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Note

Fluorometrischer Nachweis der Catechol-O-Methyltransferase-Aktivitit
nach Elektrophorese im Polyacrylamid-Gel

JOSEPH VESER, PETER GEYWITZ und HELMUT THOMAS"
Abteilung Biochemie I der Universitdt Ulm, Ulm (B.R.D.)
(Eingegangen am 18. August 1977)

Ein wichtiger Stoffwechselweg der Catecholamine Adrenalin und Noradrenalin
fithrt tiber eine enzymatische O-Methylierung. Das Enzym, das diese Reaktion kata-
lysiert, die Catechol-O-Methyliransferase ", wurde 1958 von Axelrod und Tomchick?
aus Rattenleber auf das 30-fache angereichert und in der Folgezeit von einer Reihe
anderer Autoren®'? weiter gereinigt. Es iibertragt eine Methylgruppe vom S-Adeno-
sylmethionin auf eine der beiden Hydroxylgruppen von Adrenalin!, Noradrenalin?,
Dopamin® und anderen Brenzkatechinderivaten?19-'2. Als Substrate dienen auch
noch weitere Verbindungen, die einen aromatischen Ring mit zwei vicinalen Hydroxyl-
eruppen aufweisen, wie z.B. 2-Hydroxy&strogene!3-14.

Kirzlich konnten wir zeigen, dass auch ein Cumarinderivat, ndamlich 6,7-
Dihydroxycumarin (Asculetin) ein Substrat fiir das Enzym darstellt. Durch Inku-
bation von Asculetin mit einer gereinigten Enzym-Priiparation aus Rattenleber ent-
standen in Gegenwart von S-Adenosylmethionin die stark fluoreszierenden Methyl-
dther 7-Hydroxy-6-methoxycumarin (Scopoletin) und 6-Hydroxy-7-methoxycumarin
(Isoscopoletin)?’. Ausgehend von diesem Befund wurde inzwischen eine Bestimmungs-
methode fiir die Catechol-O-Methyltransferase ausgearbeitet, die auf der fluoro-
metrischen Bestimmung des in Gegenwart von S-Adenosylmethonin aus Asculetin
enzymatisch entstandenen Scopoletins beruht?.

In dieser Mitteilung wird die Mdglichkeit aufgezeigt, das Enzymprotein nach
elektrophoretischer Auftrennung im Polyacrylamid-Gel zu lokalisieren und zwar
durch den fluorometrischen Nachweis des nach Inkubation mit Asculetin und S-
Adenosylmethionin entstandenen Scopoletins.

EXPERIMENTELLES

Substanzen

Acrylamid, N,N’-Methylen-bis-acrylamid, N,N,N’,N’-Tetramethyldthylendia-
min, Ammoniumpersulfat (Bio-Rad Labs., Richmond, Calif., U.S.A.), S-Adenosyl-
methioninhydrogensulfat (Boehringer, Mannheim, B.R.D.), Tristhydroxymethyl)-

* Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. H. Thomas, Abteilung Biochemie I der Universitit
Ulm, Oberer Eselsberg N 26, D-7900 Ulm, B.R.D.
** S-Adenosyl-L-methionin: Catechol-O-Methyltransferase (E.C. 2.1.1.6).
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aminomethan(Tris), 5,5-Didthylbarbitursédure, 2-Mercaptodthanol, Bromphenolblau
(E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) und Aluminiumoxid Woelm neutral, Aktivititsgrad
I (ICN Pharmaceuticals, Eschwege, B.R.D.) wurden in Form von Handelsprodukten
verwendet. Asculetin (6,7-Dihydroxycumarin; C. Roth, Karlsruhe, B.R.D.) wurde aus
Aceton—Methylenchlorid umkristallisiert. Als Enzym-Priparation diente eine nach
Axelrod und Tomchick? aus Rattenleber (minnliche Sprague-Dawley-Ratten) ange-
reicherte Catechol-O-Methyliransferase-Praparation.

Losungen

Verwendet wurden 0.5 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7.6), 0.1 M Magnesium-
chlorid, 0.01 M 1-Cystein, 6.0 mM S-Adenosylmethioninhydrogensulfat, 0.05 M
Tris-HCI-Puffer (pH 8.5), 10~° M Asculetin.

Ansatz fiir die Gelelektrophorese (pH 7.5, 7.09, )"

Drei Lésungen wurden zusammengestellt: Lésung 1 aus 48 ml 1 N HCI,
6.85 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 0.46 ml N,N,N’,N"-Tetramethylithyl-
endiamin ad 100 ml aqua bidest.; Losung 2 aus 28 g Acrylamid und 0.8 g N,N'-
Methylen-bis-acrylamid ad 100 ml aqua bidest.; Losung 3 aus 0.1 g Ammonium-
persulfat ad 100 ml aqua bidest.

Zur Priparation des Gels wurden die Losungen 1, 2, 3 und aqua bidest. im
Volumenverhiltnis 1:2:4:1 gemischt. Als Elektrodenpuffer diente eine L&sung von
5.52 g Diithylbarbitursdure, 1.0 g Tris und 0.78 g Mercaptoidthanol in 1 1 aqua bidest

(pH 7.0).

