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Synthese und massenspektrometrische Untersuchungen von arginin-haltigen Peptiden
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Synthesis and Mass Spectroscopic Investigations of Arginine-Containing Peptides.

Summary: Syntheses by conventional methods for the 3 peptides L-Arg-L-Pro-Gly-NH.,, Gly-L-
Leu-L-Arg-OH and Gly-I.,-I.Jt:u-L—Arg-L-l’m—Gly-NH2 are described. The most important resu}ts of the
mass spectroscopic investigations on these compounds are discussed.

Summary: Es werden neue klassische Synthesen filir die Peptide bA:g-L-Pro—Gly-NHz', Gly-L-
Arg-OH und Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH, beschrieben. Die wichtigsten Ergebnisse der massenspek-
trometrischen Untersuchungen der synthetisierten Verbindungen werden diskutiert.

Viele biologisch aktive Peptide, wie Vasopressin,
LH-RH, Glucagon, Angiotensin, Bradykinin etc., enthal-
ten Arginin. Bei der Synthese von Peptiden nach Merri-
field erhdlt man  mit Fehlsequenzen und Rumpfse-
quenzen verunreinigte Produktel™?, deren Reinisolierung
nach den derzeitigen Trennmethoden nur mit grofem
Aufwand moglich ist. Aus diesen Griinden kommen
“Merrifield”-Peptide fiir die medizinische Anwendung
heute nur in begrenztem Ausmag zum Einsatz. Auch die
biologischen Tests von *“Festphasen”-Peptiden sind da-
her nur von beschrinkter Aussagekraft.

In dieser Arbeit mtchten wir die klassischen Synthe-
sen einiger argininhaltiger Peptide beschreiben, auferdem
werden Massenspekiren diskutiert und als Struktur
beweis herangezogen.

Synthese des Tripeptids L-Arginyl-L-prolyl-glycinamid
Die Synthese geht aus Schema I hervor.

Durch Kupplung von Z-L-Arg (NO, )-OH mit L-Pro-
OMe wird zuniichst der geschiitzte Dipeptidester Z-L-
Arg(NO,)L-Pro-OMe erhalten. Nach Verseifen und
Umsetzen mit Gly-NH, wird das geschiitzte Tripeptid-
amid durch katalytische Hydrierung in bromwasser-
stoffsaurer Losung von seinen Schutzgruppen befreit.

Synthese des Tripeptids Glycyl-L-leucyl-L-arginin
Die Synthese geht aus Schema II hervor.

Zur Synthese des Dipeptids Glycyl-Lleucin dient
die Methode nach E. Fischer®. Dabei wird zunichst aus
Leu-OH und Chloracetylchlorid das Chloracetyl-Lleucin
hergestellt, welches durch Umsetzen mit Ammoniak?
zum Gly-L-Leu-OH iiberfiihrt wird.

L-Arg L-Pro Gly

59

No,
7 4o H——OMe
NO2 DCC
z OMe
NQ, OH®
4 OH H— —NH2
N02 DCC
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E'd;’C;’H2
H NH,
Syntheseschema 1: Darstellung des Peptids L-A:g‘L—Pro-Gly-NHr
Gly L-Leu L-Arg
H 'OH
NO2
z OH HemeateOMe
DCC _N02
Z OMe
oH® N02
Z -OH
Pd/C/ H2
H OH

Syntheseschema 2: Darstellung des Peptids Gly-L-Leu-L-Arg-OH.
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Durch Carbobenzoxychlorid wird das N-terminale
Ende des Glycins geschiitzt und diese Dipetidsiure mit
L-Arg-(NO,)- OMe nach der DCC-Methode zum Tripep-
tidester gekuppelt. Durch alkalische Verseifung und
anschliessende katalytische Hydrierung in salzsaurer
Liosung erhalt man das gewiinschte Endprodukt.

