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Specialia

EXPERIENTIA 24[4

Ein fiir Massenspektrometrie und Gaschromatographie geeignetes Argininderivat

Die massenspektrometrische Untersuchung von Amino-
sduredthylestern ist eine einfache und leistungsfihige
Methode zur qualitativen Analyse von Aminosiduren und
Aminosduregemischen? sowie zur Strukturanalyse un-
bekannter Aminosduren % Die im Normalfall angewendete
Technik besteht in der Veresterung der Siuren mit
Athanol/HC] und der Umwandlung der dabei gebildeten
Hydrochloride in die freien Ester mittels Ammoniak in
Methylenchlorid. Auf diese Weise werden alle Amino-
siuren, die gew&hnlich in Proteinhydrolysaten angetrof-
fen werden, erfasst, sofern nicht stark basische Gruppen
die Freisetzung der Ester unter diesen Bedingungen ver-
hindern. Eine solche Komplikation tritt allerdings bei
einer der wichtigsten Aminosduren, ndmlich beim Arginin,
auf.

Es war aus diesem Grunde wiinschenswert, durch Um-
wandlung der Guanidinogruppe ein Derivat des Arginins
zu bilden, das schwicher basisch als der freie Ester ist und
méglicherweise durch herabgesetzte Polaritit auch bes-
sere Fliuchtigkeits- und Stabilititseigenschaften aunfweist.
Dies liess sich, wie wir schon vor lingerer Zeit erwidhnten,
durch Herstellung eines Pyrimidin-Derivates erreichen3.
Dasselbe Prinzip wurde auch, wie kiirzlich berichtet, von
SHEMYAKIN et alt beniitzt, um argininhaltige Oligo-
peptide der massenspektrometrischen Sequenzanalyse
zuginglich zu machen.

Als Reagens kam dafiir in erster Linie Acetylaceton in
Frage:
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Nach Veresterung des bei der Kondensation gebildeten
N3-Pyrimidylornithins (I) zu (II) durch die angegebene
Technik sollte dann auch Arginin in Gegenwart anderer
Aminosduren (AS) nach folgendem Schema analysierbar
sein:

(CH,CO),CH,
—_—

arg + AS . Py-orn(l) + AS

C,H;OH/ H(‘,ll
Py-ornOC,H,; + ASOC,Hyg

Die fast quantitative Umsetzung von Arginin mit
Acetylaceton im MikromaBstab unter Bildung von (I} ge-
lang, wie die papierchromatographische Kontrolle zeigte,
durch zweistiindiges Erhitzen der Reaktionspartner in
wiissrig-alkoholischer Ldsung bei pH 8-9 (Bicarbonat).
Die Uberfithrung in (I1) erfolgte durch anschliessende
Fischer-Veresterung. Das gleiche Derivat (II} bildet sich
auch direkt in Athanolischer Salzsdure beim Stehen der
Komponenten bei Raumtemperatur iiber Nacht (siche
auch 4). Als Reaktionsprodukte von Acetylaceton mit
anderen Aminosiuren treten in bicarbonat-alkalischer
Losung Schiff-Basen auf, die jedoch bei saurer Auf-

arbeitung des Reaktionsgemisches wieder hydrolysiert
werden. Ein Selbstkondensationsprodukt des Acetyl-
acetons, bei dem es sich nach Schmelzpunkt und Massen-
spektrum um das bekannte 3, 5-Dimethyl-2-acetylphenol ®
handelt, lisst sich bequem durch Extraktion entfernen.

Um die Struktur des erhaltenen Derivates (II) als
Pyrimidinabkdmmling sicherzustellen, wurde die Reak-
tion auch mit Arginin allein und in priaparativem MaB-
stab durchgefiihrt,

0,6 g Arginin (3,45 m}) und 0,6 g Natriumbicarbonat
wurden in 6 ml H,O geltst, 10 ml Acetylaceton (ca. 0,1 M)
und 10 ml! Athanol {96prozentig) zugefiigt und das zu-
néchst inhomogene Gemisch 10 h im siedenden Wasser-
bad erhitzt. Beim Aufnehmen des im Vakuum hergestell-
ten Eindampfrestes in 50 ml H,0O kam das als Neben-
produkt entstandene 3, 5-Dimethyl-2-acetylphenol® (FP:
53-54°, Fett+t.Reaktion positiv) kristallin zur Abschei-
dung und wurde durch zweimaliges Ausschiitteln mit
Ather entfernt. Die mit HCl auf pH 5 angesduerte wis-
serige Phase lieferte beim Eindampfen auf ein kleines
Volumen und Stehen im Kiihlschrank 508 mg (I} als
weisses kristallines Material (FP 265° und Zers.), dem
etwas anorganische Salze beigemengt waren.

Das Produkt zeigte im Massenspektrum das dem
Pyrimidylornithin (I) entsprechende Molekulargewicht
238, eine stark positive Ninhydrin-Reaktion und einen
Rf-Wert 0,78 im System tert. Butanol-Eisessig-H,0
(2:1:1).

