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Zusammenfassung: Die am Aminoende um die
basischen Aminosduren Lysin und Histidin ver-
lingerten A-Kettenanalogen wurden durch Partial-
synthese aus isolierten A-Ketten in der Buntesalz-
oder Disulfidform als Aminokomponente und Bis-
butyloxycarbonyl-lysin-2.4.5-trichlor-phenylester

und Bis-butyloxycarbonyl-histidin-p-nitro-phenyl-
ester erhalten. Zu einem um einen Argininrest ver-
lingerten A-Kettenanalogen fiithrte die Partial-
synthese aus Butyloxycarbonyl-arginyl-glycin-p-
nitro-phenylester und Des-glycin-A-Kette in der

Buntesalzform als Carboxylkomponente.

Summary: Peptide syntheses with the A-chain of
insulin. Bovine insulin-A-chain analogues with
lysyl- or histidyl residues attached to the N-termi-
nus were obtained by partial synthesis from isolated
A-chain in the Buntesalt or disulfide form as amino
components and bis-butyloxycarbonyl-lysin-2,4,5-

trichlorphenylester or bis-butyloxycarbonyl-histi-
din-p-nitrophenylester as carboxyl component. The
A-chain analogue with an arginyl residue before
the glycyl in position 1 was obtained by partial syn-
thesisfrom Des-glycine-A-chain buntesalt and butyl-
oxycarbonyl-arginyl-glycin-p-nitrophenylester.

Rinderinsulin-A-Kette 148t sich in der Buntesalz-
form leicht aus Insulin isolieren! und ist heute ein
fir physikochemische und biochemische Unter-
suchungen beliebtes definiertes? Peptid mit dem
Molekulargewicht von 2660 (Abb. 1).

§so§

Die einzige Aminogruppe ist die des N-terminalen
Glycyl-Restes. Die vier Halbcystinreste sind als S-
Sulfonate geschiitzt. Einer von uns3 konnte zeigen,
daB man die A-Kette um einen Aminosdurerest
verldngern kann, wenn man diesen in Form des

SSO,
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Abb. 1. Strukturformel der Rinderinsulin-A-Kette in der Buntesalzform nach SANGER und THompson2. Die
Abkiirzung -Cys- bedeutet in dieser Abbildung den Cysteinylrest ausnahmsweise ohne das Schwefelatom.

* 76. Mitteilung iiber Peptide; 75. Mitteilung: H. ZAHN
und G. ScHMIDT, in Vorbereitung.

** Teil der Diplomarbeit M. WEINERT, Fachabteilung
fiir Chemie und Biologie der TH Aachen.

*** Postanschrift: Prof. Dr. H. ZaHN, D-51 Aachen,
Veltmanplatz 8.

Abkiirzungen: A bedeutet die A-Kette des Rinderinsu-
lins ohne die Schwefelatome in den Positionen A6, 7, 11
und 20. A(SSO3°)s ist das Buntesalz der A-Kette,
A(SS)2 das Gemisch der isomeren Bisdisulfide der A-
Kette. Ptc = Phenylthiocarbamoyl-;"OTcp = -2.4.5-tri-

chlor-phenylester; Boc = tert.-Butyloxycarbonyl-;
Nps = o0-Nitro-benzol-sulfenyl; ONp = -p-nitro-phenyl-
ester.

1J. L. BaiLey u. R. D. Cotg, J. biol. Chemistry 234,
1733 [1959].

2 F. SANGER u. E. O. P. THOMPSON, Biochem. J. 53, 353,
366 [1953]. . :

3 D. BRANDENBURG, unverdffentl. Vers. 1965, zit. bei
H. ZauN, Verhandl. d. Dtsch. Ges. f. Innere Med.,
72. Kongre 1966; vgl. auch Ann. d’Endocrinol. 27, 575
[1966].
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o-Nitro-benzolsulfenyl-geschiitzten =~ Hydroxysuc-
cinimidesters einsetzt und anschlieBend die Nps-
Schutzgruppe durch Einwirkung verdiinnter Sduren
schonend entfernt. Bei diesen Operationen wurden
die vier Buntesalzgruppen nicht angegriffen. Er-
muntert durch diese Ergebnisse wurden mit BIELA%
Peptidsynthesen mit A-Kette sowie mit Des-Gly-
A-Kette und dem tert.-Butyloxycarbonyl-ge-
schiitzten Nitrophenyl-, Trichlorphenyl- oder Hy-
droxysuccinimidestern der Aminosiduren Glutamin,
Phenylalanin, Prolin und Leucin ausgefiihrt. Vor-
bild war die Arbeit von LEvy und CARPENTERS,
denen die Kupplung von Boc-Aminosiure-p-nitro-
phenylestern in Dimethylformamid und Tridthyl-
amin an das ganze Insulinmolekiil ohne Schidigung
des Hormons gelang.

