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Bis hinein in die ersten Jahrzehnte des 20. Jahrhunderts
verlief eine Diabeteserkrankung noch t�dlich. Dementspre-
chend steht das Peptidhormon Insulin seit seiner Entdeckung
im Jahr 1922 durch Banting und Best im Rahmen ihrer Ex-
perimente mit Extrakten aus der Bauspeicheldr�se von
Hunden[1] sowie dem Bekanntwerden seiner erstaunlichen
pharmakologischen Wirkung bei der Diabetesbehandlung mit
Rinderpankreas-Extrakten im Mittelpunkt medizinischer,
chemischer, struktureller, immunologischer, biologischer und
biotechnologischer Forschungen. Die Studien von Banting
und Best bildeten den Ausgangspunkt f�r eine rekordver-
d�chtige Zahl an wegweisenden Forschungen.[2] Ungeachtet
aller Fortschritte in der Insulinforschung im vergangenen
Jahrhundert bleibt die Entwicklung neuer Insulinmedika-
mente eine bedeutende Aufgabe; wesentliche Ziele bestehen
in einer h�heren Wirksamkeit und Sicherheit des Medika-
ments und in einer verbesserten Therapietreue der Patienten.

Bereits 1923, nur ein Jahr nach der Entdeckung dieses
Peptids/Miniproteins, brachte Hoechst das erste industriell
aus Rinder- und Schweinepankreas-Extrakten hergestellte
Insulin f�r die Behandlung von Diabetes auf den Markt. Die
Reinheit dieser Insulinpr�parate und die Reproduzierbarkeit
ihrer Herstellung wurden stetig verbessert, bis hin zur Iso-
lierung eines ersten kristallinen Insulin-Zink-Komplexes mit
verl�ngerter Wirkdauer im Jahr 1936. W�hrend des Zweiten
Weltkrieges nahm die Insulinproduktion drastisch ab und
erholte sich in der Nachkriegszeit nur langsam; schließlich
aber ebnete 1955 die Ver�ffentlichung der Insulin-Prim�r-
struktur durch Sanger und Mitarbeiter[3] den Weg zur Syn-
these dieses Molek�ls und er�ffnete so einen alternativen
Zugang zu diesem unverzichtbaren Wirkstoff. Dabei waren
die Totalsynthesen von Oxytocin und Vasopressin durch
Du Vigneaud und Mitarbeiter im Jahr 1954[4] und die hierf�r
entwickelte Cysteinchemie wegbereitend.

Das humane Insulinmolek�l besteht aus zwei Peptidket-
ten: Eine aus 21 Aminos�uren bestehende A-Kette, die eine
intramolekulare Disulfidbr�cke aufweist, ist durch zwei wei-
tere, intermolekulare Disulfidbr�cken mit einer B-Kette aus
30 Aminos�uren verkn�pft (Abbildung 1).[3] Auf Grundlage
vorheriger Experimente zur R�ckgewinnung der Insulinak-

tivit�t aus den getrennten, inaktiven nat�rlichen A- und B-
Ketten unter oxidativen Bedingungen[5] wurden in den fr�hen
1960er Jahren die ersten Totalsynthesen von Insulin entwi-
ckelt: Die Laboratorien von Zahn,[17a] Katsoyannis[17b] und
der Shanghai Insulin Research Group[17c] nutzten die oxida-
tive Faltung von synthetischen A- und B-Ketten, um biolo-
gisch wirksames Insulin herzustellen, allerdings nur in sehr
geringen Ausbeuten. Diese geringen Ausbeuten an nativem
Disulfidisomer bildeten das gr�ßte Hindernis bei der Total-
synthese von Insulin durch den Zwei-Ketten-Ansatz. Zwar
konnte das Verfahren durch den Einsatz von S-Sulfonat-
Ketten-Intermediaten sowie eine weitere Verfeinerung der
SSO3H/SH-Kombinationsstrategie verbessert werden,[6] seine
Einschr�nkungen erschwerten jedoch die Anwendung auf
Struktur-Funktions-Untersuchungen, die grundlegend f�r ei-
ne Verbesserung der pharmakologischen Wirkung des Mo-
lek�ls sind.