Synthese des Pentapeptids Glycyl-L-leucyl-L-arginyl-L-
prolylglycin

Die Darstellung dieses Peptids ist in dem Synthese-
schema 1II angegeben. Das Tripeptid Z-Gly-Lleu-L-Arg-
(NQ,)-OH wird, wie oben beschrieben, hergestellt. Das
Dipeptid Z-L-Pro-Gly-NH, wird durch katalytische
Hydrierung in essigsaurer Losung von der Schutzgruppe
befreit und mit der Tripeptidsdure Z-Gly-L-Leu-L-Arg-
(N02)-0H nach der DCC-Methode zum geschiitzten
Pentapeptid gekuppelt. Durch Hydrierung in HCl-saurer
Lisung wird das gewiinschte Endprodukt erhalten.

Massenspektrometrische Untersuchungen an den beschrie-
benen Teilsequenzen und dem Endprodukt

Die freien Peptide werden als N-Trifluoracetyl
(TFA)-Peptidmethylester eingesetzt, nachdem sie zuvor
mit MeOH/HC] in die entsprechenden Ester iiberfiihrt
werden,

Die argininhaltigen Peptide werden wegen zu gerin-
ger Fliichtigkeit zuvor in die entsprechenden Omithin-
peptides iiberfiihrt. Durch ein- oder zweimaliges
Aufbrechen entlang der Peptidbindungen bilden sich die

Gly Leu Arg Pra Gly
NO,
z OH H NH,
NO, DCC
Z NH,
P4/CH,
NH:

Synthescschema 111 Darstelinng des Peptids Gly-L-Leu-L- Arg- L-Pro-Gly-NH,

sog. Primér- und Sekunddrfragmente (Pf bzw. Sf). Die
Fragmentierungen der einzelnen Peptide sind als Struk-
turformeln beschrieben (Abb. I). Die beiden terminalen
Amiposdurereste reagieren nach der in Abbildung 1
angegebenen Weise und bilden die Fragmentionen I-VII
(Tab. 1), die auch zur Sequenzbestimmung von Peptiden

herangezogen werden. Tabelle | gibt die m/e-Werte der
Fragmentionen fiir die hier in Betracht kommenden
Aminosiuren Gly, Pro, Leu und Om an. Durch Abspal-
tung der Seitengruppen aus den Primdr- und Sekun-
dirfragmenten entstehen weitere Fragmentionen. In der
Leu-Seitenkette spaltet sich bevorzugt nach einem Mc-
I.,afﬂarty-Mechanis.mus6 iso-Buten ab.

Das Massenspektrum des Tripeptidamids L-Arg-L-
Pro-Gly-NH, wird in Abbildung 2 gezeigt. Allerdings
muf zundichst das Arginin ins Ornithin Uberfithrt
werden, sodaf zur massenspektrometrischen Untersu-
chung das TFA-L-Omn (TFA)-L-Pro-Gly-OMe herange-
zogen wird. Die wichtigsten Fragmentionen sind in
Tabelle 2 interpretiert.

0 R O 0 R O
[ [ I | I
F,C—C-NH-CH-C C-NH-CH-C-OCH,
0 ‘/R ‘1‘
I !
F,C-C-NH--CH-C=0® ®0=C-NH-CH-COOCH,
LT . v
R
4] R i
I & | HIN= C-COOCH,
F,C-C-NH=CH 2
. R VY bzw.
bzw. + 1H 1 i
+ HN-CH—COOCH,
101 , N
HIN=CH Vil
|
\2! R

Abbiidung 1. Fragmentionen, die aus N- und C-terminalen Aminosauren
aus den TFA-Peptidestern entstehen.

Tabile 1. m/e-Werte der Fragmentionen (a Werte in Klammern
besitzen mur schwache Intensitat)

m/e-Werte der Fragmentionen

Amino- 1 non W vV VI v

saure {N-terminal} {C-terminal)

Gly - 126 - - (88) 30 -
127 - (90)

