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Metabolism of 3,4-Dimethoxybenzaldehyde, 3,4-Dimethoxybenzoic Acid, Rat Liver

Isolated rat livers were perfused with 3,4-dimethoxybenzaldehyde and 3,4-dimethoxybenzoic acid,
which were 14C-labelled in the meta- and/or para-configurated methoxy group. Because the aldehyde
group was completely oxydized to the carboxylic acid, the perfusions with 3,4-dimethoxybenzalde-
hyde and those with 3,4-dimethoxybenzoic acid exhibited principally the same results. After per-
fusion with a 1:1 mixture of (4-O-[*C]methyl)- and (3-O-[!*C]methyl)-3,4-dimethoxybenzalde-
hyde, each of which had the same specific activity, thin layer chromatography of an extract of the
perfusate revealed both radioactive 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid and radioactive 3-hydroxy-4-
methoxybenzoic acid as demethylation products. The distribution of radioactivity between these
two metabolites was determined as 20:1. Thus, demethylation of the 3,4-dimethoxyphenyl com-
pound occurs preferentially at the para-configurated methoxy group. After perfusion with a mixture
of (4-O-["*C]methyl)- and (3-O-[**C]methyl)-3,4-dimethoxybenzoic acid under identical conditions
the distribution of radioactivity of the named demethylation products was determined as 15:1.

After perfusion with (4-O-['*C]methyl)-3,4-dimethoxybenzaldehyde or (4-O-['*C]methyl)-3.4-di-
methoxybenzoic acid alone, extracts of the perfusates revealed the expected radioactive 3-hydroxy-
4-methoxybenzoic acid. In addition it was found, that the 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid pro-
duced contained small quantities of radioactivity. From these results it may be infered that an
interconversion between 3-hydroxy-4-methoxy- and 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid has occured.
The identification of the metabolites, separated by thin-layer chromatography, was performed by
the reversed isotope dilution technique.

Als ein Hauptweg fiir den biologischen Abbau
von Brenzkatechinderivaten wie Adrenalin und Nor-
adrenalin wird die Methylierung der meta-stindigen
Hydroxylgruppe angesehen. Durch in-vitro-Versuche
mit  gereinigter  Brenzkatechin-Methyltransferase
(EC 2.1.1.6) ist aber gezeigt worden, daf} 3.4-Di-
hydroxyphenyl-Verbindungen auch in para-Stellung
methyliert werden konnen! 2. Bei der Ratte lief}
sich dariiberhinaus in vivo eine p-O-Methylierung
von nicht biogenen Substraten (Adrenalon, Nor-
adrenalon und 3.4-Dihydroxyacetophenon) nach-
weisen . Beim Menschen wurden nach oraler Appli-
kation von 1-3.4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa)
Substanzen nachgewiesen, die sich papierchromato-
graphisch wie 3-Hydroxy-4-methoxyphenylathyl-
amin und 3-Hydroxy-4-methoxyphenylessigsdure
verhielten 3. Im Rahmen von Perfusionsversuchen
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zum Stoffwechsel der Brenzkatechinamin-Metabolite
3.4-Dihydroxybenzaldehyd* und 3.4-Dihydroxy-
benzoesdure®, die wir an isolierten Rattenlebern
durchgefiihrt haben, stellte sich ebenfalls heraus,
daf} auch eine Methylierung der para-stindigen OH-
Gruppe erfolgte, dal} aber die 4-O-Methylather im
Perfusat in wesentlich geringerer Konzentration
vorlagen als die isomeren 4-Hydroxy-3-methoxy-
phenyl-Verbindungen.