Im Proinsulinmolekiil® bildet die A-Kette das
Carboxylende’.

C-Peptid

Peptidsynthesen mit der Insulin-A-Kette

v _
Liln-tys-Arg-b‘Iy-jle L La-Kette n 4,
a 2 U 2

2 n ?

B-Kette
P?E 7 1

v
Lys-Ala-Arg-Arg
29 k) 1 2

Abb. 2. Strukturformel des Schweineproinsulins nach
CHANCE et al.”.

Wihrend der Glycyl-Rest in der A-Kette des Insu-
lins N-terminal steht und daher fiir die Insulinsyn-
these als Schnittstelle nicht in Frage kam, befindet
sich dieser Glycyl-Rest im Proinsulin endostindig,
und es ergibt sich nun die reizvolle Moglichkeit, das
C-Peptid um einen Glycinrest zu verlingern und
mit einer Des-Gly-A-Kette als Aminokomponente
zu kuppeln. Hierfiir sprachen die guten Erfahrun-
gen, welche BIELA% bei den Kupplungen von Boc-
Aminosiureestern mit Des-Gly-A-Kette gemacht
hatte.

Allerdings wurden in dieser friiheren Arbeit nur
neutrale Aminosiduren als Carboxylkomponenten
an die Des-Gly-A-Kette angebaut. In der vor-
liegenden Arbeit beschreiben wir die Acylierung von

' 4 M. BieLA, D. BRANDENBURG u. H. ZAHN, unveroffentl.
Manuskr. 1967.
5 D. Levy u. F. H. CARPENTER, Biochemistry [Washing-
ton] 6, 3559 [1967].
6 D. F. STEINER u. P. E. OYER, Proc. nat. Acad. Sci.
USA 57,473 [1967].
7 R, E. CHANCE, R. M. ELLIs u. W. W, BROMER, Science
[Washington] 161, 165 [1968].
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A-Kette mit aktiven Estern von Lysin und Histidin
sowie von Des-Gly-A-Kette mit dem C-terminalen
Dipeptid Arginyl-glycin aus der um einen Glycin-
rest verldngerten C-Kette. Dabei -scilte auch ge-
priift werden, ob die mit DRECHSELS erstmalig be-
schriebene A-Kette in der Bisdisulfidform A(SS)2
die Operationen einer Peptidsynthese mit aktiven
Estern und die nachfolgende Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe ohne Schidigung der cyclischen Di-
sulfidbindungen iibersteht.

Material und Methoden

I. Insulin und Insulinketten

Krist. Rinderinsulin (24 E/mg) wurde von der Firma
Dr. Ch. Brunnengriber, Liibeck, bezogen und durch
Gelchromatographie an Sephadex G-50 in Im Essig-
sdureb von héhermolekularen Begleitstoffen weitgehend
befreit. .

Darstellung von A(SSO39)4 aus Insulin nach BAILEY und
CoLE! und der Arbeitsvorschrift bei ZAHN und DRECH-
seL8. Die oxydative Sulfitolyse wurde jedoch in 40 m/
0,2M Tris in 8M Harnstoff bei pH 7,5 ausgefiihrt.

