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SUMMARY 

Purification and characterization of human placenta S-adenosylmethionine:catechol-O- 
methyltr ansferase 

An S-adenosylmethionine : catechol-0-methyltransferase (EC 2.I.I.6) is localised 
in the 15o ooo × g supernatant of human placenta. The enzyme was purified 66-fold 
by (NH4)2S04 precipitation and by repeated filtration of the (NH4)~SO 4 precipitate 
through a Sephadex G-Ioo column. After incubation of epinephrine and S-EMe-14CJ - 
adenosylmethionine, the main metabolite was identified as metanephrine (3-0-methyl- 
adrenalin). In the pH range of 6-8, the activity of the enzyme increased steadily. 
The Michaelis-Menten constants were found to be 43.5" lO-5 M for epinephrine and 
7.8. lO -5 M for S-adenosylmethionine. The purified catechol 0-methyltransferase was 
active for more than 3 months when stored at --20 °. The enzyme shows a temperature 
opt imum at 5 °0 and an activation energy of 17.3 kcal/mole within the range of 24-42°. 
By gel filtration, using Sephadex G-Ioo, the molecular weight of the placental catechol 
0-methyltransferase was found to be 52 ooo. The purified enzyme preparation was 
only active in the presence of cysteine (20-80 raM). In addition to epinephrine, other 
catechols were also methylated. When 2-hydroxyoestradiol-I7/~ was used as substrate, 
2-methoxyoestradiol-I7/~ as well as 2-hydroxyoestradiol-I7fl 3-methyl ether were 
formed as metabolites. The methylat ion of epinephrine to metanephrine was inhibited 
competit ively by 2-hydroxyoestradiol-IT/~. 

EINLEITUNG 

1958 beschrieben AXELROD UND TOMCHICK 1 ein Enzym, das die Methylgruppe 
von S-Adenosyl-methionin auf  die 3-Hydroxygruppe von Adrenalin und anderen 
Catecholen tibertrfigt. Diese S-Adenosyl-methionin :Catechol-0-Methyltransferase (ira 
folgenden als Catechol-O-Methyltransferase bezeichnet), die aus Rattenleber von 
AXELROD UND TOMCttlCK 1 auf das 3o-fache angereichert wurde, katalysiert auch die 
enzymatische Methylierung von 2-Hydroxy-6strogenen 2-4, die als Metaboliten des 

* Her rn  Professor  Dr. Rudo l f  Tschische zum 65. Gebur t s t ag  gewidmet .  
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S-ADENOSYL-METHIONIN : CATECHOL-0-METHYLTRANSFERASE I I 

0strogenstoffwechsels w~ihrend der Schwangerschaft eine quanti tat iv nicht unerheb- 
liche Rolle spielen 5-7. Wie in jtingerer Zeit nachgewiesen werden konnte, wird die 
enzymatische Methylierung yon Catacholaminen bereits durch geringe Konzentra- 
tionen von 2-Hydroxy-Sstrogenen gehemmt s-l°. In diesem Zusammenhang erschien 
die Frage yon Interesse, ob in der Placenta des Menschen eine Catechol-0-Methyl- 
transferase vorkommt. Anhaltspunkte ftir die Anwesenheit eines solchen Enzyms 
batten sich schon friiher aus dem Nachweis yon 2-Methoxy-Sstron nach Perfusion 
von 0stradiol-I7fl durch menschliche Placenta 1~ sowie aus der Bildung von 2-Methoxy- 
5stron und 2-Methoxy-6stradiol-I7/5 nach Inkubation von 2-Hydroxy-Sstradiol-I7/5 
mit Gewebepr~iparationen der menschlichen Placenta ergeben 12. 

