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6,7-Dihydroxycoumarin (Aesculetin) was found to be a substrate of rat liver Catechol-O-

methylfransferase (COMT) (EC 2.1.1.6).

Incubation of this substrate with S-Adenosyl-L-[methyl-1¥C]methionine and/or S-Adenosyl-
methionin-hydrogensulfate in the presence of COMT yields the highly fluorescent compounds 7-hy-
droxy-6-methoxycoumarin (Scopoletin) and 6-hydroxy-7-methoxycoumarin (Isoscopoletin) in the
ration of about 2:1. The O-methylated prducts obtained from Aesculetin were identified after
separation by thin layer chromatographpy mainly by the reversed isotope dilution technique.

The fluorescence of the isolated methylethers was proportional to concentration within the
range from 10~5—10—7M. A reciprocal plot of activity versus substrate concentration gives a K,

of 1 x10—6m.

Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) ge-
hort zu den wichtigsten Enzymen des Stoffwechsels
der Catecholamine. Das Enzym ibertragt eine Me-
thylgruppe vom S-Adenosylmethionin auf eine der
beiden Hydroxylgruppen von Adrenalin!, Nor-
adrenalin 2, Dopamin? und anderen Brenzkatechin-
derivaten273. In einer Untersuchung uber neue
potentielle Substrate fiir das Enzym wurde auch
6.7-Dihydroxycumarin (Aesculetin) getestet.

Es wurde gefunden, daf} aus Aesculetin in Gegen-
wart von S-Adenosylmethionin durch die katalyti-
sche Wirksamkeit der COMT die Methylierungspro-
dukte 7-Hydroxy-6-methoxycumarin (Scopoletin)
und 6-Hydroxy-7-methoxycumarin (Isoscopoletin)
entstehen. Bei diesen Methylierungsprodukten han-
delt es sich um stark fluoreszierende Substanzen,
die nach dunnschichtchromatographischer Auftren-
nung fluorometrisch bestimmt werden konnen.

Material und Methoden

Substanzen und Enzympraparation

Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycumarin) (Flu-
ka AG, Buchs), Isoscopoletin (6-Hydroxy-7-meth-

oxycumarin) (C. Roth, Karlsruhe), S-Adenosyl-
methionin-hydrogensulfat (Boehringer Mannheim
GmbH) und S-Adenosyl-L-[methyl-1*C]methionin

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. H. Thomas, Ab-
teilung fiir Biochemie I, Univertit Ulm, Oberer Esels-
berg N 26, D-7900 Ulm-Donau.

(Radiochemical Center, Amersham) mit einer spe-
zifischen Aktivitait von 60 mCi/mmol wurden in
Form von Handelsprodukten verwendet. Aesculetin
(6.7-Dihydroxycumarin) (C. Roth, Karlsruhe)
wurde aus Aceton/Methylenchlorid umkristallisiert.
Catechol-O-Methyltransferase wurde nach Axelrod
und Tomchick 2 aus Rattenleber (ménnliche Spra-
gue-Dawley-Ratten) bis einschlieflich des Dialyse-
Schritts auf das 11-fache angereichert, die dialy-
sierte Losung mit 0,02 M Phosphatpuffer (pH =6,9)
bis zu einer Konzentration von 1mg Protein/ml
verdinnt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach
Lowry 6.

Lésungen

0,1 M Tris/HCI-Puffer (pH =7,6) ; 0,001 M Aescu-
letin in 0,1 M Tris/HCl-Puffer (pH=7,6); 0,5 M
MgCl,; 0,001 M S-Adenosylmethionin-hydrogensul-
fat in 0,1 M Tris/HCl (pH=7,6); S-Adenosyl-L-
[methyl-14C]methionin, spez. Aktivitit 60 mCi/
mmol; 0,83 umol/ml H,SO, (pH=2,5), Enzym-
préaparation (s.o.).