Darstellung von A(SS)s aus A(SSO3°)4: Die mit Stick-
stoff entliiftete Losung von 200 mg A(SS032)4 in 40 m/
0,05M NH4HCOg3-Puffer wurde mit 0,08 g EDTA ver-
setzt und der pH-Wert mit Ammoniak auf 8,5 eingestellt.
Man fiigte 0,4 m/ Mercaptodthanol zu und lie8 die
Reduktion 4 Std. unter Stickstoff ablaufen. Hierauf
wurde die Thiol-A-Kette nach Du et al.? durch An-
sduern mit Essigsdure bis zu einem pH von 3,8 aus-
gefillt und abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit
0,01m Essigsdure solange gewaschen, bis der Geruch
nach Mercaptodthanol verschwunden war. Das ge-
reinigte A(SH)4-Priparat wurde in mit Natronlauge auf
pH 10,6 eingestelltem 0,05M Boratpuffer gelost und die
Losung auf einer Sephadex-G-50-Sdule (70 x4 cm)
chromatographiert. Wihrend der Chromatographie er-
folgte die Oxydation. Das Eluat wurde 7 Std. gegen
7 Chargen dest. Wasser dialysiert und das Dialysat ge-
friergetrocknet. Das dabei anfallende Gemisch der oli-
gomeren A-Kettenbisdisulfide wurde in 10 m/ 0,05m
NH4HCO3 gelost und auf einer Sephadex-G-50-Sdule
(200 x 2,8 cm) fraktioniert. Die letzte Fraktion bestand
aus A(SS)z und wurde nach Gefriertrocknung in einer
Ausbeute von 141 mg (829 d. Th.) erhalten.

Darstellung von Des-glycin-A-Ketten-Buntesalz (Des-
Gly-A-(SS03°)4: Phenylthiocarbamoyl-A-Ketten-Bunte-
salz (Ptc-A(SSO3©)4) war ein von Frau BiELA freund-
licherweise iiberlassenes Priparat, das an DEAE-Sepha-
dex A-25 zweimal durch Gradientenelution mit salz-

8 H. ZAHN u. E. DRECHSEL, diese Z. 349, 359 [1968].
9 Y.-c. Du, R.-Q. YANG u. C.-L. Tsou, Scientia sinica
14, 229 [1965].
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sauren Harnstoffldsungen!® gereinigt wurde. 10mg Ptc-
A(SSO3%)s wurden mit 1| ml Trifluoressigséure behan-
delt, die Sdurc nach | Std. abgezogen und das Produkt
mit Ather griindlich gewaschen. Hierauf folgte cine
Fraktionicrung durch Gradientenelution an DEAE-
Sephadex A-25.

Il. Aminosdurederivate

N, Ne-Bis-[tert.-butyloxycarbonyl }-lysin wurde aus Ly-
sin-hydrochlorid und tert.-Butyl-trichlorphenyl-carbo-
nar11 dargestellt und stimmte in der Drehung sowie dem
Schmelzpunkt des Dicyclohexylammoniumsalzes mit
den Literaturwerten!2.13 fiir das durch Umsetzung von
Lysin mit dem Boc-Azid gewonnenen Priparat iiberein.
Der Ansatz aus 1,83 g Lysin-hydrochlorid (10 mMol),
6.8 g tert.-Butyl-trichlorphenyl-carbonat (23 mMol), 7m/
Tridthylamin, 16 m/ Wasser und 24 m/ tert.-Butanol
wurde 2 Std. bei 60— 620C geriihrt. Nach dem Entfernen
der Hauptmenge des tert.-Butanols im Vak. wurden
30 m/ Wasser zugegeben und die Mischung mit konz.
Citronensdure bei 00C auf pH 3 eingestellt. Der an-
gesduerte Ansatz wurde dreimal mit 30 m/ Essigsdure-
dthylester extrahiert und die Extrakte mit 1N NaHCO3

(einmal mit 20 m/, hierauf dreimal mit 10 m/) ge- .

waschen. Die Waschlésungen wurden bei 00C mit ge-
sattigter Citronensdurelosung auf pH 3 eingestellt und
das Bis-Boc-Derivat mit Essigsdure-dthylester extrahiert
und nach dem Abziehen des Essigsdure-dthylesters in
Form eines gelblichen gelartigen Produktes in einer Aus-
beute von 2,1 g (62% d. Th.) isoliert.

[a]3 = —3,49 (c = 1; Methanol) (1. c.12: —3.19),

N Ne¢-Bis-[tert.-butyloxycarbonyl)-lysin -trichlorphenyl-
ester: Die Losung von 3,5 g (0,01 Mol) (Boc)2-Lys und
2 g (0,01 Mol) 2.4.5-Trichlor-phenol in 50 ml trockenem
Essigsdure-dthylester wurde mit 2,1 g (0,01 Mol) Di-
cyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 18 Std. Stehen-
lassen bei 0—49C wurde der gebildete Dicyclohexyl-
harnstoff abfiltriert, das Lsungsmittel abgezogen und
-6 g harzformiges Produkt erhalten, das nach Verreiben
mit Petroldther weiBl und fest wurde.

