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Zasammenfassung—FEine neue Synthese der Rinderinsulin-B-Kette in der blockierten Form (7)* mit N*-Trt-
Cys-SEt-, N°-H®-sowie Benzyl-Schultz in den iibrigen Positionen aus den Teilfragmenten 1-4 wird beschrieben.
Ihre Deblockierung ist wahlweise mit HF, HBr/TFE bei C,H;SH-Addition sowic unter speziellen Bedingungen
auch durch katalytische Hydrierung mdglich. Beziliglich Ausbeute und Homogenitiit des Endproduktes lieferten die
HB:/TFE-Acidolyse und die Hydrogenolyse dje besten Ergebnisse. Hierdurch werden aus der geschOtzten Kette in
guter Ausbeute Buntesalze mit gleicher insulinbildender Potenz wie solche nativer Herkunft gewonnen.

Abstract—A novel synthesis of the bovine insulin B chain in the blocked form (7) applying N'*®-Trt-, Cys-SEt-,
NS-H®- and Benzyl-protection in the residual positions is described starting from the partial fragments 1-4. By
choice the deprotection is possible by HF, HBr/TFE with C,H;SH addition and also under special conditions by
catalytic hydrogenolysis. HBr/TFE acidolysis and hydrogenolysis lead to the best resultates in respect to yield and
homogeneity of the final product. Thus Bunte salts are received in good yield related to the protected B chain and
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with the same insulin forming potency as such of native provenience.

Die neueren Fragmentsynthesen der Insulin-B-Kette'
verfolgen vorrangig das Ziel, durch geeignete Schutz-
gruppenauswahl an den Seitenketten der taktisch ent-
scheidenden Aminosduren His, Cys und Arg destruktive
Deblockierungsbedingungen wie z.B. die Na/NH,-Spal-
tung im Endstadiom zu umgehen und diesen Schritt
mdglichst schonend zu gestalten. So verwendet Katsoy-
annis’ die Kombination N*"-Tos (temporir), Cys-Bzh
und N®-NO,, was Freisetzung der B-Kette mit HF
ermdglicht, sowjetische Autoren® bauten zuriickgreifend
auf Arbeiten von Zahn* die Kette unter Cys-Eigenschutz
als polymeres Disulfid auf, wodurch die Anwendung von
HBr/TFE in der Endstufe erlaubt ist.

Wir beschreiben nachfolgend eine neue Synthese der
Rinderinsulin-B-Kette in der geschiitzten Form (7,
Schema 1). Dabei sind die N*™-Positionen durch den
Tritylrest abgedeckt, um hier Nebenreaktionen bei DCC
abhiingigen Kupplungsschritten sicher auszuschliessen,’
fir den Thiolschutz des Cysteins wéhiten wir die S-
Athylmercaptogruppe. Wie wir friher zeigen konnten,**
sind beide Substituenten bei Abspaltung N“-stindiger
Boc-Gruppen mit 4n HCI in Dioxan bzw. 4 n HCI in
Dioxan in Gegenwart von {iberschiissigem Athylmercap-
tan vollig stabil. Unter anderen N“-Boc-
Deblockicrungsbedingungen sowic bei tert. Butyl-ester-
Acidolysen zeigt die S-Athylmercaptogruppe dagegen
deutlichen Disulfidanstausch,® so dass vor der An-
wnedung dieser Gruppe ohne die genannten Vorsichts-
massnahmen gewarnt werden muss.

For die Blockierung der N®-Position entschieden wir
uns fiir Protonierung, da andere hier gebriuchliche N°-
Schutzgruppen in Gegenwart von Cystein-Schwefel
ausschliesslich HF- oder Na/NH;-sensitiv sind. In den
fibrigen Positionen der Gesamtkette werden Schutzgrup-
pen des Benzyltypes verwendet, um die einzelnen

* Abklrzungen nach den Regeln der [IUPAC-IUB Commission
on Biochemical Nomenclature: Hoppe-Seyler's Z. Physiol.
Chem. 348, 256 (1967); J. Biol. Chem. 247, 977 (1972); ferner
bedeutet TFE = Triftuoressigsiure, DCC = Dicyclohexylcarbodi-
imid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol.
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Kupplungs- und Kondensationsschritte vorzugsweise mit
leicht zuginglichen N®-Boc-Derivaten ausfihren zu
konnen. Diese Schutzgruppenanordnung erlaubt es
erstmalig, die Deblockierung der Gesamtkette disponibel
unter Heranziehung verschiedener Spaltreagenzien
auszufiihren und damit an einem héheren einheitlichen
Polypeptid unabhiingig von dessen Aufbaukonzeption
cinen zuverlissigen Methodenvergleich zu fiihren.