Zur Identifizierung der Methylierungsprodukte
dienten die folgenden Versuchsansitze:

Ansatz 1: 0,1 umol Aesculetin; 0,2 umol S-Adeno-
sylmethionin-hydrogensulfat; 10 x#mol MgCly;
70 umol Tris/HCl und COMT-Préparation
(entsprechend 0,4 mg Protein).
Gesamtvolumen: 1,5 ml.

Ansatz II: 0,1 umol Aesculetin; 0,1 #mol S-Adeno-
sylmethionin-hydrogensulfat; 0,1 gmol S-
Adenosyl-L-[ methyl-1*C]methionin; 10 wmol
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MgCly; 70 umol Tris/HCl und COMT-Pripa-
ration (entsprechend 0,4 mg Protein).
Gesamtvolumen: 1,5 ml.
Die Ansitze wurden 30 min in Schliffzentrifugen-
glisern bei 37 °C im Schiittelthermostaten inkubiert,
die Reaktion durch Zusatz von je 0,5 ml 0,5M HCI

unterbrochen. Die Extraktion erfolgte dreimal mit
5 ml Chloroform.

Diinnschichtchromatographie

Die diinnschichtchromatographische Auftrennung
erfolgte auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 (20 x 20
cm, 0,25 mm; Merck AG, Darmstadt). Im Falle von
Ansatz I wurde je 1/3 des in Aceton gelésten Ex-
trakttrockenriickstandes strichférmig (1 cm) aufge-
tragen und dreifach iber eine Strecke von 15 c¢cm in
den FlieBmittelsystemen  Benzol/Eisessig/Wasser
(2:2:1) (obere Phase) (A), Toluol/Athylformiat/
Ameisensiure (5:4:1) (B) und Benzol/Dioxan/Eis-
essig (90:25:4) (C) chromatographiert. Die Loka-
lisation der getrennten Substanzen erfolgte visuell
unter UV-Licht.

Im Falle von Ansatz II wurde der gesamte Ex-
trakttrockenriickstand strichformig (3 ¢m) aufge-
tragen und durch dreimalige Chromatographie in
System A aufgetrennt.

Identifizierung

Im Radiodiinnschichtchromatogramm  (Dinn-
schichtscanner der Firma Berthold, LB 2723) zeigte
sich ein Gipfel (Substanz I) in Hohe des authenti-
schen Scopoletins und ein weiterer (Substanz IT)
in Hohe des Isoscopoletins. Die den Substanzen I
und II entsprechenden Areale wurden mit Chloro-
form getrennt eluiert, die jeweiligen Eindampfriick-
stinde wie oben beschrieben in System A rechroma-
tographiert.

Die radioaktiven Zonen (Substanz I, Substanz II)
wurden erneut von der Platte geschabt und mit
Chloroform eluiert. Im Falle von Substanz I wurde
1/10 des Eluattrockenriickstandes mit 13 mg authen-
tischem Scopoletin, im Falle von Substanz II 1/5
des Eluattrockenriickstandes mit 14 mg authenti-
schem Isoscopoletin als ,,carrier” versetzt. Die spe-
zifische Aktivitdt (dpm/umol) wurde jeweils be-
rechnet und nach Umkristallisation des Produkt-
»carrier“-Gemisches aus Aceton/Petrolither neu
bestimmt.

Die Fluoreszenzspekiren wurden mit einem Fluo-
reszenz-Spektrophotometer Fluorispec Modell SF-100
(Baird-Atomic) gemessen. Zur Messung der An-
regungs- und Fluoreszenzmaxima von Scopoletin
und Isoscopoletin wurden 107° M Losungen in
Athanol (Uvasol®), zur Messung von Metanephrin-
hydrochlorid eine 107 M Lésung in 0,1 N HCI
eingesetzt. Die angegebenen Fluoreszenzintensitaten

der authentischen Substanzen stellen relative Werte
dar: die Fluoreszenzintensitit der Scopoletin-Losung
wurde gleich 100 gesetzt. Die Anregung der Sub-
stanzen erfolgte im jeweiligen Anregungsmaximum.

