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Aquimolare Mengen synthetischer Insulin-A- und -B-Kette wurden in fliissigem Ammoniak durch
Natrium gemeinsam von Schutzgruppen befreit und zu einem Pridparat mit 0,2—1,0% Insulinaktivi-
tat oxydiert. Dessen biologische Wirksamkeit wurde durch Insulin-Antiserum vollstindig gehemmt.

Dixon und Warpraw! sowie Du et al.? hatten

erstmals eine Resynthese von Insulin aus den vor-
her getrennten Ketten nativen Insulins beschrieben.
Es gelang ihnen, durch Luftoxydation von A- und
B-Kette in der Thiolform insulinaktive Préaparate zu
gewinnen. Du et al.2 konnten sogar kristallisiertes
Insulin aus derartigen Oxydationsprodukten isolie-
ren, welches chromatographisch, elektrophoretisch
und in seinem Verhalten bei der Partialhydrolyse
mit Pepsin von nativem Insulin nicht zu unterschei-
den war.

In beiden Arbeitskreisen wurden A- und B-Kette
in Form ihrer Buntesalz-Derivate durch oxydative
Sulfitolyse von Insulin erhalten. Die Ketten wurden
nun chromatographisch getrennt und mit Mercaptan
in die Thiolform tibergefiihrt. Bei der Einwirkung
von Luft auf die vereinigten Thiolketten wurde bis
zu 50% % * Insulinaktivitdt regeneriert. Wesentlich
geringere Insulinaktivitdten von 1 —2% wurden von
Tsou et al.® erhalten, wenn die nach der Spaltung
des Insulins mit Natrium in flissigem Ammoniak
freigelegten Thiolgruppen sowie die Imidazolstick-

* 49. Mitt. iiber Peptide, 48. Mitt. vgl. J. Meiesxsorer u. E.
ScHNABEL, voranstehend.

** Aus der Dissertation O. Brixknorr, T. H. Aachen, 1964.
Die synthetischen Insulinketten wurden uns von den Her-
ren Dr. H. Bremer und Dr. E. ScunaseL iiberlassen.

1 G. H. Dixo~x u. A. C. Warpraw, Nature [London] 188, 721
[1960].

2 Y.-c. Du, Y.-s. Suang, Z.-x. Lv u. C.-.. Tsouv, Sci. Sinica
[Peking] 10, 84 [1961].

3 R.-q. Jiang, Y.-c. Du u. C.-u. Tsou, Sci. Sinica [Peking]
12, 452 [1963].

stoffe benzyliert und die benzylierten Insulinketten
dann mit Natrium in flissigem Ammoniak wieder
reduziert wurden. Karsovannis ® hat daher mit Recht
darauf hingewiesen, dal} bei der Bildung von Insu-
lin aus den benzylierten Ketten weniger Aktivitat
erhalten wird als bei der Rekombination von Ketten
aus sulfitolysiertem Insulin.

Bei der Synthese von grofleren Cystein-Peptiden
hat sich die von pu Vieneaup 7 eingefiihrte Benzyl-
gruppe besonders zum Schutz der Thiole bewéahrt
und wurde daher auch bei der Insulinsynthese ver-
wendet, so da} die Abspaltung mit Natrium in flis-
sigem Ammoniak unvermeidbar war. Bei der Oxy-
dation der in den vorangehenden Mitteilungen & be-
schriebenen vollsynthetischen, S-benzylierten Ketten
sollten daher nach der Abspaltung der Benzylgrup-
pen maximal 1—2% Insulinaktivitat erhalten wer-
den. Fiir die Darstellung von Insulin aus syntheti-
schen Kettenderivaten sind zwei Wege moglich: Ein-
mal die Abspaltung der Schutzgruppen und direkte
Luftoxydation der Thiolketten oder zum anderen
deren Umwandlung in Buntesalz-Ketten und noch-

4 Y.-c. Du, R.-q. Jiane u. C.-L. Tsou, Sci. Sinica [Peking]
14, 229 [1965].

5 C.-L. Tsou, Y.-c. Du u. G.-5. Xt, Sci. Sinica [Peking] 10,
332 [1961].

6 P. G. Karsovannis, Diabetes 13, 339 [1964].

7 V. pu VieNeauvp, L. F. Avpriers u. H. S. Loring, J. Amer.
chem. Soc. 52, 4500 [1930].

8 H. Zann, H. Bremer u. R. Zaser, Z. Naturforschg. 20 b,
653 [1965]; J. Meiexuorer u. E. Scunaser, Z. Natur-
forschg. 20 b, 661 [1965].
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malige Reduktion durch Mercaptane. Des letzteren
Verfahrens bedienten sich Karsovannis et al. ?, Niv
et al. 1 sowie Wanc et al. . Wir bevorzugten die
einfachere Methode der gemeinsamen Reduktion mit
Natrium in flissigem Ammoniak und anschlieSender
Oxydation bei pg 9,0 oder 9,6 in Anlehnung an die
Arbeit von Tsou et al. 5.