{23t = 414,00 (¢ = 1; Dimethylformamid).
Ca2H3906N2Cl3 (524,8)
Ber. C50,42 H 594 N 534 Cl120,23
Gef. C50,54 H 6,52 N 4,385 Cl18,08

10 Y. SuiMonisHI u. H. ZAHN, Biochim. biophysica
Acta [Amsterdam] 154, 598 [1968].

11 W. BROADBENT, J. S.- MORLEY u. B. E. STONE, J.
chem. Soc., Sect. C [London] 1967, 2632.

12 K. HorMANN, W. Haas, M. J. SMITHERS u. G. ZANETTI,
J. Amer. chem. Soc. 87, 631 [1965].

13 L. BerNARDI, ‘G. Bosisio, R. DE CASTIGLIONE, O.

GorFrrRepO u. F. CHILLEMI, Gazz. chim. ital. 94, 853
[1964]. -
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N&.Ne-Bis-[tert.-butyloxycarbonyl]-histidin-p-nitro-phe-
nylester war ein Praparat von SCHNABEL!4, das dieser
freundlicherweise zur Verfiigung stellte.

N-tert.-Butyloxycarbonyl-arginyl-glycin-p-nitro-phenyl-
ester: 0,6 g Boc-Arg-Gly, freundlicherweise von Dr.
NAITHANIYS iiberlassen, wurden in 3 m/ Pyridin und
23 m/ Dimethylformamid gelést, die Lésung auf 0°C
abgekiihlt und mit 0,45 g p-Nitro-phenyl-trifluoracetat 16
versetzt. Nach zweistiindigem Stehenlassen bei Raum-
temperatur wurde das iiberschiissige Trifluoracetat
durch Zugabe von 5ml/ Wasser hydrolysiert. Die
Losungsmittel wurden abgezogen. Es wurden nochmals
10 ml Wasser zugefiigt und wieder abgezogen. Der 6lige
Riickstand von 0,9 g wurde mit Ather gewaschen und
ohne weitere Kristallisationsversuche direkt zur Um-
setzung mit den A-Ketten-Praparaten eingesetzt.

. III. Umsetzungen von aktiven Estern von Aminoséduren mit

A(SS039)4

Lysyl-A(SS03°)4: 74 mg (0,028 mMol) A(SS03°)sund
51 mg (0,097 mMol) (Boc)e2-Lys-OTcp wurden in 3 m/
Dimethylformamid mit 0,012 m/ Tridthylamin aufge-
schlimmt, das Gemisch wurde 4 Tage lang bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Reaktionsprodukt wurde mit
Ather ausgefillt, die Fillung dreimal mit Ather ge-
waschen, im Exsiccator iiber P2Os getrocknet und zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppen mit 2 m/ Trifluor-
essigsdure 10 Min. lang behandelt. Die Sdure wurde am
Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand
dreimal mit absol. Ather gewaschen.

Histidyl-A(SS03°)4: 93 mg (0,035 mMol) 4(SS03°)a
und 58 mg (0,12 mMol) (Boc)e-His-ONp wurden in
4 m/ Dimethylformamid und 0,1 m/ Pyridin aufge-
schlimmt. Nach 20 Min. hatte sich eine klare Losung
gebildet. Nach 5§ Tagen wurde das Reaktionsprodukt
aus der Lésung mit Ather ausgefillt, die Fallung dreimal
mit Ather gewaschen und iiber P2Os getrocknet. Zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppen wurde mit 2 m/
Trifluoressigsdure 10 Min. lang behandelt. Nach dem
Abziehen der Trifluoressigsdure wurde der Riickstand
mit absol. Ather gewaschen.