Pro 194 166 69 (1562 128 70 —
167 139 130

Leu - 182 69 - 144 86 —
183 140 146

Orn - 279 166 269 241 183 166
280 167 243
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Tabelle 2. Interpretation der wichtigsten Fragmentionen
Von TFA-L-Orn (TFA }L-Pro-Gly-OMe

mfe Interpretation
492 Moleklilpeak
69,97,279 Primarfragmente
307, 376, 404, (vgl. Abb. 2)
461,423,213,
185
166, 167 vgl. Tab. 1,8.6
279, 307, 322 Sekundirfragmente
(vgl. Abb. 2)
380 M - CF,CO-
182 Sf 279 — CF,CO-
224 Sf 322 — CF,CO- H®
70 Prolinkorper u®

Fiir die massenspektroskopische Untersuchung des
Tripeptids Gly-L-Leu-L-Arg-OH gelten gleiche Beding-
ungen wie fiir das Tripeptidamid L-Arg-1-Pro-Gly-NH,.
Die wichtigsten Fragmentionen fir TFA-Gly-L-Leu-L-
Om (TFA)-OMe sind in Tabelle 3 interpretiert.

Auch das Pentapeptid Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-
NH, wird in gleicher Weise massenspektrometrisch
untersucht. Das Massenspektrum ist in Abbildung 4
gezeigt und die wichtigsten Fragmentionen sind in
Tabelle 4 zusammengestellt.

Experimenteller Teil

Die angegebenen Schemlzpunkie sind unkorrigiert;
sie werden in Kapillaren mit einem Schmelzpunktsbes-
timmungsapparat Monoskop IV naca Dr. Tottoli der
Fa. Biichi, Schweiz, gemessen.

Zur Bestimmung der Drehwerte wird ein Digital
polarimeter OLD 5 der Fa. Zeiss, Oberkochen, verwen-
det. Die auf die Na:-D-Linie bezogenen Werte werden
durch Extrapolation bestimmt und haben eine Toleranz
von * (0,6 — 1,0°). Simtliche Aminosiuren (fiir bio-
chemische Zwecke) sind Produkte der Fa. E. Merck,
Darmstadt. Die Reinheit der Zwischenprodukte wird
durch Diinnschichtchromatographie (DC-Fertigplatten,
Kieselgel F 254, E. Merck, Darmstadt) und spektroskopi-
sche Methoden iiberpriift. ‘

Die Massenspektren werden an einem LKB 9000 dex
Fa. LKB Produkter AB, Stockholm, bei 70 eV lonisier-
ungsspannung, 3,5 kV Beschleunigungsspannung, 200°C
lonenquellentemperatur entweder im Direkteinlaf$ (DY/
MS) oder mit vorgeschaltetem Gaschromatographen
(GC/MS) (3m Glassiule mit 3 % OV 17 auf Chromosorb
WAW) aufgenommen.

Tabelle 3. Interpretation der wichtigsten Fragmentionen
von TFA-Gly-L-Leu-L-Orn {TFA }-OMe

mfe Interpretation
506 : Molekiilpeak
69,112, 126, 239, Primidrfragmente
267, 269, 339 (vgl. Abb. 3)
127, 166, 183 vgl. Tab. 1, 8.6
183,241,243
493 M — CH;~
452 M — iso-Buten
424 Pf439 — CH, -
380 Sf (vgl. Abb. 3)
365 S 380 — CH;—
337 Sf 380 — (CH3)2CH—~
324 Sf 380 — iso-Buten
31t M — CF,CONH (CH;),—
—(CH3)2CH-CH2—
295 8352 — (CH3)2CH-CH2—
240 Pf 282 — Propen
197 Pf 239 — Propen
155 - 8f170 — CH, -
141 Sf 352 — CH,CONH (CH,));—
—{(CH,),CH-CH, -
99 Sf 142 — (CH,),CH-CH,—
86 Sf 142 - iso-Buten

Tabelle 4. Interpretation der wichtigsten Fragmentionen
von TFA-Gly-L-Leu-L-Orn (TFA } L-Pro-Gly-OMe

mfe Interpretation
662 Molekilpeak
69, 126, 239 Primirfragmente
449,477, 546 (vgl. Abb. 4)
574, 631
307,420,477 Sekundidrfragmente

{vgl. Abb. 4)

647 M - CH;—
605 M —(CH,),CH-CH, -
534 Pf631 — CF3C0—
550 M — CF;CO— —CH,—
528 M — CF, -iso-Buten *H
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Prolytglycinamid (Acetat, L-Pro-Gly-NH 5 HAc)

1,50 g (4,9 mMol)Z-L-Pro-Gly-NH, werden in 30 ml
MeOH/30 ml HZO geldst und nach Zusatz von 1,0 ml
(17,5 mMol) Eisessig und 300 mg Pd/C hydriert.