1. Gemeinsame Abspaltung der Schutzgruppen
von den synthetischen Kettenderivaten

Abb. 1 zeigt schematisch die aromatischen Schutz-
gruppen an der synthetischen A-Kette (oben), ndm-
lich die N-terminale Carbobenzoxy- und die vier
S-Benzylgruppen sowie an der synthetischen B-Kette
(unten) die N-terminale Carbobenzoxygruppe, zwei
S-Benzylgruppen, eine N™-Benzyl- und zwei N-To-
sylgruppen am Arginin in Position 22 und Lysin in
Position 29.
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Ein Gemisch aus dquimolaren Teilen geschiitzter
synthetischer A-Kette und synthetischer B-Kette
wurde in flissigem Ammoniak gelost. Die Reduk-
tion mit Natrium nach pu Viexeaup et al.!? wurde
nach einem Vorschlag von Rupincer durch einen
Zusatz von Acetamid modifiziert. Uberraschender-
weise 16sten sich die geschiitzten synthetischen Ket-
ten glatt, und schon nach 30 Min. wurde kein Na-
trium mehr verbraucht. Zur Sicherheit wurde wei-
tere 90 Min. eine leichte Blaufdarbung aufrechterhal-
ten. Das Ammoniak wurde durch Abdampfen im
Vakuum entfernt, wobei ein lockeres Pulver zuriick-
blieb, das aus den synthetischen Ketten in der Thiol-
form, anorganischen Salzen und Reaktionsproduk-
ten der Spaltreaktionen bestand.

2. Luftoxydation des Thiolkettengemisches

Das Rohprodukt des Deblockierungs-Ansatzes
wurde in Phosphatpuffer (pg 9,0) gelost und gegen
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Abb. 1. Deblockierung und Verkniipfung der synthetischen Insulinketten.

9 P. G. Karsovannis, A. Tomersko u. K. Fukupa, J. Amer.
chem. Soc. 85, 2863 [1963] ; P. G. Karsovannis, K. Fukupa,
A. Tomersko, K. Suzukr u. M. TiLaxk, 86, 930 [1964].

10 C.1 Niv, Y.-. Ku~ve, W.-r. Huane, L.r. Kg, C.-c. Cxuexn,
Y.-c. Cren, Y.-c. Du, R.-q. Jiang, C.-L. Tsou, S.-c. Hu, S.-q-
Cuu u. K.-z. Wane, Sci. Sinica [Peking] 13, 1343 [1964].

1Y, Wang, J.-z. Hsu, W.-c. Cuang, L.-L. Crene, C.-v. Hsivg,
A.-n. Ca1, T.-e. Lon, C.-5. L1, P.-r. Sur u. Y.-5. Yien, Sci.
Sinica [Peking] 13, 2030 [1964].

12 H. S. Lorme u. V. pu Viexeaup, J. biol. Chemistry 111, 385
[1935] ; V. pu Vieneaup u. O. K. Benrens, 117, 27 [1937] ;
R. H. Srrrerp u. V. pu Viexeauvp, 108, 753 [1935].
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verdiinnte Ammoniaklosung (py 9,0) dialysiert. Zur
Beschleunigung der Oxydation wurde in die Am-
moniaklosung Sauerstoff eingeleitet. Die Gefrier-
trocknung des dialysierten Ansatzes lieferte in 83%
Ausbeute ein weilles Pulver, das als 191 A bezeich-
net wurde. In einem weiteren Versuch wurde das
pu der Ammoniaklésung auf 9,6 eingestellt. Die
Ausbeute an so erhaltenem Praparat 191 B betrug
61% der Theorie.

Das UV-Spektrum des Praparates 191 A in 0,05-
m. Ammoniumcarbonat-Losung stimmt qualitativ
mit dem einer Losung von Insulin iiberein, doch ist
der Proteingehalt des synthetischen Materials gerin-
ger (vgl. Abb. 2).
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Abb. 2. UV-Spektrum der Probe 191 A und des nativen Insu-
lins [0,05-m. (NH,),CO4-Losung, 1-cm-Kiivetten, Beckman
DK 2].