In diesem Zusammenhang interessiert nun auch
die Frage nach der endogenen Entstehung von 3.4-
Dimethoxyphenyl-Verbindungen. Mehrere Unter-
sucher haben mitgeteilt, dal bei Schizophrenen ein
zweifach methyliertes Produkt von 3.4-Dihydroxy-
phenylathylamin na@mlich  3.4-Dimethyoxyphenyl-
dthylamin im Harn ausgeschieden werden konne & 7.
Der Befund ist mit einer , gestorten Transmethylie-
rung“, ndmlich einer ,abnormen p-O-Methylie-
rung® erklart worden? 8. Es fragt sich aber, ob ein
solcher Befund nicht darauf zuriickgefithrt werden
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kann, daf} eine normalerweise erfolgende Demethy-
lierung von endogenen 3.4-Dimethoxyphenyl-Ver-
bindungen gestort ist, und zwar eine Demethylie-
rung, die vorzugsweise die para-stindige Methoxy-
Gruppe betrifft.

Wir haben in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
von Perfusionsversuchen an der isolierten Ratten-
leber die Demethylierung von 3.4-Dimethoxybenz-
aldehyd und 3.4-Dimethoxybenzoesdure — diese
Substanzen sind als Intermediate der Brenzkatechin-
Metabolite 3.4-Dihydroxybenzaldehyd und 3.4-Di-
hydroxybenzoesdure zu erwarten — untersucht. Die
Versuche waren auch im Hinblick auf die Ergebnisse
der erwihnten Leberperfusionen mit 3.4-Dihydroxy-
benzaldehyd und 3.4-Dihydroxybenzoesdure von
Interesse.

Material und Methoden

Substanzen

4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure (Dr. T. Schu-
chardt, Miinchen), 3.4-Dimethoxybenzoesiure, 3.4-
Dimethoxybenzaldehyd, 3-Hydroxy-4-methoxybenz-
aldehyd (C. Roth, Karlsruhe), 4-Hydroxy-3-meth-
oxybenzaldehyd (E. Merck AG, Darmstadt) waren
Handelspréparate. 3-Hydroxy-4-methoxybenzoe-
sdure wurde aus 3-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd
in Analogie zur Darstellung von 4-Hydroxy-3-meth-
oxybenzoesdure synthetisiert 9.

Synthese der 3- bzw. 4-O-'*CH, markierten Dimeth
oxy-Verbindungen

Zur Darstellung der 3- bzw. 4-0-1*CH; markier-
ten Dimethoxybenzoesdure-Priparate wurde 3-Hy-
droxy-4-methoxy- bzw. 4-Hydroxy-3-methoxybenzoe-
sdure-dthylester in Anlehnung an die von Haider
und Lim !0 veroffentlichte Vorschrift mit 4CH,J
methyliert. Hierzu wurden 309,4 mg des jeweiligen
Athylesters (1,7 mmol) in 10 ml Athylmethylketon
gelost und mit 241,2 mg CH3J (1,7 mmol) und
0,5 mCi *CH,]J (spezifische Aktivitit 60 mCi/mmol,
Radiochemical Centre, Amersham) sowie 300 mg
K,CO, versetzt und erst 4 Stunden auf 65 °C, dann
20 Stunden auf 85 °C unter Riickfluf} erhitzt (Kiihl-
fliissigkeit —5 °C). AnschlieBend wurde vom K,CO,
abfiltriert, der Extrakt mit 300 mg frischem K,CO4
und 1 ml Dimethylsulfat versetzt und nochmals
90 min unter Riickflul gekocht. Nach Abfiltrieren
wurde das Filtrat eingedampft und der zuriickblei-
bende Ester mit 20 ml dthanolischer NaOH (3%
NaOH) durch einstiindiges Kochen unter Riickflufl
gespalten; nach Ansiduern liel sich die freie Sdure
mit Ather extrahieren. Der Eindampfriickstand

wurde aus Athanol/H,0 (1:1) unter Zusatz von et-
was Tierkohle nach Filtration umkristallisiert. Die
Ausbeute betrug etwa 75%, bezogen auf das einge-

