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Das Hauptabbauprodukt der Hormone Adrenalin und Noradrenalinstellt die
4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsiure dar', deren quantitative Erfassung im mensch-
lichen Harn fiir die Diagnose catecholaminproduzierender Tumoren eine hervor-
ragende Rolle spielt®. Voraussetzung fiir die Entstehung dieses Metaboliten ist eine
meta-O-Methylierung biogener Brenzcatechin-Derivate (Adrenalin, Noradrenalin
bzw. 3,4-Dihydroxy-mandelsdure) durch die Catechol-O-Methyltransferase*. Von
diesem Enzym ist bekannt, dass es in vitro auch eine Methylierung der para-stiindigen
Hydroxylgruppe katalysieren kann3'4, Eine para-O-Methylierung, allerdings von nicht
biogenen Substraten, konnte auch in vivo nachgewiesen werden®. Ausserdem wurde
iiber die Entstehung von 4-O-Methylidthern der Catecholamin-Metabolite 3,4-
Dihydroxy-benzaldehyd® und 3,4-Dihydroxy-benzoesiure® in der isoliert perfun-
dierten Rattenleber berichtet. Es liegt daher nahe anzunehmen,.dass eine para-O-
Methylierung der 3,4-Dihydroxy-mandelsiure als normaler Stoffwechselschritt
moglich ist. Die Tatsache, dass sich das zu erwartende Methylierungsprodukt 3-
Hydroxy-4-methoxy-mandelséiure bisher als Metabolit nicht nachweisen liess, kdnnte
auf das Fehlen leistungsfiahiger Trennmethoden zuriickzufiihren sein.

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

EXPERIMENTELLES

Von der4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsiure wurde die Reinheitsstufe “A grade”
.des Handelsproduktes der Fa. Calbiochem, Los Angeles, Calif., U.S.A. verwendet.
3-Hydroxy-4-methoxy-mandelsiure®:” stellte man aus Isovanillin iiber das 3-Hydroxy-
-4-methoxy-mandelsauren|tr119 dar. Zwischenprodukt dleser Synthese war 3-Hydroxy-
‘4-methoxy-mandelsauremethylester“ .

Fiir die Herstellung des bisher nicht in Substanz beschricbenen 4-Hydroxy-
3-methoxy-mandelsiuremethylesters (II) war Vanillin Ausgangsprodukt; Cyanhydrin-
synthese ergab 4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsdurenitril'®, Das hicraus mit Methanol
und wasserfreiem Chlorwasserstoff erhaltene Imidoesterhydrochlorid wurde zum

*'S-Adenosylmethionin: Catechol-O-methyltransferase (EC 2 1.1.6).
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Methylester II hydrolysiert: Farblose Blattchen vom Schmp. 84-85° (Chloroform-
Petrolither),

Veresterung

Die Veresterung der isomeren Hydroxy-methoxy-mandelsiuren, die den chro-
matographischen Trennungen vorausgehen muss, wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 1 ml 0.2 N methanolische Salzsdure, Substanzmengen bis 1000 ug,
3 h bei 0° unter Ausschluss von Wasser mit frisch zubereiteter methanolischer HCI.
Hierbei war die Veresterung der Sduren quantitativ und fiihrte in beiden Fillen zu
einem einheitlichen Reaktionsprodukt, das jeweils das gleiche chromatographische
Verhalten wie der authentische Methylester I bzw. 1l zeigte. Der Ansatz wurde so-
gleich am Rotationsverdampfer (ohne Verwendung eines Bades) in Vakuum zur
Trockne gebracht. Den Abdampfriickstand nahm man in Methanol auf; anschliessend
wurden aliquote Teile der Lésung auf Diinnschichtplatten oder im Falle der Gas-
chromatographie auf Chrom-Nickel-Spiralen aufgetragen.

Diinnschichtchromarographie

Die Diinnschichtchromatographie wurde in Trogkammern (Desaga, Heidel-
berg, B.R.D.) bei Kammersittigung durchgefiihrt unter Verwendung von DC-
Fertigplatten Kieselgel F,s, (2020 cm; Schichtdicke 0.25 mm) der Fa. Merck
(Darmstadt, B.R.D.). Zur Trennung dienten die Fliessmittel A: Chloroform; B:
Benzol-Tridthylamin (10:2); und C: Chloroform-Cyclohexan-Diithylamin (5:4:1).
Es wurde jeweils dreimal in einer Dimension iiber eine Strecke von 15 cm aufsteigend
chromatographiert; die Laufzeiten betrugen fiir eine einmalige Entwicklung 45-55
min (Systeme A und B) bzw. 60-70 min (C). Die Detektion der getrennten Sub-
stanzen (je 5 ug) erfolgte auf der trockenen Platte unter UV-Licht oder durch Be-
sprithen mit diazotierter Sulfanilsiure bzw. dlazotlertem p-Nitranilin7'!,

Gaschromatographie

Zur Gaschromatographie wurde ein Geridt (Modell 7300) der Fa. Packard
(Ziirich, die Schweiz) verwendet, das mit einem Flammenionisationsdetektor aus-
gestattet war, Dimensionen der Glassdulen: Linge 1.83 m. (6 ft.), Innendurchmesser
4 mm. Die Untersuchung erfolgte an 5 stationiren Phasen auf Gas-Chrom Q (100-120
mesh) als Tridger unter folgenden Bedingungen: 3% OV-1 (Siulentemperatur 140°;
Trédgergas Stickstoff mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 40 ml/min bei 0.81
kp/cm?); 39, OV-17 (180°; N,: 40 ml/min bei 0.67 kp/cm3); 3% OV-210 (145°;
N, : 45 ml/min bei 0.81 kp/cm?); 3% OV-225 (180°; N,: 41 ml/min bei 0.77 kp/cm?3);
1% HI-EFF-8BP und 19, HI-EFF-1BP (200°; N,: 41 ml/min bei 0.97 kp/cm?). Die
Proben, auf Chrom—Nickel-Spiralen aufgetragen, wurden mittels eines Festproben-
gebers auf die Siule gebracht. Als innerer Standard diente Anthracen.