Das Filtrat der ReaktiGnslosung wird eingedampft
und der verbliebene farblose Sirup nach Trocknen iiber
P,0;4 i.V. aus 60 ml MeOH abs. und 500 ml Ather abs.
bei -25°C umkristallisiert. Ausbute: 0.97 g (86 % d. Th.)
Schmp. 122- 125°C, [o]2%= -21,3° (c=1,015; H,0).
Elementaranalyse: Ber. C 46,76 H 7 41 N'18,17‘,C7H13-
N;0,. HAc.Gef. C 46,63 H 7,50 N 18,09. (231,26).

Carbobenzoxy-glycylleucyl-nitroargininmethylester (Z-
Gly-L-Leu-L-Arg(NO, }OMe}

161 g (5,0 mMol) Z-Gly-L-Leu-OH und 0,50 g (5,0
mMol) N-Methylmorpholin werden in 35 ml abs. THF
gelost. Unter Kiihlung werden 0,68 g (5,9 mMol) Chloz-
ameisensaureisobutylester auf einmal zugegeben. Danach
werden 1,35 g (5,0 mMol) Arg(NO,)-OMe.HCl und
0,51 g (5,0 mMol) N(Et), in 20 ml DMF zugetropft.
Nach 5-miniitigern Riihren wird das Filtrat der Reaktion-
slosung eingedampft und das verbleibende gelbe O1 in
100 ml Essigester geldst. Die organische Phase wird mit
2n Citronensiureldsung, S%iger NaHCO,-Losung und
anschliefend mit Wasser gewaschen. Ausbeute: (halb-
fester, farbloser Riickstand nach Trocknen iiber P205
i.V.): 2,40 g 89 % d.Th. Umkristallisationsversuche aus
EE/PA, EEfA und EE/c-Hexan verliefen erfolglos.
Elementaranalyse: Ber. C 51,39 H6,56 N 18,24,C23H3_5-
N, 0,4 (537,57) Gef. € 51,45 H6 47 N 18,12.

Carbobenzoxy-glycylleucyl-nitroarginin (Z-Gly-L-Leu-1 -
Arg(NO, JOH)

4,50 g (8,35 mMol) Z-Gly-L-Leu-L-Arg {NO, )-OMe
werden in 100 ml Aceton/Wasser (6:4) gelost und nach
Zugabe von 8,3 ml 1n NaOH (pH 10) 4 Stunden geriihrt.
Das Aceton der Reaktionslsung wird verdampft und die
verbleibende wissrige Liosung mit IN-HCI auf pH3
angesiuert. Das dabei ausgefallene 01 wird mit Essigester
extrahiert. Nach Einengen der Essigesterlosung verbleibt
ein farbloser, halbfester Riickstand, der aus heifem
Wasser umkristallisiert wird. Beim Abkiihlen der Lisung
fillt eine weife Substanz aus, die abfiltriert und i.V. iiber
P205 getrocknet wird. Ausbeute: 3,16 g (72 % d.Th.),
Schmelzbereich 85-110°C, ab 150°C schaumt die
Verbindung auf. Elementaranalyse: Ber. C 50,47 H 6,35
N 18,73 C,,H,N,Op (523,54) Gef. C 50,39 H 6,46
N 18,65.