setzte 1*CH,J.
Zur Darstellung des 3- bzw. 4-0-1*CH;-Dimeth-

oxybenzaldehyds wurden die entsprechend markier-
ten Saduren durch einstiindiges Kochen mit iiber-
schiissigem Thionylchlorid in das Saurechlorid iber-
fithrt. Nach Abdampfen des Thionylchlorids wurde
das Sdurechlorid in einem Kugelrohr bei 1072 Torr
und 150 —155°C fraktioniert destilliert. Das
Saurechlorid wurde in trockenem Xylol gelost und
mit 100 mg eines Pd/BaCO,-Katalysators (5% Pd)
sowie 0,01 ml Chinolin S versetzt und dann bei
150 °C mit einem starken H,-Strom zum Aldehyd
reduziert. Der Ablauf der Reduktion war nach etwa
5 Stunden vollstandig abgeschlossen. Danach wurde
vom Katalysator abfiltriert und das Xylol abge-
dampft. Der im Riickstand verbleibende Aldehyd
wurde durch Sublimation bei 102 Torr und 135 °C
im Kugelrohr gereinigt. Die Ausbeute betrug 80 —
85%, bezogen auf die eingesetzte 3.4-Dimethoxy-
benzoesaure.

Fir die Szintillationsmessung wurde eine Losung
von 3 g 2.5-Diphenyloxazol (PPO) und 0,1g 1.4-
Bis (5-phenyl-2-oxazolyl) benzol (POPOP) (E. Merck
AG, Darmstadt) in 11 Toluol verwendet.

Versuchstiere

Versuchstiere waren 8 — 14 Wochen alte, 270 —
360 g schwere mannliche Sprague-Dawley-Ratten,
deren Nahrung aus dem Standardfutter Altromin
und Wasser bestand. 30 min vor der Dekapitation
wurde den Tieren 1 ml Liquemin injiziert.

Leberperfusion und Aufarbeitung des Perusates

Fir die Perfusion, die retrograd von der Leber-
vene her erfolgte !’ 12, wurde eine jeweils frisch
hergestellte Salzlosung '* folgender Zusammen-
setzung verwendet: 137 mM NaCl, 3 mm KCl, 0,7 mm
NaH,PO,, 0,5 mm CaCl,, 0,5 mm MgCl, und 24 mm
NaHCO, .

Nach Durchstrémung der Leber mit 500 ml die-
ser Losung (Vorlauf) perfundierte man das Organ
in 10 Durchgingen mit einem der folgenden Per-
fusionsmedien.

Perfusionsmedium 1: 5mg (3-O-['*C]Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzaldehyd (spezifische Aktivitit:
1166600 dpm/mg) und 5 mg (4-O-[1*C]-Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzaldehyd (spezifische Aktivitat:
1166600 dpm/mg) in 100 ml Salzlssung.

Perfusionsmedium 2: 10 mg (4-O-[1*C]Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzaldehyd (spezifische Aktivitat:
1050000 dpm/mg) in 100 ml Salzlosung.
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Perfusionsmedium 3: 5 mg (3-O-['*C]Methyl)-

3.4-Dimethoxybenzoesdure (spezifische Aktivitat:
790000 dpm/mg) und 5 mg (4-O-['*C]Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzoesdure (spezifische Aktivitat:

790000 dpm/mg) in 100 ml Salzlésung.
Persufionsmedium 4: 17 mg (4-0-['*C]Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzoesdure (spezifische Aktivitat:
1400000 dpm/mg) in 170 ml Salzlosung. Die mitt-
lere Durchfluigeschwindigkeit betrug 1,1 —1,4 ml-
min~ ! Die Perfusionszeiten betrugen 33 —

88 min.

Die Perfusate 1 und 2 wurden zunichst bei pH
7.4 2-mal mit 200 ml Ather extrahiert, sodann auf
pH 1 -2 angesduert, mit NaCl gesittigt und er-
neut 4-mal mit 200 ml Ather extrahiert.

Im Falle der Perfusate 3 und 4 erfolgten die Ex-
traktionen ausschliefllich bei pH 1 — 2.

Die jeweils vereinigten Extrakte wurden tber
Na,SO, getrocknet, filtriert und eingedampft. Der
Eindampfriickstand lie} sich jeweils in 10 ml Aceton
losen (,,Perfusat-Extrakt®).