M E T H O D I K  

Substrate und Cofaktoren 
L-Epinephrin-bitartrat, DL-3,4-Dihydroxy-Mandels~iure und DL-Metanephrin- 

hydrochlorid wurden yon der Firma Calbiochem AG, Luzern, Schweiz, bezogen. DL- 
Norepinephrin-hydrochlorid und 3,4-Dihydroxy-benzaldehyd waren Handelspr~ipa- 
rate der Firma Fluka AG, Buchs SG, Schweiz; 0stradiol-i7~ und 2-Hydroxy-Sstradiol- 
178 wurden von der Firma Schering AG, Berlin, L-Tyrosin von Serva Entwicklungs- 
labor, Heidelberg, und DL-Thyroxin von Deutsche Hoffmann-LaRoche, Grenzach, 
bezogen. Alle Substrate wurden papierchromatographisch auf Reinheit geprtift. 

S-EMe-14C]Adenosyl-methionin (spezifische Aktivit~it 55 #C/#Mol) wurde yon 
der Firma NEN Chemicals GmbH, Dreieichenhain bei Frankfurt,  bezogen; das ent- 
sprechende nichtradioaktive Nukleotid sowie alle tibrigen Nukleotide wurden von 
der Firma Biochemica Boehringer, Mannheim, erhalten. 

Reagenzien und L6sungen 
Alle verwendeten LSsungen waren von p.a. Reinheitsgrad (E. Merck, Darm- 

stadt) ; die organischen LSsungsmittel wurden vor dem Gebrauch destilliert. Folgende 
Enzyme und Eiweisse dienten als Standardsubstanzen: Cytochrom c aus Pferdeherz, 
Malatdehydrogenase (EC 1.1.1.37) aus Schweineherz, Glutamat-Oxalacetat-Trans- 
aminase (EC 2.6.1.1) aus Schweineherz (Firma Biochemica Boehringer, Mannheim) 
und Rinderserumalbumin (Behringwerke AG, Marburg). Jodacetamid (Schuchardt, 
Mtinchen), o-Jodosobenzoes/iure (Fluka AG, Buchs SG, Schweiz) und p-Chlormercuri- 
benzoes~iure (C. Roth, Karlsruhe) waren Handelspr~iparate. 

Gewebe und Zellfraktionierung 
Alle Untersuchungen wurden mit menschlicher Placenta durchgefiihrt. Die 

Zeit zwischen Ausstossung und Beginn der Gewebeaufarbeitung betrug nicht l~inger 
als 20 min. Das Placentagewebe wurde mit der Schere zerkleinert und in 0.25 M 
Sucrose-LSsung in einem Starmix I rain lang homogenisiert. Durch Zentrifugation 
des 3O~oigen Homogenats bei 15o ooo × g ftir 12o min wurde die Cytosol-Fraktion 
gewonnen. Die Cytosol-Fraktion wurde in Portionen von 25-30 ml bei --20 ° auf- 
bewahrt. 

Fiillung mit (NH4)zSO 4 
Der Cytosol-Fraktion (15o ooo × g-tJberstand) wurde rein gepulvertes (NH4) zS04 
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12 R. GUGLER et al. 

bis zu einer S~ttigung von 3O~o zugegeben. Der Uberstand wurde mit Ammonium- 
sulfat his zur 60 °/oigen S~ttigung velsetzt ; das nunmehr nach Zentrifugation erhaltene 
Sediment wurde in 2 ml eines 0.02 M Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7.7) aufgenom- 
men und bei 3 ° aufoewahrt. 

Gelfiltration mit Sephadex 
Sephadex G-ioo (Deutsche Pharmacia GmbH, Frankfurt) wurde 24 Std in 

destilliertem Wasser zum Quellen aufl~ewahrt und danach zuerst mit destilliertem 
Wasser, dann mit 0.02 M Soerensen-Phosphat-Puffer gewaschen. Die im gleichen 
Puffer aufgeschlemmte Suspension wurde in eine S~ule (1.2 cm × 9 ° cm) t~ber ein 
Bett  von Glaswolle luftblasenfrei eingeftillt, i~ber Nacht ~quilibriert und mit gequolle- 
nero Sephadex G-25 (coarse) abgedeckt. Die Enzyml6sung (30 6O~oige Ammonium- 
sulfatf~llung) oder die Standaidproteine wurden in einem Volumen von jeweils 2 ml 
durch Unterschichtung der tiber dem Gelbett befindlichen Pufferl6sung aufgegeben. 
Die Elution der Proteine erfolgte mit 0.02 M Soerensen-Phosphat-Puffer. Der Eiweiss- 
gehalt wurde tiber eine Dulchflussktivette (LKB-Uvicord II) bei 278 m# ermittelt. 

