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SUMMARY 

Occurrence of a-alkyl-substituted malic acids, and p-hydroxy+alkyl-sub- 
stituted dicarboxylic and tricarboxylic acid derivatives in normal urine 

Urine contains a number of c-hydroxy acids so far unknown to occur in biological liq- 
uids. Besides the already as urine constituent known metbylmalic acid, also the ethyl: 
isopropyl and butyl derivatives of malic acid were found. Further metabolitos in urine are a 
p-propyl-substituted p-hydroxyglutaric acid, a p-hydroxy-p-[methyl-carbomethoxy ] -adipinic 
acid and two isomeric a-methylcitric acids. 

EINLEITUNG 

Im Zuge eingehender Studien [l] iiber die in der sauren Fraktion mensch- 
lichen Hams enthaltenen Sauren mit Hilfe der Kombination Glaskapillargas- 
chromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) stiessen wir auf eine Gruppe 
von Hydroxycarbonsauren, von denen neben der Citronensaure bisher nur die 
cY-Methyl~pfels%rre und die /3-HydroxyQ-methylglutars%.ue als normale Ham- 
inhaltsstoffe bekannt waren. 

ISOLIERUNG UND GEWINNUNG 

Durch pmparative Diinnschichtchromatographie wurde die Gesamtsaurefrak- 
tion des Hams nach Veresterung mit Diazomethan in acht Zonen zerlegt [l] . 
Die Eluate dieser Zonen wurden mit der Kombination GC-MS untersucht. Die 
Hydroxys%rren waren - wie die Massenspektren zeigten - vorzugsweise in den 
Zonen DC 2, DC 3 und DC 4 (Ausschnitte der Glaskapillargaschromatogramme 
Fig. 1,2 und 3) enthalten. 

Die Eluate dieser Zonen wurden einer pdparativen gaschromatographischen 
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Fig. 1. Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der aus der Zone DC 2 isolierten Suren, die 
durch Z&Zen gekennzeichnet sind. Die zur Messung von Retentionsindices beigemengten 
Koblenwasserstoffe sind z&s C, , C,, ,‘etc. markiert. 

Trennung unterworfen. Die Anreicherung wurde durch Aufnahme von Glas- 
kapillargaschromatogrammen iiberpriift. Die so erzielte weitgehende Anreiche- 
rung rsichte aus, um von den wichtigsten Schliisselbruchstiicken durch die 
peak-matching Technik mit hochaufl6sender Massenspektrometrie Bruttofor- 
meln zu bestimmen. 
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Fig. 2. Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der aus der Zone DC 3 isolierten Siuren. 

DARSTELLUNG DER VERGLEICI-ISVERBINDUNGEN 

Z-Methyl~pfels?iuredi.nxethylester wurde aus Acetessig&uredimethylester 
durch Cyanhydrinsynthese nach Barker [ 21 [F = 115” (Essigester) J ,2-Ethyl?ip- 
felsgure aus Propionylessigsiiuremethylester und NaCN nach Strassmann und 
Ceci [ 31 [F = 117” (Essigester)] , Isopropyl~pfelskre aus Isobutylessigester und 
NaCN nach Yamashita (41 [F = 145-147” ] und n-ButylZpfelsZuxe nach der- 
selben Vorschrifi dargestellt und ohne weitere Reinigung fiir die Vergleichsmes- 
sungen eingesetzt. 
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Fig. 3. Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der aus der Zone DC 4 isolierten Sluren. 

AUFNAHMEBEDINGUNGEN DER MASSENSPEKTREN UND GASCHROMATOGRAM- 

MIE: 

Massenspektrometer-Gaschrvmatograph 
LKB-2091 Getit mit getrennten &liffusionspumpen (150 I/set Sauglei- 

stung) fiir Quelle und Einlass. 
EL-Ionenquelle: 250” , Elektronenenergie 70 eV, Beschleunigungsspannung 

3-5 kV, TIC-Signal bei 20 eV registriert. 20 m SE-30 Diinnfilmglaskapillars?iule 
mit Platinkapillarenanschluss. Injizierte Menge: 0.2-0.8 ~1, Injektor-Tempera- 
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tur: 275”) Detektor-Temperatur: 275”) Ofen-Temperatur: 75”, 7 min isotherm, 
Temperaturprogramm: 2” /min his 280”, Splitverhliltnis: 1: 20, Abschwiicher 
(Attenuator): 32. 