Papierelektrophoretisch zeigte die Hauptkompo-
nente des Pridparates 191 A — in Ameisensédure-
Puffer bei py 1,9 gelost — denselben Wanderungs-
weg wie Insulin unter den gleichen Bedingungen
(vgl. Abb. 3).

Das synthetische Insulinpraparat enthélt eine Ne-
benkomponente, die langsamer wandert und wahr-
scheinlich ein Oxydationsprodukt des Nonapeptides
A1-9 darstellt. Eine Aminosdureanalyse eriib-
rigte sich, weil die beiden Ketten schon als Derivate
auf ihre Aminosdure-Zusammensetzung gepriift wor-
den waren, und weil nur die biologische Priifung
entscheiden konnte, ob die Oxydationsprodukte
191 A und B Insulin enthielten.

13 D. B. Martiy, A. E. Revxorp u. Y. M. Dacenars, Lancet 2,
76 [1958].
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Abb. 3. Niederspannungs-Elektropherogramme der Probe
191 A und des nativen Insulins (Harnstoff-Ameisensdure-Puf-
fer, pu 1,9, Elphor-Gerit).

3. Biologische Priifung der Praparate
191 A und 191 B

Beide Praparate wurden unverziiglich auf die
Stimulierung der Aufnahme und des Abbaus von
radioaktiv markierter Glucose durch epididymales
Rattenfettgewebe nach Martin et al. '3 mit einer
modifizierten Methode nach Dirscaunerr et al.!*
gepriift und die folgenden Ergebnisse erhalten:

Probe 191 A Probe 191 B

Protein- =
konzentration ~Aktivitit Aktivitat Aktivitat Aktivitat
[mg/ml] im ml [%] im ml [%]
Losung Losung
[1E] [HE]

0,16 4620 0,037 429 0,01
0,016 2890 0,67 25 0,0057
0,008 1320 0,61 965 0,45
0,0016 45 0,14 37 0,086

Tab. 1. Biologische Aktivitit * der vollsynthetischen Proben
191 A und 191 B bei der radiochemischen Bestimmung am
epididymalen Rattenfettgewebe. * Aktivitatsangaben ohne
Korrektur bezogen auf natives Insulin mit 25 L.LE. pro mg.

14 H. Dirscuunerr, J.-D. Favinaser u. E. F. Preirrer, Atom-
praxis 8, 172 [1962].
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Die Kombinationsprodukte der deblockierten syn-
thetischen Ketten wurden auch an der Maus 5719
(entsprechend der Beschreibung der Versuchsdurch-
fiihrung nach Burx?2%) auf Aktivitat untersucht.
AuBlerdem erfolgte die Priifung am isolierten Rat-
tenzwerchfell durch Untersuchung der Stimulation
der Glucoseaufnahme durch das Praparat. Die er-
zielten Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefaft.

Untersuchungen an Méusen

Probe

Dosis/Tier Tiere mit Aktivitdt
Krampfen
191A | 28E | 9von24 etwa 0,5—1%
1 56 E 24 von 24
191B | 56E 0 von 24 keine
| Aktivitit
natives | 0,028 E 16 von 24 100%

Insulin

Glucoseaufnahme des isolierten Rattenzwerchfells 21» 22

" Probe | Aktivitat
191 A | etwa 0,2% *
191 B unter 0,05% *

Tab. 2. Ergebnisse der Aktivitatshestimmungen der Proben

191 A und 191 B an der Maus und nach der Glucoseaufnahme

des isolierten Rattenzwerchfells. * Bei diesem Test blieb ein
Teil der Proben ungelost.

Faflt man die Ergebnisse der biologischen Prii-

fungen zusammen, so kann festgestellt werden, daf}
Praparat 191 A Insulinaktivitdten zwischen 0,2 und
1,0%, entsprechend 0,05 bis 0,25 LE./mg be-
saf}, die durch Meerschweinchen-Antiserum gegen
Schweineinsulin vollstindig gehemmt wurden. Pra-
parat 191 B dagegen zeigte nur bei sofortiger
Prifung eine ebenfalls hemmbare Aktivitat zwischen
0,01 und 0,45% (Tab. 1), die schon einige Wochen
spater bei der Prifung im Maus-Krampftest ver-
schwunden war (Tab. 2). Da dieses Préparat aus
denselben synthetischen Kettenderivaten gewonnen
wurde, kann die geringere Aktivitdt nur auf den ho-
heren py-Wert von 9,6 bei der Oxydation zuriick-
gefiihrt werden. Aber auch das wirksame Praparat
191 A scheint nicht haltbar zu sein. Eine Wieder-
holung der biologischen Priifung nach einem halben
15 D. T. Fraser, J. Lab. clin. Med. 8, 425 [1923].
16 H. Lancecker u. W. Stross, Biochem. Z. 161, 295 [1925].
17 H. Horsters u. H. Brucscn, Z. exp. Med. 65, 569 [1929].
18 A. M. Hemmingsen u. A. Krocn, Publication of the League

of Nations. III. Health, 1926. 7, CH. 398, 40.