—1
g .

Diinnschichtchromatographie

Sie erfolgte mit DC-Fertigplatten Kieselgel Fyyy
(20 % 20, 0,25 mm; Merck AG, Darmstadt).

Die folgenden FlieBmittel wurden verwendet:
Benzol/Eisessig/Wasser 2:2:1 (obere Phase) (A)
(zweimalige Chromatographie iiber eine Strecke von
15cm) und Toluol/Chloroform/Aceton 40:25:35
(B) (einmalige Chromatographie iiber eine Strecke
von 15 cm).

Eine Lokalisation der Substanzen erfolgte visuell
unter UV-Licht, durch Besprithen mit diazotierter
Sufanilsiure 1* bzw. einer 2.4-Dinitrophenylhydra-
zin-Losung (1 g 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 1000
ml Athanol, mit 10 ml konz. HCI versetzt).

Radiodiinnschichtchromatogramme wurden mit
einem Diinnschicht-Scanner der Firma Berthold (LB
2723) aufgenommen.

Identifizierung

Sie erfolgte auller durch Diinnschichtchromatogra-
phie mittels der umgekehrten Isotopenverdiinnungs-
technik. Nach = Durchstromung mit Perfusions-
medium 1 und 3 wurde ein Aliquot (1/20) des je-
weiligen Perfusat-Extrakts in System A chromato-
graphisch aufgetrennt (strichformiger Auftrag;
Breite: 3 cm). Eine Teilstrecke der Substanzbahn
wurde in 1 mm schmalen Zonen von der Platte ge-
kratzt, die !#C-Aktivitdt der einzelnen Kieselgel-
Zonen im Flussigkeitsszintillationszéhler bestimmt.

Im Falle der Perfusionen mit 3.4-Dimethoxybenz-
aldehyd wurde dariiberhinaus 1/20 des Perfusat-
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Extrakts in System B aufgetrennt. Die Substanzen
wurden wie oben beschrieben lokalisiert.

In allen Fillen wurden 9/10 des Perfusat-Ex-
trakts auf je 2 Diinnschichtplatten verteilt und in
System A chromatographiert. Anschlielend wurde
ein Radiodiinnschichtchromatogramm  aufgenom-
men. Die radioaktiven Zonen, deren Rp-Werte denen
von authentischer 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesaure,
4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure bzw. 3.4-Dimeth-
oxybenzoesdure entsprachen (Substanzen I, II und
III), lieBen sich mit Methanol eluieren, die beiden
jeweils vereinigten Eindampfriickstinde wurden im
Falle der biogenen Substanzen I und II rechromato-
graphiert. Im Falle der Substanz III wurde ein ali-
quoter Teil direkt zur umgekehrten Isotopenverdiin-
nungstechnik verwendet.

Die nach Rechromatographie erhaltenen radio-
aktiven Zonen mit dem R;-Wert der authentischen
3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure bzw. 4-Hydroxy-
3-methoxybenzoesdure wurden erneut eluiert.

1/10 des Eluats diente zur 4C-Aktivitits-Bestim-
mung im Szintillationszdhler. Mit den verbleiben-
den 9/10 wurde wie friiher beschrieben die umge-
kehrte Isotopenverdiinnungstechnik durchgefiihrt 5.
Daf} diese Methode auch fiir die Identifizierung der
beiden isomeren Sauren anwendbar ist, lief} sich in
einer fritheren Arbeit beweisen °.

