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Zusammenfassung: Nach Perfusion von isolierten
Rattenlebern mit Homovanillinsdure, einem Ab-
bauprodukt von DOPA und 2-[3.4-Dihydroxy-
phenyl]-dthylamin, lieB sich im Perfusatextrakt
aufler dem Substrat ein Metabolit nachweisen, der
sich papier- und diinnschichtchromatographisch in
verschiedenen Losungsmittelsystemen wie Homo-
vanilloyl-glycin (3-Methoxy-4-hydroxy-phenacetur-
sdure) verhielt. Die Substanz wurde sdulenchroma-

tographisch an Amberlite CG-50 II isoliert und an-
hand des UV- und IR-Spektrums sowie des Mikro-
schmelzpunktes identifiziert. Die quantitative Be-
stimmung des nach einmaliger Leberpassage ent-
standenen Metaboliten erfolgte spektrophotome-
trisch nach Kupplung mit diazotiertem [3-Didthyl-
amino-dthyl]-[ p-amino-phenyl]-sulfon.

Die Synthese von Homovanilloyl-glycin wird be-
schrieben.

Summary: Biosynthesis of homovanilloylglycine
during the perfusion of rat liver. Isolated rat liver
was perfused with homovanillic acid, a degradation
product of DOPA and 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-
ethylamine. An extract of the perfusate contained
the substrate and a metabolite which behaved as
homovanilloylglycine (3-methoxy-4-hydroxyphen-
aceturic acid) in paper and thin layer chromato-
graphy. The substance was isolated by column

chromatography on Amberlite CG-50 Il and iden-
tified by its UV- and IR-spectra, and micro melting
point. After a single perfusion through the liver,
the resulting metabolite was coupled with dia-
zotised (P-diethylaminoethyl)-(p-aminophenyl)-sul-
phone and determined quantitatively by spectro-
photometric assay.

The synthesis of homovanilloylglycine
scribed.

is de-

Homovanillinsdure (3-Methoxy-4-hydroxy-pheny!-
essigsdure) wurde 1956 erstmals im menschlichen
Harn nachgewiesen!. Nach SHAw et al.? ist diese
Phenolcarbonsédure ein normaler Bestandteil des
Harns von Mensch und Ratte, ihre Ausscheidung
didtetisch nicht beeinfluBbar und daher als endogen
bedingt aufzufassen. Die Autoren haben gezeigt,
daBB die Homovanillinsidure (als Abbauprodukt) aus
3.4-Dihydroxy-phenylalanin (DOPA) vermutlich
tiber 3.4-Dihydroxy-phenylbrenztraubensiure und
-phenylessigsdure entstehen kann. Auch 2-[3.4-
Dihydroxy-phenyl]-dthylamin (3-Hydroxy-tyramin,
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J. biol. Chemistry 218, 293 [1956].

2 K. N. F. SHAW, A. MCMILLAN u. M. D. ARMSTRONG,
J. biol. Chemistry 226, 255 [1957].

Dopamin) stellt eine endogene Vorstufe der Homo-
vanillinsdure dar®. Der Abbau des 2-[3.4-Dihydro-
xy-phenyl]-dthylamins fiihrt auf zwei Stoffwechsel-
wegen zur Homovanillinsdure, wobei entweder die
Methylierung am Hydroxyl in Stellung 3 oder die
oxydative Desaminierung der Seitenkette zeitlich
bevorzugt werden kann?. Ein Stoffwechselweg fiihrt
durch oxydative Desaminierung primér zur 3.4-
Dihydroxy-phenylessigsdure, die dann an der m-
Hydroxyl-Gruppe zur Homovanillinsdure methy-
liert wird, der andere zundchst zum 2-[3-Methoxy-
4-hydroxy-phenyl]-dthylamin(3-Methoxy-tyramin),
das seinerseits in die 3-Methoxy-4-hydroxy-phenyl-
essigsdure, also die Homovanillinsdure iibergeht.
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In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dafl die
Rattenleber imstande ist, Homovanillinsidure teil-
weise in ein Glycinkonjugat, nimlich Homovanil-
loyl-glycin(3-Methoxy-4-hydroxy-phenacetursiure)
tiberzufiihren.

Material und Methoden

Homovanillinsdure (3-Methoxy-4-hydroxy-phenylessig-
sdure) wurde von Calbiochem., Los Angeles, bezogen.

Synthese von Homovanilloyl-glycin

Die Synthese von Homovanilloyl-glycin wurde in An-
lehnung an eine Vorschrift von Ito und NEILANDS®
durchgefiihrt, die sich fiir die Darstellung von 2.3-Di-
hydroxy-benzoylglycin der Dicyclohexyl-carbodiimid-
Methode® bedienten.