Die Synthese geht von den friiher beschriebenen®”
Teilsticken (1)<(4) aus, welche durch der jeweiligen
Kupplungssituation adaptierte Methodenauswahl erhal-
ten und unter denen (2)-(4) direkt in carboxylfreier,
kondensationsfihiger Form aufgebaut werden. Hier-
durch werden alkalische oder acidolytische Ester-spal-
tungen im fortgeschrittenen Stadium der Synthese
vermieden. Im Teilstick 1-8 erbringt der N™™-Tritylrest

m

Boc—Glu—Arol-Gly-Phe-Phe—Tyr—'l'lhr-Pro-Lys—Ala—Ole

I
OBzl H® Bzl Bza 2

Boc-21-30-OBz’
(2) Boc-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-OH
Bzl SlEt
Boc-15-20-OH*
(3) Boc-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-OH
Bzl Tnt (l)le
Boc-9-14-OH’
(4) Z-Phe-Val-Asn-Gin-His-Leu-Cys-Gly-OH
S

Z-1-8-OH®
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in Verbindung mit der N®-Z-Gruppe eine betrichtliche
Hydrophobierung, wodurch in der Schiussphase der
Synthese eine deutliche Loslichkeitsverbesserung er-
reicht und der Einsatz z.B. hydrophobierender Amid-
schutzgruppen in diesem Sequenzabschnitt entbehrlich
wird

Schema N%ibt den Aufbau wieder: Das Teilstiick (1)
wurde in Hydrochloridform ecingesetzt und nach
Abspaltung der N“-Boc-Gruppe mit HCOOH die
Aminokomponente (1a) isoliert. Deren Kondensation mit
dem Teilstiick (2) filhrt zum Boc-Hexadecapeptid-derivat
15-30 (5), das durch Deblockierung mit 4 n HCl/Dioxan
in Gegenwart von C;HsSH in die Aminokomponente (5a)
ibergefiihrt wird. Alternativ lisst sich diese bequem
auch aus (1a) und der N“-Bpoc-Form des Teilstiickes
15-20 darstellen.” Die weitere Verlingerung zum H-
Docosapeptid 9-30 (6a) wurde analog ausgefiihrt und
schliesslich Komponente (4) zur vollen B-Kette ankon-
densiert. In den Schnittstellen 20/21 und 8/9, wo Dis-
ponibilitit in der Auswahl der Aktivierungsmethoden
gegeben war, wurden mehrere Aktivestervarianten sowie
die DCC- und DCC/HOBt-Methode geprift, wobei die
DCC/HOBt-Kombination die besten Resultate erbrachte.
Diese gleichzeitig racemisierungsarme Methode bot sich
daher auch fir die Schnittstelle 14/15 an. In den einzel-
nen Kondensationsschritten erfolgte die Abtrennung
fiberschilssiger Carboxylkomponente mit 0.3 n NH(OH,
Reste der Aminokomponente wurden mit 5%lger
KHSO.-L3sung entfernt. Das so chromatographisch rein
gewonnene B-Kettenderivat enthielt den theoretisch
geforderten Aquivalent-Gehalt an SEt-Gruppen, zeigte
negative Pauly-Reaktion und lieferte befriedigende
Elementar- und Aminos#ureanalysen.

Zur Deblockierung haben wir einzelne Substanzproben
der so gewonnenen B-Kette der HF- und HBr/TFE-
Acidolyse unterworfen. Gleichzeitig wurde untersucht,
inwieweit in Gegenwart von S die Schutzgruppen einer
Hydrogenolyse zuginglich sind. Bei den Acidolysereak-
tionen erwies sich wiederum®® ein Zusatz von {iber-
schissigem C,HsSH als zweckmissig, wodurch
partieller, zu B-Ketten-Oligomeren flhrender Di-
sulfidaustausch unterbunden und bei der nachfolgenden
oxidativen Suffitolyse'' ein von schwerldslichen, aus-
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beutevermindernden Anteilen freies Deblockierungs-
produkt erhalten wird.

Obwohl bei der hydrogenolytischen Abspaltung von
Schutzgruppen an S-Peptiden bisher nur graduelle Er-
folge erhalten wurden, glatt gelang lediglich die Ent-
fernung von Z-Gruppen an niederen Methionin-
peptiden,'? griffen wir die Frage an der Insulin-B-Kette
erneut auf, da die hier gewihite Schutzgruppenanord-
nung ecine besonders glnstige Ausgangssituation er-
warten liess. So ist die Laslichkeit der geschiitzten Kette
durch die zahireichen hydrophobierenden Reste in DMF
gut, was hohe Substratkonzentrationen an der Katalysa-
toroberfliche ermdglicht und damit die Hydrierfahigkeit
auch cines hoheren Peptides versprach. Zudem ist die
Abspaltung der hier zum S-Schutz verwendeten SEt-
Gruppe wihrend der Hydrierungsreaktion nicht unbe-
dingt erforderlich, da sie komplikationslos im nachfol-
genden Sulfitolyseschritt entfernt wird. So reduziert sich
das Problem ausschliesslich auf die Abtrennung von
Benzyltyp-Schutzgruppen in Gegenwart von Cystein-
Schwefel.