Separator: 2-stufiger Molekiildet-Separator (nach Becker-Ryhage) und “slid- 
ing valve” zur Trennung von GC- und MS-Teil, Temperatur: 2504 

Gaschromatograph: Pye-Unicam Ein-Saulenge&, Temperaturprogram: 2” / 
min. SZule: Di.innfilmGlaskapilla%rle: 25 m, Tragergas: Helium (2 ml/min). 

Datensystem: LKB 2130 Gaschromatograph-Massenspektrometer, PDP-11 
Rechner (16-bit Memory) mit Disk-System der Fa. Digital Equipment Corpora- 
tion, Sichtschirm Tektronix 4012 und Versatec-Plotter. 

Prtipamtiver Gaschromatograph 
Carlo Erba Fractovap 2400 T. SZule: 1.5 m, 6 mm Durchmesser, gefiillt 

mit 3% SE-30 auf Supelcoport (SO-l.00 mesh)_ Injizierte Menge: 30 ~1, In- 
jektor-Temperatur: 275”‘) Detektor-Temperatur: 275”) Ofen-Temperatur: 
loo”, Temperaturprogramm: 100”) 7 min isotherm Z“/min bis 280”, Splitver- 
hgltnis: 1: 100. Abschwgcher (Attenuator): 64. 

Gaschromatograph 
Carlo Erba 2301 Doppelsiiulenge& mit Flammenionisationsdetektor, TrZ- 

gergas: Wasserstoff (2 ml/min) _ 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Das Massenspektrum der einfachsten Verbindung zeigt Schliisselionen der 
Masse 15, 43, 85 und 117, die in den hoheren Homologen (Verbindungen mit 
den Nummem von 35, 48 und 68) jeweils urn 14, 28 bzw. 42 Masseneinheiten 
zu hijheren Massen verschoben sind. 

Das Schliisselion der Masse 117 im Massenspektrum der mit Nr_ 25 in dem 
Gaschromatograrnm gekennzeichneten Verbindung (Fig. 4) hat die Summen- 
formel C,H,O, (1) und wird wie folgt abgebaut: 

Die hbheren Homologen miissen anstelle des Methylrestes eine Ethylgruppe 
(Verbindung Nr. 35), bzw. einen C3 H, - (Verbindung Nr. 48) oder einen C, H, - 
Rest (Verbindung Nr. 68) tragen (Fig. 5-7), da die Schliisselionen urn eine 
entsprechende Zahl von Masseneinheiten verschoben sind. - 

Die Ionen der Masse 161 (2) entstehen durch Abspaltung des Alkylrestes. 
Sie werden nach dem folgenden Schema weitergespalten: 

OH 

HpOC-+H,--COOCH, 
-ciijo!e -CO 

- n/e 120 -__b m/e ‘01 

m/e 167 

(2, 
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Fig. 4. Massenspektrum des MethylZpfelsfnredimethylesters. 

m/e 

80 120 160 200 

Fig. 5. Massenspektrum des EthylZpfelsfuredimethylesters. 
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Fig. 6. Massenspektrum des IsopropylZpfeIsZuredimethylesters. 
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Fig. 7. Massenspektrum des ButylZpfelsfiuredimethylesters. 
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Demnach ergibt sich fur den einfachsten Vertreter der Reihe, fiir die Ver- 
bindung Nr. 25, die Struktur eines ar-MethylZpfels&remethylesters [Reten- 
tionsindex (RI) 10751, fi das n&hst hbhere Homologe die eines Ethylgpfel- 
sZuremethylesters (RI 1181) und fiir die beiden anderen eines C,H,- bzw. 
C, H, substitnierten Apfels$rremethylesters (RI 1247, RI 1351). 