Ergebnisse

1/20 des nach Durchstromung mit Perfusions-
medium 1 (Gemisch aus (3-O-['*C]Methyl)- und
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Abb. 1. Radiochromatogramm eines aliquoten Teils (1/20)
des nach Durchstromung mit Perfusionsmedium 1 gewonne-
nen Extrakts (Einzelheiten s. Text). Zweimalige Diinn-
schichtchromatographie auf DC-Fertigplatten Kieselgel Fasy
(20 x 20, 0,25 mm). FlieBmittel: Benzol/Eisessig/Wasser
2:2:1 (obere Phase). Authentische Substanzen: 3-Hydrexy-
4-methoxybenzoesdure (1), 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure

(2), 3.4-Dimethoxybenzoesdure (3).
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(4-O-[*C]Methyl) -3.4-Dimethoxybenzaldehyd) er-
haltenen Perfusat-Extrakts wurde in System A auf-
getrennt. In dem in Abb. 1 gezeigten Radiochro-
matogramm ist die *C-Aktivitat der einzelnen Kie-
selgelzonen gegen die Laufstrecke aufgetragen. Das
Chromatogramm zeigt radioaktive Substanzzonen in
Hohe der authentischen 3-Hydroxy-4-methoxyben-
zoesiure (Rp=0,44), 4-Hydroxy-3-methoxybenzoe-
siure (Rrp=0,51) und 3.4-Dimethoxybenzoesiure
(Rr=0,62) (Metabolite I, IT und III).

Die Radioaktivitdatsmengen (Metabolit
tabolit IT) verhalten sich wie 1 : 20.

Wurde 1/20 des Perfusat-Extrakts in System B,
in dem eine Abtrennung der Phenolaldehyde (Di-
methoxybenzaldehyd,  4-Hydroxy-3-methoxybenz-
aldehyd, 3-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd) von
den entsprechenden Phenolcarbonsduren moglich ist,
aufgetrennt, so lielen sich in Héhe der authenti-
schen genannten Aldehyde keine Substanzen nach-
weisen, weder das eingesetzte Substrat noch die an-
deren — eventuell als Metabolite zu erwartenden —

Phenolaldehyde.

9/10 des Perfusat-Extrakts dienten nach entspre-
chender chromatographischer Auftrennung (s. Me-
thodik) der Identifizierung der radioaktiven Meta-
bolite. Aus Tab. I geht hervor, daf} sich der Meta-
bolit IT als 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure und
IIT  als identifizieren
lie. Bei dieser Perfusion erwies sich die Radioakti-
vitdit des Metaboliten I mit der Wanderungsge-
schwindigkeit von authentischer 3-Hydroxy-4-meth-
oxybenzoesdure als zu gering fiir die Durchfithrung
der umgekehrten Isotopenverdiinnungstechnik. Die-
ser Metabolit lief} sich aber nach Durchstromung mit
Perfusionsmedium 2 (s.u.) als 3-Hydroxy-4-meth-
oxybenzoesdure identifizieren.

I : Me-

3.4-Dimethoxybenzoesédure
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Nach Perfusion mit Perfusionsmedium 2 ((4-O-
[1*C]Methyl)-3.4-Dimethoxybenzaldehyd)  zeigten
sich nach Chromatographie eines Aliquots des Per-
fusat-Extrakts erwartungsgemal} radioaktive Peaks
mit den Rp-Werten von 3-Hydroxy-4-methoxybenzo-
siaure (I) und 3.4-Dimethoxybenzoesaure (III).
Dariiberhinaus fand sich jedoch auch Radioaktivi-
tit in der rechromatographierten Substanzzone mit
dem Rp-Wert von 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure
(IT) (Abb. 2). Das Ergebnis der Identifizierung
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Abb. 2. Radiochromatogramm nach Rechromatographie der

Substanzzone mit dem Rp-Wert von 4-Hydroxy-3-methoxy-

benzoesdure (II) (Durchstromung mit Perfusionsmedium 2,

Einzelheiten s. Text). Diinnschichtchromatographie wie unter
Abb. 1 beschrieben.

der Metabolite mittels der umgekehrten Isotopen-
verdinnungstechnik geht aus Tab. I hervor.
Wurde ein Aliquot des nach Durchstromung mit
Perfusionsmedium 3 (Gemisch aus (3-O-[1*C]Me-
thyl)- und (4-O-['*C]Methyl)-3.4-Dimethoxyben-
zoesdure) erhaltenen Perfusat-Extrakts in System A
aufgetrennt, so wies ein Radiodiinnschichtchromato-
gramm ebenfalls Substanzzonen in Hohe von 3-Hy-
droxy-4-methoxybenzoesdure (Metabolit 1), 4-Hy-
droxy-3-methoxybenzoesdure (Metabolit II) sowie