Messung der Enzymaktivitdt 
Durch Zugabe von kristallinem S-Adenosyl-L-methionin-jodid wmde das in 

verdtinnter Schwefels~ure (pH 3.5) gel6ste S-~Me-14ClAdenosyl-methionin auf eine 
spezifische Aktivit~t von 0.33 #C/#Mol gebracht. Wenn nicht anders veimerkt, 
wurden 20/~1 dieser L6sung, enthaltend o.I #Mol S-EMe-14C]-Adenosyl-methionin, 
mit IOO #1 der jeweiligen Enzympr~paration (20-80 #g Eiweiss), 20 #1 L-Epinephrin- 
bitartrat  (0. 5 /~Mol in verdtinnter Essigs~ure, pH 3-5), IO/~1 Cystein-hydrochlorid 
(entsprechend IO #Mo], mit 2 M NaOH frisch neutralisiert) und IOO #1 eines 0.5 M 
Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7.7), der eine IO mM Konzentration an MgSO4 
aufwies, 30 Min bei 37 ° in einem Schtittelthermostaten inkubiert. Das Endvolumen 
der Inkubation betrug 0.25 ml. 

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Inkubationsr6hrchen in Eiswasser 
gektihlt. Nach Zugabe von 0.4 ml eines I M Borat-Puffers (pH IO) wurde die Inku- 
bationsl6sung mit NaC1 ges~ttigt. Das gebildete Metanephrin wurde aus dem w~ssrigen 
Milieu (0.65 ml) durch I rain Ausschtitteln mit I ml wasserges~ttigtem n-Butanol 
extrahiert. Aus der organischen Phase wurden 0.5 ml in ein Szintillationsgl~schen 
pipettiert und mit Hilfe von I ml Methanol in 15 ml Szintillator gel6st. Bei einei io- 
fach-Bestimmung wurden unter den oben beschriebenen Bedingungen 65% vom 
eingesetzten Metanephrin (IO ooo Impulse/rain) wiedergefunden; der Variations- 
koeffizient betrug 1.3~o. Eine bei jeder Inkubationsreihe durchgeftihrte Kontroll- 
inkubation hatte die gleiche Zusammensetzung wie die Testinkubation, jedoch keinen 
Zusatz yon Epinephrin. 

Enzymeinheit 
Eine Einheit der Enzymaktivit~t wurde definiert als diejenige Enzymmenge, 

welche die Methylierung yon I nMol Epinephrin in 30 min unter den gewfihlten Be- 
dingungen katalysiert. 

Messung der Radioaktivit~t 
Die Radioaktivit~t wurde in einem Packard Tri-Carb Fltissigkeits-Szintillations- 

Biochim. Biophys. Acta, 22o (197 o) lO-21 



S-ADENOSYL-METHIONIN "CATECHOL-0-METHYLTRANSFERASE 13 

Spektrometer (Modell 3oo3) gemessen. Die Szintillationsl6sung bestand aus 4 g/1 
2,5-Diphenyloxazol (PPO) und 0.3 g/1 1,4-bis-(4-Methyl-5-phenyloxazolyl)-benzol 
(POPOP) in Toluol. Die Messung der Radioaktivitiit auf den Papierchlomatogrammen 
erfolgte mit einem Packard-Radiopapierchromatographen, Modell 72Ol. 

E iweissbestimmung 
Der Eiweissgehalt der Enzympr~iparationen wurde nach der Methode von 

LOWRY et al. ~3 gemessen; dabei diente Rinderserumalbumin als Standardeiweiss. 