Durchfiihrung der Elektrophorese und Aufarbeitung des Gels

Nach Polymerisation der Ldsung (in Glasrdhrchen von 100 mm Linge und
9 mm lichter Weite) erfolgte eine einstiindige Vorelektrophorese. Dann wurden
200 pl Catechol-O-Methyltransferase-Priaparation (I mg Protein pro ml), die mit
Saccharose ad 109/ versetzt waren, auf das Gel aufgetragen. Als Farbstofflésung zur
Markierung der Pufferfront diente eine 0.0l 9/-ige Bromphenolblau-Losung. Die
Elektrophorese wurde 1.5-2.5 h bei 4 mA pro Roéhrchen (d.c. Power Supply, 3371 E;
LKB) durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurde das Rundgel mit einem Gel-
schneider in 2 mm dicke Scheibchen geschnitten. (Sie kOnnen, wenn ndétig, iiber
Nacht bei —30° aufbewahrt werden). Die cinzelnen Scheibchen wurden mit 0.5 ml
Phosphat-Puffer (pH 7.6) versetzt und bei 4° homogenisiert (Homogenisator Potter S;
B. Braun, Melsungen, B.R.D.). Je 0.5 ml Homogenat wurden mit 50 g1 0.1 M MgCl,,
50 ul 6.0 mM S-Adenosylmethionhydrogensulfat, 100 gl 0.01 M Cystein und 200 wl
10~5 M Asculetin versetzt und 2 h bei 37° im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion
liess sich durch 5-minutiges Erhitzen im siedenden Wasserbad unterbrechen. Jede
Probe wurde mit 4.0 mi1 0.05 M Tris—HCI-Puffer (pH 8.5) und 400 mg Aluminiumoxid
versetzt. Nach 20-minutigem Schiitteln wurde vom Aluminiumoxid abzentrifugiert.
Die fluorometrische Messung des Uberstandes erfolgte bei i = 465 nm unter An-
regung bei A, = 390 nm.

ERGEBNISSE

Wurden nach elektrophoretischer Auftrennung des Enzymproteins die Homo-
genate von Gelscheibchen mit Asculetin und S-Adenosylmethioninhydrogensulfat
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inkubiert, so liess sich nach entsprechender Aufarbeitung im Uberstand Fluoreszenz
nur dann einwandfrei nachweisen, wenn dem bei der Elektrophorese verwendeten
Elektrodenpuffer Mercaptodthanol zugesetzt worden war, wobei sich eine Xonzen-
tration von 10 mM besonders bewihrt hat (Fig. 1). Dadurch, dass dariiberhinaus bei
der Elektrophorese ein Gel verwendet wurde, das Mercaptoidthanol (0.1 mM bzw.
1.0 mM im Gel) enthielt, wurde das Analysenergebnis nicht verbessert. Hingegen
erwies sich eine Vorelektrophorese von 1 h im Hinblick auf den spiteren Nachweis
der Enzymaktivitit als giinstig (Fig. 1).
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Fig. 1. Aktivitdtsprofil der Catechol-O-Methyltransferase nach Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese.
Gelsystem: pH 7.5, 7.0%,. 10 mM Mercaptoithanol im Elektrodenpuffer; Aufgetragen: 200 ul
Catechol-O-Methyltransferase-Praparation (200 ug Protein); Stromstirke: 4 mA pro Réhrchen;
Laufzeit: 2 h; Laufstrecke: 60 mm (30 Fraktionen a 2 mm). @, Ohne Vorelektrophorese; O, mit
einstiindiger Vorelektrophorese. Einzelheiten, s. Text.

Unter den geschilderten experimentellen Bedingungen (Gelsystem: pH 7.5,
7%) fand sich nur ein Aktivitatspeak. Die Wiederfindung der Enzymaktivitit betrug
im Mittel 409.

DISKUSSION

Eine Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese der Catechol-O-Methyltransferase
wurde von einer Reihe von Untersuchern durchgefiihrt. Nur wenige von ihnen
konnten die Enzymaktivitit im Gel nachweisen. Einige Autoren wandten eine radio-
metrische Methode an. Dabei wurden beispielsweise Gel-Scheibchen bzw. Extrakte
aus ihnen mit S-Adenosyl-[methyl-*C]L-methionin und einem Brenzkatechinderivat
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als Substrat (Noradrenalin bitartrat'® bzw. Dopamin oder 3,4-Dihydroxybenzoe-
sdure®?) inkubiert. Die Radioaktivitdt der aus den Ansitzen extrahierten O-Methyl-
dther wurde im Scintillationszihler bestimmt. Frére und Verly® benutzten als Substrat
[7-**C]Noradrenalin. Das in Uberstinden aus homogenisierten Gelscheibchen enzy-
matisch entstandene Normetanephrin und Norparanephrin wurde mit Hilfe von
NaJO, zu Vanillin bzw. Isovanillin oxydativ abgebaut und deren Radioaktivitit be-
stimmt.

Anderson und D’lorio® verwandten zur Bestimmung der Enzymaktivitit im
Polyacrylamid-Gel eine Technik, die auf der enzymatischen O-Methylierung von
Pyrocatecholphthalein beruht. Diese Technik ist nach Angaben anderer Untersucher®
relativ unempfindlich und nicht spezifisch.

Unter den in dieser Mitteilung angegebenen Elektrophorese-Bedingungen
erwies sich das Aktivititsprofil des Enzyms als einheitlich. Frére und Verly® beobach-
teten nach Gel-Elektrophorese bei pH 8.3 zwei Aktivitdtspeaks. Axelrod und Vesell*®
fanden nach Stirke-Gel-Elektrophorese bei pH 8.6 ebenfalls zwei Gipfel der Enzym-
aktivitit. Aber auch White und Wu®, die eine Polyacrylamidgel-Elektrophorese der
Catechol-O-Methyliransferase bei pH 6.9 und 7.9 durchfiihrten, stellten fest, dass die
Enzymaktivitit im Gel bei diesen pH-Werten als ein einheitlicher Peak nachweisbar
ist und machen darauf aufmerksam, dass zwei Gipfel der Enzymakftivitit nur bei
hohen pH-Werten gefunden werden, wobei der zweite Aktivitdtspeak wohl auf eine
oxydierte (moglicherweise dimere) Form des Enzyms zuriickzufiihren sei.
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