Urn die Struktur sicherzustellen, wurde cY-Methyl~pfelsiiure nach Yamashita 
[4] aus Acetessigester und Acetylchlorid synthetisiert. Das Massenspektrum des 
Syntheseproduktes erwies sich identisch mit der aus Harn isolierten Verbindung. 
Auch die Retentionsindices von Natur- und Syntheseprodukten stimmen iiber- 
ein. Bei der Koinjektion beider Verbindungen in den Gaschromatographen er- 
hielt man nur einen Peak, womit ihre IdentitZit erwiesen ist. 

In gleicher Weise wurde die EthylZpfels&re hergestellt [S] , die sich mit dem 
Naturprodukt identisch erwies. 

Das Massenspektrum der dritten homologen Verbindung.Nr. 48, (Fig. 6) ist 
mit der Struktur einer Propyl- oder IsopropylZipfels&re vereinbar. Im Vergleich 
zur Methyl- und Ethyhipfelsaure ist der Retentionsindex relativ erniedrigt, was 
bei Vorliegen einer Propylapfelsaure nicht zu erwarten ware. Der Verbindung 
sollte daher die Struktur einer Isopropylapfels%ure zukommen. Die Synthese 
von Propyl- und IsopropylZpfelsZure [ 41 und nachfolgende Vergleichsmessun- 
gen von Massenspektren und Retentionsindices sowie die Koinjektionsprobe 
beststigen diese Vermutung. 

Das Spektrum der vierten Verbindung (Nr. 68) dieser Reihe entspricht dem 
n-ButylZipfels~uredimethylester, wie durch Synthese und Vergleichsmessungen 
sichergestellt wurde. 

W&rend bereits 1966 Dalgliesh et al. [5] iiber das Auftreten von Methyl- 
Hpfels%ire im Ham berichtete, wurden homologe Verbindungen bisher nur in 
Mikroorganismen, Wein und Obst nachgewiesen [3,6-181. Das Auftreten der 
IsopropylZpfelsZure als Zwischenprodukt bei der Synthese von Leucin wurde 
von Strassmann und Mitarbeitern [ 19,201 postuliert, IsopropyhipfelsZure w_urde 
unseres Wissens aber noch nicht in Kiirperfliissigkeiten nachgewiesen. Uber 
ButylZpfelsZure als Naturprodukt liegen keinerlei Angaben vor. 

Eine zweite Gruppe von Verbindungen (Nr. 38, 76) ist durch analoge Ab- 
baureaktionen im Massenspektrometer wie der a-Alkyllipfels~uren charakteri- 
siert. Das Massenspektrum der ersten Verbindung dieser Reihe (Nr. 38, Fig. 8) 
ist wie das des Methyl?ipfels%.rremethylesters durch Schliisselionen der Massen 
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Fig. 8. Massenspektrum des P-Hydroxy-p-Nlethylglutarsluredimethylesters. 
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117, 85 und 43 gekennzeichnet. Die Verbindung sollte demnach ebenfalls 
das Strukturelement (1) enthalten. 

n/e 175 

(3) 

-C.s2=C;O!40CH3 

/ 

\,-cy,oL/ 
‘\ 

m/e 70; m/p i-3 

(1, 

n/e 117 

0 
\\ 

0 

c-CF, CH2 oc+ * 
,C-CH, 

ip,,? 1T3 - 
-CF3C;; t+O’ 

LyvI\c/ CH2,t,0=H3 

‘\ 
‘C’ 

0.l 
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ii,co 
f I 

;0 0 
. . H H’ 
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Aus dem- Auftreten eines Schliisselions der Masse 175, das offensichtlich dem 
Verlust einer Methyigruppe entspricht, l&t sich das Molekulargewicht 190 
ermitteln. Der weitere Abbau des so charakterisierten P-HydroxyQ-methyl- 
glutars&redimethylesters (RI 1191) geht aus den Spaltschemata hervor. 

