Tabelle 1. Daten fiir das a-Anomer (3a) und das 3-Anomer (4a).

(3a), DC (Silicagel, CHCl,/CH,0H, 200:1): Rz=0.25; '"H-NMR (D,-Dimethyl-
sulfoxid): 8=2.56 (s, CH,S), 3.67 (d, CH,-5', J=5.0 Hz), 4.28 (t, H-4, J=4.0
Hz), 4.5-4.7 (m, H-3', 3 Benzyl-CH,), 4.83 (t, H-2’, J=4.0 Hz), 6.40 (d, H-1,
J=4.0 Hz), 6.63 (d, H-5, J=4.0 Hz), 7.1-7.3 (m, 15 arom. H), 7.75 ppm (d, H-6,
J=4.0 Hz).

(4a), DC: Rp=0.20; UV (CH,0H): Ay, =253, 276, 310 nm (£=22400, 6500,
6500); "H-NMR: 8=2.56 (s, SCH;), 3.75 (d, CH,-5', J=5 Hz), 4.0-4.5 (m, H-2/,
H-3', H-4'), 4.55-4.75 (3-Benzyl-CH,), 6.53 (d, H-5, J=4.0 Hz), 6.73 (d, H-1’,
J=6.0 Hz), 6.8-7.5 (m, 15 arom. H), 7.65 ppm (d, H-6, /=4.0 Hz)

Ausgehend vom Aglycon (1) und vom Halogenzucker (2),
beide in organischer Phase, und 50proz. Natronlauge als an-
organischer Phase ist die N-Glycosidierung in Gegenwart
von Benzyltriethylammoniumchlorid®! bei intensivem Mi-
schen nach 2 h quantitativ. Das Reaktionsgemisch wird an
Silicagel mit Chloroform/Methanol (200:1) als Laufmittel
aufgetrennt. Zur Bestimmung der Glycosidierungsposition
und zur Zuordnung der Anomere wurde der Inhaltsstoff der
langsamer wandernden Zone B (Hauptprodukt) in methano-
lischem Natriummethoxid zur 4-Methoxyverbindung umge-
setzt. Diese wandert im Diinnschichtchromatogramm (Sili-
cagel, Chloroform/Methanol, 200:1) mit Rx=0.17 wie au-
thentisches (45)!. Da das 'H-NMR-Spektrum der 4-Meth-
oxyverbindung ebenfalls mit dem von (4b) iibereinstimmt,
ist das Hauptprodukt aus der Phasentransfer-Katalyse das
N7-verkniipfte B-Anomer (4a). Aufgrund des NMR-Spek-
trums von (3b)!9 kann der Inhaltsstoff der schnell wandern-
den Zone A (Nebenprodukt) dem «-Anomer (3a) zugeord-
net werden (sieche Tabelle 1).

Das Anomerenverhiltnis (B8:«) 146t sich durch den Pha-
sentransfer-Katalysator beeinflussen. Fir Tetrabutylammo-
niumhydrogensulfat betragt es 6:4, fiur Benzyltriethylammo-
niumchlorid 8:2.

Arbeitsvorschrift

In 2.85 g (5 mmol) 2,3,5-Tri-O-benzyl-1-O-p-nitrobenzoyl-
D-arabinofuranose” in 15 ml Dichlormethan wird so lange
trockener Bromwasserstoff eingeleitet, bis keine p-Nitroben-
zoesdure mehr ausfillt. Die Sdure wird abgesaugt und mit
wenig kaltem Dichlormethan gewaschen. Beim Eindampfen
der vereinigten Filtrate bleibt gelbliches, viskoses (2) zuriick.
- 1.0 g (5.0 mmol) (1) werden in 10 ml Benzol suspendiert
und mit wenig Dimethoxyethan gerade in Losung gebracht.
Man versetzt mit 0.3 g (1.1 mmol) Benzyltriethylammonium-
chlorid und dem gleichen Volumen 50proz. Natronlauge und
rithrt 5 min mit dem Vibro-Mischer. — Der Halogenzucker
(2) in 3 ml Benzol wird langsam unter Riihren (Vibro-Mi-
scher) in die Emulsion getropft und das Durchmischen der
Phasen 2 h fortgesetzt. Man trennt die organische Phase ab,
schiittelt mit Wasser, trocknet mit Natriumsulfat, filtriert
und destilliert das Losungsmittel im Vakuum ab. Der olige
Riickstand wird in wenig Chloroform/Methanol (200:1) ge-
I6st und im gleichen Losungsmittel an einer Sdule (70 x 5
cm, Kieselgel 60, Merck, 0.04-0.063 mm) chromatographiert.
Die beiden Hauptzonen werden abgetrennt; aus der schnel-
ler wandernden Zone A werden nach dem Abdampfen 0.44
g (15%) (3a), aus der langsamer wandernden Zone B 2.12 g
(70%) (4a) als farblose, viskose Substanzen gewonnen.
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Voll aktives Insulin durch selektive Bildung der
Disulfidbriicken zwischen synthetischer A-Kette und
natiirlicher B-Kette!™™!

