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Identification, Structure Determination and Synthesis of Until now Unl~nown 
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 yon Aminos/~uren mit aromatischen Ss sind als 
Stoffwechselprodukte schon lange bekannt. Manche dieser Konjugate 
(z. B. Hippurss werden in groBer Menge im Harn ausgeschieden 1. 
Durch kombinierte Anwendung chromatographischer Trennverfahren 
und der Massenspektrometrie gelingt es, bisher unbekannte Spuren- 
bestandteile zu fassen~. Vor allem Aminos/~urekonjugate zeigen oft 
typische M~ssenspektren, die hs eine Strukturzuordnung erlauben, 
die durch Synthese yon Vergleichsverbindungen und deren Unter- 
suchungen in der Kombin~tion Gaschromatograloh-M~ssenspektro- 
meter (GC-MS) abgesichert werden. Dariiber soll im folgenden beriehtet 
werden. 

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

Aufarbeitung 

Wie bereits frfiher beschrieben 2, wurden anges~uerte Harnproben an 
XAD-4 S~ulen von Salzen befreit und dann enzymatisch gespalten. Das 
Gemisch der nach Ionenaustauschchromatographie erhaltenen Si~uren wurde 
dureh kurzzeitige Einwirkung yon Diazomethan (30 Sekunden) me thyliert und 
~n Kieselgelplatten 2mal mit einein Gemisch yon Ether:Cyclohexan (4:5) 
getrennt. Die Platten wurden Willkfirlich in 8 Zonen geschnitten. Die in ihnen 
enthaltenen Stoffe wurden nach Abkratzen des Kieselgels mit Methafiol 
extrahiert und in der Kombination GC-MS nntersucht. 

Gaschromatogramme 

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

Naeh Aussage der Massenspektren ist in der Startzone DC 7 (Abb. 1) 
vorwiegend Hippurs~ure (Peak-Nr. 162) enthalten. Sie wird begleitet 
yon ihrem p-Methoxy- (Peak-Nr. 205) und 3,4-Dimethoxyderivat 
(Peak-Nr. 223) sowie verschieden methylierten Derivaten der Harn- 
s/~ure (Peak-Nr. 192, 201 und 226). Daneben enth~lt diese Zone noch 
Coffein (Peak-Nr. 185), das Glyeinkonjugat der ~-Furanearbons~ure 
(Pe~k-Nr. l l0) und das Glutamins/~urekonjugat der Phenylessigs~ure 
(Peak-Nr. 220). Die Massenspektren der Peaks 191 und 208 entsprechen 
dem bisher als Harninhaltsstoffe unbekannten Mono-Glycylderivat der 
2,5-Furandiea.rbons~ture und dem Konjugat yon Phenylessigs~ure mit 
der Pyroglutamblss (die entsprechend der Aufarbeitung als Methyl- 
ester gefa~t werden). 

In der Zone DC5 (Abb. 2), die noch grol~e Mengen an 
Hippurs~ure (Peak-Nr. 162) enthi~lt, ist neben Hydroxys~turen wie 
Citronenss und ihren Isomeren (Peak-Nr.91, 94, 105) das bisher 
unbekannte Konjugat der Picolinss mit Glycin (ebenfalls als 
Methylester, Peak-Nr. 157) enthalten. 

Ergebnisse und Diskussion 

Ableitunq der Struktur des Methylesters de~ Konjugates yon Glycin mit 
Picolinsdiure 

Unmittelbar vor der Hippurs~ure wird eine Verbindung mit Mole- 
kulargewicht (MG) 194 (Peak-Nr. 157) eluiert, in deren Massenspek- 
trum die wichtigsten Schlfisselionen gegeniiber dem Spektrum des 
Methylesters der Hippursi~ure (1) (Abb. 3) 3 um eine Masseneinheit zu 
h6heren M~ssen verschoben sind (Abb. 4), so dal~ sich der Biemann- 
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Abb. 3. M~ssenspektrum des Hippursi~uremethylesters 
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Abb. 4. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von Pieolins&ure 
und Glyein 
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Abb. 5. Ma.ssenspektrum des Methylesters des Konjuga,tes von NieotinsS, ure 
und Glyein 

sche Verschiebungssatz zur Strukturablei tung anwenden l'~gt4: Aus 
der Geradzahligkeit des Molekiilions ergibt sich das Vorhandensein 
von 2 Stickstoffatomen. Schliisselionen bei M-32 (M-CH30H), 
M-59 (M-COOCH3), M-88 (M-HNCH~COOCH 3 und M- t 16 
(M-CONHCH2COOCH3) legen nahe, dab in der Verbindung die gleiche 
Seitenkette wie in der Hippurs/~ure vorliegt, abet eine Ring-CH-Gruppe 
dutch Stickstoff ersetzt ist. 
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Aus dem Spektrum l~I3t sich allerdings nicht unmittelbar schlie]en, ob die 
Verbindung ein Derivat der Nicotinsi~ure, der Isonicotinss oder der Picolin- 
s~ure darstellt. Zuni~chst lag die Annahme nahe, da~ es sich bei der Verbindung 
um das Glycinkonjugat der Nicotins~ure (2) ha.ndeln k5nne, da eine solche 
Verbindung nach Literaturangaben 5 bereits friiher in Harnproben identifiziert 
worden ist. 