1,0 ¢ Homovanillinsdure und 0,8 g Glycin-athylester,
in 5 m/ Tetrahydrofuran gelost, werden mit einer Lo-
sung von 1,5 g Dicyclohexyl-carbodiimid in 5 m/ Tetra-
hydrofuran versetzt und tiber Nacht unter Stickstoff bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Zugabe von
1 m/ Eisessig wird vom ausgefallenen Harnstoffderivat
abfiltriert, das Filtrat im Vak. zur Trockne gebracht. Der
Riickstand wird in 30 m/ Essigsdure-dthylester gelost,
mit 2 m/ 6N HCI gewaschen und erneut zur Trockne
gebracht. Der Trockenriickstand (Homovanilloyl-glycin-
dthylester) wird in 30 m/ IN NaOH gelost, 4 Std. unter
Stickstoff geriithrt und vom Ungeldsten abfiltriert. Das
mit 5 m/ HaSO4 angesduerte Filtrat wird 3mal mit 20 m/
Essigsdure-dthylester extrahiert. Der Extrakttrocken-
riickstand wird in 1,5 m/ verd. NH4OH gelost und bei
00C mit 0,5 m/ 6N HCI versetzt. Der Niederschlag wird
auf der Nutsche mit Ather gewaschen, 2mal aus heilem
Wasser umkristallisiert und iiber Phosphorpentoxyd im
Vak. getrocknet. Schmp.: 161-—-163°C.

Ci11H13NO5 (239,2) Ber. C 55,23 H 5,48 N 5,86 O 33,44
Gef. C 55,11 H 5,54 N 5,72 O 33,63

Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 12— 19 Wochen alte minn-
liche Sprague-Dawley-Ratten, die mit dem Standard-
futter ,,Altromin‘ und Trinkwasser ad libitum ernidhrt
worden waren.

Leberperfusion

Wir bedienten uns der von ScHrIEFERS und KORUS? aus-
gearbeiteten Apparatur und Technik. Das Perfusions-
medium bestand aus einer von SCHIMASSEK® angegebe-
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nen, nach ScHoLz? modifizierten Salzlésung, der 0,5mMm
Glycin zugesetzt waren: 137,0mM NaCl, 3,0mm KCl,
0,7mmM NaHaPOy4, 0,5mm CaClg, 0,5mm MgCls, 24,0mM
NaHCOg3 und 0,5mm Glycin. 500m/ Perfusionsmedium
mit 50 mg Homovanillinsdure als Substrat wurden in
10 Durchgingen perfundiert. Die mittlere Durchflu3-
geschwindigkeit betrug 2,4 m//Min. - g.

Aufarbeitung des Perfusates

Das Perfusat wurde mit 2 m/ konz. HCI angesduert, mit
NaCl geséttigt und 8mal mit 500 m/ Ather extrahiert.
Die Atherextrakte wurden am Rotationsverdampfer
zur Trockne gebracht. Der Extrakttrockenriickstand
wurde papier-, diinnschicht- und sdulenchromato-
graphisch aufgetrennt.

Chromatographie

Die papierchromatographischen Analysen wurden ab-
steigend auf Whatman-Papier Nr. 1 mit den folgenden
Losungsmittelsystemen durchgefiihrt:

Benzol/Eisessig/Wasser 125:72:3 (System 1)10,
Methyldthylketon/Aceton/Ameisensdure/Wasser
40:2:1:6 (System 1I)1* und
Methylathylketon/Didthylamin/Wasser 921:2:77
(System IIT)1L.

Fiir die diinnschichtchromatographische Analyse wurde
Kieselgel G nach StaHL und als FlieBmittel Toluol/
Ameisensiaure-dthylester/Ameisensdure 5:4:1 (System
IV)12 verwendet.

Die sdulenchromatographische Auftrennung von Homo-
genatextrakten erfolgte wie frither angegeben!3 an
Amberlite CG-50 11. Als mobile Phase diente das Lo-
sungsmittelgemisch Methyldthylketon/Aceton/0,2Nn HCI
2:1:914, Mit Hilfe eines Fraktionssammlers wurden
Fraktionen von je 32 Tropfen aufgefangen (Laufge-
schwindigkeit: 32 Tropfen/8 Min.).