Von Christian Birr und Riidiger Pipkorn'"

Bei der Insulinsynthese in E. coli nach erfolgreichem ,,Ge-
netic Engineering*!'! werden A- und B-Ketten in getrennten
Kulturen aufgebaut und als freie Polypeptide geerntet. Die
statistische Disulfid-Oxidation zum Insulinmolekiil verlief
dhnlich verlustreich wie bei den fritheren Totalsynthesen™.
Auch Rekombinationsversuche mit natiirlichen A- und B-
Ketten (1:1) ergeben nur Insulinausbeuten von ca. 10%0.
Um die Ausbeuten zu verbessern, ist es demnach vordring-
lich, die drei Disulfidbriicken gezielt und nicht statistisch zu
schlielen.

Wir beschreiben hier die Synthese einer Insulin-A-Kette,
die selektiv abspaltbare Schwefelschutzgruppen enthilt, am
polymeren Triger, und die Umsetzung dieser A-Kette unter
schrittweiser, oxidativer Bildung der Disulfidbriicken mit ei-
ner natiirlichen B-Kette zu voll aktivem, kristallinem Rin-
derinsulin. Das Konzept ist eine Weiterentwicklung der
Prinzipien, die die Synthese des MCD-Peptides ermog-
lichten!.

Das Fragment I (1-3) synthetisierten wir aus Ddz-Amino-
sduren®™ in Losung!® mit 84% Ausbeute. Die Fragmente 11
(4-14) (Schema 1, links) und IV (15-21) (Schema 1, rechts)
wurden zur Uberpriifung der optimierten Synthesen je zwei-
mal an 0.5% vernetztem Polystyrol-Gel aufgebaut. Alle Syn-
theseschritte wurden photometrisch verfolgt! (vgl. ). Statt
Gln® und GIn'® sowie Asn'® wurden Glu(OBzl) bzw.
Asp(OBzl) verwendet, um eine Nitrilbildung an den Amid-
Seitenfunktionen durch Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zu
vermeiden. Im Fragment IV ist Asp?' mit seiner 3-Carboxy-
funktion iiber eine elektrophile 2-Oxoethylesterbindung an
den Triger gebunden. Auf diese Weise konnten am Ende der
Synthese alle zukiinftigen Amid-Seitenfunktionen durch
Ammonolyse der Benzylester- und 2-Oxoethylesterbindun-
gen bei der Ablosung von IV und V (Schema 2) vom Triger
gleichzeitig eingefiihrt werden

Durch Kondensation von [ in 15fachem Uberschuf3 mit
DCC/1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) mit dem trigergebun-
denen Fragment II entstand IIT (1-14) am Triger in 86%
Ausbeute (bezogen auf II-Gelpolymer). Durch Abspaltung
von III vom Triger (0.5N Triethylamin in Methanol/Dioxan
1:1 (v/v) + 0.5 Vol-% 1~ NaOH) und anschlieBende chro-
matographische Reinigung der abgeldsten, voll geschiitzten
Peptidsaure erhielten wir 1 g reines I11 (59% Ausbeute, bezo-
gen auf III-Gelpolymer). Die Stabilitit des Benzylesters in
Position A® unter den Abspaltungsbedingungen wurde durch
das Massenspektrum bewiesen. Das Fragment IV wurde
vom Triger zunidchst mit Ammoniak-gesittigtem Dioxan,
dann mit {liissigem Ammoniak/Methanol 4:1 (v/v) unter
Druck bei 20°C abgespalten. Nach chromatographischer
Reinigung (DEAE A 25 Sephadex/Methanol-0.5N Essigsiu-
re 4:1 (v/v) und Sephadex LH 20/Methanol) erhielten wir
1.45 g (86%, bezogen auf die tragergebundene Vorstufe) rei-
nes IV. Die Bildung des C-terminalen B-Amids ist durch
Modellversuche gesichert.
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Schema 1. Synthese der trigergebundenen, voll geschiitzten [5] Fragmente II (4-14) (links) und IV (15-21) (rechts) der Rinderinsulin-A-Kette mit den in zwei Durchgéin-
gen {a und b) stufenweise erzielten Umsitzen. Die iiber beide Synthesen gemittelte und auf die Anfangsbeladung am Triger bezogene Gesamtausbeute betrug 90 bzw.