P-HydroxyQ-methyl-glutarsaure wird bei der /?-Hydroxy-methyl-gluta&ure- 
acidurie [21-261 in vermehrter Menge im Ham ausgeschieden, sie konnte aber 
such von Dalgliesch et al. [5] und anderen ]27, 281 im Urin Gesunder nach- 
gewiesen werden. 

Die zweite Verbindung dieser Klasse (Nr. 76, Fig_ 9) hat in ihrem Massen- 
spektrum ebenfalls ein Schliisselion der Masse 175 (3). Aus dem Auftreten 
eines Ions der Masse 145 (4), das weiter zerftit unter Verlust von Methanol 
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Fig. 9. Massenspektrum des p-Hydroxy-p-PropylglutarsZuredimethylesters. 

und CH:! =C(OH)OCH3 I&t sich schliessen, dass das Molekiil das Molekular- 
gewicht 145 + 73 (CH,COOCH,) = 218 hat, so dass es sich hierbei entweder 
urn den p-HydroxyQ-isopropyl-glutars&redimethylester oder P-Hydroxy- 
propyl-glutars%nedimethylester handelt (RI 1367). 
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Bei der dritten Verbindung dieser Reihe (Nr. 112, Fig. 10) tritt als Schliissel- 
ion inn oberen Massenbereich das Fragment der Masse 189 der Bruttoformel 
C,H,,O, (5) auf. 

R 

H3COOC-CH2-CH*~CH2-COO~H3 
OH 

I i + ,CH2-COOCH3 
C4H,02- c, (5) 

OH 

-C!’ =C(CH)GCH 
-2 3 

/ 
. 

c, f,O,- c =o 
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Fig. 10. Massenspektrum des a-Methyl-citronensPuretrimethylesters_ 

Der C4H702-Teil ist durch das fiir a-MethylcarbonsSiuremethylester typische 
Auftreten des Ions der Masse 88 erkennbar: 

=H3 \ <,O\ , 
CH 

;p I,f, 

3\ 
CH 

b II 

H3CO yCLOH 

m/e 00 
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Fig. II_ _Massenspektrum des p-Hydroxy-0-l carbomethoxy-methyl ] -adipins&retrimethyl- 

esters. 

Darnit ergibt sich fCr die Verbindung die Struktur eines a-Methyl-citronen- 
s&retrimethyIesters (RI 24’73). 

Eine zweite Verbindung (Nr. 215), die ein vijllig gteiches Massenspektrum, 
jedoch einen hijheren Retentionsindex zeigt, muss eine zur Verbindung 112 
diastereomere Struktur haben (RI 1482). 

Eine Ausscheidung von a-MethylcitronenGure wurde bei PropionGure- 
acidurie beobachtet. Sie sol1 fiir diese Krankheit typisch sein. AIs natiirliches 
Stoffwechselprodukt konnte man oc-MethylcitronensCre bisher nicht nach- 
weisen [29, 301. 

tiine weitere isomere SZure, deren Massenspektrum (Fig. 11) allerdings sehr 
unterschiedlich aussieht, ist die Verbindung Nr_ 120. Aus dem Auftreten des 
Ions der Masse 189 und den dazugehiirigen Abbauprodukten I&t sich das Vor- 
liegen des St_rukturelements (6) erkennen. Aus den iibrigen Ionen l&t sich die 
Struktur eines ,B-Hydroxy-$-[carbomethosy-methyl] -adipinsZuredimethyl- 
esters (RI 1496) able&en: 

ZUSAXvfENFASSUNG 

Ham enthst eine Reihe a-hydroxylierter DicarbonGiuren, deren Vorkom- 
men in biologischen Fliissigkeiten bisher nicht bekannt war. So finden sich 
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neben der als normales Stoffwechselprodukt bereits bekannten MethyEpfel- 
sure such die Ethyl-, Isopropyl- und ButylZpfels%ure. Als weitere, offenbar 
bisher unbekannte Stoffwechselprodukte wurden eine p-propyl-substituierte 
p-HydroxyglutarsZure, die p-Hydroxy+[methyl-carbomethoxy] -adipins?iure 
und zwei Isomere der cr-Methylcitronensgure entdeckt. 
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