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Bapierehromategraphisehe Trenmung von 4Hydroxy4bmethaxy- und 
3~Hydroxy4methsxyomandels~ur~ . 

Die Catechol-0-Methyltransfcrasel (EC 2.1. I .G) bewirkt beim biologischcn 
Abbau der Catecholamine nach bisheriger Auff assung eine Methylierung der m&z- 

standigen Hydroxylgruppe. Aus Adrenalin und Noradrenalin entstehen so im ersten 
Schritt des I-Eauptabbauweges die pharmakologisch inaktiven Metabolite 1Metanephrin 
und Normetanephrin. Eine sic11 anschliessende oxydative Desaminierung mittels der 
Monoaminoxydase (EC 1.4.3.4) ftihrt zur 4-Hydroxy-3-metlioxy-mandelstiures, 
die von ARMSTRONG UND LMCMILLAN~ erstmals im Harn nachgewiesen wurde und 
deren Restimmung als quantitativ dominierendes Abbauprodukt des Catecholamin- 
Stoffwechsels fur die Diagnose von catdcholaminpraduzierenclen Tumoren heran- 
gezogen wird , 

Bernerkenswert ist, class die Catechol-0-Methyltransferase igz vz’vb ausschliesslich 
eine nzetar-0-Methylierung der Catecholamine bewirken ~011. Im igz-vitro-Versuch 
liess sich ntimlich zeigen, dass dieses Enzym such in der Lage ist, clie Methylierung 
der Pam-stKncligen Hydroxylgruppe von Adrenalin”, Noradrenalin” und Dopa@n” 
zu katalysieren. Bei Verwendung der nicht biogenen Substrate 3,4-Dihydroxy-aceto- 
phenon, Adrenalon oder Arterenon lconnte such i~t viva eine fiara-OYMethylierung bei 
der Ratte nachgewiesen werden 4. In der isoliert perfundierten Rattenlebdr entstanden 
aus clem Catccholamin-Metaboliten I?rotocatecl~ualdel~ycl sowol~l Vanillin als such 
- durch 4-0-Methylierung - Isovanillin”. 

Es liegt somit nahe anzunehmen, class such 3-Hydroxy-4-methosy-mandel- 
saure als Stoffwechselprodukt von Adrenalin und Noraclrenalin entstehe’n kann. 
Der Nachweis clieser eventuell auftretenden 4-Methoxy-Verbindung neben clem 
Hauptmetaboliten 4-I-lyclroxy-3-methoxy-manclels&_ue ist dann moglich, wenn 
eine Methocle zur Auftrennung der beiden Isomeren existiert, Trennversuche mit 
I-Iilfe von Hocl~,spannungselektropl~orese, Papier- und Dtinnschichtchromatographie 
waren bisher erfolglos ‘eB. Auch die in einem Palle angegebenen geringen Differenzen 
in den Xp-WertenO reichen fur eine Trennung nicht aus; Erst nach Kupplung mit 
cliazotiertem $-Nitranilin ocler cliazotierter Sulfanilsaure war eine papierchromato- 
graphische Auftrennung cler aus den beiden PhenolcarbonsKuren entstanclenen 
Azoderivate maglich 7. Eine Methocle, die 3,4-isomeren Hydroxy-methoxy-mandel- 
sauren als solche voneinander zu trennen, wircl in vorliegender Mitteilung aufgezei.gt. 

4-Hydroxy-3-methoxy-lx-mandelsZ,ure (I) wurde von Calbiochem, Los Angeles, 
bezogen (Reinheitsstufe : A grade). Ftir die Darstellung von 3-Hydroxy-4-methqxy- 
I,L-mandelstiure (II) war Isovanillin Ausgangsproclukt. Durch Cya~nhydrinsynthese 
erhielt man zunachst 3-Hydroxy-4-methoxy-manclels&urenitrill”. Addition von 
Methanol in Gegenwart von wasserfreiem Chlorwasserstoff f iihrte zum Imidoester- 
hydrochlorid. Der hieraus durch Hydrolyse gewonnene Methylester wurde alkalisch 
verseift und ergab dtinnschichtchromatographisch reines II (Lit. II) : Schmp. 128-129 o 
(Aceton-Petrolather) (Lit. IT und 12: Schmp. 123-124” bzw. 75”). 

