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(Rrcdwd in Gumany 21 Ocrober 19l7: Reca’vui k the UK for publication 9 March 1918) 

mmsnfaaug-I?iae neuc Synthesc der Ri~~kin~~di~~-B-K~tte in der blockier&o Form (7)’ mit p-Trt- 
Cys-SEt-, No-@-sow& Ben&Schultz in den tll&cn P0sitionc.o aw den T&ragmeoten 14 wird beschriebcn. 
Ihrc Ikblockk~ng ist wahlweisc mit HP, HBr/TPE bci C~5SH-Mdition nowie unter apczkllen Bediio 
aoch durch katalytiaclx Hydricrung m6glicb. BeziIglich Au.sk.ute uod Homo&t&t dcs Endpmduktca liefertco die 
HBrfl’PE-Acidolysc uod die Hydrogen&~ die besten Erpebniase. Hkdurch werden aus der geschtltzten Kettc in 
guter Auabeute Bunteaalzc mit gkicher kdinbikkndcr Potenz wit solchc mtiver Hakunft gewo~eo. 

Aktr~&--A novel syntksii of the. bovine imutin B chain in the blocked form (7) &yiqt Nh-Trt-, CybsEI-, 
No-H@- and Benzyl-protection in the residual paitionr~ is descrii starting from the partial fragments 14. By 
cboii tk dcprotcction ia possible by HP, HBrfIPR with C2HsSH add&ion and also u&r special con&ions by 
catalytic hydrogcoolysia. HBriTPB acidolyaia and hydrogenolysis lead to tk beat resoltates in rcapcct to yield and 
homogeneity of the tlnal product. Thus Bunte salts arc received in good yield related to the protected B chain and 
with the SEW insulin forming potency aa such of native provenieace. 

Die neueren Fragmentsynthesen der Insulin-B-Kette’ 
verfolgen vorrangig das Ziel, durch geeigttete Schutx- 
gruppenauswahl an den Seitenketten der t&is& ent- 
scheidenden AminosHuren His, Cys und Arg destruktive 
Deblockierungsbediingen wie z.B. die Na/NH,-Spal- 
tung im Endstadium xu umgehen und diesen Schritt 
m&lglichst schonend xu gestalten. So verwendet Katsoy- 
annis die Kombination NL”-Tos (tempo&), Cys-Bxh 
und No-N&, was Freisetxung der B-Kette mit HP 
ermiiglicht, sowjetische Autoren’ bauten zurtlckgreifend 
auf Arbeiten von Zahn’ die Kette unter Cys-Eigenschutx 
als polymeres Disulfrd auf, wodurch die Anwendung von 
HBr/TFE in der Endstufe erlaubt ist. 

Wir beschretben nachfolgend eine neue Synthese der 
Rinderinsulin-B-Kette in der geschtltxten Form (7, 
Schema 1). IMei sind die Nf”-Positionen durch den 
Tritylrest abgedeckt, um bier Nebenreaktionen bei DCC 
abh@igen Kupplungsschritten sicher ausxuschliessen, 
f_Ur den Thiolschutx des Cysteins w&hen wir die S 
Athyhnercaptogruppe. Wie wir frbher zeigen konnten,~ 
sind beide Substituenten bei Abspalhmg N”-st8ndiger 
BocGruppen mit 4n HCl in Dioxan bxws 4 n HCl in 
Dioxan in Gegenwart von tlberschtlssigem Athylmercap- 
tan VBllig Stab& Unter anderen No-Boc- 
Deblockierungsbedingunsunge_n sowie bei I&. Butylester- 
Acidolysen xeigt die SAthylmercaptogruppe dagegen 
deutlichen Disultidaustausch,’ so dass vor der An- 
wnedung dieser Gtuppe ohne die genannten Vorsichts- 
massnahmen gewarnt werden muss. 

Ftlr die Blockierung der P-Position entschieden wir 
uns fllr Protonierung, da andere hier gebr%uchliche No- 
Schutxgruppen in Gegenwart von Cystein-Schwefel 
ausschliesslich HF- oder Na/NHrsensitiv sind. In den 
tlbrigen Positionen der Gesamtkette werden Schutxgrup- 
pen des Benxyltypes verwendet, um die einxelnen 

l AbhIrzungen nach den R@n der IUPAC-IUB Commission 
on Biochemical Nomenclature: Hoppe-Styler’s 2 Phyrid. 
Chan. MB, 256 .(1%7); 1. Biol. Chan. Ml, 97l (1972); fenxr 
bedeutet TPJI = TriRuoreai@ure, DCC - Dicyclohexykarbodk 
imid. HOBt = I-Hydroxybenzotriuol. 

Kuppbmgs- und Kondensationsschritte vorxugsweise mit 
leicht x@nglichen NE-Bee-Derivaten ausftlhren zu 
k6nnen. Diese Schutzgruppenanordnung erlaubt es 
erstmalig, die Deblockierung der Gesamtkette diiponibel 
unter Heranxiehung verschiedener Spaltreagenxien 
ausxufllhmn und damit an einem h6heren einheitlichen 
Polypeptid unabh&$g von dessen Aufbaukonxeption 
einen xuverlHssigen Methodenvergleich AI ftlhren. 