‘Umsetzung von Boc-Arg-Gly-ONp mit Des-Gly-Bunte-
salz-A-Kette: Zur Aufschlimmung von 60 mg Des-Gly-
A(SSO3°)4 in 2 m/ Dimethylformamid wurden 0,007 m/
Tridthylamin und etwa 150 mg Boc-Arg-Gly-ONp zu-
gefiigt. Nach 5 Tagen wurden die A-Ketten-Produkte
mit Ather ausgefillt; die Fallung wurde mit Ather ge-
waschen, abermals in 2 m/ Dimethylformamid aufge-
schlimmt und mit Boc-Arg-Gly-ONp umgesetzt. Nach
weiteren 5 Tagen wurde der Ansatz mit Ather versetzt,
die Fillung mit Ather gewaschen und mit Trifluor-
essigsdure behandelt. Das Reaktionsprodukt wurde

14 E. SCHNABEL, Liebigs Ann. Chem. 702, 188 [1967].
15 K. NArTHANI, unverdffentl. Vers. 1968.

16 S, SAKAKIBARA u. N. INuKaI, Bull. chem. Soc. Japan
37, 1231 [1964]; 38, 1979 [1965].
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durch Gradientenelution an DEAE-Sephadex A-25
fraktioniert.

Reinigung von substituierten Buntesalz-A-Ketten durch
Chromatographie an DEAE-Sephadex A-25: Es wurde
unter Anlehnung an die Vorschrift von SHIMONISHI und
ZAHN10 gearbeitet und die Gradientenelution angéwen-
det. Startpuffer war eine 8M Harnstoffl6sung von pH 5.
Mischungspuffer war 0,25 HCI in 8m Harnstoff. Die
aufgefangenen Fraktionen wurden 7 Std. lang gegen

7 Chargen dest. Wasser dialysiert und anschlieBend ge-

friergetrocknet.

V. Umsetzungen von aktiven Estern von Aminosiuren
mit A(SS)2

Lysyl-A(SS)2: Die Losung von 92 mg (0,04 mMol)
A(SS)2 und 48 mg (0,09 mMol) (Boc)e-Lys-OTcp in
3 m/ Dimethylformamid und 0,01 m/ Triithylamin
wurde nach 3tdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur
mit Ather versetzt, wobei das Reaktionsprodukt aus-
fiel. Dieses wurde mit Ather gewaschen, iiber P2Os ge-
trocknet und zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppen
mit Trifluoressigsdure behandelt. Die Siure wurde ab-
destilliert und das Produkt mit absolutem Ather ge-
waschen.

Histidyl-A(SS)2: Die Losung von 12 mg (0,005 mMol)
A(SS)2 in 1 m/ Dimethylformamid wurde mit 6 mg
(Boc)s-His-ONp (0,012mMol) und 0,0015m/ Tridthyl-
amin versetzt. Nach drei Tagen wurde das Reak-
tionsprodukt mit Ather gefillt, gewaschen und iiber
P20s5 getrocknet. Zur Abspaltung der Boc-Schutzgrup-
pen wurde mit 1 m/ Trifluoressigsdure 10 Min. lang be-
handelt. Der nach dem Abdestillieren der Trifluoressig-
sdure erhaltene Riickstand wurde mit absol. Ather ge-
waschen.

Reinigung von substituierten A(SS)2-Priparaten: Diese
erfolgte durch Ionenaustauschchromatographie an einer
Dowex-50X2-Siule (50 X 0,8 cm) mit einer Sproz. Essig-
saurelosung in 8M Harnstoff als Startpuffer und einem
Mischungspuffer aus 400m/ 0,25M Natriumacetat-
16sung in 8M Harnstoff.

Ergebnisse

1. Umsetzungen mit der Buntesalz-A-Kette
A(SS03°)4

Die Umsetzung der geschiitzten aktiven Ester von
Lysin und Histidin mit A(SSO3€)4 wurden wie bei
Levy und CARPENTER® in absol. Dimethylformamid
unter Zusatz von Tridthylamin durchgefiihrt.

Der EinfluB des Molverhiltnisses wurde in Reihen-
versuchen mit dem Lysinderivat untersucht. Von
diesem wurden die 2-, 4-, 6- und 8fachen molaren
Mengen, bezogen auf A(SSO3®)4, eingesetzt. Alle
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24 Std. wurden den Ansidtzen Proben entnommen
und elektrophoretisch auf nicht umgesetztes
A(SS039)4 gepriift. Nach 72 Std. war eine weit-
gehende Umsetzung auch schon' bei dem Mol-
verhiltnis von 2:1 erfolgt. Nach der Abspaltung
der Boc-Schutzgruppen mit Trifluoressigsiure ist
Lys-A (SSO39)s Hauptprodukt, welches bei der
Elektrophorese in dem ameisensauren Puffer die
Nettoladung — 2 besitzt (Abb. 3).
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Abb. 3. Elektropherogramme von A(SSO3€)4 und dem

Produkt, das sich nach Umsetzung mit (Boc)z-Lys-

OTcp sowie nach anschlieBender Trifluoressigsdure-Be-

handlung bildet (Pufferlésung: 4M Harnstoff, 2,4m

HCO:2H, pH 2,117). Die Intensititen der Flecken sind

durch Schwirzung und Schraffur angedeutet.

