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Nachweis, Strukturaufklirung und Synthese bisher unbe-
kannter Aminosiurekonjugate aus menschlichem Harn I

Michael Spiteller und Gerhard Spiteller *

Laboratorium fir Organische Chemie, Universitit Bayreuth,
D-8580 Bayreuth, Bundesrepublik Deutschland

( Eingegangen 10. Okiober 1979. Angenommen 17. Oktober 1979)

Identification, Structure Determination and Synthesis of Until now Unknown
Amino Acid Conjugates from Human Urine I

The conjugates of glycine with furan 2,5-dicarboxylic acid and of picolinic
acid as well as a conjugate of pyroglutamic acid with phenylacetic acid,
previously unknown as natural metabolites, were detected to be normal
metabolites in human urine.

( Keywords: Amino acid conjugates; Conjugates of amino acids; Metabolic
profiling)

Einleitung

Konjugate von Aminosduren mit aromatischen Sauren sind als
Stoffwechselprodukte schon lange bekannt. Manche dieser Konjugate
(z. B. Hippursiure) werden in groBer Menge im Harn ausgeschieden?.
Durch kombinierte Anwendung chromatographischer Trennverfahren
und der Massenspektrometrie gelingt es, bisher unbekannte Spuren-
bestandteile zu fassen2. Vor allem Aminosiurekonjugate zeigen oft
typische Massenspektren, die héufig eine Strukturzuordnung erlauben,
die durch Synthese von Vergleichsverbindungen und deren Unter-
suchungen in der Kombination Gaschromatograph-Massenspektro-
meter (GC-MS) abgesichert werden. Dariiber soll im folgenden berichtet
werden.

* Meinem Lehrer Prof. Dr. H. Bretschneider zum 75. Geburtstag gewidmet.
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Methodik
Aufarbertung

Wie bereits frither beschrieben?, wurden angesiuerte Harnproben an
XAD-4 Sdulen von Salzen befreit und dann enzymatisch gespalten. Das
Gemisch der nach Ionenaustauschchromatographie erhaltenen Siuren wurde
durch kurzzeitige Einwirkung von Diazomethan (30 Sekunden) methyliert und
an Kieselgelplatten 2mal mit einem Gemisch von Ether:Cyclohexan (4:5)
getrennt. Die Platten wurden willkiirlich in 8 Zonen geschnitten. Die in ihnen
enthaltenen Stoffe wurden nach Abkratzen des Kieselgels mit Methariol
extrahiert und in der Kombination GC-MS untersucht.

Gaschromatogramme

Die relativ polaren Konjugate zeigen nur wenig Wanderungsten-
denz und sind daher in den unteren Zonen, insbesondere der Startzone
der diinnschichtchromatographischen Trennung, angereichert.

Nach Aussage der Massenspektren ist in der Startzone DC7 (Abb. 1)
vorwiegend Hippursiure (Peak-Nr. 162) enthalten. Sie wird begleitet
von ihrem p-Methoxy- (Peak-Nr.205) und 3,4-Dimethoxyderivat
(Peak-Nr. 223) sowie verschieden methylierten Derivaten der Harn-
sdure (Peak-Nr. 192, 201 und 226). Daneben enthélt diese Zone noch
Coffein (Peak-Nr. 185), das Glycinkonjugat der «-Furancarbonsiure
(Peak-Nr. 110) und das Glutaminsiurekonjugat der Phenylessigsdure
(Peak-Nr. 220). Die Massenspektren der Peaks 191 und 208 entsprechen
dem bisher als Harninhaltsstoffe unbekannten Mono-Glycylderivat der
2,5-Furandicarbonsdure und dem Konjugat von Phenylessigsdure mit
der Pyroglutaminsgure (die entsprechend der Aufarbeitung als Methyl-
ester gefallt werden).

In der Zone DC5 (Abb. 2), die noch groBe Mengen an
Hippursdure (Peak-Nr.162) enthilt, ist neben Hydroxysiuren wie
Citronensdure und ihren Isomeren (Peak-Nr.91, 94, 105) das bisher
unbekannte Konjugat der Picolinsdure mit Glycin (ebenfalls als
Methylester, Peak-Nr. 157) enthalten.