Die Synthese geht von den frtlher beschriebenen69 
Teilsttlcken (l)-(4) aus, welche durch der jeweiligen 
Kupplungssituation adaptierte Methodenauswahl erhal- 
ten und unter denen (2)-(4) direkt in carboxylfreier, 
kondensationsflihiger Form aufgebaut werden. Hier- 
durch werden alkahsche oder acidolytische Ester-spal- 
tungen im fortgeschrittenen Stadium der Synthese 
vermieden. Im Teilsttlck l-g erbringt der N”-Tritylrest 

(1) 

B&lu-Arqr,ly-PhbPhe-T y@‘hr-Pr+Ly &la-OBxl 
I 
OBxl He 

II I 
Bxl Bxl Z 

Boc-21-30GBr19 

(2) Boc-Lell-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-OH 
I I 

Bzl SEt 

Boc-lS-M)H’ 

(3) Boc-Ser-His-Le+Val-Glu-Ah&-Ala-OH 

B? krt 
I 

OBxl 

Boc-%M-OH’ 

(4) Z-Phe-Val-AsMl~Hi~Leu-Cqs-Gly-OH 

Trt SEt 

Z-1-p 
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in Verbindung mit der N’ZGruppe eine betr5chUiche 
Hydrophobierung, wodurch in der Schlussphase der 
Synthese eine deutliche Liislichkeitsverbesserung er- 
reicht und der Einsatx x.B. hydrophobkrender Amid- 
schutxgruppen in diesem Sequenxabschnitt entbehrlich 
wird. 

Schema 1 bt den Aufbau wieder: Das TeiMkk (1) 
wurde in $ -Hydrochloridform eingesetxt und nach 
Abspaltung der No-BocGruppe mit HCOOH die 
Aminokomponente (la) isoliert. Deren Kondensation mit 
dem Teilsmck (2) f8hrt mm Boc-Hexadecapeptidderivat 
15-30 Q, das durch Deblockierung mit 4 n HCUDioxan 
in Gegenwart von C&SH in die Aminokomponente (!ia) 
Iibergeftlhrt wird. Altemativ l&t sich diese beqwm 
such aus (la) und der N”-Bpoc-Form des Teilsttlckes 
15-28 darstellen.” Die weitere VerKngerung xum H- 
Docosapeptid 9-30 (6a) wurde analog ausgeftthrt und 
schliesslich Komponente (4) xur vollen B-Kette ankon- 
densiert In den Schnittstellen 28/21 und 8/9, wo Dis- 
pombilit8t in der Auswahl der Aktivierungsmethoden 
gegeben war, wurden mehrere Aktivestervarianten sowie 
die DCC- und DCC/HOBt-Methode geprtlft, wobei die 
DCC/HOBt-Kombination die besten Be&ate erbrachte. 
Diese gleichxeitig racemisierungsarme Methode hot sich 
daher such ftir die Schnittstelle 14/D an. In den einxel- 
nen Kondensationsschritten erfolgte die Abtrenmmg 
tlberschtlssiger Carboxylkomponente mit 0.3 n N&OH, 
Beste der Aminokomponente wurden mit S%iger 
KHSO&&umg entfemt. Das so chromatographisch rem 
gewonnene I)-Kettenderivat enthielt den theoretisch 
geforderten AquivalentGehalt an SEtGmppen, xeigte 
negative Pauly-Beaktion und liiferte befriedigende 
Elementar- und Aminos8ureanalysen. 

Zur Deblockierung haben wir einxebre Substanxproben 
der so gewonnenen B-Kette der HF- und HBr/TFE 
Acidolyse unterworfen. Gkichxeitig wurde untersucht, 
inwieweit in Gegenwart von S die Schutxgruppen einer 
Hydrogenolyse xug8nghch sind. Bei den Acidolysereak- 
tionen envies sich wiederumbd ein Zusatx von Uber- 
schbssigem C&SH als xweckmbsig, wodurch 
partieller, xu B-Ketten0igomeren ftlhrender Di- 
sul8daustausch unterbunden und bei der nachfolgenden 
oxidativen Sul8tolyse” ein von schwerliislichen, aus- 

beutevermindernden Anteilen freies Deblockierungs- 
pro&t erhalten wird. 

Obwohl bei der hydrogenolytischen Abspaltung von 
Schutxgruppen an SPeptiden bisher nur graduelle Er- 
folge erhalten wurden, glatt gelang lediglich die Ent- 
femung von ZGruppen an niederen Methionin- 
peptiden,” gritTen wir die Rage an der Insulin-B-Kette 
emeut auf, da die hier gewtihlte Schutzgruppenanord- 
nung eine besonders gtMige Ausgangssituation er- 
warten liess. So ist die Laslichkeit der geschutxten Kette 
durch die xahtreichen hydrophobierenden Beste in DMF 
gut, was hohe Substratkonxentrationen an der Katalysa- 
toroberfl8che ermbglicht und damit die Hydrierf8higkeit 
such eines h6heren Peptides versprach. Z&m ist die 
Abspaltung der hier xum SSchutx venvendeten SEt- 
Gruppe w8hrend der Hydrierungsreaktion nicht unbe- 
dingt erforderlich, da sk komplikationslos im nachfol- 
genden Sut8tolyseschritt entfemt wird. So reduxiert sich 
das Problem ausschliesslich auf die Abtrennung von 
Benxyltyp-Schutzgruppen in Gegenwart von Cystein- 
Schwefel. 