Bei der Herstellung der Trimethylsilyl-Derivate (TMS-Derivate) 18ste man
die Substanz in N,O-Bis(trimethylsilyl)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 Mandelsiure-
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 B und
C erzielt (Tabelle I).

TABELLE 1

MEHRFACHENTWICKLUNG AUF DC-FERTIGPLATTEN KIESELGEL Fs354

Fliessmitte]l A: Chloroform; B: Benzol-Tridithylamin (10:2); C: Chloroform-Cyclohexan-
Diathylamin (5:4:1). Dreimalige Entwicklung {iber cine Strecke von 15 cm. Rsr=bezogen auf
Guajacol (=1.00) als Standard nach Dreifachentwicklung; Laufstrecke von Guajacol: 10.5 cm
(Fliessmittel A), 9.2 cm (B) bzw. 7.0 cm (C).

Verbindung Rsr-Werte

Fliessmittel

A B C
3-Hydroxy-4-methoxy-mandelsiuremethylester 0.20 0.37 0.24
4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsiuremethylester 0.28 0.58 0.49

Eine gaschromatographische Trennung von 4-Hydroxy-3-methoxy- und 3-
Hydroxy-4-methoxy-mandelsiure in Form der freien Siuren war unter den angege-
benen Bedingungen nicht méglich, da die Substanzen infolge ihrer hohen Polaritit
nicht eluiert werden konnten. Die durch Silylierung der beiden Sduren mit BSA
gewonnenen tris(TMS)-Derivate sind zwar chromatographierbar, jedoch liess sich
nur eine unzureichende Aufldsung der Peaks erreichen.

Nach Veresterung der isomeren Siuren mit methanolischer Salzsiure wurde
dagegen an fiinfstationiren Phasen eine vollstindige Auftrennung der entsprechenden
Methylester I und II erzielt (Tabelle II). Die beste Trennung erhielt man mit der HI-
EFF-Siiule, allerdings bei einer Siulentemperatur, die keine weitere Steigerung mehr
zulisst, da fiir HI-EFF-1BP eine Begrenzung bei 200° gegeben ist. Bei Verwendung

TABELLE I

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

Einzelheiten siche unter Experimentelles.

Verbindung Relative Retentionszeit
Srationdre Phase und Sdulentemperatur
ov-1 ov-17 ov-210 ov-225 HI-EFF
140° 180° 145° 180° 200°
3-Hydroxy-4-methoxy- 0.84 1.02 1.65 2.19 3.64
mandelsiiuremethylester
4-Hydroxy-3-methoxy- 0.71 0.81 1.32 1.72 2,73
mandelsiuremethylester
Anthracen 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
’ (16.0 min) (10.9 min) (9.8 min) (7.5 min)

(8.5 min)
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von OV-210 als stationiire Phase erwies sich ein Tailing der Peaks als stérend. Fiir
Routinezwecke empfielt sich die Trennung an OV-225 bei Sidulentemperaturen von
180-200° (Fig. 1). Eine quantitative Analyse auf der OV-225-Siule ist fiir Proben von
5-100 ug unproblematisch; denn fiir beide Methylester besteht in diesem Bereich
eine lineare Abhingigkeit zwischen Substanzmenge und Peakfliche. Fiir die Bestim-
mung kleinerer Substanzmengen ist die Aufstellung einer Eichkurve erforderlich.

{

0 10 20 min

Fig. 1. Gaschromatographische Trennung von 3-Hydroxy-4-methoxy-mandelsiuremethylester (1)
und 4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsiuremethylester (II) auf OV-225. (A = Anthracen). Bedin-
gungen: 3% OV-225 auf Gas-Chrom Q (100-120 mesh). Dimensionen der Siule, 1.83 m x 4 mm;
Sédulentemperatur, 200°; Trigergas, Nz (40 ml/min, 0.84 kp/cm?),

Durch Silylierung der Methylester I und II geht der Unterschied im chromato-
graphischen Verhalten fast vollstindig verloren, so dass nur an zwei Phasen eine
geringe Auftrennung erkennbar war: An OV-17 (180°) betrug die relative Retentions-
zeit fiir das bis(TMS)-Derivat von I 0.89, fiir das von II 0.85; als entsprechende Werte
wurden an OV-225 (180°) Q.67 bzw. 0.64 gefunden.

Es lisst sich also festhalten, dass die gaschromatographische Trennung des
Catecholamin-Metaboliten 4-Hydroxy-3-methoxy-mandelsiure von der isomeren
3-Hydroxy-4-methoxy-mandelsiure am giinstigsten in Form der (nicht silylierten)
Methylester erfolgt. Die aufgezeigten diinnschicht- und gaschromatographischen
Methoden bieten gegenuber der Papierchromatographie’ (Durchlaufchromatogiamm,
64 h) den Vorteil des geringeren Zeitaufwandes. Das gaschromatograplusche Ver-
fahren 1st dariiber hinaus empfindlicher und, .erlaubt eine direkte quantitative Auswer-
tung.
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