93%.

Die Kondensation von 0.5 mmol III mit 1 mmol IV zur
voll geschiitzten Ziel-Sequenz V (1-21) mit DCC/HOBt (4
Tage) in Dimethylformamid ergab nach chromatographi-
scher Reinigung 1.3 g V (78%, bezogen auf I1I). Gleichartige

Bend mit Trifluoressigsidure abgespalten. Die p-Methoxyben-
zylgruppe lieB sich selektiv mit HF in Pyridin in Gegenwart
von Anisol entfernen (ca. 80%, in- Analogie zu Modellstu-
dien). Die verbleibende A-Kette mit einer einzigen freien
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Schema 2. Synthese der voll geschiitzten Rinderinsulin-A-Kette durch Kondensation der vom Triiger abgelosten, gereinigten
Fragmente IH und 1V in Lésung sowie Freisetzung der A-Kette und ihre selektive Disulfidverbriickung mit natiirlicher B-Kette.
Fragment IIf entstand in 86% Ausbeute am Trager durch Reaktion von 1 (1-3) mit tragergebundenem II,

Kondensation von III in 2.4fachem UberschuB mit IV am
Trager mit Carbonyldiimidazol ergab V in 12% Ausbeute;
50% des iiberschiissigen III konnten in diesem Fall zuriickge-
wonnen werden. In V lieB sich der Benzylester in Position A®
mit NH;/Methanol unter Druck in das Amid umwandeln.
Zur selektiven Bildung des intrachenaren Disulfidringes
A%-A'" durch Luftoxidation (Schema 2) wurden die rert~-Bu-
tyldisulfide in Position A° und A'' reduktiv mit Tributyl-
phosphan gespalten (84% Ringschluf3-Ausbeute, bezogen auf
voll geschiitztes V). Alle tert-Butylgruppen wurden anschlie-
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SH-Funktion wurde sofort in 30proz. Essigsdure gelost, mit
der essigsauren Losung einer dquimolaren Menge reduzier-
ter, natiirlicher B-Kette aus Rinderinsulin (zwei freie SH-
Funktionen) vermischt und mit 0.1~ Iodiosung oxidiert.
Hierbei entstand die angestrebte interchenare Disulfidbriik-
ke A?-B'% als Sekundirschritt wurde dic letzte Acm-
Schutzgruppe iodolytisch entfernt und dann auch die zweite
interchenare Disulfidbriicke oxidativ gebildet. Es wurde so-
fort in 10% Essigsaure an Sephadex G 50 chromatographiert.
Die Fraktionsgliaser 4 und 5 dieser ersten Reinigung enthiel-
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ten reines, elektrophoretisch und diinnschichtchromatogra-
phisch mit authentischen Proben tibereinstimmendes Rinder-
insulin; Ausbeute 25%. Dies lyophilisierte Rohprodukt hatte
im biologischen Lipogenesetest an Fettzellen bereits 52%
und im kompetitiven Rezeptorbindungstest 65% Aktivitit.
Der Zn-Komplex zeigte die charakteristische Kristallform.
Nach wiederholter Gel-Chromatographie an Biogel P6 in 1%
Essigsdure und lonenaustausch-Chromatographie an Carb-
oxymethylcellulose war unser semisynthetisches Rinderinsu-
lin in beiden oben genannten Testsystemen biologisch voll
aktiv.

Selektiv abspaltbare Schwefelschutzgruppen nur an der
Insulin-A-Kette verbessern demnach die Ausbeute der Ver-
einigung von A- und B-Kette (1:1) gegeniiber der statisti-
schen Kombination bereits um mehr als 100%. Die hier ge-
schilderte Strategie wird erst vollkommen wirksam, wenn
auch B Acm- und B'"” Mbuzl-geschiitzt sind und die SH-
Gruppen auch dort selektiv freigesetzt werden konnen.
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Die Bootkonformation von cyclo-[1.-Pro,-p-Pro]!"”

Von Jan Willem Bats, Axel Friedrich, Hartmut Fuess, Horst
Kessler, Werner Mdistle und Manfred Rothe!”