Glycyl-L-leucyl-L-arginin (Dihydrochlorid-Hydrat, Gly-
L-Leu-L-Arg-OH. 2HCL H,0)

700 mg (1,34 mMol) Z-Gly-L-Leu-L-Arg (NO,)-OH
werden in 60 ml MeOH H,0 (4:2) gelost und nach
Zusatz von 300 mg Pd/C und 1ml 1n- HCl 6 Stunden
hydriert. Das Filtrat der Reaktionslosung wird eingeengt
wobei ein glasiger Riickstand zuriickbleibt. Ausheute:
440 mg (75 % d.Th.). Die Substanz wird iiber Sephadex
G-10 (Elutionsmitte]l Wasser) gereinigt. Die Verbindung
zeigt keinen definierten Schmp. Elementaranalyse: Ber.
C 38,62 H 74 N 1930l 16,29 Ci4H,4NO,. 2HCL.
HZO‘ Gef. C 38,75 H 7,51 N 19,19 Cl 16,41. (435,26).

Carbobenzoxy-L-nitroarginyl-L-prolyl-glycinamid, Z-L-
Arg(NO, )—L-Prc}-Gly—]‘«’H2

2 g (3,72 mMol) Z-I-Arg-(NO,)-L-Pro-OH, und
0,37 g (5,0 mMol) Gly-NH, werden in 50 ml DMF geldst.
Dieser Losung werden 0.81 g (6mMol) HOBt und 1,25 ¢
(6,0 mMol) DCC zugefiigt. Es wird | Stunde unter
Eiskiihlung und iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt, Nach Abfiltrieren des ausgefallenen Harnstoffs
wird die Losung im Vakuum eingeengt und der anfallen-
de Sirup in 5%iger NaHCO,-Losung aufgeschlimmt.
Diese Mischung wird mit Essigester extrahiert. Die Essige-
sterphase enthilt den grdften Teil der Verunreinigungen
und werden verworfen. Die wissrige Phase wird mit
einer Mischung von Essigester und Aceton (4:1) extra-
hiert. Die organische Phase wird eingedampft, der
Riickstand in absolutem Athanol aufgenommen und das
gewiinschte Produkt mit Petrolither gefillt. Nach
Trocknen uber P,0; erhilt man eine weisse Siibstanz.
Ausbeute: 1,5 g (80 % d.Th.), Schmelzbereich: 75-110°C,
[a] 12)5 = —22,7° (¢=1,0, DMF) Elementaranalyse: Ber.
€ 49,80 H 5,97 N 22,12 C,, H,,N; O, (506,52) Gef.
C 4995 H 5,88 N21,98.

L-Arginyl-L-prolyl-glycinamid {Dikydrobromid-Hydrat.
L-Arg-L-Pro-Gly-NH,.2HBr.H.,0).

506 mg (1,0 mMol} Z-L-Arg (NOz)-I_rPro-Gly-NH2
werden in 50 ml MeOH/H20 (1:1) gelost und nach
Zusatz von HBr(pH 2) und 200 mg Pd/C 12 Stunden
hydriert. Das Filtrat der Reaktionslosung wird einge-
dampft, der Riickstand unter Erwirmen in 30 ml abs.
EtOH/ abs. MeOH (1:1) gelost und durch Zugabe von
abs. Ather gefillt. Ausbeute: 415 mg (82 % d.Th.) Die
Verbindung besitzt keinen definierten Schmelzpunkt.
Elementaranalyse: Ber. C 30,78 H 5,76 N 19,33 Br.
31,51 C;3H,4N,0, 2 HBr.H,0. Gef. C 30,62 H 5,84
N 19,27 Br. 31,65. (507,24).

Carbobenzoxy-glycyl—bleucyl—L-nitroargthyl-L—prolyl—
glycinamid (Z-Gly-L-Lew-L-Arg (NO, }-L-Pro-Gly-NH 5/