Feldstiarke: 4,4 Volt/cm, Laufzeit 6 Std.

Temp. ca. 20°C, nach dem Trocknen Entwicklung mit

PAuLy-Reagenz.

a) reines A(SSO39),,

b) nach Umsetzung mit (Boc)s2-Lys-OTcp,

¢) nach Umsetzung mit (Boc)s-Lys-OTcp sowie Behand-
lung mit Trifluoressigsédure.

Daneben tritt noch eine Verbindung mit der Netto-
ladung — 1 auf. Fiir die Fraktionierung der Pro-
dukte in Abb. 3¢ bot sich aufgrund der verschiede-
nen Nettoladungen eine Fraktionierung an DEAE-
Sephadex A-25 durch Gradientenelution mit salz-
sauren Harnstofflésungen nach SHiMONISHIIC an.
Dabei ergab sich die erwartete glatte Auftrennung
in elektrophoretisch einheitliche Produkte (vgl.
Abb. 4).

Die bei der Gradientenelution erhaltenen Fraktio-
nen wurden elektrophoretisch identifiziert (vgl.

17 Y.-c. Du, Y.-s. ZHANG, Z.-x. Lu u. C.-L. Tsou, Scien-
tia sinica 10, 84 [1961].
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Abb. 4. DEAE-Sephadex-A-25-Chromatogramm des
Produktes, das aus A(SSO3®)s nach Umsetzung mit
(Boc)z-Lys-OTcp und anschlieBender Trifluoressigsdure-
behandlung entstand (s. Abb. 3c¢).

Sdule: 11 x45 mm. Gradientenelution mit 250 m/ 8M
Harnstoff, pH 5, als Startpuffer und 250 m/ 0,25m HCl
in 8M Harnstoff als Mischungspuffer.

Tab. 1. Aminosidurezusammensetzung der Totalhydro-
lysate (6N HCI, 105°C, 24 Std.) von A(SSO3®)4, Lys-
A(SSO38); und His-A(SSO03°)s durch Analyse nach
SPACKMAN et al.18,

Angabe der Zahl der Aminosduren pro A-Kette, be-
zogen auf Glutaminsidure = 4,0.

Amino- A(SSO3©)s Lys-A(SSO3©)s His-A(SSO3°)4
sdure

Lys 0,0 1,06 0,0
His 0,0 0,0 1,02
Asp 1,92 1,98 1,99
Ser — 1,82 1,94
Glu 4,00 4,00 4,00
Gly 0,99 0,99 1,07
Ala 0,94 0,98 0,96
Cystin 2,10 — 1,68
Val 1,34 - 1,34 1,47
Ile 0,38 0,40 0,41
Leu 2,02 1,93 2,03
Tyr 1,95 1,88 2,05

Abb. 3). Die dritte Fraktion war das Lys-A(SSO3°)4-
Produkt der Nettoladung — 2, welches eine befrie-
digende Aminosidureanalyse lieferte (vgl. Tab. 1).
Die Frakt. 5 besaBB die Nettoladung —4, ist aber
nicht mit (Boc)s-Lys-A(SSO3°)4 identisch.

Das bei der Umsetzung von (Boc)g-His-ONp mit
A(SS03°), gebildete Produkt besaB im ameisen-
sauren Harnstoffpuffer die gleiche Nettoladung von
—3 wie die nicht substituierte A-Kette. Daher
wurde hier zur Kontrolle der Reaktion die Diinn-
schichtchromatographie in einem Gemisch aus
30 m/ n-Butanol, 20 m/ Wasser, 24 m/ Pyridin und

18 D. H. SpAckMAN, W. H. STEIN u. S. MOORE, Analytic.
Chem. 30, 1190 [1958]. -
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6 m/ Eisessig nach KATSOYANNIs et al.l® heran-
gezogen. Nach der Abspaltung der beiden Boc-
Schutzgruppen wurde als Hauptprodukt His-
A(SSO32)4 mit der Nettoladung —2 im Ameisen-
sidure/Harnstoff-Puffer erhalten. Das durch Gra-
dientenelution gereinigte Produkt ergab eine be-
friedigende Aminosidureanalyse (vgl. Tab. 1).

