diese Theorie fallen gelassen werden [2951, nach- 
dem gezeigt werden konnte, dalj Adiuretin-Analoge 
ohne Disulfidbriicke ebenfalls, wenn auch schwacher, 
wirksam sind. 
Neuerdings werden Hormone haufig als allosterische 
Effektoren aufgefaBt, die den Ausdruck einer geneti- 
schen Information entweder verhindern oder induzieren 
konnen [2961. Diese Theorie ist so allgemein und flexibel, 
daB sie schlecht widerlegt werden kann. Ein gewichtiger 
Einwand im Falle des Insulins diirfte sein, daB auch bei 
starker Hemmung der RNS-Synthese die Insulin-Effekte 
auf Transportvorgange durch Membranen unverandert 
bleiben 12971. 
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Wir sind von einer befriedigenden Erklarung der Wir- 
kungsweise des Insulins noch weit entfernt. Ein vielver- 
sprechender Weg zur Klarung dieser Frage scheint die 
Erforschung des aktiven Zentrums des Insulins zu sein. 
Wenn erst einmal die Wirkgruppe am Insulinmolekiil be- 
kannt ist, wird man gezielter nach einem entsprechenden 
Rezeptor in der Zellmembran suchen konnen. 

Biologische Inaktivierung 

Insulin gelangt von der Pankreasvene zuerst in die Le- 
ber, wo durch Abbau ungefahr die Halfte aus der Zir- 
kulation entfernt wird [298, 2991. Die Halbwertszeit von 
Insulin betragt beim Menschen ca. 30 Minuten [3001. Die 
beiden Hauptabbauorte sind Leber und Niere. Die von 
Mirsky beschriebene Insulinase [3011 ist wahrscheinlich 
identisch mit der Insulin-Glutathion-Transhydroge- 
nase [217,252-254,256,3021, welche die reduktive Spaltung 
der interchenaren Disulfidbriicken des Insulins kataly- 
siert, worauf die Ketten zu kleineren Bruchstucken 
hydrolysiert werden [303,3041. Das Enzym hat keine abso- 
lute Substratspezifitat, Vasopressin und Oxytocin wer- 
den auch, wenngleich langsamer, abgebaut [2171. 

Ensinck et al. 13051 schlossen aus Untersuchungen an 131J-In- 
sulin, das mit teilweise gereinigter Glutathion-Insulin-Trans- 
hydrogenase inkubiert wurde, daR die reduzierte 1nsulin-B- 
Kette an Albumin gebunden im Plasma zirkuliert und die 
Wirkung von Insulin am Muskel kompetitiv hernmt [3061. 
Diese Resultate konnten bis jetzt nicht bestatigt werden 
(vgl. [3071), ebenso diejenigen Langdons, der iiber eine Hem- 
mung der Glutathion-Insulin-Transhydrogenase durch die 
reduzierte B-Kette berichtete [3081. DaR die teilweise redu- 
zierte A-Kette [I969 2159 3091 oder die reduzierte B-Kette [3081 
eine biologische Restaktivitat aufweisen, ist unwahrschein- 

AuRer der Leber scheinen auch Pankreas [255,256,310,3111, 
Muskelgewebe 13121 und Fettgewebe [3129 3131 die Fahigkeit zu 
haben, Insulin reduktiv [255,3561 oder proteolytisch [310-3131 
zu spalten. 

lich [193,1971. 
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Immunochemie 

Der Nachweis von insulin-neutralisierenden Antikor- 
pern im Serum eines mit Insulin behandelten Schizo- 
phrenie-Patienten durch Banting et al. "41 hat die anti- 
gene Natur des Insulins sichergestellt. Moloney und 
Coval[3151 bewiesen, dal3 Meerschweinchen neutralisie- 
rende Antikorper gegen Schweine-, Rinder-, Schaf-, 
Maus- und Kanincheninsulin bilden. 131J-Insulin in 
Normalserum verhalt sich elektrophoretisch wie Albu- 
min, wahrend 131J-Insulin im Serum von mit Insulin be- 
handelten Diabetikern an die y-Globuline gebunden 
wird[3001. Insulin ist ein schwaches Antigen, aber die 
Existenz spezifischer Insulin-Antikorper ist heute durch 
diese und andere Untersuchungen P(vg1. r3161) sicher- 
gestellt . 
Insulin-bindende und insulin-neutralisierende Ant ikor- 
per zeigen keine ausgepragte Species-Spezifitat. So rea- 
gieren Antikorper gegen Rinder- und Schweineinsulin 
nicht nur mit-'Rinder- oder Schweineinsulin, sondern 
auch rnit Maus [3151,rWal-, Hunde-, Kaninchen- [3171, 

Schaf-, Pferde-, Affen- [3181 und Humaninsulin [3OO, 3191. 