Von den Isomeren wurdeu je 20 ,ug als atltanolische Lijsung auf Whatman- 

.I. Clrrontnlogv., (57 (vI72) x97-199 



19s NOTES 

Papier Nr. I (17 x 50 cm) aufgetragen. Laufmittel: Benzol-Eisessig-Wasser (4 : 2: I), 

obere Phase. Die Entwicklung erfolgte absteigend bci 2s”; unmittelbar vor dem 
Start wurden 200 ml der unteren Phase auf den Boden des nicht mit Filterpapier 
ausgekleideten Chromatographietanks (30 x 20 x 50 cm) gegeben. Die Laufzeit 
fiir das Durchlaufchromatogramn~ betrug G4 11. 

Zur Lokalisation der Substanzen auf den Chromatogrammen wurclen folgencle 
SprGhreagenzien verwendet : (a) Diazotiertes $-Nitranilin un_d diazotierte Sulfanil- 
stiure - Lijsung A: 0.3 g $-Nitranilin bzw. 0.3 g Sulfanilstiu~e gel&t in IOO ml HCl 
(S ml konz. HCl mit Wasser ad zoo ml), LiSsung B: 5 g NaNO, mit Wasscr acl IOO ml 
und Liisung C: 20 g NaCO, mit Wasser ad IOO ml. Unmittelbar vor dem Gebrauch 
wurden 2.5 ml A, 0.15 ml B und 3.0 ml C zusammengegeben. (b) Diazotiertes (p- 
Di~thylamino-gthyl)-(p-aminophenyl)-sulfon (Roses Reagenz)l”. 

Wie aus Fig. I crsichtlich, Eisst sich unter clen angegebenen Bedingungen die 
Verbindung I (Laufstrecke: 22.0 cm) von dem Isomeren II (Laufstrecke: 19.5 cm) 
deutlich trennen. Die isomeren Substanzen zeigen keine unterschiedlichen -Farb- 
reaktionen bei Verwendung von cliazotiertem $-Nitranilin (violett) und diazotierter 
Sulfanilstiure (orange) als Spriihreagenzien. Wcrden die Substanzen jedoch durch 
Kuppeln mit diazotiertem Roses Reagenz sichtbar gemacht, so entwickelt sich im 
Palle von I ein rot-violetter Farbstoff, wghrend aus II ein rosafarbenes Azoclerivat 
entsteht. 

Fig., I, Durchlaufchromatogramm (Whstmsn-Pnpier Nr. I). I = 4-Hydroxy-3-mcthoxy-mandclel- 
s&we; Il. = ~-I-Iyclroxy-4-mctl~oxy-mandcl~~~~re; M = Mischung clcr bcidcn Isomorcn; je 20 pg. 
Laufmittcl : l3cnaol-Eiscssig-Wasscr (a : 2 : T), obcrc Phase. Laufzcit : 64 h, Laufstrcclcen : 22.0 cm 
(I), lg.5 cm (IT). Tcmperakur 28”. Einaclheiten 8. J’cxt. 

J. Chvotizalogu.; 67 (1972) zgprgg 



NOTES 199 

Die chromatograpl~isclie Trennung von Phenolen nach. vorausgehender Kupp- 
lung niit diazotierteni +Nitranilin bzw. diasotierter SulfanilsKure auf dem Start- 
punkt des Papiers kann zu I;ehIdeutungen fiihren, denn strukturell unterschiedliche 
Phenole ergellen nacll dem Kuppeln unter Urnst5nden denselben Azofarbstoff. 
So haben GOOIMA~ cl nl.“” im pr@arativen Masstab gezeigt, dass aus I sowohl r-nit 
diazotiertem +-NitTanilin als such mit diazotierter Sul%anilsKure jeweils dasselbe 
Azoderivat entsteht wie bei Verwendung von Guajakol als Phenolkomponente. 
Die Autoren weisen darauf bin, dass infolgedessen beim ,Nachweis und bei der Be- 
stimmung von +Hydroxy-3-methoxy-manclelsS.ure Unklarheiten entstellen kijnnen 
durcll Anwesenheit von Guajakol, das als Eestandteil von Zighrettenrauch, Fuselijlen 
und pharmazeutischen PrKparaten sowie als Verunreinigung des Vanillins in bio- 
logisclle Fliissigkeiten gelangen kann. Unter diesem Aspekt erscheint es notwendig, 
die Phenole als solche cl~romatograplliscl~ aufzutrennen, bevor die Kupplung zum 
Azofarbstoff erfolgt. 
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