II. Umsetzungen mit der Bisdisulfid-A-Kette
A(SS)2

Das Gemisch der isomeren Bisdisulfide A(SS)2 16st
sich glatt in wasserfreiem Dimethylformamid, wah-
rend sich die Buntesalzkette in Dimethylformamid
auch nach Zusatz von Pyridin oder Tridthylamin
nicht 16st. Erst die Umsetzungsprodukte mit den
Estern der geschiitzten Aminosiduren lieferten Di-

‘methylformamid-I6sliche Produkte. Die Umsetzun-

gen mit A(SS)z in wasserfreiem Dimethylformamid
verliefen von Beginn an in homogener Phase. Auch
geniigte ein Molverhiltnis von Aminosdureester zu
A(SS)2 von 2:1 und eine Reaktionsdauer von 2 bis
3 Tagen bei Raumtemperatur. Die nach Abspal-
tung der Boc-Schutzgruppen erhaltene verldngerte
A-Kette Lys-A(SS)2 besaB3 bei der Elektrophorese
in ameisensaurer Losung die erwartete Nettoladung
+ 2 (vgl. Abb. 5), war aber von zwei Produkten der

o Start C)

) i Q
) @ O (D

Ladungen

al

Abb. 5. Elektropherogramme von A(SS)2 und dem Pro-

dukt, das sich nach Umsetzung mit (Boc)2-Lys-OTcp,

sowie nach anschlieBender Trifluoressigsdurebehand-

lung bildet.

Bedingungen wie Abb. 3.

a) reines A(SS)2,

b) nach Umsetzung mit (Boc)2-Lys-OTcp,

¢) nach Umsetzung mit (Boc)e-Lys-OTcp sowie Be-
handlung mit Trifluoressigsdure.

19 P. G. KATSOYANNIS, A. M. ToMETsKo, C. ZALUT u.
K. FukupA, J. Amer. chem. Soc. 88, 5625 [1966].
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Ladung 0 und +1 begleitet. Daher wurde das
Produkt an Dowex 50X2 durch Gradientenelution
fraktioniert. Die Hauptfraktion ergab bei der elek-
trophoretischen Priifung noch einen schwachen
Fleck der Ladung +1. Die Aminosiureanalyse
(Tab. 2) dieser Hauptfraktion zeigt daher einen
etwas zu niedrigen Lysinwert.

Tab. 2. Aminosdurezusammensetzung der Totalhydro-
lysate von A(SS)2 und Lys-A(SS)e durch Analyse nach
SPACKMAN et al.18, Angabe der Zahl der Aminosduren
pro A-Kette, bezogen auf Glutaminsdure = 4,0.

Aminosédure A(SS)2 Lys-A(SS)2
Lys 0,76
Asp 1,98 1,98
Ser — 1,92
Glu 4,0 4,00
Gly 0,94 1,04
Ala 0,99 0,93
Cystin 1,80 1,10
Val v 1,40 1,14
1le 0,38 0,27
Leu 1,92 1,88
Tyr 1,95 1,86

I1l. Umsetzungen mit der Des-glycin-Buntesalz- .
A-Kette (Des-Gly-A(SSO3°)4)

Die Umsetzung des aus Boc-Arg-Gly und p-Nitro-
phenyl-trifluoracetat durch Umesterung erhaltenen
Produktes mit der Des-glycin-Buntesalzkette in
Dimethylformamid verlief weniger befriedigend als
die Umsetzungen der aktiven Ester des Lysins und
Histidins mit der kompletten Buntesalzkette. Nach
filnf Tagen war nur wenig Boc-Arg-A(SSO39)4 ge-
bildet worden. Auch nach zehn Tagen zeigte das
Elektropherogramm noch intensive Nebenbanden.
Das bei der Trifluoressigsiurebehandlung ent-
standene Rohprodukt wurde durch Gradienten-
elution an DEAE-Sephadex A-25 fraktioniert.
Aber auch die Fraktion, welche im ameisensauren
Puffer die fiir Arg-A(SSO3°); erwartete Netto-
ladung von —2 aufwies, ergab eine Aminosiure-
analyse (Tab. 3), die dafiir spricht, daB das Pro-
dukt ein Gemisch von Des-Gly-A(SSO39); und
Arg-A(SS03°)4 darstellt.