Als Spriithreagentien fiir die Lokalisation von Substanzen
auf Papier- und Diinnschichtchromatogrammen dienten
diazotiertes [B-Didthylamino-dthyl}-[ p-amino-phenyl]-
sulfon (Roses Reagenz)!®, diazotierte Sulfanilsiure

9 R.ScHoLz in W. Sta1B u. R. ScHoLZ, Stoffwechsel der
isoliert perfundierten Leber, 3. Konf. d. Ges. f. Biol.
Chem., April 1967, S. 25, Springer-Verlag, Berlin 1968.
10 W. STeCK u. S. H. WENDER, J. Chromatogr. [Amster-
dam] 19, 564 [1965].

11 L. Reio, J. Chromatogr. [Amsterdam] 4, 458 [1960].
12 C. F. vaN SUMERE, G. WoLF, H. TEUCHY u. J. KINT,
J. Chromatogr. [Amsterdam] 20, 48 [1965].

13 H. THomas, J. Chromatogr. [Amsterdam] 34, 106
[1968].

14 T, Sex1, K. INnaMorI u. K. Sano, J. Biochemistry
[Tokyo] 46, 1653 [1959].

15 R. J. BoscoTT u. W. T. CookE, Quart. J. Med. 23,
307 [1954].

16 H. G. BrAY, W. V. THORPE u. K. WHITE, Biochem. J.
46, 271 [1950].
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und diazotiertes p-Nitranilin'é sowie eine Lésung von
p-Dimethylamino-benzaldehyd in Essigsdureanhydridl?.
Bei einigen Papierchromatogrammen wurde die UV-
Kontaktphotographie nach Bush!8 angewandt.

Identifizierung

Die Identifizierung des biogenen Homovanilloyl-glycins
erfolgte auBler durch Papier- und Diinnschichtchromato-
graphie nach sdulenchromatographischer Isolierung mit
Hilfe der folgenden Methoden: UV-Spektroskopie
(220—350 mp), IR-Spektroskopie (2—16 p; KBr-
Mikrotechnik) und Mikroschmelzpunktbestimmung
(Mikroskop-Heiztisch).

Quantitative Bestimmung

Das durch UV-Kontaktphotographie lokalisierte Homo-
vanilloyl-glycin wurde aus dem Papier eluiert!® und
nach Kupplung mit diazotiertem [B-Didthylamino-
athyl])-[ p-amino-phenyl]-sulfon20 unter Beriicksichtigung
entsprechender Papierleerwerte durch spektrophoto-
metrische Messung bei 360 my. quantitativ bestimmt.

Ergebnisse

Im AnschluB an die Perfusion wurden aliquote
Teile (0,02 m/) des in 0,2 m/ Aceton* gelGsten Per-
fusatextrakt-Trockenriickstandes in denSystemen|,
I1 und IIT bzw. IV papier- und diinnschichtchroma-
tographisch aufgetrennt. Mit Hilfe der erwédhnten
Diazoreagentien lieB sich auf den Chromatogram-
men auller dem Substrat jeweils eine Substanz
nachweisen, die sich auch mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd in Essigsdureanhydrid, einem nach
GarrFNEY und Mitarbeitern'? fiir Hippursduren
spezifischen Reagenz, anfirbte; sie verhielt sich in
ihrer Wanderungsgeschwindigkeit wie authenti-
sches Homovanilloyl-glycin (s. Tab. 1 und 2).
Sdulenchromatographisch lieB sich ein Gemisch
von je 5uMol Homovanillinsdure und Homo-
vanilloyl-glycin an Amberlite CG-50I1 gut auf-
trennen (Abb. 1).

* Wurde der Extrakttrockenriickstand in Methanol ge-
16st und papierchromatographisch aufgetrennt, so lie3
sich als Artefakt auf den Chromatogrammen zusitzlich
eine Substanz nachweisen, deren Rp-Werte in verschie-
denen Systemen mit denen des Methylesters der Homo-
vanillinsdure iibereinstimmten.

17 G. W. GAFrFNEY, K. SCHREIER, N. DIFERRANTE Uu.
K. I. ALtMAN, J. biol. Chemistry 206, 695 [1954].

18 1. E. BusH, Biochem. J. 50, 370 [1952].