Wie sich xeigte, l8sst sich eine HrAufnahme in der 
Tat unter energischen Bedmgungen, d.h. bei einer 
Hydrierxeit von co. IO Tagen, 60°C und wiederholten 
Zusatx von frischem Palladii erreichen, wenn gleich- 
xeitig 10 Aquivalente BF&herat’3 im Beaktions- 
gemisch vorhanden sind. Auf diese Weiss werden nega- 
tive ElIman- und positive Pauly-Beakuon aufweisende, 
von Ausgangsverbindung freie Hydrierungsprodukte er- 
halten, die nach der oxidativen Sul8tolyse im Wnn- 
schichtchromatogramm jedoch noch xwei mit authenti- 
s&em Buntesalx nicht identische Fkcke aufweisen. 

Behandelt man das Hydrierungsprodukt noch xu&tx- 
lich 1 h mit 0.2 n NaOH, so ergiibt sich nach dem 
Sul8tolyseschritt dagegen ein chromatographisch und 
elektrophoretisch weitgehend homogenes Buntesalx 
(Abb. 1). Somit werden unter den genannten Hydro- 
genolysebedingungen alle Gruppen, ausgenommen SEt- 
und restliche Anteile der schwer hydrierbare? Ben- 
xykster entfemt, wobei such ein partiell~r BK-Atherat- 
katalysierter &ergang der letxteren in Athylester nicht 
ausgeschlossen ist. 

Wie an anderer Ste4le noch ausftthrlicher berichtet 

Boc-21-3o-oBzl 
(1) 

Boc-15-2O-OH + H-21-3O-OBzl 

(2) (ld 
Boc - l!XO4Btl 

(3) 
Boc-9-l4-OH+H-15-304Brl 

(3) (W 
Boc-9-30 OBzl 

(3) 
Z-l+OH+H n OBzl 

(4) (3N 

Z-Phe-VaCAsn-GIn-Hi~Leu-Cysdly-Ser-Hi~-Le~VaCQllu-AI~Le~Tyr-Leu-VaCCys-Gly 

I I II I I I 
Trt BE1 Bzl Trt OBzl Brl SEt 

7 BzlO-AI&Lys-f%-Thr-Tyr-Phe+he-Gly-Arfllu 

I I I I I 
Z Btl Bzl H‘=’ OBrl 

3ctlcmo~ 
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Frciheit van andenv&igen peptidischen Beiiengungen. 
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Wurde die Deblockierung der synthetischen B-Kette 
(7) wie beschrieben hydrogenolytisch mit anschliessen- 
dcm Ve~~u~~~~ ausgeftlbrt, resultiette bei glei- 
&em A~~i~~ tine gegermber der HBr~~- 
Acidoiyse etwas verminderte Reinausbeute van 20% an 
Buntesalz 

0 0 0 

Das so ~wo~ne ~0~ ist ~~rn~~~~ 
und eiektrophoretisch tittl&licb und in alten pbysi- 
kfdiscilen sowie Eigensehaften mit am&en- 
tiscbem ~de~s~-~-Ke~n-~~o~t idenlisch 
(Abb. 3). 

Wte der enzymatiscbe Abbau xeigte, weist es weitge- 
hcnde sterische Hnrn~~~ auf und be&at die gleichen 
insu~b~den~n Eigenscbaften wie das B-Ketten-S 
Suffonat nativer Herkunft. 

u&d,” z&ten getwell die H3r~~~idoly~ und die 
~y~ogeno~yse gegent%er der HPSpaRung bexUgtich 
Au&Me und Homogenit& des erhaItenen Buntesaines 
deutliche Vorxnge. 

Das durch HBr/TFE-Acidolyse uuter Zusatz van 
Athylmercaptan und Anisol gewonnene Deblockienmgs- 
produkt wurde in gm Hamstoff bei pH 8.6 mit 
Tenant sowie anschliessender Dialyse und Ly- 
option mit 9046 iger Ausbeute in das rohc Bmltesalz 
tiberftfhrt. Nach Vorreinigung in O.OSm NHJX%- 
Ltisung fiber Sephadex G 15 erfolgte dann Chromat* 
graphic an C~~eU~o~. Die Fraktionen unter dem 
Hauptpeak wurden erneut dialysiert und t&r Sephadex 
G SO mit 1 m Kssigsguie als Ehrtionsmittel feingereinigt. 

Nach Ly~~tion koonte so das s~~~~ 
~&~s~u-B-Ket~n~o~ t&er a&z A&r- 
beitungss&ritte in 30% Ausbeute, bezogen auf 
geseh~~e Vorstufe (7) rein eriraiten werden. Reines 
Buntesafz nativer Provenienx erbrachte beim Durch- 
laufen der g&hen Deblockierungs- und Anfarbeitungs- 
bed&mgen wie die geschUtxte synthetis&e Kette eine 
W~~~~~~ van 3246 (Abb. 2). Daraus ergeben 
sich flir (7) ein hoher ~~e~ und weitgehende 

ten.1 Reinansbeute 1&9mg, -cntspr. 3096 d.Tb. be-n auf 
gcscllbtzte B-Kette; -, burn der ~~~ 
Meoge t361@ von B-Kettcn-Bontesak aetiw Werksaft, 
~Ucostlbcn Acidotyrre-, !M&olyse- uad At&B- 
baiirwuogea misaw&t wk die geschtkztt w&&&c B-K&e_ 

Waft: 11.3 tag, eatspt. 3296 d.T&. 

ilk Papkrc~mat~bk wlude mit cbroalat~i 
FN 4 den VEB So&doaoiiabrik Nkderschkn oath aof* 
at&e&r t&bode hurc&&hrt. Bci dcr Hocb&mugackk- 
trophorese wwde im Ptdfersystem ~~~~~8~4rn 
Herostoff = 3 :2: 15 (PH 1.9) bci eiocr F&ist&rke YOU 45 V cm-’ 
wd ooter Vcrwendoog voa Spezklpapiir PN 4 peubeittt Dk 
Lwfreit bctrq pro Ekktropbcro~ 45Mk. Zm Diatyse 
wurde Nap ~ysk~emb~ CVEB ~~ W~ca~ 
verweodet. 