Wie sich zeigte, lisst sich eine H-Aufnahme in der
Tat unter energischen Bedingungen, d.h. bei einer
Hydrierzeit von ca. 10 Tagen, 60°C und wiederholten
Zusatz von frischem Palladium erreichen, wenn gleich-
zeitig 10 Aquivalente BFs-Atherat'*> im Reaktions-
gemisch vorhanden sind. Auf diese Weise werden nega-
tive Ellman- und positive Pauly-Reaktion aufweisende,
von Ausgangsverbindung freie Hydrierungsprodukte er-
halten, die nach der oxidativen Sulfitolyse im Diinn-
schichtchromatogramm jedoch noch zwei mit authenti-
schem Buntesalz nicht identische Flecke aufweisen.

Behandelt man das Hydrierungsprodukt noch zusitz-
lich 1h mit 0.2 n NaOH, so ergibt sich nach dem
Sulfitolyseschritt dagegen ein chromatographisch und
elektrophoretisch weitgehend homogenes Buntesalz
(Abb. 1). Somit werden unter den genannten Hydro-
genolysebedingungen alle Gruppen, ausgenommen SEt-
und restliche Anteile der schwer hydrierbaren Ben-
zylester entfernt, wobei auch ein partu:ller BF;-Atherat-
katalysierter ﬂbergang der letzteren in Athylester nicht
ausgeschlossen ist.

Wie an anderer Stelle noch ausfShrlicher berichtet

Boc-21-30-08z!

(1)
Boc-15-20-0OH + H-21-30-0BzI|
] (1a)
Boc — 15-30 —OBzI
(3)
Boc-9-14-OH + H — 15-30 —0Bzl

3) (5a)
Boc——9-30 OBzl
(8)
Z-1-8-OH+H 9-30 OBzl
4) (6s)

Z-Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val- Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly

Trt SEt Bzl Trt

OBzl Bzl SEt

BzIO-Ala-Lys—Pro-Thr-Tyr-Phe—Phe-Gly-Arg—-Giu

b4 Bzl Bzl H® OBzl

(£4)
Schema 1.



Neusynthese des Rinderinsutin-B-Ketten-S-Sulfonates
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Abb. 1. Dinnschichichromatographische Kontrolle der hydro-
genolytischen Deblockierung der geschiitzten B-Kette (7) (n-
Propanol/NHy=7:3 quf Kleulgel ﬂ Merck). &= geschiitzte
Kette, b= Hydrierungsprodukt, ¢ dncmncs;rodnkt nach
Behandlung mit 0.2n NaOH, d= antben tische B-Kette, (b-d als
S-SuHonat).

wird,'* zeigten generell die HBr/TFE-Acidolyse und die
Hydrogenolyse gegeniiber der HF-Spaltung bezilglich
Ausbeute und Homogenitiit des erhaitenen Buntesalzes
deutliche Vorziige.

Das durch HBr/TFE-Acidolyse unter Zusatz von
Athylmercaptan und Anisol gewonnene Deblockierungs-
produkt wurde in 8m Harnstoff bei pH 8.6 mit
Tetrathionit/Sulfit sowie anschiliessender Dialyse und Ly-
ophilisation mit 90% iger Ausbeute in das rohe Buntesalz
iiberfihrt. Nach Vorreinigung in 0.05m NHHCOs
Lasung Ober Sephadex G 15 erfolgte dann Chromato-
graphie an CM-Cellulose. Dic Fraktionen unter dem
Hauptpeak wurden erneut dialysiert und Gber Sephadex
G 50 mit 1 m Essigsure als Elutionsmittel feingereinigt.

Nach Lyophilisation konnte so das synthetische
Rinderinsulin-B-Ketten-S-Sulfonat  fiber alle Aufar-
beitungsschritte in  30% Ausbeute, bezogen auf
geschiitzte Vorstufe (7) rein erhalten werden. Reines
Buntesalz nativer Provenienz erbrachte beim Durch-
laufen der glenchen Deblockierungs- und Aufarbemmss-
bedingungen wie die geschiitzte synthetische Kette eine
Wiederfindungsrate von 32% (Abb. 2). Daraus ergeben
sich flir (7) ein hoher Reinheitsgrad und weitgehende
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Abb, 2. -, Elutionsdingramm des aus 50mg geschitzter
synthetischer Rinderinsulin-B-Kette gewonnenen roben Bunte-
salzes an CM-Cellulose. (Kapazitit 0.69mVallg, SSule 2.6x
36 ¢m, Elution mit 0.1 m Easigsfiure bei linearem NaCl-Gradien-
ten.) Reinausbeute 109mg, entspr. 30% d.Th. bezogen auf
geschitzte B-Kette; ~—, Elutionsdiagramm der aquivalenten
Menge (36mg) von B-Ketten-Buntesalz nativer Herkunft,
tenselben  Acidolyse-, Sulfitolyse- und  Aufarbeitungs-
bedingungen ausgesetzt wie die geschiitzte synthetische B-Kette,
Wiederfindungsrate: 11.5 mg, eatspr. 32% d.Th,
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Freiheit von anderweitigen peptidischen Beimengungen.