175 mg rohes, mit Ather gewaschenes Pyrimidylorni-
thin (I) wurden in 20 ml mit trockenem HCI-Gas gesédt-
tigtem abs. Athanol suspendiert und 3 h zum RiickfluB-
sieden erhitzt, Der Eindampfriickstand wurde unter
Zusatz von einigen Tropfen abs. Athanol in trockenem
CH,(Cl, aufgenommen und etwa 30 sec lang Ammoniak-
Gas durch die Losung geleitet. Das ausgefallene Ammo-
niumchlorid wurde durch Filtration entfernt und das
Filtrat im Vakuum eingedampft, worauf der verbleibende
olige Riickstand durch Anreiben mit Petroldther zur
Kristallisation, gebracht werden konnte. Es resultierten
147 mg Athylester (II) (FP: 72-73°). Das Produkt er-
schien sowohl gaschromatographisch wie auch massen-
spektrometrisch einheitlich und dnderte beim Umbkristal-
lisieren aus Ather-Petrolither seinen Schmelzpunkt nicht
mehr.

Das in 0,1 % HCl aufgenommene UV-Spektrum der
Verbindung zeigte 2 Maxima bei 229 und 308 nm
{€ppae = 18600 bzw. 5600). Das zum Vergleich aus 2-Chlor-
4, 6-dimethylpyrimidin hergestelite 2{»-Butylamino)-4, 6-
dimethylpyrimidin zeigte unter den gleichen Bedingungen
2 Maxima bei 231 nm und 310 nm (g, = 17500 bzw.
5600).

Die Fliichtigkeit und thermische Stabilitit des Athyl-
esters (II) erwiesen sich auch fiir den gaschromato-
graphischen Nachweis von Arginin in Aminosiuregemi-
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schen als ausreichend. Die Retentionszeit von (II) ist im
Vergleich zu einigen anderen Aminosiduredthylestern in
der Tabelle angegeben.

Retentionszeiten: (Trennsdule: Stahl, 5 x 1/,”, 250°C, 20% SE-30
auf Chromosorb W 60-80 mesh; Trigergas: Helium, 40 ml/min)

Methioninidthylester 1,1 min.
Hydroxyprolinidthylester 1,25 min.
Phenylalaninithylester 1,8 min.
Tyrosindthylester 4,15 min.

Pyrimidylornithinithylester 7,9 min.

Die Fragmentierung wird sichtlich durch die An-
wesenheit des heterocyclischen Ringes stark beeinflusst.
Die meist sehr charakteristischen Fragmente von
o-Aminosidureithylestern!, z.B. das «Ester-Fragment»

{(+)
H,N=CHCOOC,H; (m/e 102) und das entsprechende

+
«Amin-Fragment» RCH.—EN)H2 (m/e 193), treten iiberhaupt
nicht bzw. nur in sehr geringer Menge auf. Letzteres ist
allerdings wie beim hierin vergleichbaren Lysindthylester
eine Folge der starken Eliminierung von NH, aus dem
Amin-Fragment, so dass als dessen Folgeprodukt ein Ion
der Masse 176 auftritt, welches sogar dem Basispeak des

Spektrums entspricht. Die Peakgruppe m/e 123, 124 und
125 repridsentiert, wie die entsprechenden Elementar-
zusammensetzungen zeigen, den Aminopyrimidinrest des
Molekiils, wobei zur Bildung der jeweiligen Ionen die
Ubertragung von 1, 2 und 3 Wasserstoffatomen auf den
Heterocyclus erforderlich ist. Uber die mechanistische
Seite dieser ungewdshnlichen Reaktion soll in einem an-
deren Zusammenhang berichtet werden.

Summary. Arginine has been converted into a suitable
pyrimidine derivative to permit its qualitative analysis
in the presence of other amino acids by means of mass
spectrometric and gas-chromatographic techniques.
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Evidence that Methylguanidine is Retained in Chronic Renal Failure

Monosubstituted guanidines are known to be retained
in chronic renal failure (YaTzipis et al.t) and their con-
centration has been found to be proportional to that of
creatinine (GIovANNETTI et al.?). It is also known that
guanidine and methylguanidine exert a broad inhibitory
effect on several enzymes of biological importance for
man {(HOLLUNGERS, RajaGopPOLAN et alt). Furthermore
guanidine has been found to inhibit the in vitro oxygen
consumption of brain slices (LASCELLES et al.$).

Studies from this laboratory provided evidence that
guanidine, monosubstituted guanidines, creatine and
creatinine increase the amount of the spontaneous auto-
haemolysis occurring in vitro during incubation of normal
blood samples, guanidine and methylguanidine being the
most effective (GlovaNNETTI et al.?},

In the present study attempts were made to identify
guanidines which accumulate in chronic renal failure.

Material and wmethods. Blood samples from 10 normal
persons and from 12 chronic uraemics were examined. In
the uraemic plasma samples the creatinine concentrations
ranged from 11-21 mg%, (auto-analyzer) and those of the
monosubstituted guanidines from 0.6-3.2 mg¥%, (Yarzipis
method?). Figures in 10 normal persons were previously
found to be 0.22 + 0.19 {GIOVANNETTI et al.?}.
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