Tab. I. Identifizierung der nach den Perfusionen mit 3.4-Dimethoxybenzaldehyd (Perfusionsmedium 1 bzw. Perfusions-

medium 2) aus dem Perfusat-Extrakt isolierten Metabolite I, II und III mittels der umgekehrten Isotopenverdiinnungs-

technik. Einer definierten Menge '#C-Aktivitdit wurde eine bestimmte Menge (s.u.) der authentischen, nicht markierten

Verbindung zugesetzt. Die spez. Aktivitit (dpm/mg) wurde berechnet und nach jeder Kristallisation (Aceton/Petrolidther)
im Tri-Carb-Szintillationszdhler bestimmt.

Perfusion Metabolit zugesetzter ,,Carrier® Spez. Aktivitdt [dpm/mg]

Berech- Gefunden nach Kristallisation

net 1 2 3 4 5
mit Perfu- 11 20 mg 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure 3261 2570 2503 2520 2504 2501
sions- 111 20 mg 3.4-Dimethoxybenzoesidure 22536 121274 21795 21075 20634 21909
medium 1
mit Perfu- I 11 mg 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesidure 121 115 106 104 104 106
sions- I 12 mg 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesidure 108 85 81 80 80 79
medium 2 II1 20 mg 3.4-Dimethoxybenzoesdure 5903 5792 5766 5681 5644 5661
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Tab. II. Identifizierung der nach den Perfusionen mit 3.4-Dimethoxybenzoesdure (Perfusionsmedium 3 bzw. Perfusions-

medium 4) aus dem Perfusat-Extrakt isolierten Metabolite I und II mittels der umgekehrten Isotopenverdiinnungstechnik.

Einer definierten Menge *C-Aktivitdit wurde eine bestimmte Menge (s.u.) der authentischen, nicht markierten Verbin-

dung zugesetzt. Die spez. Aktivitit (dpm/mg) wurde berechnet und nach jeder Kristallisation (Aceton/Petroldther) im Tri-
Carb-Szintillationszahler bestimmt.

Perfusion Metabolit zugesetzter ,,Carrier® Spez. Aktivitdt [dpm/mg]

Berech- Gefunden nach Kristallisation

net 1 2 3 4 9
mit Perfu-
sions-
medium 3 II 10 mg 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure 657 621 608 590 590 598
mit Perfu-
sions- I 11 mg 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure 424 394 390 387 386 385
medium 4 1I 10 mg 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure 190 142 101 105 101 102
von 3.4-Dimethoxybenzoesdure (Substrat) auf. Die und Ioslicher Fraktion von Ratten- und Meer-
Radioaktivititsmengen (Metabolit I : Metabolit II)  schweinchenleber!, wobei Monomethylither von

verhielten sich wie 1 : 15.

Die Identifizierung von II erfolgte, wie beschrie-
ben, mit Hilfe der umgekehrten Isotopenverdiin-
nungstechnik (Tab. II).

Nach Perfusion mit Medium 4 ((4-O-[*C]Me-
thyl)-3.4-Dimethoxybenzoesdure)  erschienen im
Diinnschichtchromatogramm eines aliquoten Teils
des Perfusat-Extrakts erwartungsgemidll radio-
aktive Peaks in Hohe der 3.4-Dimethoxybenzoe-
saure (Substrat) und der 3-Hydroxy-4-methoxy-
benzoesdure (I). In der rechromatographierten Sub-
stanzzone mit dem Rp-Wert von 4-Hydroxy-3-meth-
oxybenzoesaure (II) fand sich auch hier Radio-
aktivitat.

Aus Tab. II geht die Identitdt von Metabolit I
mit 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure und die von
IT mit 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure hervor.