Wurde die Deblockierung der synthetischen B-Kette
(7) wie beschrieben hydrogenolytisch mit anschliessen-
dem Verseifungsschritt ausgefilhrt, resultierte bei glei-
chem Aufarbeitungsgang eine gegenfiber der HBr/TFE-
Acidolyse etwas verminderte Reinausbeute von 20% an
Buntesalz,

Das so gewonnene S-Sulfonat ist chromatographisch
und elektrophoretisch einheitlich und in allen physi-
kalischen sowie analytischen Eigenschaften mit authen-
tischem Rinderinsulin-B-Ketten-S-Sulfonat identisch
{Abb. 3).

Wie der enzymatische Abbau zeigte, weist es weitge-
hende sterische Homogenitit auf und besitzt die gleichen
insulinbildenden Eigenschaften wie das B-Ketten-S-
Sulfonat nativer Herkunft.

Abb, 3. Hochspannungspapiereicktrophorese von synthetischem

Rinderinsulin-B-Ketten-S-Sulfonat () und nativer Referenz (b),

(Puffersystem Ameisensiure/Eisessig/dém Harnstoff =3:2:15;
pH 1.9; 45 V cm™Y; Spezislpapier FN 4).

EXPERIMENTELLER TENL,

Allgemeiner

Die Messung der [alse und [als-Werte erfolgte mit einer
Ablesegenauigkeit von 10.01°. Die {aly-Werte wurden hieraus
mit einer Genavigkeit von £0.5° berechnet. Die Schmelzpunkte
sind Xorrigiert. Zur Dlnnschichtchromatographie wurde Kiesel-
gel H “Merck” (Schichtdicke 0.25 mm, lufttrocken) verwendet,
Die Papierchromatographie wurde mit Chromatographiepapier
FN 4 des VEB Spezialpapierfabrik Niederschlag nach auf-
steigender Methode durchgefhrt. Bei der Hochspannungselek-
trophorese wurde im Puffersystems Ameisensiure/Eisessigid m
Harnstoff =3:2:15 (pH 1.9) bei ciner Feldstirke von 45V em™®
und unter Verwendung von Spezialpapier FN 4 gearbeitet. Die
Laufzeit betrug pro Elektropherogramm 45 Min. Zur Dialyse
wurde Nephrophan Dialysiermembran (VEB Filmfabrik Wolfen)
verwendet.

Als Laufmittel kamen zur Anwendung:

System A: n-Butanol/Eisessig/Wasser =4:1:1

B: Chloroform/Methanol = 9:1



C: sek. Butanol/Ameisensiure/Wasser = 75:15:10
D: Chloroform/Methanol = 2:1

: n-Propanol/Ammoniak (25% ig)=7:3

: Chloroform/Methanol =6: 1

Aceton/Benzol =5:8

: Athanol/ Wasser/ Benzol/ Eisessig = 8:4:2:1
n-Butanol/Eisessig/Wasser/Pyridin = 30:6:24:20
: Chloroform/Methanol = 3:7

Zur Sichtbarmachung der Peptidderivate wurden Ninhydrin-
Cd-Reagens,” Chlor-Tolidin-Reagens,'® Chromschwefelsiure!”
benutzt. Bei den Docosapeptidderivaten und der geschitzten
Form der Insulin-B-Kette wurden dic Dinnschichtplatten vor
dem Besprithen mit Ninhydrin-Cd-Reagens 4h Totalhydrolyse-
bedingungen (Stehenlassen iber konz. HCl bei 90°C im ge-
schlossenen Gefliss) ausgesetzt und anschliessend grindlich
beliiftet. Bei der Papierchromatographie und der Hochspannung-
selektrophorese wurde PAULY-Reagens zur Sichtbarmachung der
Peptide verwendet. Die Aminosflareanalysen sind korrigiert.

Boc-Hexadecapeptidester B 15-30 (5)

1.50 g (0.81 mmol) Boc-Decapeptidester B 21-30 (1) werden 4h
bei 20°C mit SO0ml 100 proz. Ameisensiure geschittelt, bei 15
Torr zur Trockene eingedampft, der Rickstand in
Methanol/Chloroform = 10: 1 aufgenommen und erneut i Vak
cingeengt.

Nach Lasen des verbliebenen Ols in S ml DMF werden zur
Entfernung von Formiat-Ionen unter Rithren 100ml 0.3n
NHOH zugetropft, der ausgefallene Niederschiag ab-
zentrifugiert und mit kaltem Wasser neutralgewaschen. Nach
Trocknen bei 0.01 Torr wird der weiss anfallende, chromato-
graphisch cinheitliche, N®-deblockierte Decapeptidester (1s)
noch mehrmals mit Ather gewaschen und erneut bei 35°C und
0.01 Torr 5 h Uber P,Os getrocknet. Ausbeute: 1.42g (91% d.Th.);
Schmp.:  162-165°C; {alp®=-21.6" (c=10 DMPF);
CaeH 112N 14017 X HCI x 10H,0 (1926.48); Ber. C, 58.61; H, 6.91;
N, 10.19. Gef. C, 58.77; H, 6.87; N, 10.12. R;: 0.59 (A); 0.15 (D);
0.65 (E). Aminos3ureanalyse: (6 HCI, 110°C, 24h) Glu 1.0 (1),
Arg 1.1 (1), Gly 1.0 (1), Phe 2.0 (2), Tyr 0.8 (1), Thr 0.9 (1), Pro
0.9 (1), Lys 1.0 (1), Ala 1.0 (1); Sakaguchi-Reaktion'® positiv.