19 H. ScHrierers, H. THoMas u. F. PonL, Clin. chim.
Acta [Amsterdam] 8, 744 [1963].

20 H. THOMAS u. W. DIRSCHERL, Arzneimittel-Forsch.
12, 429 [1962].

H. THoMmas, F.-J. GaANZ und E. BUSCHEMANN

Bd. 349 (1968)

Tab. 1. Papier- und diinnschichtchromatographische
Identifizierung der nach Rattenleberperfusion mit
Homovanillinsdure nachgewiesenen Substanz. Papier-
chromatographie: absteigend auf Whatman-Papier
Nr. 1. Losungsmittelsysteme: Benzol/Eisessig/Wasser
125:72:3 (1), Methyldthylketon/Aceton/Ameisensdure/
Wasser 40:2:1:6 (II) und Methyldthylketon/Wasser/
Didthylamin 921:77:2 (III). Diinnschichtchromato-
graphie: aufsteigend auf Kieselgel G nach STAHL.
Losungsmittelsystem: Toluol/Ameisensdure-dthylester/
Ameisensdure 5:4:1 (1V).

Rp-Werte
" Authent. .
LOsungs- |, ifzeit Homo- Biogene Misch-
mittel- 0 . chromato-
(259C)  vanilloyl- Substanz
system - gramm
glycin
I 5 Std. 0,63 0,60 0,60
Il 4 Std. 0,81 0,81 0,81
I11 4 Std., 20 Min. 0,04 0,03 0,03
v 30 Min. 0,10 0,10

Fir die Isolierung des Metaboliten wurden die Per-
fusatextrakt-Trockenriickstinde von insgesamt
4 Leberperfusionen herangezogen. Nach jeder Per-
fusion lieB3 sich der in jeweils 0,5 m/ Aceton geldste
Extrakttrockenriickstand strichférmig auf 3 Papier-
streifen (17 x50 cm) verteilen und im System |
chromatographisch auftrennen. Die durch UV-
Kontaktphotographie auBler dem Substrat lokali-
sierbare Substanz, deren Wanderungsstrecke mit
der von authentischem Homovanilloyl-glycin iiber-
einstimmte, lieB sich vom Papier eluieren!®, Der
Trockenriickstand der vereinigten Eluate wurde, in
2 m/ mobiler Phase gelost, auf eine Amberlite-
Sdule gegeben und unter den angegebenen Bedin-
gungen chromatographiert. Aus den Fraktionen 83
bis 88 konnte durch Extraktion mit Essigsdure-
4thylester eine Substanz kristallin isoliert werden,
deren IR-Spektrum mit dem von authentischem
Homovanilloyl-glycin identisch ist. Die UV-
Absorptionskurve der isolierten Substanz hat wie
die des authentischen Homovanilloyl-glycins ein
Maximum bei 280 mp (s. Abb. 2). Die Kiristalle
zeigten unter dem Mikroskop einen Schmelzpunkt
von 161—163°C, der mit dem von authentischer
Vergleichssubstanz (161—162°C) iibereinstimmt.

Die quantitative Bestimmung von biogenem Homo-
vanilloyl-glycin in Eluaten aus Papierchromato-
grammen erfolgte spektrophotometrisch nach
Kupplung mit diazotiertem Roses Reagenz?®, Das



Bd. 349 (1968)

Kupplungsprodukt von diazotiertem Roses Rea-
genz mit Homovanilloyl-glycin weist 2 Extinktions-
maxima (360 my. und 512 my) auf (s. Abb. 3).

Die Farbintensitdt der Azoverbindung, bei 360 mp.
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gemessen, nimmt wie die des Reagentienleerwertes
in Abhingigkeit von der Zeit zundchst zu und er-
reicht nach etwa 50 Min. konstant bleibende Werte
(Abb. 4).

Tab. 2. Farbreaktionen der nach Rattenleberperfusion mit Homovanillinsiure papierchromatographisch nach-
gewiesenen Substanz im Vergleich zu denen des Homovanilloyl-glycins.

Farbreaktionen nach Behandlung mit

p-Dimethylamino- Diazot. Diazot. Diazot.
benzaldehyd in Roses Reagenz Sulfanilsdure p-Nitranilin
Essigsdureanhydrid
Authent. Homovanilloyl-glycin gelb rot bis violett lachsrot blaugrau
Biogene Substanz gelb rot bis violett lachsrot blaugrau
4 I
Homovanilloy!- Homovanillin-
glycin saure
12
f o
Egp 1
\L_
a4 240 260 260 300 320
Nmpl —=
Abb. 2. UV-Spektren des authent. Homovanilloyl-gly-
i cins (gestrichelt) und der biogenen Substanz (ausge-
zogen).
gq—ﬁﬂq
70 80 90 100 110

Frakt.-Nr. ——a

Abb. 1. Sdulenchromatogramm eines Gemisches von je
5 uMol Homovanillinsdure und Homovanilloyl-glycin
(authent. Substanzen). Amberlite CG-50 11, p. a., 200
bis 400 Mesh, H®-Form. Mobile Phase: Methylithyl-
keton/Aceton/0,2N HCI12:1:9. Fraktionierung: 32 Trop-
fen/Fraktion; DurchfluBgeschwindigkeit: 32 Tropfen
pro 8 Min. (Fraktionen nach Abdampfen des organi-
schen Losungsmittelanteils mit 0,5N Natriumacetat auf
3,5 m/ aufgefiillt. Extinktionen bei 280 mu spektro-
photometrisch gemessen).,

Wiederfindung: Homovanillinsdure 98%,

Homovanilloyl-glycin 1009;.