Kleine cyclische Peptide sind fir Konformationsuntersu-
chungen besonders geeignet, da die eingeschrankte Molekiil-
beweglichkeit nur wenige Konformationen zuldfit. Cyclotri-
peptide konnen in Losung au3er in der Kronenkonformation
mit C,-Geriistsymmetrie!') auch in einer unsymmetrischen
Bootkonformation vorliegen!?. Im kristallinen Zustand wur-
de bisher nur die Kronenkonformation nachgewiesen!.
NMR-Untersuchungen und stereochemische Betrachtungen
zeigten, daf3 beide Formen in Losung immer dann nebenein-
ander auftreten, wenn das Cyclotripeptid mindestens eine
achirale Aminosdure (Sarcosin, N-Benzylglycin) enthilt!?.
Besteht es jedoch nur aus chiralen Aminosiuren, so wird die
Konformation durch deren Chiralitdt bestimmt: Drei Ami-
nosduren gleicher Chiralitit erzwingen die Kronenform; bei
unterschiedlicher Chiralitét sollte dagegen die Bootform ein-

{*] Prof. Dr. H. Fuess, Dr. }. W, Bats

Institut fiir Kristallographie der Universitit

Senckenberganiage 30, D-6000 Frankfurt am Main 1
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Institut fiir Organische Chemie der Universitit
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Prof. Dr. M. Rothe, Dipl.-Chem. W. Miistle

Lehrstuhl Organische Chemie 1§ der Universitit
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[**] Peptidkonformationen, 7. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie unter-
stitzt. Die Rechnungen wurden am Hochschulrechenzentrum der Universitit
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Angew. Chem. 91 (1979) Nr. 7

© Verlag Chemie, GmbH, D-6940 Weinheim, 1979

genommen werden. Wir fanden, daB cyclo-[L-Pro,-p-Pro]¥
in Losung und im Kristall in der Bootkonformation vor-
liegt.
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Abb. 1. Korrelation der '*C-NMR-Verschiebungen der aliphatischen Prolin-
Kohlenstoffatome in cyclischen Tripeptiden.

Die 'H- und "*C-NMR-Spektren der Titelverbindung zei-
gen, dal3 die Umgebung der drei Prolinringe verschieden ist.
Die chemischen Verschiebungen der '*C-NMR-Signale im
aliphatischen Bereich (Abb. 1) sind denen der in Chloroform
dominierenden Konformation M von cyclo-[L-Pro,-
(Bzl)Gly], fiir die die Bootform bewiesen wurde!** !, sehr
dhnlich. Charakteristisch ist der Unterschied zu den Spek-
tren von cyclo-[L-Pro,J®® und cyclo-[L-Pro,-(Bzl)Gly] (m-
Form)?¥; diese Peptide nehmen die Kronenkonformation
ein.

Die Signale von C, und C, des Prolinringes 2 (Abb. 1)
sind durch den fiir Prolinpeptide ungewohnlichen Winkel ¥
an Pro’® (siche Tabelle 1) zu tiefem Feld verschoben. lm
270MHz-'H-NMR-Spektrum in CDCIl, erscheinen die «-
Protonen als zwei Tripletts bei §=4.47 (Ring 1) und 4.72
(Ring 2) sowie als Dublett bei §=4.70 (Ring 3)"\.
Die Kopplungskonstanten zu den B-Protonen entsprechen
vollig den Werten, die man nach dem Spektrum von cyclo-
[Pro,-(Bz)Gly] und aus Modellbetrachtungen erwartet: Pro':
Jia~=J,3=72 Hz; Pro% J,,~J,;~7.4 Hz; Pro* J,,~1.4 Hz,
J;~6.4 Hz.

O

Abb. 2. Struktur von kristallinem cyclo-{L-Pro'-L-Pro-p-Pro?].

Die Titelverbindung kristallisiert aus Ether in der ortho-
rhombischen Raumgruppe P2,2,2, mit zwei unabhingigen
Molekiilen in der asymmetrischen Einheit. Die Rontgen-
Strukturanalyse ergab auch im kristallinen Zustand die
Bootkonformation fiir beide Molekiile*J, Eines der beiden
Molekiile ist in Abbildung 2 dargestellt. Das zweite Molekiil
weicht nur unwesentlich davon ab. Die Konformationswin-
kel sind in Tabelle 1 mit denen von cyclo-[L-Pro-(Bzl)Gly,}
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