Zwecks Kupplung zum Boc-Hexadecapeptidester B 15-30 (5)
werden 1.23g (1.4 mmol) Boc-Hexapeptidsiure B 15-20 (2) in
6 ml DMF geldst, mit 567 mg (4.2 mmol) HOBt versetzt, bei 0°C
288 mg (1.4 mmol) DCC hinzugefiigt und dic L3sung 4 h bei 0°C
gehalten. Danach werden 1.34g (0.70 mmol) N*-deblockierter
Decapeptidester B 21-30 (1a) in 4m! DMF zugetropft und die
Reaktionsl8sung 24 h bei 0°C, 48 b bei Raumtemp. und 24 h bei
40°C gerlibrt. Nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffes und
Nachwaschen mit 1 m! DMF wird das Filtrat bei 0.01 Torr auf die
Hilfte eingeengt und mit 100 ml Ather/Petrolither=5:1 gefilit.
Man 15st den abzentrifugierten Niederschlag dann in wenig DMF
und fallt mit eiskatter 0.3n NH,OH-L3sung. Der ausgefallene
Niederschlag wird abzentrifugiert, abermals intensiv mit kalter
03n NH,OH-Ldsung digeriert, abgetrennt, 3xmit kaltem
Wasser und 2 x mit 5% iger KHSO-L3sung gewaschen. Ansch-
liessend wird der abzentrifugierte Niederschlag mit kaltem Wasser
neutralgewaschen und zur weiteren Reinigung noch mehrmals mit
wenig Chloroform/Methanol = 1:5 und Ather gewaschen. Der
verbliebene Rilckstand wird 5 h bei 0.01 Torr und 35°C @iber P,Os
getrocknet, wobei der chromatographisch reine Boc-Hexade-
capeptidester B 15-30 (5) als amorphes weisses Pulver anfiel.
Ausbeute: 1.24 g (67% d.Th.); Schmp.: 248-253C (Zers.); [a]} 3% =
-38.5°, [al®=-345° (c=10, DMF/HMPT =1:1);
Ci3sH 178N 20265, X HC1(2645.66); Ber. N, 10.59; Gef. N, 10.44. R;:
0.60 (E); 0.80 (F); 0.52 (G); Sakaguchi-Reaktion positiv; Ellman-
Reaktion'? negativ.

Boc-Docosapeptidester B 9-30 (6)

Zur N*-Deblockierung des Boc-Hexadecapeptidesters B 15-30
(5) wurden 1.06 g (0.40 mmol) in 2 ml DMF eingetragen und unter
Zusatz von 0.59ml (§mmol) Athylmercaptan 2h bei 20°C in
30ml 4n HClDioxan geschiittelt. Nach Einengen bei 15 Torr

: sek. Butanol/Eisessig/7 m Hamstoff = 12.5:0.9:11.5.
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wird mit DMF auf Sml sufgefilllt und mit 150 ml kalter 0.3n
NH,OH-L3sung versetzt, der Niederschlag abzentrifugiert, mit
kaltem Wasser neutralgewaschen und Gber P,Os getrocknet.
Anschliessend digeriert man mehrmals mit Ather und trocknet
den chromatographisch rein erhaltenen, N“®-deblockierten
Hexadecapeptidester B 15-30 (5a) bei 0.01 Torr und 35°C S h fiber
P;0s. Ausbeute: 790 mg (75% d.Th.); Schmp.: 244-248°C (Zers.);
[@]% = -17.0°, [alp® = —14.4° (c=01, DMF);
C13H 170N 20S; x HCI x SH,0 (2635.54); Ber. C, 61.30; H, 6.88;
N, 10.58; Gef. C, 61.40; H, 7.02; N, 10.40. R;: 0.65 (E); 0.15 (F);
0.68 (I). Aminosiureanalyse: (6n HCI, 110°C, 24 h) Leu 2.0 (2);
Tyr 2.0 (2); Val 1.0 (1); Cys 0.9 (1); Gly 2.0 (2); Glu 0.95 (1); Arg
1.0 (1); Phe 2.0 (2); Thr 0.9 (1); Pro 1.0 (1); Lys 0.95 (1); Ala 1.0
(1); Ellman-Reaktion negativ.

Zur quantitativen Bestimmung des Gehaltes an Cys-SEt-
Gruppen werden S mg N=-deblockierter Hexadecapeptidester B
15-30 unter Stickstoffatmos mit Zn in 25 ml 15% iger HCI
reduziert, das freigesetzte Athylmercaptan quantitativ in wiiss-
rigem phosphatgepuffertem Methano! bei pH 8 aufgefangen und
die Konzentration nach Anfirben mit Ellman’s Reagens spek-
tralphotometrisch bei 412 nm gegen Eichkurve bestimmt. Gehalt
an SEt-Gruppen: 0.98 Aquivalente (Fehlergrenze +5%).