Ergebnisse und Diskussion

Ableitung der Struktur des Methylesters des Konjugates von Glycin mit
Picolinsdure

Unmittelbar vor der Hippursdure wird eine Verbindung mit Mole-
kulargewicht (MG) 194 (Peak-Nr. 157) eluiert, in deren Massenspek-
trum die wichtigsten Schlisselionen gegeniiber dem Spektrum des
Methylesters der Hippursidure (1) (Abb. 3)? um eine Masseneinheit zu
héheren Massen verschoben sind (Abb.4), so daB sich der Biemann-
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Abb. 3. Massenspektrum des Hippursduremethylesters
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Abb. 4. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von Picolinsiure
und Glycin
% 0
1
C~N—CH, —~COOCH:
100— 106 2 A 2 3
N
0 78
51 135
+
162 o
194
. l, | I ]
1 T T T
80 120 160 200 mie

Abb. 5. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von Nicotinsiure
und Glyein

sche Verschiebungssatz zur Strukturableitung anwenden 148t4: Aus
der Geradzahligkeit des Molekiilions ergibt sich das Vorhandensein
von 2 Stickstoffatomen. Schliisselionen bei M-32 (M-CH;0H),
M-59 (M-COOCH;), M-88 (M-HNCH,COOCH; und M-116
(M-CONHCH,COOCHj;) legen nahe, dal in der Verbindung die gleiche
Seitenkette wie in der Hippursaure vorliegt, aber eine Ring-CH-Gruppe
durch Stickstoff ersetzt ist.
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Aus dem Spektrum 148t sich allerdings nicht unmittelbar schlieBen, ob die
Verbindung ein Derivat der Nicotinsiure, der Isonicotinsdure oder der Picolin-
sdure darstellt. Zunichst lag die Annahme nahe, daB es sich bei der Verbindung
um das Glycinkonjugat der Nicotinsdure (2) handeln kénne, da eine solche
Verbindung nach Literaturangaben? bereits frither in Harnproben identifiziert
worden ist.

Um die Struktur der Verbindung sicherzustellen, wurde das Kon-
jugat der Nicotinsdure synthetisiert. Das Massenspektrum (Abb.5)
zeigte jedoch erhebliche Unterschiede in den Intensitdtswerten und
auch das gaschromatographische Retentionsverhalten war unter-
schiedlich. Daraufhin wurden die Glycinkonjugate der isomeren Iso-
nicotinséure und Picolinsidure hergestellt. Der Methylester des Glycin-
konjugates der Picolinsdure (3) zeigte dasselbe Massenspektrum wie das
Naturprodukt, der Retentionsindex stimmte Uberein. Die Identitit
von Naturstoff- und Syntheseprodukt wurde schlieflich durch Koin-
jektionsprobe vollends sichergestellt.
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Trotz vieler Mithe gelang es uns nicht, das als Harninhaltsstoff frither
beschriebene Konjugat der Nicotinsdure mit Glycin aufzufinden, wiahrend wir
in allen Proben immer wieder das Glycinkonjugat der Picolinsdure nachweisen
konnten.

Ableitung der Strukiur des Methylesters des Konjugates von Glycin mil
2.5- Furandicarbonsdure

Der Peak Nr. 191 im Gaschromatogramm der Startfraktion (Abb. 1)
zeigte im Massenspektrum (Abb. 6) Tonen bei M-59 und M-88, die fiir
die meisten Glycinderivate aromatischer oder heterocyclischer Siuren
charakteristisch sind (siehe dazu auch Abb.3—5). Ein Schlisselion der
Masse 153 iiberragender Intensitét ist far den 2,5-Furandicarbonsiure-
di-methylester typisch2. Da die 2,5-Furandicarbonséure bereits frither
als Harnausscheidungsprodukt erkannt wurde$, lag die Vermutung
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Abb. 6. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von 2,5-Furan-
dicarbonsédure und Glycin

nahe, dal es sich bei der Verbindung (Abb.6) um das Monoglycyl-
derivat der 2,5-Furandicarbonsdure (4) handeln kénne. Daher wurde 4
durch Oxidation von 5-Chlormethyl-2-furancarbonsiuremethylester?
(6) zum 2 5-Furandicarbonséuremonomethylester (6), nachfolgenden
Umsatz zum Séurechlorid und Reaktion mit Glycin dargestellt.

] ] 2 Stufen 1
- — ]
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Der Methylester dieser Verbindung 4 erwies sich beziiglich Massen-
spektrum und Retentionsindex als identisch mit dem Naturprodukt.