N /A
o
o

00 400

N myl —=

500 &00

Abb. 3. Absorptionsspektrum des Kupplungsproduktes
von diazotiertem Roses Reagenz mit 40 pg Homo-
vanilloyl-glycin.
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Abb. 4. Extinktion des mit diazotiertem Roses Rea-
genz gekuppelten Homovanilloyl-glycins (40 wg; obere
Kurve) und des Reagentienleerwertes in Abhédngigkeit
von der Zeit.

Die Eichkurve, 60 Min. nach Beginn der Reaktion
aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen unter
Abzug des Reagentienleerwertes aufgestellt, ver-
lauft im Bereich von 0—40ug Homovanilloyl-
glycin linear.

Zur quantitativen Bestimmung des biogenen Homo-
vanilloyl-glycins wurde eine Rattenleber in einem
Durchgang  (DurchfluBgeschwindigkeit 0,9 m/ -
Min—1: g~1) mit 50 mg Homovanillinsdure in dem
oben beschriebenen Perfusionsmedium, dem dies-
mal jedoch kein Glycin zugesetzt war, durchstromt.
Von dem in 1 m/ Aceton gelosten Perfusatextrakt-
Trockenriickstand wurden 4mal je 0,05 m/ papier-
chromatographisch aufgetrennt. Die quantitative
Analyse der jeweils das biogene Homovanilloyl-
glycin enthaltenden 4 Eluate ergab im Mittel 15,5ug
Substanz, das sind 310 ug bezogen auf 500 m/
Perfusat.

Diskussion

Von den Brenzkatechinaminen und ihren Meta-
boliten ist eine ganze Reihe nicht nur in freier Form,
sondern auch als Konjugate im Harn des Menschen
und der Ratte nachgewiesen worden. So konnen
beispielsweise Metanephrin, Normetanephrin und
3-Methoxy-tyramin teilweise mit Glucuronsidure
gepaart und als Glucuronide ausgeschieden wer-
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den®. Adrenalin kommt im menschlichen Urin auch
als Adrenalinsulfat vor (RICHTER et al.2!). Vanil-
linsdure kann in der Rattenleber in Vanilloylglycin
iibergehen??. Das Konjugat wurde von ARM-
STRONG und Mitarbeitern® im menschlichen Harn
gefunden. Schon aus Untersuchungen von SHAW
und Mitarbeitern® geht hervor, daB ein Teil der im
Harn des Menschen ausgeschiedenen Homovanil-
linsdure ebenfalls in konjugierter Form vorliegen
muf}; denn in Harnproben, aus denen die freien
Sduren vollstdndig extrahiert worden waren,
konnte nach Sdurehydrolyse noch Homovanillin-
sidure nachgewiesen werden. Es ist zu erwarten, dal
auch die menschliche Leber imstande ist, Homo-
vanillinsdure mit Glycin zu konjugieren und daB
somit auch im menschlichen Harn ein Teil der
Homovanillinsdure als Glycinkonjugat vorliegt.
Die quantitative Bestimmung der Homovanillin-
sdure, die im Urin in wesentlich hoherer Konzen-
tration als die endogene Muttersubstanz 2-[3.4-
Dihydroxy-phenyl]-dthylamin ausgeschieden wird?,
ist von Bedeutung im Hinblick auf die Diagnose
von 2-[3.4-Dihydroxy-phenyl]-dthylamin-sezernie-
renden Tumoren. Vor allem die bei Kindern und
Jugendlichen vorkommenden Neuroblastome kon-
nen eine erh6hte Homovanillinsdure-Ausscheidung
verursachen?3-25, Im Harn einiger Phdochromo-
cytom-Patienten ist ebenfalls eine iiber die Norm
gesteigerte Homovanillinsdure-Konzentration fest-
gestellt worden?%-27, In solchen Fillen konnte eine
Ausscheidung von Homovanilloyl-glycin ins Ge-
wicht fallen.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir
fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit.
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