Fir die Kupplung zum Boc-Docosapeptidester 139-30(6) werden
883 mg (0.75 mmol) Boc-Hexopeptidsiure B 9-14 (3) mit 304 mg
(2.25 mmol) HOBt und 155 mg (0.75 mmol) DCC in 3 ml DMSO bei
0°C 4h voraktiviert. Anschliessend werden 659 mg (0.25 mmol)
N*-deblockierter Hexadecapeptidester B 15-30 (Sa) in 2 ml DMSO
zugefiigt und 24 h bei 0°C, 48 h bei 20°C sowie 48 h bei 40°C gerithrt.

Nach Abfiltrieren des ausgefallenen Dicyclobexylharnstoffes
und Nachwaschen mit 1 ml DMSO wird das Filtrat langsam mit
0.3n NH,OH-L8sung versetzt und der Niederschlag abzentri-
fugiert. Nach erneutem Bebandeln mit 0.3 n NH OH-Ldsung und
Abzentrifugieren wird der Niederschlag mit kaltem Wasser und
Ixmit 5% iger KHSO,L3sung behandelt, abermals mit kaltem
Wasser aschen und anschliessend mehrmals mit
Methano! und Ather gewaschen. Der Boc-Docosapeptidester B
9-30 (6) wird nach 8-stiindigem Trocknen bei 30°C und 0.01 Torr
Ober P,Os als amorphes weisses Pulver in chromatographisch
reiner Form erhalten. Ausbeute: 565 mg (61% d.Th.); Schmp.:
>280°C  (Zers); [alp®=-B.7 (¢=10, DMSO);
CaecH2N2015S; X HC1 (3704.93); Ber. N, 10.55; Gef. N, 10.28.
Ry: 0.65 (A); 0.90 (H); 0.69 (I); Amin se: (6n HCI,
110°C, 24 h) Ser 0.9 (1); His 0.9 (1); Leu 3.0 (3); Val 2.2 (2); Glu
2.0 (2); Ala 2.0 (2); Tyr 1.8 (2); Cys 09 (1); Gly 2.0(2); Arg 0.9
(1); Phe 1.9 (2); Thr 0.8 (1); Pro 0.9 (1); Lys 1.0 (1); Ellman-
Reaktion negativ; Pauly-Reaktion negativ.®

Geschitzte Insulin-B-Kette Z-1-30-OBz1 (T)

500 mg (0.135 mmol) Boc-Docosapeptidester B 9-30 (6) werden
in 2ml DMSO geldst und mit 25 ml 4 n HCl/Dioxan unter Zugabe
von 0.20 ml (2.7 mmol) Athylmercaptan 3 h bei 20°C deblockiert.
Nach Abzichen des Dioxans i Vak. wird die DMSO-Lsung
unter Riihren mit 0.3n NHOH-L3sung versetzt, der Nieder-
schlag abgetrennt und mit kaltem Wasser grilndlich neutral gewa-
schen. Man digieriert den Riickstand noch mehrmals in Methanol
und Ather, zentrifugiert ab und erhilt nach 8-stOndigem
Trocknen bei 35°C dber P;Os den chromatographisch einbeitli-
chen deblockierten Docosapeptidester B 9-30 (6a). Ausbeute:
434mg (85% d.Th.); Schmp.: >250°C (Zers.); [alp®=-369°
(c=0.1, DMSO); Ci9sH10N20xS:x HCIx 10H,0 (3784.83);
Ber. C, 61.80; H, 6.97; N, 10.32; Gef. C, 61.72; H, 7.05; N, 10.20.
R;: 0.60 (E); 0.88 (H); 0.70 (I); Ellman-Reaktion negativ; Pauly-
Reaktion negativ; Gehalt an SEt-Gruppen: 0.95 Aquivalente.

Fur die Kupplung zum B-Kettenderivat (7) werden 406 mg
(0.30mmol) Z-Oktapeptidsiure B 1-8 (4) mit 121 mg HOBt
(0.90 mmol) und 62 mg (0.30 mmol) DCC in 1.5 ml DMSO bei 0°C
4h voraktiviert. Nach Zugabe voo 378mg (0.10 mmol) N°®-
deblockiertem Docosapeptidester B 9-30 (6a) in 1.5 ml DMSO
wird 24 b bei 0°C, 48 h bei Raumtemp. und 48 b bei 40°C gerQhrt,
der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und mit 1 mi
DMSO ausgewaschen. In das erhaltene Filtrat werden 100 ml
0.3 n NH,OH-L3sung cingerfihrt, der ausgefallene Niederschlag
abzentrifugiert und mit 0.3n NH(OH-L3sung digeriert, mit
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Wasser, S%iger xnso.-usma gewaschen und mit kaltem
Wasser neutralgewaschen, sowic mehrmals mit Methanol und
Ather bebandeilt. Nach Trocknen gber PzO, bei 0.01 Torr und
35°C fallt das B-Kettenderivat (7) als weisses amorphes Pulver
chromatographisch rein an. Ausbeute: 287mg (57% d.Th);
Schmp.: >235°C (Zers); [alp®=-175° (c=0.4, DMSO);
CausH322N 04S¢ X HCI x SH,0 (5030.43); Ber. C, 63.03; H, 6.67;
N, 11.14; Gef. C, 62.77; H, 6.74; N, 11.29. R;: 0.60 (A); 0.63 (E);
0.68 (I).