Ablettung der Struktur des Methylesters des Konjugates von Phenylessig-
sdure mit Pyroglutaminsdure

Das Massenspektrum des GC-Peaks Nr.208 (Abb.7) ist gekenn-
zeichnet durch Schliisselionen der Masse 65, 90, 91 und 118. Solche
Schlusselionen werden bevorzugt aus Aminosiurekonjugaten der Phe-
nylessigsdure gebildet:

1
CHz=C-N-R
©/ H o~ c=0l" _

mse 118 mse 90
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Abb. 7. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von Phenylessig-
sdure mit Pyroglutaminsiure
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Abb. 8. Massenspektrum des Methylesters von Phenylessigsdure mit Glutamin-
séure

Ein Schliisselion bei M-59 legte die Vermutung nahe, daB im
restlichen Molekiilteil noch eine Carbomethoxygruppe enthalten sein
kénnte. Da bei m/fe 142 und m/e 144 sowie m/e 82 und m/e 84 Ionen
auftreten, die auch im Massenspektrum des Phenylessigsdurekonju-
gates der Glutaminsédure (7) (Abb.8) zu finden sindi0, schien eine
gewisse Verwandtschaft mit dieser Verbindung méglich zu sein. Aus
dem Mindergehalt von 32 Masseneinheiten (ME) gegentiber 7 wurde
vermutet, dafi das Konjugat der Pyroglutaminsdure (8) vorliegen
kénnte.

0 # coocHs U

CHp—C~N— C|:H 0 IIV COOCH3
©/ §Hz .
CHy CHz
COOCH3
(7) (8

Die Vermutung wurde durch Synthese von 8 aus Phenylessig-
siurechlorid und Pyrrolidon-5-carbonsdure-2-methylester und durch
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Vergleich von Retentionsindex und Massenspektren sowie Koinjek-
tionsprobe bestétigt.

Da nicht auszuschlieBen war, dafi das Konjugat durch thermische
Methanoleliminierung aus 7 im Einspritzblock des Gaschromatogra-
phen gebildet wird, wurde auch 7 synthetisiert und in der Kombination
GC-MS untersucht. Es wurde nur ein Peak erhalten, der 7 entsprach.
Demnach ist das Phenylessigsdurekonjugat der Glutaminsiure ein
natirliches Stoffwechselprodukt.
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Experimenteller Teil

Massenspektrometer-Gaschromatograph

LKB 2091 Gerit mit getrennten Oldiffusionspumpen (150 1/s Saugleistung)
fir Quelle und Einlal. E.I. Ionenquelle, 250°C, Elektronenenergie 70eV,
Beschleunigungsspannung 3,5kV, TIC-Signal bei 20eV registriert.

Separator: 2stufiger Molekil-Jet-Separator (nach Becker-Ryhage) und
,.sliding valve'* zur Trennung von GC- und MS-Teil, Temperatur 250 °C.

Gaschromatograph

Pye-Unicam Ein-Saulengerdt, Injektortemperatur 275°C, Temperatur-
programm: 80°C, 7min isotherm 2°Cfmin — 275°C. Saule: Diinnfilm-Glas-
kapillarsdule 25 m, OV 101. Trigergas: Helium. 2 ml/min.

Datensystem

LKB 2130, PDP-11 Rechner (16 bit Memory) mit Disk-System der Firma
Digital Equipment Corporation, Sichtschirm Tektronix 4012 und Versatec-
Plotter.

Zur Ermittlung der Peakflichen und der Retentionszeiten wurde ein
Integrator der Firma Spectra Physics (System I) eingesetat.

Aufarbeitung und Gewinnung der Diinnschicht-Zonen siche?.

N-Phenacetyl-pyrrolidon-5-carbonsiuremethylester

1,43¢g (0,1mol) Pyrrolidoncarbonsduremethylester und 2,00¢ (0,13 mol)
Phenylessigsaurechlorid wurden unter FeuchtigkeitsausschluB 3 h unter Riick-
flul gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde ohne weitere Auftrennung in der
Kombination GC-MS untersucht (Massenspektrum Abb. 7).

Pyridin-a-carboxy-glycinmethylester (o-Pyridinursiure) wurde nach?® her-
gestellt (Massenspektrum Abb. 5).
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5-Carbomethoxy-2-furoyl-glycinmethylester

1,56g 5-Carboxy-furan-2-carbonsdure-methylester (dargestellt nach?;
Schmp. 200°) wurden mit 1,5g Thionylchlorid 3h auf dem Wasserbad erhitat.
Uberschiissiges Thionylchlorid .wurde abdestilliert und der Riickstand unter
Eiskiithlung mit 1g Glycinmethylesterhydrochlorid — in 10 ml Pyridin gelost
— versetzt und 2 h auf 80 °C erhitzt. Der groBte Teil wurde abdestilliert und das
Reaktionsprodukt im GC-MS untersucht (Massenspektrum Abb. 6).
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