Um die St ruktur  der Verbindung sicherzustellen, wurde das Kon- 
jugat der Nicotinsi~ure synthetisiert .  Das Massenspektrum (Abb. 5) 
zeigte jedoch erhebliche Unterschiede in den Intensit~tswerten und 
auch das gaschromatographische Retentionsverhalten war unter- 
schiedlich. Daraufhin wurden die Glycinkonjugate der isomeren Iso- 
nicotins~ure und Picolins/~ure hergestellt. Der Methylester des Glycin- 
konjugates der Picolins~ure (3) zeigte dasselbe Massenspektrum wie das 
Naturprodukt ,  der Retentionsindex st immte /iberein. Die Identit/~t 
yon Naturstoff-  und Syntheseprodukt  wurde schliei31ich dutch Koin- 
jektionsprobe vollends sichergestcllt. 

0 0 
II II 

(7_) (2) 

C-N-CH 2 -COOCH 3 
I 
H 

Trotz vieler Mfihe gelang es uns nicht, das als Harninhaltsstoff frfiher 
beschriebene Konjugat der Nicotins~ure mit Glycin aufzufinden, w~hrend wir 
in allen Proben immer wieder das Glycinkonjugat der Picolinsi~ure nachweisen 
konnten. 

Ableitung der Struktur des Methylesters des Konjugates yon Glycin mit 
2,5-Furandicarbonsdure 

Der Peak Nr. 191 imGaschromatogr~mm der Star tfrakt ion (Abb. 1) 
zeigte im Massenspektrum (Abb. 6) Ionen bei M-59 und M-88, die fiir 
die meisten Glycinderivate aromatischer oder heterocyclischer S/iuren 
charakteristisch sind (siehe dazu auch Abb. 3--5). Ein Schl/isselion der 
Masse 153 iiberragender Intensit~tt ist f~r den 2,5-Furandicarbonsi~ure- 
di-methylester typisch 2. Da die 2,5-Furandicarbons~ure bereits fr/iher 
als Harnausscheidungsprodukt erkannt  wurde 6, lag die Vermutung 
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Abb. 6. Massenspektrum des Methylesters des Konjugates von 2,5-Furan- 
die~rbons&ure und Glycin 

nahe, dab es sich bei der Verbindung (Abb. 6) um das Monoglycyl- 
derivat der 2,5-Furandiearbonsgure (4) handeln kSnne. Daher wurde 4 
durch Oxidation von 5-Chlormethyl-2-furanearbons&uremethylester 7 
(5) zum 2,5-Furandiearbons&uremonomethylester (6), naehfolgenden 
Umsatz zum S/iureehlorid und I{eaktion mit Glyein dargestellt. 

Cl-CH 2 COOCH3 

(5) 

~. 2 Stufon 

HOOC,~',.,COOCH3 " ~ .scooc-c.2-~-c COOCHs 
H 

f6) (4) 

Der Methylester dieser Verbindung 4 erwies sich bezfiglich Massen- 
spektrum und Retentionsindex als identisch mit dem Naturprodukt. 

Ableitung der Struktur des Methylesters des Konjugates von Phenylessig- 
salute mit Pyroglutamins~iure 

Das Massenspektrum des GC-Peaks Nr. 208 (Abb. 7) ist gekenn- 
zeichnet dureh Schlfisselionen der Masse 65, 90, 91 und 118. Solehe 
Schlfisselionen werden bevorzugt aus Aminos&urekonjugaten der Phe- 
nylessigs&ure gebildet : 

0 
II 

czH~ -cz"2 > cs.g 

f m/e 9t m/e 65 

" ~  c.=~:o-l: [ ~  - c o  :. 
C7H~ 

m/e 118 role 90 



256 

% 

100 ] 

50- 

M. Spiteller und G. Spiteller : 

118 

91 

~5 ,I a,2, ,a4,1, 11o 
80 120 

O : ~ ' C O O C H  3 
I 
C=O 
I 
CH2 

142143 202 261 
,i I I '  I i, > 

160 200 240 m/e 

Abb. 7. Massenspektrum des Methyles~ers des Konjug~tes yon Phenylessig- 
s/~ure mit Pyroglutamins~ure 
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Abb. 8. Massenspektrum des Methylesters yon Phenylessigs/~ure mit Glutamin- 
s/~ure 