Abbildung 1. Umwandlung von nativem und nichtnativem (invertier-
tem) Proinsulin in Insulin.
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Eine Umgehung der problematischen oxidativen A- und
B-Kettenverkn�pfung wurde durch entscheidende Fort-
schritte in der Peptidchemie m�glich (orthogonale Schutz-
gruppenstrategien, Kupplungsverfahren und insbesondere die
Thiolchemie zur Synthese cystinreicher Peptide in L�sung
und an festen Tr�gern). Eine regioselektive Strategie zur
Cysteinkupplung nach Sieber und Mitarbeitern (Ciba-Gei-
gy)[18a] erm�glichte die schrittweise Verkn�pfung von Frag-
menten unter gleichzeitiger Bildung der inter- und intramo-
lekularen Disulfidbr�cken. Diese Synthesestategie er�ffnete
sogar den Zugang zu nichtnativen Disulfidisomeren des In-
sulins, die die Bedeutung der nativen Cystein-Verkn�pfungen
f�r ein korrekt gefaltetes, bioaktives Hormon best�tigten. In
den fr�hen 1990er Jahren schließlich wurden von Kiso und
Mitarbeitern regioselektiv die Disulfidbr�cken zwischen den
vollsynthetischen A- und B-Ketten gebildet, wobei paarweise
orthogonal zueinander stehende Thiolschutzgruppen einge-
setzt wurden, die eine schrittweise Einf�hrung der inter- und
intramolekularen Disulfidbr�cken unter Bildung des nativen
Insulinisomers erm�glichten.[18b] Zwar lieferten diese beiden
Syntheseverfahren Insulin mit hoher Reinheit, allerdings war
die Gesamtausbeute weiterhin unbefriedigend. Die geringen
Ausbeuten wie auch der große Zeit- und Arbeitsaufwand
dieser vom akademischen Standpunkt aus betrachtet bril-
lanten Synthesen bleiben ein Haupthindernis f�r die Ent-
wicklung von Insulinanaloga in den ben�tigten Ausbeuten,
die f�r eine vollst�ndige biochemische, biologische und
pharmakologische Charakterisierung ben�tigt werden.

Man erwartete, dass das in den letzten Jahrzehnten er-
worbene Wissen um die Biosynthese des Insulins und dessen
biotechnologische Produktion durch rekombinante DNA-
Techniken eine L�sung f�r dieses Problem liefern k�nnte.[2a,c]

Die ribosomale Synthese des Insulins erfolgt in den pan-
kreatischen b-Zellen, wo zun�chst einkettiges Pr�proinsulin
gebildet wird. Dieses besteht aus einem Signalpeptid am N-
Terminus der B-Kette, die �ber eine so genannte C-Peptid-
sequenz mit dem N-Terminus der A-Kette verkn�pft ist
(Abbildung 1). Nach dem enzymatischen Abspalten des Si-
gnalpeptids im endoplasmatischen Reticulum faltet sich das
B-C-A-Proinsulin mithilfe von Faltungskatalysatoren und
ergibt so letztlich durch Einwirkung von Prohormon-Kon-
vertasen das reife, zweikettige Insulin.[7a] Die oxidative Fal-
tung des Proinsulins in das native Disulfidisomer erfolgt mit
hoher Effizienz (bis zu 80 %) sogar in vitro, und die Um-
wandlung in das reife Insulin kann mit Trypsin und
Carboxypeptidase B (Abbildung 1) erzielt werden.[7b] Inspi-
riert durch die R�ntgenkristallstruktur von Insulin,[8] die eine
r�umliche N�he des N-Terminus der A-Kette zum C-Termi-
nus der B-Kette erkennen l�sst, wurden erste Versuche einer
Vernetzung der beiden Ketten zwischen Ne-LysB29 und Na-
GlyA1 mit spaltbaren und nichtspaltbaren difunktionellen
Reagentien durchgef�hrt, um einkettige Proinsulinanaloga
herzustellen.[9] Die Tatsache, dass sich die im nativen Insulin
vorhandenen Disulfidbr�cken in hohen Ausbeuten zur�ck-
gewinnen ließen, zeigte deutlich, dass das C-Peptid lediglich
als eine Art „Leine“ zwischen den beiden Ketten wirkt und
nicht den oxidativen Faltungsprozess steuert. Die einfache
Rolle des C-Peptids wurde auch best�tigt, indem diese lange
native Verkn�pfungssequenz durch ein nichtnatives Mini-C-

Peptid ersetzt wurde, das f�r h�here Ausbeuten bei der oxi-
dativen Faltung der linearen (durch sekretorische Expression
in S. cerevisiae produzierten) Vorstufen und bei deren an-
schließender Umwandlung in das reife Insulin optimiert war
(Abbildung 1).[2c] Sogar invertiertes Proinsulin faltet sich in
hoher Ausbeute korrekt, mit dem Vorteil, dass es bereits si-
gnifikant aktiver als das fast inaktive Proinsulinmolek�l ist
(Abbildung 1).[10]