Kinetische Untersuchungen

Zur Messung der Methylierungsrate des Substra-
tes in Abhéangigkeit von der Inkubationszeit dienten
Ansitze folgender Zusammensetzung: 0,2 umol
Aesculetin, 0,2 pmol S-Adenosylmethionin-hydro-
gensulfat, 10 umol MgCly, 40 umol Tris/HCl und
COMT-Préparation entsprechend 0,1 mg Protein;
Gesamtvolumen: 1 ml. Die Reaktionen wurden nach
bestimmten Zeitabstanden (s. Abb.3) durch Zu-
gabe von je 0,5ml 0,5M HCI unterbrochen. Die
Extraktion erfolgte wie oben beschrieben mit
Chloroform. Nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung der Eluattrockenriickstinde in System
A lielen sich die Methylierungsprodukte eluieren
und fluorometrisch bestimmen.

Zur Bestimmung des K,,-Wertes dienten Ansétze
mit Aesculetin-Mengen von 0,8 — 30 nmol, 0,1 bzw.
0,03 bzw. 0,5 #Mol S-Adenosylmethionin-hydrogen-
sulfat, 10 #mol MgCl,, 0,2 ml COMT-Losung (ent-
sprechend 0,2 mg Protein), die mit 0,1 M Tris/HCI-
Lésung ad 1 ml Gesamtvolumen aufgefiillt wurden.
Die Bestimmung der Methylierungsprodukte er-
folgte nach einer Inkubationszeit von 2 min wie oben
beschrieben.

Zur Messung der Methylierungsrate des Substrats
in Abhingigkeit von der Enzymmenge dienten An-
sitze mit Enzymmengen entsprechend 0,01 — 0,2 mg
Protein, 0,2 ©mol Aesculetin, 0,2 umol S-Adenosyl-
methionin-hydrogensulfat, 10 umol MgCl,, die mit
0,1 M Tris/HCl-Lésung ad 1 ml Gesamtvolumen auf-
gefiillt wurden. Die Reaktionszeit betrug 30 min.
Die Methylierungsprodukte wurden nach diinn-
schichtchromatographischer Isolierung fluorometrisch
bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Nach diinnschichtchromatographischer Auftren-
nung eines Aliquots des Extrakttrockenriickstandes
von Ansatz I in den Systemen A, B und C lieflen
sich visuell unter UV-Licht jeweils aufler dem Sub-
strat zwei Reaktionsprodukte I und II lokalisieren,
deren Rp-Werte mit denen von authentischem Sco-
poletin bzw. Isoscopoletin {ibereinstimmen (vgl.
Tab. I).

Aus Tab. IT geht hervor, dal sich mit Hilfe der
umgekehrten Isotopenverdiinnungstechnik 7 (Ansatz
IT s.0.) Substanz I als Scopoletin, Substanz II als
Isoscopoletin identifizieren liel, da zwischen den
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Tab. 1. Diinnschichtchromatographische Identifizierung der
nach Inkubation von Aesculetin mit einer COMT-Prapara-
tion entstandenen Methylierungsprodukte I und II. Es
wurde jeweils eine dreimalige Chromatographie auf DC-
Fertigplatten Kieselgel (20x20 c¢m, 0,25 mm) durchge-
fithrt. Losungsmittelsysteme: Benzol/Eisessig/Wasser 2:2:1
(obere Phase) (System A), Toluol/Athylformiat/Ameisen-
siure 5:4:1 (System B), Benzol/Dioxan/Eisessig 90:25:4

(System C).
Rp-Werte
Losungs-  Substrat Authen- Produkt Authen- Pro-
mittel- Aescu- tisches I tisches dukt
system letin Scopoletin Isoscopo- II
letin

A 0,05 0,44 0,43 0,28 0,28
B 0,35 0,59 0,59 0,53 0,53

0.26 0,63 0,63 0,54 0,54

berechneten und gefundenen Werten fiir die spezifi-
sche Aktivitit (dpm/umol) eine gute Ubereinstim-
mung besteht und die spezifische Aktivitdat nach den
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Tab. II. Identifizierung der Methylierungsprodukte I und
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verschiedenen Kristallisationen konstant bleibt. Aus
der Tabelle geht ebenfalls hervor, da} das Verfah-
ren auf die Identifizierung der beiden Isomeren an-
wendbar ist, da bei Zusatz von Isoscopoletin zu I
bzw. von Scopoletin zu II unter der Kristallisation
die spezifische Aktivitat schnell absinkt.