Ala Laofmitt#l kernen zur Aaweaduog: 
System A: e-Bu~o~~~~~~r = 4: 1: 1 

B: ~~~f~~~=9:~ 
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c: sek. ButanouAmeiucns8ure/W~ = 75 : 15 : 10 
D: chlorofolm/Mcthanol= 2: 1 
E: n-PropanouAmmoniak (25% ig) = 7 : 3 
p: Chbroform/Metharml= 6: 1 
G: Aceton/Benzd = 5:8 
H: &hanol/ Wasacrl Benzd/ Eisasii = 8:4:2: 1 
I: n-Bntand/Eisessigjwasscr/Pyrabl= 30:6:24:20 

K: Chloroform/Methanol = 3 :7 
L: sat B11tanol/E&stig/7m Harnatoff = 125:0.9:115. 

Zur Sichtbarmachung der Peptidderivate wurden Ninhydrin- 
Cd-Reagena,” Chior-Tolidin-Rea#cns,“ Chromachwefels8urc” 
bcnutzt. Bei den Docaapcptidderivotcn und da gachPtzten 
Form der Insulin-B-Kate wurden dk D8nns&chtpkttcn v& 
dem Baprlthen mit Ninhydrin-Cd-Rcagcns 4h Totdhydrolyac- 
bcd&mgcn (Stebcnkssen ttbcr konz HCI bci 9(rc im ge- 
schksscncn Gef8ss) awgcaekt und anschlkssend grthxUkh 
bcl8ftct. Bei da P~pkzchn~ma@gr&k und da Hochspannung- 
sekktruphorcse wurde PAULY-Reagens zur Skhtbamachung der 
Peptide verwendct. Die Aminosrunalysen sind korr&a. 

Boc-iicxadecaptptiduter B 15-30 (5) 
l.SOg (0.81 mmol) Boc-Decap&&stcr B 21-30 (1) we&n 4 h 

bci #K: mit 5Oml 100 proz. Ameiscns8ure gachlIttelt, bei 15 
Ton zur Trockae ein&mpf& der R8ckaand in 
Methanol/Chloroform = 10: 1 aufgaunmen ti cment 1. Va&. 
eingeengt. 

Nach L&en des vcrblkbcncn &s in 5ml DMF werden zur 
Entfernung von Formint-Ionen unta Rtlhren 100 ml 0.311 
NH,OH zugctropft, da ausgcfaIlene Nkdemchlag ab- 
zcntrifugkrt und mit kdtem Wasser neutrdgcwaachcn. Nach 
Trocknen bci O.OlTorr wird dcr weiw anfatkndc, chromate 
graph&h cinheiihe, N’dcbloctiate Dccppeptidater (la) 
noch q ehrmals mit Ather gewasche.n und erneut bei 35°C und 
0.01 Torr 5 b 8bc.r Pa, getmcknct. Ausbcatc: 1.42 g (91% dTh.); 
Schmp.: 162-16X; [al== -21.6’ (c= 1.0 DMF); 
C&IPN,,G,,XHC~X lOH@ (15Q6.48); &r. C. 58.61; H, 6.91; 
N, 10.19. Gef. C, 58.77; H,6.87; N, 10.12. J!,I: 0.59 (A); 0.15 (D); 
0.65 (E). Am&8ureandyac: (6n HCl, llO’C, 24h) Glu 1.0 (l), 
Arg 1.1 (l), Gly 1.0 (1). Pbe 2.0 (2), Tyr 0.8 (l), Thr 0.9 (1). Pro 
0.9 (1). Lys 1.0 (l), Ala 1.0 (1); Sakaguchi-Rcaktion” positiv. 

Zwccks Kuppluag zum BoeHcxadcapeptkkstcr B 15-30 (5) 
wcrden 1.23 g (1.4mmol) Boc-Hexapcptid&rc B 15-20 (2) in 
6 ml DMF gel6st. q it 567 ny (4.2 mmol) HOBt vemctzt, bci 0°C 
288mg(l.4mmol)lXChinzugcf8gtunddieL6aung4hbeiO@C 
g&&en. Danach werden t.34g (0.70 mmol) N’debluckkrter 
Dtcapeptidester B 21-30 (la) in 4ml DMF zugctropft und die 
RcaktionslBsung 24 h bei (rc, 48 h bci Raumtcmp. und 24 h bci 
40°C gertlbrt. Nach Abllltrknn des Dicyclohexylhamstoffea und 
Nacb&schcn mit 1 ml DMF wird das F&at bciO.01 Torr auf die 
H8lftc einnecnnt und mit 100 ml ;ubalpetrol8ther = 5 : 1 R&N. 
Man lbst &n &.enbifugk&n Nkderschlag drum in we& DMF 
uud fIllIt mit eiskdta 0.3n NH&H-Idsung. Da ausgcfdknc 
Niukrachka wird sbzentritonieh ahermals intcnsiv mit k&r 
0.3n NH&H-L&sung diga&,. abgetrcnnt, 3 xmit knitem 
wassu und 2 x mit 5% ina KHSGrLaslllU pewaschen. AMcli- 
liessend wird dcr abz.cnt&gkrtc Ni&sch&mit k&cm Wasser 
~~utrdgc.wascbcn tmd zur weiteren Reii wch whrmds mit 
wenig chkrotorm/Mcthanol- 1: 5 und Atber gtwa3chcll. Der 
verblLbcne Rllckstad wid 5 h bei 0.01 Torr und 35’C tlbcr P,Os 
gcfrocknct, wobci da chromatogmphisch nine Bat-Hexsde- 
capeptiderta B 15-30 (5) ds amorphas wciaau Pulvcr an&l. 
Ausbetez 1.241(67% d.Th.); Schmp.: 248-253’C (Zera.); [a]$ - 
-38.y, [e),ao= -349 (c = 1.0, DMFilUPT = 1: 1); 
CIJilnN&& x HCl(264S.66); Ber. N, 1059; Gef. N, 10.44.4: 
0.60 (E); 0.80 (F); 0.52 (0); Sakaguchi-Rcaktion positiv; ElIman- 
Rcaktion” negativ. 