Heute werden biotechnologische Verfahren, die auf Pro-
insulin und verschiedenen optimierten Miniproinsulinen be-
ruhen, f�r die kommerzielle Insulinproduktion in E. coli bzw.
in S. cerevisiae genutzt; in der chemischen Insulinsynthese
haben derartige lineare Peptidvorstufen aufgrund von L�s-
lichkeitsproblemen dagegen nur sporadische Anwendung
gefunden. Diese Probleme konnten nur umgangen werden,
indem z. B. N-terminale Verl�ngerungen mit l�slichkeitsver-
mittelnden Sequenzen angebracht wurden.[11] Die daraus re-
sultierende Gr�ße der Peptidvorstufen erschwert jedoch die
Gewinnung von hochreinen Vorstufen in Mengen, wie sie f�r
eine effiziente Faltung und die anschließende enzymatische
Prozessierung zu Insulin ben�tigt werden. Erste Versuche zur
L�sung dieses Problems stammen von Kent und Sohma;[12]

diese entwickelten eine biomimetische Synthese von Mini-
proinsulinen durch Oximverkn�pfung synthetischer A- und
B-Kettenderivate. Diese Derivate enthalten an ausgew�hlten
Positionen zwei peptidische Verl�ngerungen mit reaktiven
Gruppen f�r eine Verkn�pfung der beiden Ketten zwischen
Na-GlyA1 und Ne-LysB28 oder Na-PheB1 sowie zwischen Ca-
ThrB30 und Na-GlyA1. Nur die letztgenannte, klassische, Pro-
insulin-�hnliche Verkn�pfungsweise f�hrte zur korrekten
Bildung der Disulfidbr�cken zwischen der A- und der B-
Kette bei der oxidativen Faltung und, durch anschließende
enzymatische Prozessierung, zum gew�nschten Insulinmole-
k�l in befriedigenden Ausbeuten.

Die Insulinvariante, die eine invertierte ProB28,LysB29-Se-
quenz (d.h. Lys-Pro) enth�lt, zeigte eine deutlich verringerte
Aggregationstendenz und eine schnell eintretende pharma-
kokinetische Wirkung.[13] Wegen dieser vorteilhaften Eigen-
schaften wurde das LysB28,ProB29-Insulin das erste kommer-
ziell registrierte Insulinanalogon als aktiver Bestandteil von
Humalog (Eli Lilly & Co).[2a] Die r�umliche N�he der b-
Hydoxygruppe des ThrB30-Restes zur g-Carboxygruppe des
GluA4-Restes in der Kristallstruktur (Abbildung 2)[14] regte

Abbildung 2. Links: B�nderdarstellung der beiden Ketten von
LysB28,ProB29-Insulin (PDB-Code: 1LPH) mit den GluA4- und ThrB30-Res-
ten. Rechts: Der vergr�ßerte Ausschnitt der C-terminalen Region der
B-Kette, C(B), in Nachbarschaft zur N-terminalen Region der A-Kette,
N(A), belegt die unmittelbare N�he der GluA4- und ThrB30-Reste.
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Kent und Mitarbeiter dazu an, eine Esterverkn�pfung zwi-
schen der A- und B-Kette einzuf�hren, um eine neuartige,
einkettige Insulinvorstufe zu produzieren, der eine peptidi-
sche oder nichtpeptidische C-Peptid-�hnliche Verkn�pfung
komplett fehlt.[15] Zudem war bekannt, dass die L�slichkeit
von Peptiden mit einer hohen Aggregationsneigung deutlich
von der Einf�hrung von Depsipeptidbindungen profitiert.[16]

Indem dieser Vorteil genutzt wurde, konnte mithilfe moder-
ner chemischer Ligationsmethoden das einkettige, verzweigte
Depsipeptid trotz dessen erheblicher Gr�ße ohne L�slich-
keitsprobleme synthetisiert werden (Abbildung 3). In Ein-
klang mit dem Designprinzip von Kent et al. enth�lt das
Produkt die Depsipeptideinheit zwischen dem C-Terminus
der B-Kette und der Carboxygruppe von GluA4. �berra-

schend verlief die oxidative Faltung in die korrekte Disul-
fidtopologie des Insulins in Ausbeuten, die jenen des Proin-
sulins vergleichbar sind, und der letzte chemische Versei-
fungsschritt mit Natriumhydroxid erfolgte ohne signifikante
Nebenreaktionen. Man darf sogar erwarten, dass dieser letzte
Schritt von einer weniger drastischen Verseifungsprozedur als
der angewendeten alkalischen Hydrolyse profitieren wird.

Mit der Syntheseroute von Kent und Mitarbeitern k�nnte
eine mehrere Jahrzehnte w�hrende Reise hin zu einer effizi-
enten Totalsynthese des Insulins nun an ihrem Ende ange-
langt sein. Das neue Verfahren bietet einen m�helosen und
effizienten Zugang zu Insulinanaloga mit einer praktisch
unbegrenzten Zahl und Diversit�t von nichtnat�rlichen
Aminos�ureresten. Solche Analoga k�nnten es erm�glichen,
die Potenz und Bioverf�gbarkeit lebensrettender Insulinme-
dikamente zu verbessern sowie ihre Wirkung zeitlich zu ver-
l�ngern oder mithilfe von Propharmaka zu steuern.
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Abbildung 3. Umwandlung der verzweigten, synthetischen Peptidvor-
stufe in das LysB28,ProB29-Insulin.
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