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Die 4-Hydroxy-3-methoxymandel&iure (“Vanillinmandels~iure”) ist der quan- 
titativ dominierende Metabolit der Catecholamine Adrenalin und Noradrenalin’*2. 
“,ine der endogenen Vorstufen dieser Phenolcarbons~iure stellt die 3,4-Dihydroxy- 
mandelstiure dar3. Aus ihr kann, wie Perfusionsversuche an der isolierten Rattenleber 
ergeben haben, mit Hilfe von S-Adenosylmethionin als Methyldonator durch die 
katalytische Wirksamkeit der Catechol-0-Methyltransferase l *** neben der 4-Hydroxy- 
3-methoxy- such die isomere 3-Hydroxy-4-methoxymandelsaure entstehens. Man 
muss annehmen, dass eine Methylierung der para-stiindigen Hydroxylgruppe der 3,4- 
DihydroxymandelsSiure such in der menschlichen Leber moglich ist. Mathieu und 
Revel” haben das Vorkommen von 3-Hydroxy-4-methoxymandelsHure in mehreren 
Proben von menschlichem Harn wahrsclleinlich gemacht: Nach Oxydation (Natrium- 
nl-perjodat) eines papierchromatographisch isolierten Substanzgemisches mit dem RF- 
Wert der beiden isomeren Mandelsaurederivate wurde als Oxydationsprodukt neben 
dem 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (Vanillin) such der 3-Hydroxy-4-methoxy- 
benzaldehyd (Isovanillin) durch Papierchromatographie nachgewiesen. 

lnzwischen haben wir iiber eine papierchromatographische Trennung von 4- 
Hydroxy-3-methoxy- und 3-Hydroxy-4-methoxymandelsiiure berichtet’. Ausserdem 
wurde eine diinnschicht- sowie eine gaschrol- ..atographische Methode zur Trennung 
der isomeren SBuren in Form der Methylester beschrieben”. In der vorliegenden Mit- 
teilung setzen wir uns mit der Mijglichkeit der stiulencllromatographischen Trennung 
dieser Jsomeren an dem Kationen-Austauscherharz PA-28 auseinander. 

EXPERIMENTELLES 

Substamen 
4-Hydroxy-3-methoxymandels&tre (1) (“A grade”, Calbiochem, Los Angeles, 

Calif., U.S.A.) wurde in Form des Handelsproduktes verwendet, 3-Hydroxy-4- 
methoxymandelstiure (11)9*7 wurde aus 3-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd iiber das 
3-Hydroxy-4-methoxymandels5iurenitril*” dargestellt, wobei man als Zwischenprodukt 
3-Hydroxy-4-methoxymandel&iuremethylester (IV)9 erhielt. 4-Hydroxy-3-methoxy- 
mandelstiuremethylester (III) liess sich aus 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd iiber 

l Herrn Professor Dr. Wilhelm Dirscherl zum 75. Gcburtstag gcwidmet. 
l * S-Adenosylmethionin : Catechol-0-Mcthyltransferasc (EC. 2.1.1.6). 
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das 4-Hydroxy-3-methoxymandelsliurenitril’* darstellen”. Das Kationenaustauscher- 
Harz PA-28 (sph~rische Partikel eines sulfonierten Styrol-Divinylbenzol-Harzes) 
wurde von Beckman Instruments (Miinchcn, B.R.D.) bczogen. 

Chromatographie 
Die Trennversuche erfolgten an ciner ChromatographiesHule (0.9 x 60 cm) 

mit Einspritzmembran und Wassertemperiermantel (Firma Biotronik, Frankfurt/Main, 
B.R.D.), die mit dem Kationenaust’aiischcrharz PA-28 gefiillt war. Das chromatogra- 
phische System wurde mit Teilen eincs AminoGiureanalysators vom Typ Unichrom 
(Beckman Instruments) nach den Angaben von Lange und Hempeli aufgebaut. 