1.7 g (3,35 mMol) Z-Gly-L-Leu-LArg(NOz)-OH,
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0.81 g (3,50 mMol) L-Pro-Gly-NH, und 0.67 g (5,0
mMol) HOBt werden in 50 ml DMF geldst und auf 0°C
gekiihlt. Man fiigt dieser Losung 0,35 g (3,5 mMol)
N-Methylmorpholin und 1,03 g (5,0 mMol} DCC hinzu.
Man 148t 1 Stunde bei 0°C and 24 Stunden bei Raum-
temperatur rithren. Nach beendeter Reaktionszeit wird
vom ausgefallenen N,N’-Dicyclohexylharnstoff abfiltriert
und das DMF im Vakuum abgezogen. Der Riickstand
wird in Methanol/Hzo (6:4) auvfgenommen und das
gewiinschte Endprodukt durch S#ulenchromatographie
an Sephadex G-10 erhalten (Fliefmittel MeOH/HZO =
6:4). Ausbeute: 1,22 g (54,0 % d.Th.), Schmelzbereich
100-170°C. Flementaranalyse: Ber. C 5147 H 6,55
N 20,70 Cy9H 4N, ,0,. (676,73) Gef. C, 51,55 H 6,39
N 20,61.

GlycylL-leucyl-L-arginyl-L-prolylglycinamid (Dihydroch-
loridhydrat, Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,. 2HCl. H, ).

1,50 mg (0,22 mMol) Z-Gly-L-Leu-L-Arg (NO,)-
L-Pro-Gly-NH, werden in 50 ml H,0/ MeOH (1:1)
glost und nach Zugabe von 3 m] 1n HCI (pH 2) und 100
mg Pd/C 6 h hydriert. Nach Einengen des Filtrats der
Reaktionslosung verbleibt eine halbfeste Substanz.
Durch siulenchromatdgraphische Reinigung an Sepha-
dex G-10 (Elutionsmittel Wasser) kann die Verbindung
erhalten werden. Ausbeute: 80 mg (62 % d.Th.). Die
Verbindung besitzt keinen definierten Schmelzpunkt.
Elementaranalyse: Ber. C 42,86 H 7,36 N 2142 Cl
1205C,;  NyO,. 2HCL H,0 (588,53).Gef. C 42.71
H729N2 Ct12,11.

Tabelle 5. Schmelzpunkte wund Drehwerte synthetischer Zwischenstufen und deren Vergleich mit Literaturwerten

Verbindung Schmp. gef. Schm. Lit. [} 1230, gef. [«], Lit.
OC OC
L-Pro-OMe.HC1 7 45 32,7°(c=1, H,0)
Gly-NH, -HC1®) 64-66 67685
L-Leu-chloracetyl®) 131-135 136 kore. ¥ -15°(c=1, 22, EtOH) -14,5%(c=0,27 g
auf 3,12.g Lsg.)4)
Gly-L-Leu-OH*?) 235-239 234-242 korr. V) 3701, H,0) -35%(c=0, 18 auf
2259 4,13 g wiissr. Lag )V
Z-L-ProGly-NH, 111 144 12019 -41,9°(c=0,619,
MeOH)
-28,9% (c=0,797, -30,2%(c=1, DMF)! 1)
DMF)
Z-1-Pro-0H'?) 75-76 7Y 40,6°(c=1,94, -40,6%(c=2,EtoH)* D)
EtOH)
L-Arg(NO,)-0r! 1% 251 252-25413) +22,3%(c=1,056, +23,4%(c=4,12,
EtOH) 2n B!
25125219 +24,3% (c=4,12,
2n HCY'Y
Z-L-Arg(NO,)-0H'?) 130-134 132-13413) -2,4%(c=2,045, -3,5%(c=2, MeOH)! ¥
MeOH)
Z-L-Azg-(NO,)-L-Pro-PMe ) 156-157 159-160'% 49,8%(c=0,538, -53° (c=2, MeOH)! )
MeOH)
Z-L-Arg(NO,,)-L-Pro-OR"?) 112-115 124-1261%) -25,4°(c=0,893, -28,8%(c=1, DMF
(TF A-haltig) DMF) TFA-haltig)' ¥
L-Arg(NO,)-OMe'?) 158 157-15813) +14,5%¢c=1,15, +14,7%(c=3, MeOH)! ¥
MeOH)
Z-Gly-L-Leu-OH!5:16:17) 100-102 134-136'9 -9,5%(¢=1,532, -10,2°(c=4, EtoH)' %)
130-13316) EtOH)

104-1067
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