Boc-Docosapcptiabtcr it 9-30 (6) 
Zur N’-Dcblockkrung de8 Boc-Hexadccapcptidatcru B 15-30 

(5) warden 1.06 g (0.40 mmd) in 2 ml DMF eingctragen und unter 
Zusatz von 0.59ml (8 mmol) Athybncrcaptan 2 h bci 2U’C in 
30 ml 4 n HCl/Dioxan geschtttteR. Nach Einengcn bci 15 Torr 

wird mit DMF auf 5 ml aufgef8Ut und mit 150 ml taker 0.3 n 
N&OH-Lbsnng verae.t.& dcr Nkderschiag abzentrifugkrt, mit 
kaltem Wasscr ncutrdgcwaschen und tlbcr_ Pas ptrocknct. 
Anschlkssal diirkrt man mchrmala mit Amber umi tracLaet 
den chromatog&hisch rein crhdtenen, N’deblockkrten 
Hexedeaantidester B 15-30 (ga) bei 0.01 Torr und 35’c 5 h Bbcr - _ 
PzO,. Ausbcute: 790 mg (75% d.Th.); Schmp.: 244-m (Zen.); 
[a]& = -17.0”. [ah” = -14.c (c =O.l. DMF); 
Cl&,&&& x HCI x SH& (2635.54); Ber. C, 61.30; H, 6.88; 
N, 10.58; Gd. C. 61.40; H, 7.02; N, 10.40. R/: 0.65 (E); 0.15 (p); 
0.68 (I). Amino&rcanalyse: (6 n HCl, 1 l(pc. 24 h) Lcu 2.0 (2); 
Tyr 2.0 (2); Vd 1.0 (1); Cys 0.9 (I); Giy 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); EIlman-Rcahion negativ. 

Zur quantitativen B&immune &s Gehltca an CybSEt- 
Gruppci werdcn 5 mg N’deblo&ierter Hexadecapcptidcatcr B 
15-30 unter Stickatoffatmosnh8rc mit Zn in 25 ml lS% igcr HCI 
reduzkrt, da.3 frcigcsetztc Athylmercaptan quantitativ k w&s- 
rigem phospwertcm Methanol bci pH 8 aufgefangen und 
dk Konzentratian nach Anf8rben mit Elbnan’s Rcagens spek- 
trdphotometriach bei 412 nm gcgcn Eichkurve b&mmt. Gehdt 
an SEtGruppen: 0.98 Aquivaknte (~ehkrgrcnze *5%). 

Fttr die Kupphg mm Boc-DoaapcpUcstcr 139-30(6) werdcn 
883 mg (0.75 mmol) Boc-Hexopcptid&urc B 9-14 (3) mit 304 mg 
(2.25 mmol) HOBt und 15s mg (0.75 mmol) DCC in 3 ml DMSG bci 
tX 4 h vorahiv&. Anschlksaend wcrden 659 mg (0.25 mmol) 
N’deblockkrta Hexadcapcptidcatcr B llF30 (h) in 2 ml DMSG 

undNachwns&nmit1mlf&Owird&Filtrat~~mit 
0.3n NH&H-L&sung vase&t und det Nkdmchkg abzentri- 
fugkrt.Nachaneutan&handdnmit0.3nNH&H-mmxl 
Abzen@if&rcnwirdderNkdersc&mitkdtcmWwaund 
3xmit5%ipsrKHSG~~b&n&lt,abamakmitkaitcm 
Wura ncut+waschcn und anachtkacnd mehrmak mit 
M&rmol und Ather gewaachcn. Ila Boc-Docorrpeptidutcz B 
9-30 (0 wird nach 8-stttadinem Trocknen ki 30°C und 0.01 Tar 
tlba ‘p;oJ ak amofphu weissa Pdva in clKomotoprpbbch 
re~eormerk&n. ;z 56Smg (61% dTh.); Schmp.: 

= -23.T (c = 1.0, DMSG); 
C~&&&J&XHCI (3704.93); Ba. N. 10.55; Gef. N, 10.28. 
4: 0.65 (A); 0.90 (H); 0.69 0; Amino&randyse: (6n HCI, 
llO’C, 24 h) !kr 0.9 (1); His 0.9 (1); La 3.0 (3); Val 2.2 (2); Giu 
20 (2); Ak 20 (2); Tyr 1.8 (2); Cys 09 (1); Giy 20(2); Arg 0.9 
(1); Phc 1.9 (2); Thr 0.8 (1); Pro 09 (1); Lys 1.0 (1); ElIman- 
Reaktion neptiv; Pauly-Rahion ncgati~.~ 

