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Das Hauptabbauprodukt der Hormone Adrenalin und Noradrenalin stellt die 
4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsHure dar ‘, deren quantitative Erfassung im mensch- 
lichen Warn fiir die Diagnose catecholaminproduzierender Tumoren eine hervor- 
ragende Rolle spielt 2. Voraussetzung fiir die Entstehung dieses Metaboliten ist eine 
nzstu-0-Methylierung biogener Brenzcatechin-Derivate (Adrenalin, Noradrenalin 
bzw. 3,4-Dihydroxy-mandelsiiure) durch die Catechol-0-Methyltransferase’. Von 
diesem Enzym ist bekannt, dass es in vitro such eine Methylierung der pavu-stiindigen 
Hydroxylgruppe katalysieren kann je4. Einepav&O-Methylierung, allerdings von nicht 
biogenen Substraten, konnte such in vivo nachgewiesen werden4. Ausserdem wurde 
iiber die Entstehung von 4-O-Methylgthern der Catecholamin-Metabolite 3,4- 
Dihydroxy-benzaldehyd5 und 3,4-Dihydroxy-benzoes&ure6 in der isoliert perfun- 
dierten Rattenleber berichtet. Es liegt daher nahe anzunehmen,.dass eine par&O- 
Methylierung der 3,4-Dihydroxy-mandelslure als normaler Stoffwechselschritt 
maglich ist. Die Tatsache, dass sich das zu erwartende Methylierungsprodukt 3- 
Hydroxy-4-methoxy-mandelsiiure bisher als Metabolit nicht nachweisen liess, kiSnnte 
.auf das Fehlen leistungsftihiger Trennmethoden zuri.ickzufi.ihren sein. 

Kiirzlich wurde iiber die Misglichkeit einer papierchromatographischen Tren- 
nung von 4-Hydroxy-3-methoxy- und 3-Hydroxy-4-methoxy-mandels&ure berichtet’. 
In der vorliegenden, Mitteilung wird eine diinnschicht- sowie eine gaschromato- 
.graphische Methode zur Trennung dieser Isomeren in Form ihrer Methylester be- 
.schrieben. 

.EXPERIME’YLELLES 

Von der4-hydroxy-3-methoxy-mandelstiure wurde die Reinheitsstufe “A grade” 
ades Handelsproduktes der Fa. Calbiochem, Los Angeles, Calif., U.S.A. verwendet. 
.3-Hydroxy-4-methoxy-mandel&iure**’ stellte man aus Isovanillin iiber das f-Hydroxy- 
.4-methoxy-mandelslurenitrilQ dar. Zwis6henprodukt dieser Synthese war 3-Hydroxy- 
.4-niethoxy-mandelsliuremethylesterE (I). 

Ftir die Herstellung des bisher niche in Substanz beschriebenen 4-Hydroxy- 
3-methoxy-mandelsluremethylesters (II) war Vanillin Ausgangsprodukt; Cyanhydrin- 
synthese ergab 4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsHurenitri110. Das hieraus mit Methanol 
vnd wasserfreiem Chlorwasserstoff erhaltene Imidoesterhydrochlorid wurde zum 

‘* S-Adenosylmethionin:‘Catechol-O.methyltransferase (EC 2 1.1.6). 
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Methylester II hydrolysiert: Farblose Bllttchen vom Schmp. 84-85” (Chloroform- 
Petrohither), 

Vercstsrung 
Die Veresterung der isomeren Hydroxy-methoxy-mandelsHuren, die den chro- 

matographischen Trennungen vorausgehen muss, wurde unter folgenden Bedingungen 
durchgefiihrt: 1 ml 0.2 iV methanolische Salz&iure, Substanzmengen bis 1000 ,ug, 
3 h bei 0” unter Ausschluss von Wasser mit frisch zubereiteter methanolischer WCI. 
Hierbei war die Veresterung der S&uren quantitativ und ftihrte in beiden F&Ilen zu 
einem einheitlichen Reaktionsprodukt, das jeweils das gleiche chromatographische 
Verhalten wie der authentische Methylester I bzw. II zeigte. Der Ansatz wurde so- 
gleich am Rotationsverdampfer (ohne Verwendung eines Bades) in Vakuum zur 
Trockne gebracht. Den Abdampfrlickstand nahm man in Methanol auf; anschliessend 
wurden aliquote Teile der L&sung auf Diinnschichtplatten oder im Falle der Gas- 
chromatographie auf Chrom-Nickel-Spiralen aufgetragen. 