Die Anregungs- und Fluoreszenz-Spektren der
authentischen Verbindungen sind in Abb. 1 wieder-
gegeben. Die Anregungs- und Fluoreszenzmaxima
der enzymatisch entstandenen Methylierungspro-
dukte Scopoletin und Isoscopoletin stimmten mit
denen der authenischen Substanzen iiberein.

Die COMT katalysiert also die Methylierung
von Aesculetin zu Scopoletin und Isoscopoletin, wo-
bei S-Adenosylmethionin als Methyldonator dient
(Abb. 2).

Die Fluoreszenzintensitit zeigte fiir Scopoletin
(4x: 355nm; Zp: 440nm) und Isoscopoletin (44:
355nm; Zp: 445nm) eine lineare Abhingigkeit

Abb. 1. Anregungs- und Fluoreszenzspek-

tren von Scopoletin (1), Aesculetin (2)
und Isoscopoletin (3). Baird-Atomic-Spec-

trophotofluorometer SF-100. Losungen:
10—5 M in Athanol

Scopoletin (1) : 23 =2355nm,

AF=440 nm;

Aesculetin (2) : 24 =360 nm,

AF=450 nm;

Isoscopoletin (3) : £y =355 nm,

AF=445 nm.

Die Wellenlangenangaben stellen unkorri-
gierte Instrumentenablesungen dar. Die
relativen Fluoreszenzintensititen betragen,
bezogen auf die gleich 100 gesetzte Inten-
sitdt der Scopoletin-Losung, fiir Aesculetin
26,6% und fiir Isoscopoletin 12,5%. (Fiir
eine 10~5 M Metanephrin-hydrochlorid-
Lésung in 0,1 N HCl (A7 Y 285 nm, Ap =
330 nm) betrdgt die relative Fluoreszenz-
intensitét 0,4%.)

600 A[nm]

II mit Hilfe der umgekehrten Isotopenverdiinnungstechnik.

Einer definierten Menge !4C-Aktivitit wurde eine bestimmte Menge (s.u.) der authentischen, nicht markierten Verbin-

dung zugesetzt. AuBlerdem wurde das Produkt I mit Isoscopoletin, das Produkt II mit Scopoletin versetzt. Die spezifische

Aktivitdt (dpm/umol) wurde berechnet und nach jeder Kristallisation aus dem Losungsmittelgemisch Aceton/Petrolither
im Tri-Carb-Szintillationszahler bestimmt.

Spez. Aktivitdt [dpm/umol]

14C-Methy-  Zugesetzter Berechnet Gefunden nach Kristallisation

lierungs- ..Carrier®

produkt 1 2 3 4 5

I 13 mg Scopoletin 1595 1501 1421 1430 1434 1445
II 14 mg Isoscopoletin 895 879 870 839 827 832
I 14 mg Isoscopoletin 1480 112 90 45 24 16
1I 13 mg Scopoletin 960 169 63 37 18 14
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Abb. 2. Catechol-O-Methyltransferase aus Rattenleber kata-

lysiert die Methylierung von Aesculetin (6.7-Dihydroxy-

cumarin) zu Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycumarin) und
Isoscopoletin  (6-Hydroxy-7-methoxycumarin). Methyldona-
tor: S-Adenosylmethionin.

von der Substanzmenge im Bereich von 1073 bis
1077 mol/l, so daf} eine fluorometrische Bestimmung
in diesem Bereich moglich war. Unter den ange-
wandten Versuchsbedingungen entstanden die bei-
den Isomeren (Scopoletin : Isoscopoletin) im Mittel
im Mengenverhaltnis von 2:1.