GcschQtae Ijuulbr-B-Kute Z-I-3O-OBzi (7) 
5&I mg (0.135 mmol) Boc--tide&r B 9-30 (6) we&n 

in2mlDMSO~tolDdmit25ml4nHCllDioununtaZ~ 
von 0.28 ml (27 mmd) lithvtmctclptrn 3 h bei 2oy: &Mockiat. 
Nrh Abzkhcn &s D&M i V&. wird dk DM!JG-Likung 
unta Rflhren mit 03n NH&H-L&w varetzt., da Nii- 
schlagabgctrcnntundmitkrdtemWasser~hocutrdgewa- 
&c.n. Man digkriert den Ritckstand noch mdumds in Mcttmnol 
mxl Juba, &t&giut ab und crhilt arch 8-s-m 
Trccknen bei 35’C 8bcr P&I, den chromwh einbeit& 
chcn deblockkrtcn &x~~&&tidcster B sg -(cl). Au&cute: 
434mn 185% dThJ: Schm~.: >25O’C I-.): I&= - -36.9’ 
(c -02,' DMSG); &H~~x tiClx i&c (3784.83): 
Ber. C, 6180; H, 697; N. 10.32; Gef. C. 61.R; H. 7.05; N, 10.20. 
4: 0.60 (E); 0.88 (H); 0.70 (I); EU.man-Rcahion ncgntiv; Pauly- 
Rahion negativ; Gehdt an SEtGruppcn: 0.95 Aquivnkntc. 

Fttr dk Kupphmg rum B-Ke.tten&rivat (7) waden 406mg 
(0.3Ommol) Z-G&mpcptids&ue B 1-B (4) mit 121 mg HOBt 
(0.90mmd~~nd62mg(030mmol)DcCin1.5mlDMsObei(rc 
4 h vorpltmrt. Nach Zugabc voo 378 mg (0.10 mmol) N’- 
deblockk&m Dcaapcptidestu B 9-30 (Cr) in 1.5mi DMSG 
wirdUhbei~,48hbeiRPPmtemp.und48hbei~gaOW, 
da ausgefidknc Dicyclobexylharnstoff rbsltriat und mit lml 
DMSG ausgewaachen. In da8 erhdtenc Filtrat werden 1Wml 
0.3n NH&H-L&sung c&enUut, der auagcfaBcnc Nkderschkg 
abzenm und mit 0.311 NH&H-L&sung digerk& mit 
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Wasser, 59bii KHSO~LOsun# gewascben aml tuit k&em 
Wasser neu&algewaacben, sowis mebrmals mit Methanol und 
her behmde6. Nacb Trocknen 8&r P&l, hei 0.01 Ton und 
35Y! f8IIt das B-Kettemkrivat 0 als we&s amorphes Pulver 
cbromat~ Nin an. A&bwte: 2s7mg (57% d.Th.); 
Schmp.: .235Y (Zers.); [uInrc= - 17.5’ (c = 0.4, DMSG); 
Cs,sH~NQ,,S, x HCI x S&G (5030.43); Ber. C, 63.03; Ii. 6.67; 
N, 11.14; CM. C, 6277; II, 6.74 N, 11.29.R(: 0.60 (A); 0.63 (II); 
0.68 (I). 

Nach partialkr DeblockieruPg in Nn’-Position (3ml lOO%ige 
HCGGH, 1 mg B-Kette, 2 b, 40°C) erg& sich ftlr das chromato- 
graphiscb einlmiibe B-Kettenderivat der R,-Wert: 0.68 (K). Bei 
entsprechender HCGGH-Mandbrng x&es H-Dccosapeptid B 
9-30 @a) R,: 0.75 (K) tmd ZGktapeptids8ure B l-8 (4) 4: 0.52 
(K). Amino&reanalyse: (6~ HCl, 11O’C. 72 h) Phe 3.2 (3); Val 
3.0 (3); Asp 1.0 (1); Glu 3.0 (3); His 2.0 (2); Lett 42 (4); Cys 1.9 
(2); Gly 2.9 (3); Ser 0.8 (1); AIa 1.9 (2); Tyr 2.3 (2); Arg 0.8 (1); 
Tbr 0.9 (1); Pro 1.0 (1); Lys 0.9 (i). YO-YO negativ; 
P&y-b&i00 ntgatiV; t%dt WB %t~Np@CO: 1% 

k@iVdCOte. 

llddoctierun~ dcr neddikta~ insulin-B-Kdte C7l 
(a) HBrfI?B-A<idolyso 1tMmg (0.02mmo1) gesch8txtes B- 