Nach particller Deblockierung in N*-Position (3 ml 100%ige
HCOOH, 1 mg B-Kette, 2 h, 40°C) ergibt sich fir das chromato-
graphisch einheitliche B-Kettenderivat der R,-Wert: 0.68 (K). Bei
entsprechender HCOOH-Behandlung zeigen H-Docosapeptid B
9-30 (6a) R;: 0.75 (K) und Z-Oktapeptidsdure B 1-8 (4) R;: 0.52
{K). Aminosiureanalyse: (6n HCi, 110°C, 72b) Phe 3.2 (3); Val
3.0 (3); Asp 1.0 (1); Glu 3.0 (3); His 2.0 (2); Leu 42 (4); Cys 1.9
(2); Gly 2.9 (3); Ser 0.8 (1); Ala 1.9 (2); Tyr 23 (2); Arg 08 (1);
Thr 09 (1); Pro 1.0 (1), Lys 0.9 (1). Elilman-Reaktion negativ;
Panly-Reaktion negativ, Gehalt an SEt-Gruppen: 1.90
Aquivalente.

Deblockierung der geschiiltzten Insulin-B-Kette (7)

(8) HBr/TFE-Acidolyse. 100mg (0.02mmol) geschbtztes B-
Kettenderivat B 1-30 (7) wurden in 42.5m] TFE geldst, 2.5 ml
Athylmercaptan und Sml Anisol zugesetzt und durch diese
Reaktionsldsung 1.5h bei Raumtemp. ein trockener, bromfreicr
HBr-Strom geleitet. Anschliessend engte man das Gemisch bei
10 Torr und 20°C ein, wusch den Rilckstand je 3x mit abs. Ather
und trockenem Esslaes!ct und trocknete ihn bei 0.01 Torr dber
P;0;. Zur Uberfhrung in das Buntesalz wurde das verbliebene
Pulver in 10 m! 8 m HarnstofMsung, die mit Tris/HCI-Puffer auf
pH 8.6 cingestellt ist, eingetragen und nach Zugabe von 250 mg
N3,S0; und 250 mg Na,S,0¢ 12h bei Raumtemp. geriihrt. Die
sich anschliessende 6-stiindige Dialyse gegen destilliertes Wasser
bei halbstiindigem Wasserwechsel wurde nach 3 h unterbrochen,
die zu dialysierende Ldsung mit 0.2n NaOH auf pH 10 einge-
stelit, danach mit Eisessig bis pH § angesuert und die Dialyse
weitergefithrt. Anschliessend engte man cin und lyophilisierte
den Rickstand. Es konnten 65 mg (90% d.Th.) eines Rohproduk-
tes erhalten werden, dessen Hauptbande gleiche elek-
trophoretische Beweglichkeit und identisches papier- und ddnn-
schichtchromatographisches Verhalten zeigte, wie die S-
Sulfonatform der nativen Insulin-B-Kette. Aminosiureanalyse:
Phe 3.0 (3); Val 3.1 (3); Asp 0.9 (1); Glu 2.7 (3); His 1.9 (2); Leu
4.1(4); Cys 2.2 (2); Gly 3.0 (3); Ser 0.9 (1); Ala 2.0 (2); Tyr 2.1 (2);
Arg 1.0 (1); Thr 09 (1); Pro 0.9 {1); Lys 0.9 (1).