Die Extinktioncn des SBuleneluats liessen sich in einer Messzelle (Quarz) vom 
Durchflusstyp (Schicbttiefe 3 mm, Volumen 0.1 ml) eines UV-Durcbflussphotometers 
(LKB 8300 A Uvicord II), dem ein Einkanalpunktschreiber (LKB 6520 A-2) ange- 
schlossen war, bestimmen. 

Folgende Puffer wurden verwendet i2: Puffer I -Natriumcitratpuffer, pH 2.2. 
19.6 g Natriumcitrat-2 HzO, 5 ml Thiodiglycol, 1 g Brij-35, 1 ml jr-Capryls:iure, 850 
ml aqua dest. und 19.6 ml konz. HCI (37%). Die Losung wurde mit 6 N HCl auf pH 
2!2 eingestellt und auf I 1 aufgefiillt. Puffer II -Natriumcitratpuffer, pH 3.28.392.2 g 
Natriumcitrat.2 HzO, 100 ml Thiodiglycol, 20 g Brij-35, 2 ml rt-CaprylsBure, 18 I 
aqua dest. und 264.5 ml konz. HCI. Die Lijsung wurde auf pH 3.28 eingestellt und 
auf 20 I aufgefiillt. Puffer 111 -Natriumcitrat-Borsgurepuffer, pH 4.53. 392.2 g Na- 
triumcitrat.2 HtO, 100 ml Thiodiglycol, 20 g Brij-35, 2 ml rt-Caprylstiure, 18 I aqua 
dest., 414 ml konz. HCI und 600 g Borsiiure. Die Ltisung wurde auf pH 4.53 einge- 
stellt und auf 20 I aufgefiillt. 

S~u/~ncltron7alogra~?7t?? 1. Je 1 mg der Substanzen I, II, 111 und IV liiste man 
in insgesamt 10 ml 0.4 N HClO+ Zunacbst wurde I ml dieser LBsung, sodann 2 ml 
von Puffer I mit einer Vollglasspritze durch die Einspritzmembran auf die 60 min mit 
Puffer II Bquilibrierte Stiule gegeben. Dabei stieg der Druck in der SGule auf etwa 9 
atm an. Mittels einer Accu-Flo-Pumpe liess er sich auf 10 atm steigern und konstant 
halten. Die Elution wurde wie folgt durchgefiihrt: 20 min Pulfer II, sodann 120 min 
Puffer 111 und schliesslich 40 min 0.2 N NaOH. 

Bei einem konstanten Druck von IO atm war der Durchfluss auf 37 ml/h ein- 
gestellt. Die Siiulentemperatur betrug 55”. Die Extinktion des Eluats wurde bei 280 
nm gemessen. Zur Fraktionierung diente ein Fraktionssammler (LKB 7000 
“Ultrarac”). 

SiiulertCI~rot71atograntn~ 2. Die Stiule wurde 15 min mit 0.2 N NaOH durch- 
striimt und 120 min mit Puffer II1 Bquilibriert. Je IOOpg der Substanzen 1 und II, in 
insgesamt I ml 0.4 N HCIO,, gel&t, wurden, wie oben beschrieben, auf die Ssiulc ge- 
bracht, anschliessend 2 ml Puffer I. 

Die Elution fiihrte man unter den angegebenen Bedingungen (10 atm, 55”, 37 
ml/h) wie folgt durch: IO min Puffer II, sodann 30 min Puffer III und schliesslich 20 
min 0.2 N NaOH. Die Extinktionsmessung des Eluats erfolgte wiederum bei 280 nm. 

Die Identifizierung der getrennten Substanzen erfolgte durch papierchromato- 
graphische Analyse’, absteigende Chromatographie auf Whatman-Papier Nr. 1 mit 
dem Liisungsmittelsystem Benzol-Eisessig-Wasser (2:2: 1) (obere Phase), bzw. durch 
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Diinrischichtchromatographie ‘, DC-Fertigplatten Kicselgel FzsJ (Merck, Darmstadt, 
B.R.D.) mit dem Fliessmittel Chloroform-Cyclohexan-Diiithylamin (5:4:l). 