Diskussion

Die eingangs gestellte Frage, ob man eine nur am
Cystein geschiitzte A-Kette als Aminokomponente
fur eine Synthese von Teilen des Proinsulinmole-
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Tab. 3. Aminosdurezusammensetzung von Des-Gly-
A(SSO39)4 und der DEAE-Sephadex-A-25-Fraktion
mit der Nettoladung — 2 aus dem Umsetzungsprodukt
Boc-Arg-Gly-ONp und Des-Gly-A(SSO3€)snach SPAck-
MAN et al.}8, Angabe der Zahl der Aminosduren pro A-
Kette, bezogen auf Glutaminsdure = 4,0.

Amino-  Des-Gly-A(SSO3°)s  Arg-Gly-Des-Gly-
sdure A(SS039)4
Arg 0,0 0,50
Asp 1,96 1,93
Ser 1,83 2,03
Glu 4,00 4,00
Gly Spuren 0,45
Ala 0,97 1,04
Cystin 1,53 1,46
Val 1,62 1,39

lle 0,50 0,35
Leu 1,86 - 1,80
Tyr 1,89 1,75

kiils verwenden kann, darf positiv beantwortet
werden. Die in den fritheren Arbeiten3: 4 verwendete
S-Sulfonat-Schutzgruppe hat sich auch in der vor-
liegenden Arbeit insofern bewihrt, als die Bunte-
salzgruppen alle Operationen der Peptidsynthese,
das sind Umsetzung mit den aktiven Estern in
Gegenwart von Tridthylamin, Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe und Fraktionierung durch Gradien-
tenelution in salzsauren Harnstofflosungen tiiber-
standen hat. Schon BRINKHOFF20 hatte festgestellt,
daB die Insulin-Buntesalzketten im pH-Bereich 1,9
bis 10,2 keinen Verlust ihres Schwefelgehaltes er-
leiden, falls ‘keine Reduktions- oder Oxydations-
mittel zugesetzt werden. Neu ist die Verwendung
der A-Kette in der Bisdisulfidform. Das Gemisch
der Isomeren der Zusammensetzung A(SS)z ist in
Dimethylformamid besser 18slich als A(SSO3©)4.
Die intramolekularen Disulfidbindungen erwiesen
sich als geniigend stabil, um die eben genannten
Operationen einer Peptidsynthese zu iiberstehen.
Die Loslichkeit diirfte noch groBer werden, wenn
Hydroxyl- und Carboxylgruppen zusitzlich ge-
schiitzt werden.

Zuerst hatten wir angenommen, man wiirde einen
groBen UberschuB an Carboxylkomponente ein-
setzen miissen, um eine befriedigende Umsetzung
mit der A-Kette zu erreichen.

Man kommt jedoch bereits mit der doppelten mo-
laren Menge an Aminosdure- oder Peptidester aus.

20 O, BRINKHOFF, Diplomarbeit Abteil. f. Chemic u.
Biologie Techn. Hochschule Aachen 1962.
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Unbefriedigend ist allerdings die Analyse der
Arg-A(SSO93)4-Kette. Inzwischen sind aber be-
reits Versuche zur Kondensation von gréBeren
Fragmenten der C-Kette mit Des-Gly-A(SS)2 im
Gange. Dabei diirfte die Abtrennung von nicht
umgesetztem Des-Gly-A(SS)e infolge der Unter-
schiede in der MolekiilgroBe leichter gelingen. Es
war naheliegend, die neuen am Aminoende um
Lysyl- bzw. Histidyl- und Arginyl-Reste verldnger-
ten A-Ketten mit isolierter B-Kefte zur Hybrid-
insulinen zu kombinieren. Diese Versuche wurden
unter Anlehnung an die A-KetteniiberschuBmetho-
de von Du et al.? ausgefiihrt. Dabei wurden Resyn-
theseprodukte isoliert, die aus viel polymerer B-
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Kette und ca. 10 9 Hybridinsulin mit den erwarte-
ten Rp-Werten im Papierchromatogramm bestehen.
Uber diese Hybridinsuline soll jedoch erst dann im
einzelnen berichtet werden, wenn sie in reiner Form
isoliert und analysiert sein werden.
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