(b) H,/Pd|BFy-Atherat-Hydrierung  mit  anschiiessender
Verseifung. 100 mg (0.02 mmol) geschitztes B-Kettenderivat B
1-30 (7) wurden in 10 ml wasserfreiem DMF geldst, mit S0mg
(0.5mmol) frisch hergestelitem Pd-Katalysator und 28.2mg
{0.2mmol) destilliertem BF;-Atherat versetzt. Die Reak.
tionsidsung wurde nun 1 h mit O-{reiem, trockenem Wasserstoff
gespllt und anschliessend unter H,-Atmosphiire bei 60°C
geschittelt. Nach jeweils 2 Tagen wurden erneut je 50 mg frisch
bereiteter Pd-Katalysator zugesetzt und mit Wasserstoff gespilt.
Nach 10 Tagen wurde der Hydrierungsansatz vom Pd-Kataly-
sator abfiltriert, der Katalysator mehrmals mit heissem DMF
ausgewaschen und das Filtrat eingeengt. Das verblicbene 0]
wurde je 3% mit je 10ml abs. Ather und je 10ml trockenem
Essigester gewaschen, in 10ml 8m HarnstoMdsung, die mit
Tris/HCI-Puffer auf pH 8 eingestellt ist, geldst, 250 mg Ns,SO,
und 250 mg Na,S,0s zugesetzt und 12h bei Raumtemp. gerfthrt,
Anschliessend erfolgte 6h Dialyse bei halbstindigem Wasser-
wechsel gegen destilliertes Wasser. Das Dialysat engte man bis
auf 5ml ein, versetzte zwecks Spaltung restlicher Estergruppen
mit 5 ml 0.4 0 NaOH-L38sung und liess 1 h bei Raumtemp. stehen.
Anschliessend wurde mit wissriger 1n HCl-Ldsung auf pH 7
eingestellt, das Volumen der LBsung auf 3ml eingeengt und
erneut wie oben dialysiert. Nach Einengen wurde der Riickstand
abermals der oxidativen Sulfitolyse zugeflihrt. Nach Dialyse,
Einengen und Lyophilisation verblieben 61 mg (85% d.Th.) Roh-
produkt, dessen Hauptbande elektrophoretisch, ddnnschicht- und
papierchromatographisch identisch mit dem S-Sulfonat der
nativen Insulin-B-Kette war. Aminosdureanatyse: Phe 3.1 (3);
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Val 3.0 (3); Asp 0.9 (1); Glu 2.9 (3); His 1.8 (2); Leu 4.1 (4. Cys
22(2:Gly3.0(3); Ser 08(1); Ala2.1(2); Tyr 1.8 (2 Arg 1.0(1);
Thr 0.9 (1); Pro 0.9 (1); Lys 0.9 (1).

Reinigung. Zur Entfernung restlicher Salze wurden 32.5 mg des
aus der HBr/TFA-Acidolyse gewonnenen Rohproduktes {entspr.
50 mg zur Abspaltung eingesetztem geschitzien B-Kettenderivat
B 1-30 (7) in 0.05m NHMHCO;-Losung dber Sephadex G 15
(Siule 2% 60 cm) chromatographiert. Danach erfolgte die Reini-
gung an CM-Cellulose (Kapazitit 0.69 m Val/g, S&ule 2.6 X 36 cm)
unter Elution mit 0.1 m Essigséiure, welche 7 molar an Harnstoff
war, bei lincarem NaCl-Gradienten. Nach erneuter Dialyse gegen
ciskaltes Wasser, Feinentsalzung und Nachreinigung {ber
Sephadex G 50 (Siule 2x 60 cm, Elutionsmittel 1 m Essigsiure),
Einengen und Lyophilisation wurden 10.9mg (30% d.Th.) elek-
trophoretisch und chromatographisch einheitliches Rinderinsulin-
B-Ketten-S-Sulfonat erhalten, das in allen physikalischen und
analytischen Daten sowie seinen insulinbildenden Eigenschaften
mit natlidichem Rinderinsulin-B-Ketten-S-Sulfonat identisch ist.
Aus der fquivalenten Menge (36 mg) nativem Insulin-B-Ketten-S-
Sulfonat erhielt man unter v5ilig identischen Deblockierungs- und
Aufarbeitungsbedingungen 11.5mg (32% d.Th.) unverindertes
Ausgangsprodukt rein zurick.

Aus 30.5 mg Rohprodukt der Hydrierung (entspr. 50 mg des zur
Hydrogenolyse eingesetzten geschitzten B-Kettenderivates B 1-
30 (7)) konnten nach analogem Reinigungsverfahren 6.8 mg (20%
d.Th.) chromatographisch und elektrophoretisch einheitliche
Reinsubstanz gewonnen werden, deren analytische und physi-
kalische Daten identisch mit denen des durch HBr/TFA-Acidolyse
gewonnenen Produktes sowic mit nativem Rinderinsulin-B-
Ketten-S-Sulfonat waren.

Aus der zu SOmg geschiltzter B-Kette iquivalenten Menge
(36 mg) nativem Insulin-B-Ketten-S-Sulfonat, den gleichen
Hydrierungs- und  Aufarbeitungsbedingungen unterworfen,
konnten 7.5mg (21% d.Th) in reiner Form wiedergefunden
werden. Dilnnschichtchromatographie: Ry: 0.26 (E); Papier-
chromatographie: Ry: 0.76 (L).

Das Syntheseprodukt erwies sich bei Papierhochspannungs-
clektrophorese also einheitlich und zeigte gleiche elek-
trophoretische Beweglichkeit wie natives Rinderinsulin-B-
Ketten-S-Sulfonat (s. Abb. 3).

Aminosiurezusammensetzung des synthetischen Insulin-B-

Ketten-S-Sulfonates
Abbau mit
Amino- Theore- 6 nHCl- Aminopeptidase
shure tisch Hydrolyse M3

Phe 3 30 30
Val 3 30 30
Asp 1 1.0 0.9
Glu 3 31 29
His 2 19
Leu 4 38 39
Cys (S-Sulfo-

cystein) 2 1.7 1.9
Gly k) 30 29
Ser 1 09 1.0
Ala 2 20 1.9
Tyr 2 18 1.7
Arg 1 10 08
Thr 1 1.0 t
Pro 1 09 t
Lys 1 10 09

tNicht bestimmt.
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