19 J. W. Trevax u. E. Brook, Publications of the League of
Nations. III. Health, 1926, 7, CH. 298, 47.
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Jahr mit Hilfe der radiochemischen Methode am
Rattenfettgewebe ergab nur noch eine Aktivitdt von
0,1 Prozent.

Wie VoLrin et al. 22 fanden, besitzen Oxydations-
produkte der Insulin-A-Kette allein bereits eine ge-
ringe Insulinaktivitdt. Diese kann nicht durch ver-
schleppte B-Kette und damit regeneriertes Insulin
hervorgerufen sein, da auch die hier benutzte syn-
thetische Insulin-A-Kette nach Abspaltung der Schutz-
und Oxydation der Thiolgruppen eine Insulinaktivi-
tat von 0,4 —0,5% liefert.. Bei einem Anteil von
etwa 40% A-Ketten-Material in unserem Préparat
191 A konnte also eine Insulinaktivitit bis zu 0,2%
nur auf Oxydationsprodukte der Insulin-A-Kette zu-
riickzufithren sein. Die beobachtete Aktivitat liegt
aber bei 0,5 —1,0% und diirfte damit tatsichlich von
synthetischem Insulin herriihren.

Beschreibung der Versuche

I. Kombination synthetischer A-Kette
mit synthetischer B-Kette bei pg 9,0

Z-Gly-Ile-Val-Glu - Glu (NH,) - Cys (BZL)- Cys (BZL)-
Ala-Gly-Val-Cys (BZL) -Ser-Leu-Tyr-Glu (NH,) -Leu-Glu-
Asp (NH,)-Tyr-Cys (BZL)-Asp (NH,) (33 mg) wurde
vermischt mit Z-Phe-Val-Asp(NH,)-Glu(NH,)-His(BZL)-
Leu-Cys(BZL)- Gly- Ser-His-Leu-Val-Glu -Ala-Leu - Tyr-
Leu-Val-Cys (BZL)-Gly-Glu-Arg (Tos) -Gly-Phe-Phe-Tyr-
Thr-Pro-Lys(Tos)-Ala (45 mg) und im Hochvakuum
5Stdn. bei 105° iiber P,Oj; getrocknet. Das getrock-
nete Gemisch wurde in wasserfreiem (iiber Natrium
destilliertem) fliissigem Ammoniak (200 ml) gelost,
Acetamid (10 mg) zugegeben und mit kleinen Stiick-
chen Natrium behandelt. Nach 30 Min. wurde kein Na-
trium mehr verbraucht. Die Blaufarbung wurde wei-
tere 90 Min. aufrechterhalten und dann durch Zugabe
von Spuren Ammoniumchlorid entfernt. Nach Ein-
dunsten des Ammoniaks auf etwa 30 ml wurde der
Rest eingefroren und durch Gefriertrocknung entfernt.
Das zuriickgebliebene lockere Pulver wurde in 0,05-m.
Phosphatpuffer, pg 9,0, gelost (40 ml) und im Visking
18/32-Dialysierschlauch bei 4 bis 8° gegen verdiinntes
Ammoniak, py 9,0, dialysiert. Die AuBenfliissigkeit
wurde mehrmals gewechselt und gelegentlich einige
Min. lang Sauerstoff eingeleitet. Nach 15 Stdn. wurde
die im Schlauch befindliche Losung gefriergetrocknet.
Ausbeute: 50 mg (83%, berechnet auf die geschiitzten
Ketten) salzfreies, lockeres Pulver.