Die Dlinnschichtchromatographie wurde in Trogkammern (Desaga, Heidel- 
berg, B.R.D.) bei Kammersiittigung durchgefilhrt unter Verwendung von DC- 
Fertigplatten Kieselgel FzsQ (20x 20 cm; Schichtdicke 0.25 mm) der Fa. Merck 
(Darmstadt, B.R.D.). Zur Trennung dienten die Fliessmittel A: Chloroform; B: 
Benzol-Triiithylamin (10:2); und C: Chloroform-Cyclohexan-Diiithylamin (5:4: 1). 
Es wurde jeweils dreimal in einer Dimension iiber eine Strecke von 15 cm aufsteigend 
chromatographiert; die Laufzeiten betrugen filr eine einmalige Entwicklung 45-55 
min (Systeme A und B) bzw. 60-70 min (C). Die Detektion der getrennten Sub- 
stanzen (je 5 pg) erfolgte auf der trockenen Platte unter UV-Licht oder durch Be- 
spriihen mit diazotierter Sulfanilslure bzw. diazotiertem p-Nitranilin”“. 

Gaschromatograpkic 
Zur Gaschromatographie wurde ein Gerlt (Mode11 7300) der Fa. Packard 

(Ziirich, die Schweiz) verwendet, das nit einem Flammenionisationsdetektor aus- 
gestattet war. Dimensionen der GIass&.rlen : Liinge 1.83 rn. (6 ft.), Innendurchmesser 
4 mm. Die Untersuchung erfolgte an 5 station&en Phasen auf Gas-Chrom Q (100-120 
mesh) als Trgger unter folgenden Bedingungen: 3% OV-1 (Siiulentemperatur 140”; 
Trlgergas Stickstoff mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 40 ml/min bei 0.81 
kp/cm’); 3% OV-17 (180”; Nz: 40 ml/min bei 0.67 kp/cm’); 3% OV-210 (145”; 
Nz: 45 ml/min bei 0.81 kp/cm’); 3% OV-225 (180’; Nz: 41 ml/min bei 0.77 kp/c&); 
1% HI-EFF-8BP und 1% HI-EFF-1BP (200”; Nz: 41 ml/min bei 0.97 kp/cm’), Die 
Proben, auf Chrom-Nickel-Spiralen aufgetragen, wurden mittels eines Festproben- 
gebers auf die Slule gebracht. Als innerer Standard diente Anthracen. 

Bei der Herstellung der Trimethylsilyl-Derivate (TMS-Derivate) l&te man 
die Substanz in N,O-Bis(trimethy1silyl)acetamid (BSA) und hielt die Reaktionsmi- 
schung 2 h auf 60”. Dann wurde quantitativ auf Chrom-Nickel-Spiralen iibertragen. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die diinnschichtchromatographische Trennung der isomeren Mandelsiiure- 
methylester (I und II) war unter den angegebenen Bedingungen in den drei verwen- 
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deten Fliessmitteln ausreichend; die besten Ergebnisse wurden mit Fliessmittel I3 und 
C erzielt (Tabelle I). 

TABELLE I 

MEHRFACHENTWICKLUNG AUF DC-FERTIGPLATTEN KIESELGEL Fzad 

Flicssmittel A: Chloroform; 6: Benzol-Triflthylamin (10:2); C: Chloroform-Cyclohexan- 
DiOthylnmin (5:4: 1). Dreimalige Entwicklung Ubcr tine Strecke von 15 cm. I&r= bezogen auf 
Guajacol (= 1.00) als Standard nach Dreifachentwicklung; Laufstrecke von Guajacol: IO.5 cm 
(Fliessmittel A), 9.2 cm (B) bzw. 7.0 cm (C). 