Kettenderivat B l-30 0 wurdeo in 42.5 ml TFB #last, 2.5 ml 
Athylmercaptan uod 5 ml Attisol xugesetxt turd hurcb dime 
ReaktioosKisuug 1.5 b bei Raumtemp. ein trockener, hremfreier 
HBr-Strom gekitet. Anscbliessend cngte man das Gemiscb hei 
lo Tow turd zw: em. wuscb den Rtlckstand je 3x q it ahs. Atba 
uml trockenem Bssiiter tmd trocknete ibo hei 0.01 Torr Oher 
P&. Zur &erfgbnmg in das Btmtesalx wurde das vett.Uene 
Pulver in 10 ml 8 m Harttsto@sttng, die mit Tris/HCCPuffer auf 
pH 8.6 tinge&St ist, eingetragen turd nacb Zugahe von 25Omg 
N@Gr und 250 mg Na$i& 12 b bei Raumtemp. gcr8btt Die 
sicb anscbliessende 6-sttlndige Dialyse gegen destilliertes Wasser 
bei h~~~~~rn Wassenvecbsel wurde nach 3 h unterhrochen, 
die xu dialysierende L&sung mit 0.20 NaOH auf pH 10 einge- 
stellt, danacb mit Bisessig his pH 5 angesgtsert und die Dialyse 
weitergefghrt. Anschbissend engte man tin turd lyopbilisierte 
den Rlkkstand. Es konnten 65 ma (90% d.Tb.) eines Rohoroduk- 
tcs erhalten werden, desseu ~Haupthandc gkich; elck- 
trophorctische Beweglicbkeit und identischcs papicr- und dtlnn- 
scbichtcbromatonranbiscbes Verbalten xeiate. wie die S- 
Sulfonatform de; &tiven Insulin-B-Kc&. Aminos6ureanalyse: 
Pbe 3.0 (31: Val 3.1 13): Aso 0.9 (1): Glu 2.7 (3): His 1.9 c1): Leu , ,. . ,. 
4.1 (4); cys 2.2 (2); Gly 3.0 i3); S& 0.9 (1); Ala io (2); Ty; 21 (2); 
Arg 1.0 (1); Thr 0.9 (1); Pro 0.9 (1); Lys 0.9 (1). 

(Is) H~P~BF~Athemt-ff~~~ng nit ~sch~~~~er 
V~~~u~. 108mg (0.~~01) geschtltxtes B-Ketteoderivat B 
l-39 (7) wurden in 1Oml wasserfniem DMF gelBst, mit 5Omg 
(0.5 mmol) friscb bergc.stelJtem_ Pd-Katalysator und 282 mg 
(0.2mmol) destilliertem B&-A&at versetxt. Die Rcak- 
tioosl6sung wurde nun 1 b mit Grfreiem, trockeoem Wasserstoff 
gesptllt und anscbliessend untcr Hs-Atmosphere hei 60°C 
gescbtlttelt. Nach jeweils 2 Tagen wurdcn emeut je 50 mg ftiscb 
bcreiteter Pd-Katalysator zugesetzt und mit Wasserstoff gespglt. 
Nacb 10 Tagcn wurde dcr Hydrkrungsansatx vom Pd-Kataly- 
sator ahlhtriert, der Katalysator mcbrmals mit heissem DMF 
ausgewascben und das F&rat eingeengt. Das verhlichene ck 
wvde je 3x mit jc IO ml ahs. Atber uod je 1Oml trockcncm 
E-ssigester gewascben, in 1Oml 8m Hamstoflll)suog, die mit 
TrislHCCPuffcr auf pH 8 cingestellt ist, gel6st. 25Omg NasSf& 
und 250 mg NarS& xugesetxt mtd 12 h hei Raumtemp. gertlhrt. 
~sc~~sseod erfolgte 6b Dialp bei ~bs~n~m Wasser- 
we&set gegen ~s~~~ Wasser. Das Dialysat cngte man his 
auf 5 ml tin, versetxte xwecks Spaltung restlicber Estergruppen 
mit 5 ml 0.4 n NaOH-Unsung undliess 1 h hei P&ttmtemp.~steben. 
Anscbliessend wurde mit wlissriaer 1 o HCl-L6suns auf PH 7 
eingestellt, das Volumen der I&mg auf 3 ml eit&ngt und 
emcut wie oben dialysiert. Nacb Einengcn wurde der Rtlckstand 
abern& der oxidativen Sulfltolyse zugefghrt. Nach Dialyse, 
Emengen und Lyopbilisation verbliihen 61 mg (85% d.Tb.) Rob- 
prod&, dessen Haupthandc ekktropboretisch, dttnnschicht- und 
papiercbromatograpbiscb identiscb mit dcm SSulfonat der 
nativen InsuIin-B-Kette war. Aminosiureanalyse: Phe 3.1 (3); 

VaI 3.0 (3K Asp 0.9 (1); Gbt 2.9 (3); His 1.8 (2); Leu 4.1 (4): Cys 
2.2 (2); Gly 3.0 (3); Ser 0.8 (1); Ala 2.1 (2); Tyr 1.8 (2); Arg 1.0 (1): 
Tbr 0.9 (1); Pro 0.9 (1); Lya 0.9 (1). 

Reinigtutg. Zur Eotfemung nstlicber S&e wurdeo 32.5 mg des 
aus der HBr/TFA-Acidolyse gewoonenen Robproduktes (entspr. 
50 mg xur Abspaltung eingesetxtem gescbtltxten B-Kettenderivat 
B l-30 (7) in 0.65 m NH~CG&Mmg llber Sepbadcx G 15 
(Spuk 2 x 60 cm) cbromatographiert. Duucb erfolgte dim Reini- 
gttttg art CM-Cell&se (Kapaxitit 0.69 m Val/g, S&de 26X 36 cm) 
unter htion mit 0.1 m Bssigagure. wekhe 7 molar an Hamstoff 
war, bei linearem NaCI-Gradienten. Nacb cmeuter Dialyse gegen 
ciskabes Wasser, Feincntsalxung turd Nacbreinigung llber 
Scpbadex G 50 (Sfmle 2 x 60 cm, Elutionsmittel 1 m Essigs&tn), 
Einengen turd Lyophilisatioo wurden 10.9mg (38% d.Th.) ekk- 
tropboretiach und cbromatograpbiscb einheitlicbes Rinderinsulin- 
B-Ketten-S-Stdfonat crbalten, das in alkn pbysikaliscben und 
bin Dateo sowie &en insulin~~den ~~o~~t~ 
mit ~~~~rn ~~e~nsulin-B-Ketten-~S~o~t identiscb ist. 
Aus der ~~~~0~0 Menge (36 mg) nativem Insulin-B-Ketten-S- 
Sulfonat erhklt man uater v6llig identischen ~blockierungs- tmd 
Aufarbeitungskuiii 11.5 mg (32% d.Th.) unverfindertes 
Ausgangsprcdukt rein xurlkk. 