20 J. H. Bury, The principles of Therapeutics. Blackwell
Scientific Publications, Oxford 1957.

21 J. Groen, C. E. Kamminge, A. F. WiLLeBranps u. J. R.
Brickman, J. clin. Invest. 31, 47 [1952].

2 J. Varrance-Owex u. B. Hurrock, Lancet 1, 68 [1954].

3 P. VouriN, A. M. Cramsaur, D. EpovE-Bonis, H. Crauser,
O. Brinknorr, H. Bremer, J. MEeiexnorer u. H. Zann, Na-
ture [London] 203, 408 [1964].
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II. Kombination synthetischer A-Kette
mit synthetischer B-Kette bei pg 9,6

33 mg geschiitzte A-Kette wurden mit 47 mg ge-
schiitzter B-Kette wie bei I kombiniert, jedoch bei pg
9,6 oxydiert. Ausbeute 37 mg (61%).

III. Biologische Prifung der Prdparate
191A und 191B

1. Bestimmung der biologischen Aktivitdt am isolierten
epididymalen Rattenfettgewebe

Die Insulinpréparate wurden bei pg 2 in verdiinnter
Salzsdure gelost und durch Krebs-Ringer-Bicar-
bonat-Pufferlgsung Verdiinnungen mit einem Protein-
gehalt von 0,16; 0,016; 0,008 und 0,0016 mg/ml her-
gestellt. Die Wirkung dieser Verdiinnungen auf die
14CO,-Bildung aus 1-d-1*C-Glucose wurde am isolierten
epididymalen Rattenfettgewebe getestet und der Insu-
lingehalt durch Vergleich mit der Wirkung von krist.
Schweineinsulin (1000 und 50 «E/ml, spez. Aktivitit
25 E/mg) ermittelt. Auf diese Weise wurde der Insulin-
gehalt der verschiedenen Verdiinnungen 16-fach mit
jeweils 3 Fettzipfeln von 3 verschiedenen Ratten be-
stimmt und der Mittelwert berechnet. Im einzelnen
wurde derart verfahren, dall immer nur je zwei Be-
stimmungen einer Protein-Verdiinnung mit den Fett-
zipfeln von 3 Ratten erfolgten und die entsprechenden
Standardinsulin-Losungen aus krist. Insulin fiir diese
zwei Restansidtze mit den Fettzipfeln der gleichen Rat-
ten getestet wurden (methodische Einzelheiten bei
Dirscuunerr et al. 14).

2. Fir die Untersuchungen an Mdusen wurden Grup-
pen von 24 15—20 g schweren Tieren, die vor Ver-
suchsbeginn 16 Stdn. ohne feste Nahrung waren, her-
angezogen. Wihrend des Versuches wurden sie bei 37°
gehalten. Die Herstellung der Préparatlosungen er-
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folgte unter Zuhilfenahme von einigen Tropfen nor-
maler Essigsdure. Das Pridparat 191 A wurde Gruppen
von Tieren in einer Dosierung von 0,112 bzw. 0,224
mg/Tier subcutan appliziert; 191 B einer weiteren
Gruppe in einer Dosierung von 0,224 mg/Tier [0,028
E/Tier natives Insulin (1 mg=25E) fiihren bei etwa
der Hailfte der Versuchstiere zu hypoglykdamischen
Krampfen. Die eingesetzten Dosen waren das Hundert-
bzw. Zweihundertfache dieser Menge]. Nach der Sub-
stanzapplikation wurden die Mduse 1 Stde. auf das
Auftreten von Krampfen beobachtet.

3. Zur Bestimmung der Glucoseaufnahme an isolier-
ten Rattenzwerchfellen wurden diese im Warburg-
Apparat zusammen mit den zu testenden Proben und
Glucose in Bicarbonat-Pufferlgsung inkubiert. Die Lo-
sungen enthielten auBerdem 500 y/ml Serumalbumin.
Nach zwei Stdn. bei 37° erfolgte die quantitative Aus-
wertung der Glucoseaufnahme im Vergleich mit Insuli-
nen bekannter Aktivitdt. Die synthetischen Insulinpra-
parate waren unter den Testbedingungen (50, 500,
2000 ug/ml) nur teilweise loslich; die gemessenen Ak-
tivitdten liegen unter denen der anderen Bestimmungs-
methoden.
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Paris, fiir die Bestimmung der Glucoseaufnahme am
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schaftsministerium, Bonn (Forschungsvorha-
ben 822), der Arbeitsgemeinschaft Indu-
strieller Forschungsvereinigungen,
Koln, sowie der Deutschen Forschungsge-
meinschaft, Bad Godesberg, sei fiir die finanzielle
Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit gedankt. Der
eine von uns (J. Meenuorer) mochte sich bei Herrn
Dr. habil. R. WecLer, Farbenfabriken Bayer, Werk
Elberfeld, fur die Freistellung zur Mitarbeit an diesem
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