Diskussion

Nach den Perfusionen mit 3.4-Dimethoxybenz-
aldehyd lieflen sich im Perfusat-Extrakt keine Alde-
hyde mehr nachweisen, da die Aldehydgruppe voll-
stindig zur Carboxylgruppe oxydiert wurde. Die
Perfusionen mit 3.4-Dimethoxybenzaldehyd fithrten
also prinzipiell zu den gleichen Ergebnissen wie die
mit 3.4-Dimethoxybenzoesdure. Eine Demethylie-
rung von 3.4-Dimethoxybenzaldehyd bzw. 3.4-Di-
methoxybenzoesdure erfolgt in der perfundierten
Rattenleber in wesentlich stirkerem Umfang an der
para-standigen Methoxygruppe als an der meta-stin-
digen, wie aus dem Verhiltnis der Radioaktivitits-
mengen der Demethylierungsprodukte hervorgeht.

In in-vitro-Versuchen mit der Mikrosomenfrak-
tion von Kaninchenleber !> bzw. mit Mikrosomen-

Brenzkatechinderivaten als Substrat dienten, konn-
ten schon Axelrod und Mitarbeiter zeigen, dal} aus
den meisten der untersuchten para-O-Methyldther
mehr Formaldehyd freigesetzt wurde als aus den
meta-0O-Methylathern.

Wie eingangs erwihnt, ist die Vermutung ge-
dullert worden, dal} bei Schizophrenen das mit dem
Mescalin verwandte 3.4-Dimethoxyphenyldthylamin
aufgrund einer zusétzlich zur 3-O-Methylierung er-
folgenden ,,abnormen 4-O-Methylierung” von 3.4-
Dihydroxyphenylithylamin entstehen konne. Da
man aber davon ausgehen kann, daf} die p-O-Me-
thylierung ein auch normalerweise in der Leber ab-
laufender Stoffwechselweg ist, bietet sich fir die
Moglichkeit, dafl durch eine Stérung im Inter-
medidrstoffwechsel in vermehrtem Umfang ein 3.4-
Dimethylather eines Catecholamins auftreten kann,
die Erklirung an, dall es zum Ausfall einer De-
methylase kommt, die bevorzugt eine Demethylie-
rung der p-stindigen Methoxygruppe katalysiert.

Zu einer solchen Auffassung kommen auch Sar-
gent und Mitarbeiter 16, die Ratten (3-O-['*C]Me-
thyl)- bzw. (4-O-[1*C]Methyl)-3.4-Dimethoxyphe-
nyldthylamin injizierten und jeweils eine direkte
Messung des ausgeatmeten 14CO, durchfiihrten.

Nach Perfusion mit (4-0-[**C]Methyl)-3.4-Di-
methoxybenzaldehyd bzw. mit (4-O-[**C]Methyl)-
3.4-Dimethoxybenzoesiure erwies sich ein Teil der
durch Demethylierung entstandenen 4-Hydroxy-3-
methoxybenzoesiure als radioaktiv, so dall auch sie
mit Hilfe der umgekehrten Isotopenverdiinnungs-
technik identifiziert werden konnte. Daraus a6t sich
schlieBen, daf} die durch meta-O-Demethylierung (in
geringem Ausmal}) entstandene radioaktive 3-Hy-
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droxy-4-methoxybenzoesdure teilweise zur 4-Hy-
droxy-3-methoxybenzoesidure umgewandelt worden
ist. Hinweise dafiir, dal eine solche enzymatische
»Interkonversion“ moglich ist, erhielten Kuehl und
Mitarbeiter 17. Sie konnten durch in-vitro-Experi-
mente mit gereinigter Brenzkatechin-Methyltrans-
ferase eine partielle Interkonversion von 3-Hydroxy-
4-methoxy- zu 4-Hydroxy-3-methoxyphenylathyl-
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amin und von 4-Hydroxy-3-methoxy- zu 3-Hydroxy-
4-methoxyphenylathylamin wahrscheinlich machen,
wobei die Identifizierung der Isomeren anhand pa-
pier- und dinnschichtchromatographischer Analy-
sen erfolgte.
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