Verblrtdurrg 

J-Hydroxy-4-methoxy-mandelsiuremethylestcr 
4-Hydroxy-3-mcthoxy-mandclsfluremethylester 

RST- Wcrte 

Fficssmif?cl 

A s C 

0.20 0.37 0.24 
0.28 0.58 0.49 

Eine gaschromatographische Trennung von 4Hydroxy3-methoxy- und 3- 
Wydroxy-4-methoxy-mandels5ure in Form der freien Sluren war unter den angege- 
benen Bedingungen nicht miiglich, da die Substanzen infolge ihrer hohen Polarittit 
nicht eluiert werden konnten. Die durch Silylierung der beiden Sfiuren mit BSA 
gewonnenen tris(TMS)-Derivate sind zwar chromatographierbar, jedoch liess sich 
nur eine unzureichende Aufliisung der Peaks erreichen. 

Nach Veresterung der isomeren SBuren mit methanolischer Salz&ure wurde 
dagegen an ftinf stationlren Phasen eine vollstindige Auftrennung der entsprechenden 
Methylester I und II erzielt (Tabelle II). Die beste Trennung erhielt man mit der HI- 
EFF-SIule, allerdings bei einer Slulentemperatur, die keine weitere Steigerung mehr 
zul&st, da fiir HI-EFF-1BP eine Begrenzung bei 200” gegeben ist. Bei Verwendung 

TABELLE II 

RELATIVE RETENTIONSZEITEN VON 3-HYDROXY-4.METHOXY- UND 4-HYDROXY- 
3.METHOXY-MANDELSAUREMETHYLESTER 

Einzclheiten siehe unter Experimentelles. 

Verbindurrg Relative Re?en?ionszeit 

Srationdre Phase und So’uletrlempcratur 

ov-1 0 v-17 0 v-210 0 v-225 HI-EFF 
140” 180” 145” 180” 2000 

3-Hydroxy-4-methoxy- 
mandelstiuremethylester 

4.Wydroxy9-methoxy- 
mandelstiuremethylester 

Anthracen 

0.84 1.02 1.65 2.19 3.64 

0.71 0.81 1.32 1.72 2.73 

$)9 min) 
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von OV-210 als stationlre Phase erwies sich ein Tailing der Peaks als storend. Fiir 
Routinezwecke empfielt sich die Trennung an OV-225 bei SBulentemperaturen von 
180-200” (Fig. 1). Eine quantitative Analyse auf der OV-225~Stiule ist fiir Proben von 
S-100 ,ug unproblematisch; denn fiir beide Methylester besteht in diesem Bereich 
eine lineare Abhgngigkeit zwischen Substanzmenge und Peakf’hiche. Fiir die Bestim- 
mung kleinerer Substanzmengen ist die Aufstellung einer Eichkurve erforderlich. 

A 

c 
i i0 i0 min 

Fig. 1. Gaschromatographischc Trcnhung von 3-Wy’droxy-4Amethoxy-mandelslurcmcthylester (I) 
und 4-Nydroxy-3-methoxy-mandelsliuremethylcstcr (II) auf OV-225. (A- Anthracen). Bcdin- 
gungen: 3 % OV-225 auf Gas-Chrom Q (100-120 mesh). Dimensionen der Siulc, 1.83 m x 4 mm; 
Stiulentempcratur, 200’; Trlgergas, Nz (40 ml/min, 0.84 kp/cm”-). 

Durch Silylierung der Methylester I und II geht der Unterschied im chromato- 
graphischen Verhalten fast vollstlndig verloren, so dass nur an zwei Phasen eine 
geringe Auftrennung erkennbar war: An OV-17 (180’) betrug die relative Retentions- 
zeit filr das bis(TMS)-Derivat von’I0.89, fur dasvon II 0.85; als entsprechende Werte 
wurden an OV-225 (180”) 9.67 bzw. 0.64 gefunden. 

Es liisst sich also festhalten, dass die gaschromatographische Trennung des 
Catecholamin-Metaboliten CHydroxy-3-methoxy-mandelstiure von der isomeren 
3-Hydroxy-4-methoxy-mandels&tre am giingtigsten in Form der (nicht silylierten) 
Methylester erfolgt. Die aufgezeigten dilnnschicht- und gaschromatographischen 
Methoden bieten gegeniiber der Papierchromatographie’ @urchlaufchromatogr&min, 
64 h) den Vorteil des geringeren Zeitaufwandes. Das gaschromatographis#e ,Ver- 
fahren ist darilber hinaus empfindlicher und,erlaubt eine direkte quantitative Auswer- 
tung. _ 
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