Quantitative Unterschiede sind allerdings vorhan- 
den C3201, und zwar urn so starker, je grof3er die Unter- 
schiede in den Primarstrukturen der lnsuline sind. So ist 
die Reaktion von Kabeljauinsulin [3211 oder Bonitofisch- 
Insulin 13171 rnit Antirinder-Insulin-Serum schwacher als 
die von RinderinsuIin. 

Wenn Meerschweinchen Rinderinsulin injiziert wird, so las- 
sen sich nach einiger Zeit Antikarper im Serum nachweisen, 
aber die Meerschweinchen werden dabei nicht diabetisch. Ihr 
Serum neutralisiert hingegen Maus-Insulin, und Mause wer- 
den diabetisch, wenn ihnen solches Meerschweinchenserum 
injiziert wird [274,315,316,3181. Allgemein scheinen Insulin- 
Antikorper mit zirkulierendem Insulin des Versuchstieres, 
das die Antikiirper produziert, nicht zu reagieren [322J. 
Moloney [318J postulierte daher eine besondere Form des 
endogenen Insulins, das von extrahiertem Insulin (aus Pan- 
kreas oder Serum), wie es zur Immunisierung verwendet wird, 
verschieden sein soll. Die Ergebnisse von Renold et al. ~ 3 1  
scheinen diese Ansicht zu unterstutzen. Es gelang diesen 
Autoren, nach Injektion von Rinderinsulin Antikorper gegen 
extrahiertes Rinderinsulin in Rindern nachzuweisen. An- 
dere 1324,3251 berichteten uber Antikorper im Schwein gegen 
extrahiertes Schweineinsulin. 
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Berson und Yrrlow [3261 beobachteten Antiseren, die zwischen 
Spermwal- und Schweineinsulin unterscheiden konnen, ob- 
wohl die Aminosauresequenz dieser beiden Insuline identisch 
sein SOIL Berson und Yalow schlossen daraus, daD die Tertiar- 
struktur von Proteinen trotz gleicher Aminosauresequenz ver- 
schieden sein kann. Bis ein absoluter Beweis fur die Reinheit 
und fur die identische Aminosauresequenz der beiden Insu- 
line vorliegt, sollten diese Resultate allerdings rnit Vorsicht 
bewertet werden. 

Die an der Antikorperbindung beteiligten Gruppen im 
Tnsulinmolekul sind wahrscheinlich weder die N-termi- 
nalen Aminosauren [3271 noch die C-terminale Sequenz 
B23 -30 13281. Arquilla 13271 hat die Moglichkeit diskutiert, 
dal3 sich 131J-Insulin von nicht jodiertem Insulin immu- 
nologisch unterscheidet, da im 131J-lnsulin vor allem die 
Tyrosinreste der A-Kette jodiert sind [329J, die fur die 
Antigenwirkung eine wichtige RoIle spielen durften. 
Durch Hybridisierung der Ketten von Rinder- und Ka- 
beljauinsulin zeigten Wilson, Dixon und Wardlaw [2091, 

dal3 die immunologische Spezifitat von Insulin vor allem 
durch die A-Kette bedingt wird. Rinder-A-Kabeljau-B- 
Insulin verhielt sich gegenuber Anti-Rinderinsulin im- 
munologisch ahnlich wie Rinderinsulin, wahrend sich 
Kabeljau-A-Rinder-B-Insulin wie Kabeljauinsulin ver- 
hielt. Yagi, Maier und Pressman [3301 stellten Antikorper 
gegen Buntesalz(-S-S03-)-A- und -B-Ketten her. Anti- 
korper gegen derartige A-Ketten reagierten nur rnit A- 
Ketten, wahrend Antikorper gegen solche B-Ketten mit 
B-Ketten und rnit Insulin reagierten. Antikorper gegen 
Insulin reagierten rnit Insulin, schwach rnit der B-Kette 
und gar nicht rnit der A-Kette. Daraus wurde geschlos- 
sen, daB im Insulin mehrere (drei?) antigene Regionen 
vorhanden sind. Diese Folgerung konnte kiirzlich durch 
Untersuchungen [3271 an Insulin-Antikorpern von reinen 
Meerschweinchen-Stammen, durch Kreuzversuche mit 
zahlreichen Insulinen und deren Antiseren, sowie mit S- 
arnidomethylierten Insulinketten und deren enzymati- 
schen Hydrolysaten bestatigt werden [1861. Uberraschend 
ist der Befund, dal3 bereits ein relativ kleines syntheti- 
sches Cystinpeptid aus der Insulin-B-Kette als kom- 
plettes Antigen reagiert [331J. 

Insulinbindende Antikorper treten haufig im Serum von Di- 
abetikern auf, die mit groRen Dosen von Insulin behandelt 
wurden, doch besteht keine strenge Korrelation zwischen In- 
sulinbindungskapazitit und Insulinbedarf. Die Antikorper im 
Serum von Diabetikern scheinen vor allem - zum Vorteil de- 
rer, die auf artfremdes Insulin angewiesen sind - den Abbau 
von Insulin zu verzogern [332J. 
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