Ein Schliisselion bei M-59 ]egte die Vermutung nahe, dab im 
restliehen Molekfilteil noch eine Carbomethoxygruppe enthalten sein 
k6nnte. Da bei m/e 142 und m/e 144 sowie m/e 82 und m/e 84 Ionen 
auftreten, die auch im Massenspektrum des Phenylessigs&urekonju- 
gates der Glutamins&ure (7) (Abb. 8) zu finden sind 1~ schien eine 
gewisse Verwandtschaft  mit dieser Verbindung mSglich zu sein. Aus 
dem Mindergehalt von 32 Masseneinheiten (ME) gegeniiber 7 wurde 
vermutet ,  dab das Konjugat  der Pyroglutamins/~ure (8) vorliegen 
kSnnte. 

0 H COOCH 3 
II I I 

~ CH 2- C-N-ill 0 COOCH 3 
H 2 C=O 

I 
C[H2 CH2 

COOCH3 r 
:Z: :a: 

Die Vermutung wurde durch Synthese von 8 aus Phenylessig- 
sSmrechlorid und Pyrrolidon-5-carbons&ure-2-methylester und durch 
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Vergleich yon Retent ionsindex und Massenspektren sowie Koinjek- 
t ionsprobe bests 

Da nicht ~uszusehliel3en war, dal~ das Konjuga t  durch thermisehe 
Methanoleliminierung aus 7 im Einspri tzblock des Gaschromatogra-  
phen gebildet wird, wurde auch 7 synthetis iert  und in der Kombina t ion  
GC-MS untersueht.  Es wurde nur ein Peak  erhalten, der 7 entsprach. 
Demnaeh ist das Phenylessigs/iurekonjugat der Glutaminsgure ein 
nattirliehes Stoffwechselprodukt.  
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Experimenteller Teil 

Maa~'enspektrometer-Gaschromatograph 

LKB 2091 Gers mit getrennten (Jldiffusionspampen (1501/s Saugleistung) 
ffir Quetle und Einlag. E.I. Ionenquelle, 250~ Elektronenenergie 70eV, 
Beschleunigungsspannung 3,5 kV, TIC-Signal bei 20 eV registriert, 

Separator: 2stufiger Molekfil-Jet-Sep~rator (nach Becker-Ryhage) und 
,,sliding valve" zur Trennung von GC- und MS-Tell, Temperatur 250 ~ 

Gaschromatograph 

Pye-Unieam Ein-Sgulenger~t, Injektortemper~tur 275~ Temperatur- 
progr~mm: 80 ~ 7 rain isotherm 2 ~ ~ 275 ~ Stale: D/innfilm-Glas- 
kapillars/~ule 25 m, OV 101. Tr~gergas: I lelium 2 ml/min. 

Daten.system 

LKB2130, PDP-11 Rechner (16bit Memory) mit Disk-System der Firma 
Digital Equipment Corporation, Siehtschirm Tektronix 4012 und Versatec- 
Plotter. 

Zur Ermittlung der Peakfls und der Retentionszeiten warde ein 
Integrator der Firms Spectra Physics (System I) eingesetzt. 

Aufarbeitung und Gewinnung der Dtinnschicht-Zonen siehe 2. 

N-Phenacetyl-pyrrolidon 5-carbonsiiuremethylester 

1,43 g (0,1 mol) Pyrrolidoncurbons~iuremethylester and 2,00 g (0,13 tool) 
Phenylessigsii.urechlorid wurden unter FeuchtigkeitsausschluB 3 h unter Riick- 
flul~ gekoeht. Das Reaktionsprodukt wurde ohne weitere Auftrennung in der 
Kombination GC~MS untersucht (Massenspektrum Abb. 7). 

Pyridiwz,-carboxy-glycinmethyle~ter (e-Pyridin~rs~iure) wurde n~ch 9 her- 
gestellt (Massenspektrum Abb. 5). 

17 Monatshefte ffir Chemie, Vol. tll/1 
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5-Carbomethoxy- 2-furoyl-glyeinmethylester 

1,56g 5-Carboxy-furam2-earbons/~ure-methylester (dargestellt nach 7; 
Schmp. 200 ~ wurden mit 1,5 g Thionylchlorid 3 h auf dem Wasserbad erhitzt. 
Uberschtissiges Thionylchlorid .wurde abdestilliert und der I~fickstand unter 
Eiskiihlung mit 1 g Glycinmethylesterhydroehlorid - -  in 10 ml Pyridin gelSst 
- -  versetzt und 2 h auf 80 ~ erhitzt. Der grSi~te Teil wurde abdestilliert und das 
Reaktionsprodukt im GC-MS untersucht (M~ssenspektrum Abb. 6). 
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