Die Hydroxylgruppe in Position 6 wird also be-
vorzugt methyliert. Aesculetin kann als innerer
Ester der 3.4.6-Trihydroxyzimtsdure aufgefallit wer-
den. Die Hydroxylgruppen in Position 6 bzw. 7 des
Aesculetins entsprechen somit den OH-Gruppen in
Position 3 bzw. 4 der 3.4-Dihydroxyzimtsaure (Kaf-
feesaure). Aus Kaffeesdure entsteht durch die kata-
lytische Wirksamkeit der COMT neben 3-Hydroxy-
4-methoxyzimtsdure als Hauptmethylierungsprodukt
4-Hydroxy-3-methoxyzimtsdure 8. Es erfolgt also
auch hier eine bhevorzugte Methylierung der Hydro-
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Abb. 3. Zeitkurve der Methylierung von Aesculetin durch
die COMT-Préparation. In der Ordinate ist die Summe der
gebildeten Mengen von Scopoletin und Isoscopoletin ange-
geben (Einzelheiten s. Text).
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xylgruppe, die der OH-Gruppe in Position 6 des
Aesculetins entspricht. In diesem Zusammenhang ist
erwahnenswert, dall im Falle von 3.4-Dihydroxy-
phenyl-Verbindungen das Ausmaf} der 3-O-Methy-
lierung in Relation zur 4-O-Methylierung von der
Struktur der Seitenkette des jeweiligen Substrats
abhéngig ist 9.

Die Zeitkurve fiir die Methylierung von Aescule-
tin ist in Abb. 3 wiedergegeben. Unter den angege-
benen Bedingungen verlduft die Reaktion linear in
den ersten 20 min.

Die Abhingigkeit der Methylierungsrate von der
Enzymmenge zeigt Abb. 4. Die Menge der methy-
lierten Produkte (Scopoletin + Isoscopoletin) steigt
in dem untersuchten Bereich mit der Enzymmenge
linear an.
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ENZYMKONZENTRATION [ug PROTEIN/mI]

Abb. 4. Abhingigkeit der Methylierungsrate des Substrats

von der Enzymkonzentration (ug Protein/ml). In der Ordi-

nate ist die Summe der gebildeten Mengen von Scopoletin
und Isoscopoletin angegeben (Einzelheiten s. Text).

Auch fir die Ermittlung der Reaktionsgeschwin-
digkeiten in Abhéngigkeit von der Substratkonzen-
tration diente als Grundlage die fluorometrische Be-
stimmung der diinnschichtchromatographisch ge-
trennten Methylierungsproduke Scopoletin und Iso-
scopoletin. Abb. 5 zeigt die Abhangigkeit der Reak-
tionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
in doppeltreziproker Auftragung nach Lineweaver
und Burk. Der aus dem Schnittpunkt der Geraden
mit der Abszisse ermittelte K,-Wert betragt
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Abb. 5. Abhidngigkeit der Geschwin-
digkeit der Methylierungsreaktion
von der Substratkonzentration in Ge-
genwart verschiedener S-Adenosyl-
methionin-Konzentrationen: Doppelt
reziproke Auftragung nach Line-
weaver und Burk. Jeweils 0,2 ml der
Enzympréparation (entsprechend 0,2
mg Protein) wurden mit steigenden
Mengen Aesculetin und verschiede-
nen S-Adenosylmethionin-Konzentra-
tionen inkubiert. O, 30 nmol; @,
100 nmol; /\, 500 nmol S-Adenosyl-
methionin (SAM).

0 010203 ©O5

110 %mol/l. Verschieden hohe Konzentrationen
von S-Adenesylmethionin beeinflussen die Geschwin-
digkeit der Reaktion, nicht jedoch den K,,-Wert fir
Aesculetin. Dieser Wert ist um 2 Zehnerpotenzen
kleiner als der fiir Adrenalin als Substrat bestimmte
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