AUI 30.5 mg Robprcdukt der Hydrie~ttg (cntspr. 50 mg des zur 
Hydrogenolyse eiogcsetxten gescblbxtcn B-Kettenderivates B I- 
30 (7)) konnten uach analogem Reinigungsverfahren 6.8 mg (20% 
d.Tb.) cbromatcgrapbisch und ekktropboretiscb einbeitliche 
Remsubstatu gewotmen wetden, deren anaIytiscbe und pbysi- 
kaliscbe Daten identisch mit denen des durcb HBrfI’FA-Acidolyse 
gewonnetteo Produktes sowie mit nativem Rinderinsulin-B- 
Ketten-S-Sulfooat waren. 

Aus der xu 5Omg geschatxter B-Kette gquivalenten Menge 
(36 mg) nativem Ins~in-B-Ketten-~Su~o~t, den gkicben 
Hydrienmgs- und Auf~itu~~i~~en unte~o~eo, 
konnten 7.5mg (21% d.Th.) in reiner Form w~e~unden 
werden. ~o~~~h~~rn~~~ R,: 0.26 (E); Papier- 
cbromatogtapbicz R,: 0.70 (L). 

&s Syntbeseprodukt envies sicb hei Papie&ocbs~ungs- 
elektropborese also ei&eitlich und x&e gkiche elek- 
tropboretiscbc Beweglichkeit wk natives Rinderinsulin-B- 
KettenSSulfonat (s. Abb. 3). 

Aminos8urezusammensetxung des syntbctiscben Insulin-B- 
Kctten-SSulfonates 

Abhatt mit 
Amino- Theore- 6 nHCI- 
slhtre tisch Hydrolysc 

His 
IAJ 

cys wUuo- 

cystein) 

GJY 
ser 
Ala 
TV 
&Ii 
Thr 

Pro 
LYS 

3.0 
3.0 
1.0 
3.1 
1.9 
3.8 

1.7 
3.0 
0.9 
2.0 
1.8 
1.0 
1.0 
0.9 
1.0 

3.0 
3.0 
0.9 
2.9 

3.9 

2; 
1.0 
1.9 
1.7 
0.8 

: 
0.9 

tNicht hestimmt. 

‘2usammenfassung frllherer Atheiten: K. Ltlbke und H. Klos- 
termeycr, Ado. Eezymol. 33,445 (1970). 

‘0. P. Scbwattx und P. G. Katsoyannis, 1. Chart. Sot., P&&I 
TMnr I 2894 (1973). 

‘M. J. Titov, Z. A. Adremasova, Zh. D. Bespalova und L. I. 
Leontieva, Lhxkl. Akatf Neak SSSR 20.229 (1973). 



2692 G.Lasatitl. 

‘H. Bhk und B. Rinikm, Hdo. dim. ACCII 87,831(1974). 
e;. Low, M. buck und H. !bw. Tt#mhdm 33. 1813 
(lipn). 

‘a. Low UDd K. J. !schumather, Ikid. 33,1519 (1977). 
4;. Laasc, K. 1. Schumacher uad H. Stanget JbkL 33, 1817 
(19n). 

90. Last. B. MekKaeier, ~~~H.~~‘~~ 
1993(1917). - 

_ 

%. Low, B. hf~, B. !4cl1wcnzcr, H. Staugc amd K. J. 
Sciwnacher. 2. Chn. 17. a03 (1977l. 

‘% Yajim, K. Kawasaki, Y. Kinomura, T. Chhima, S. Kimoto 
und M. Gkamoto. Chem. m. BUU (Tokyo) 16, 1342 
(1968); M. Gkamoto, S, Kimoto, T. bhima, Y. Kinomurn, K. 
Kawawlki II4 H. YN IMd ls, 1618 (1%7). 

“G.J.aasenndW.N mimmm, I. PI@. Ghan. (ii Ihck). 
‘?I. Hcihwn, J. Bwroti und E Watzke, ifappe-Seyiw’r 2. 

“EL Fabrhqdi und F. cmmer, i. dhAotoar. 7,403 (1%2). 
“J. B. Jqnon und J. Sadth, Nafna 172,160 (1953); i. Kdousck, 

J. M. Kutacek und J. BilLL Cubbu. fiann. 4.188 fI%JL 
%. L. Eltman, ti ~~OCIJA ~OP~FJ. a 70 ti9s91.. 
=E, v. An md R Nehcr, 1. Cbomarogr. l2,329 (1963). 
2’G. PMierer, P. 0. Celticm, hi. Stanalovic, E D. W~~u~, 

H. Detenwm und 0. Brauuitar, BIMJUIL 2. JJI, 532 (EMI. 