ERGEBNISSE 

Fig. 1 z’eigt das SSiulencliromatogramm eines Gemisches von je 100 pg 4- 
Hydroxy&methoxymandelsiiure (I), 3-Hydroxy-4-methoxymandelsaure (II), 4-Hy- 
droxy-3-methoxymandelGuremethylester (III) und 3-Hydroxy-4-methoxymandel- 
s%uremethylester (IV). Unterden angegebenen Bedingungen (Chromatogramm I ) liess 
sich eine vollstiindige Aufliisung der beiden Methylester (III und IV) erzielen, wGhr- 
end eine Trennung von 4-Hydroxy-3-methoxy- und 3-Hydroxy-4-methoxymandel- 
stiure nicht miiglich war. 

Eine nicht ganz vollsttindigc Auftrennung der beiden isomeren Mandelsiiure- 
derivate in Form der freien Sauren wurde unter den Bedingungen des SBulenchroma- 
togramms 2 (Aquilibrierung des Harzes mit Puffer III) erreicht (Fig. 2). 

Ezao 
0.3 

1 EZBO , 

Fig. 1, Stiulenchromatogramm eines Gemischcs von jc I OO/cg 4-I-lydroxy-3-methoxymandelsiiure 
(I). 3-Hydroxy-4-methoxymandelsiiurc (II). 4-Hydroxy-3-methoxymandclslllrcmethylestcr (III) und 
3-Hydroxy-4-methoxymand&iiurcmethylestcr (IV). Slule: 0.9 x GO cm: Harz: PA-28 (I6 f 6 l/m), 
iiquilibricrt mit Natriumcitratpuffer pH 3.28: Elution : O-20 min Natriumcitratpufl’er pH 3.28, 
20-140 min Natriumcitrat-Borslurcpuffcr pH 4.53, anschlicsscnd 0.2 N NaOH. Durchfluss: 37 
ml/h: Druck: IOatm: Siiulentemperatur: 55”. 

Fig. 2. Silulcnchromatogramm tines Gemisches von jc IOOyrp 4-Hydroxy-3-mcthoxymandelstiure (I) 
und 3-Hydroxy-4-methoxymandclsiiure (11). Siiule: 0.9 x GO cm: Harz: PA-28 (IG =L- G {tm). iiquili- 
briert mit Natriumcitrat-Borslurcpufl’er pH 4.53: Elution: O-IO min Natriumcitratpuffer pH 3.28, 
IO-40 min Natriumcitrat-Borstiurcpufl’er pH 4.53, anschlicsscnd 0.2 N NaOH. Durchfluss: 37 ml/h: 
Druck: IO atm: Siiulentemperatur: 55”. 

Es ist festzustellen, dass die Trennung des Catecholaminmetaboliten 4- 
Hydroxy-3-methoxymandels5iure von der isomeren 3-Hydroxy-4-methoxymandel- 
siiure am besten in Form der Methylester erfolgt. Die Veresterung der isomeren 
Hydroxymethoxymandelsguren, die einer solchen chromatographischen Trennung 
vorausgehen muss, IGst sich unter folgenden Bedingungen durchfiihrerP: Substanz- 
mengen bis IOOO~g werden mit 1 ml frisch zubereiteter 0.2 N methanblischer Salz- 
&i&e versetzt und 3 h bei 0” unter Ausschluss von Wasser stehen gelassen. Die Ver- 
esterung der SGuren ist hierbei quantitativ und fiihrt in beiden FBllen zu einem 
chromatographisch einheitlichen Reaktionsprodukt. Der Ansatz wird sogleich am 
Rotationsverdampfer (ohne Verwendung eines Bades) in Vakuum zur Trockne ge- 
bracht und, wie beschrieben, auf die SGule gegeben. 
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