P apierchromatogr ap hie 
Die Rfickst~nde der in einem Rotationsverdampfer bei 5 °0 zur Trockene ein- 

gedampften butanolischen L6sungen wurden auf Chromatographiepapier der Firma 
Schleicher und Schfill (2o43b Mgl) aufgetragen und in folgenden L6sungsmittel- 
systemen entwickelt. (A) n-Butanol-Essigsiiure-Wasser (4:I:5, v/v/v), (B) Iso- 
propylalkohol-5% NH~ (8:2, v/v), (C) Cyclohexan auf Formamid-impr~igniertem 
Papier. Zur Lokalisierung der Methyl~ither wurden die jeweiligen authentischen 
Referenzsubstanzen durch Anfiirben mit FOLIN-CIOCALTEU 14 Reagenz sichtbar ge- 
macht. Zur weiteien Identifizierung wurden die Catechol-0-Methyl~ither von den 
Chromatogrammen mit Methanol eluiert. 

Mikrochemische Reaktionen zur Identifizierung yon Metanephrin 
Die nach Papierchromatographie gewonnenen Eluate wurden eingedampff und 

die Rfickst~inde im System A rechiomatographiert. Zur weiteren Reinigung wurden 
die Metanephrin-Fraktionen eluiert und die eingeengten Eluate fiber eine S~iule mit 
Sephadex G-25 (0.8 cm × 25 cm) chromatographiert. Als Elutionsmittel diente de- 
mineralisiertes Wasser. Die i adioaktive Substanz befand sich in den Fraktionen lO-12 
(I.5 ml/Fraktion). Die w~tssrige Phase wurde unter Stickstoff abgedampft, der Riick- 
stand mit authentischem Metanephrin versetzt und aus Methanol-Benzol bis zur 
konstanten spezifischen Aktivit~it umkristallisiert. 

Die chemische Umwandlung von Metanephrin (3-0-Methyladrenalin) bzw. 
Paranephfin (4-0-Methyladrenalin) zu Vanillin bzw. Isovanillin erfolgte nach DALY 
et al. 15. 20 nMol der radioaktiven Metanephrin-Fraktion wurden in IO ml o.I M HC1 
aufgenommen und mit I ml konz. Ammoniak sowie 0.4 ml 2% iger Perjods~iure ver- 
setzt. Nach 5 min wurde die Reaktionsl6sung auf pH 2 anges~iuert. Die gebildeten 
Reaktionsplodukte wulden mit Athylacetat extrahiert ; bei der diinnschichtchromato- 
graphischen Untersuchung im System Isopropylalkohol-Athylacetat-Ammoniak- 
Wasser (45:30 : 17:8, v/v/v/v) konnten zwei Verhindungen nachgewiesen werden, 
die sich wie authentisches Vanillin und Isovanillin verhielten. 

Die enzymatische Umwandlung yon Metanephrin und Paranephrin zui 3- 
Methoxy-4-hydroxy-mandels~iure und 3-Hydloxy-4-methoxy-mandels~iure erfolgte 
durch Inkubation von 0.25 #C der Metanephrin-Fraktion (spezifische Aktivitiit 
55/~C//~Mol) mit 0.5 ml einer im Verh~tltnis 1:3 (Gew./Vol.) in 0.25 M Sucrose homo- 
genisierten Rattenleberpr~iparation, in welcher beide zur oxydativen Desaminierung 
erfolderlichen Enzyme (Monoaminooxydase und Aldehyddehydrogenase) enthalten 
sind; weitere Bestandteile der Inkubation waren 2 mg NAD + und 4 ml eines 0.2 M 
Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7.4). Nach 12o min Inkubation bei 37 ° wurde die 
L6sung anges~tuert, das Reaktionsprodukt mit n-Butanol extrahiert und der einge- 
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T A B E L L E  I 

ANREICHERUNG DER CATECHOL-O-METHYLTRANSFERASE AUS DER PLACENTA DES MENSCHEN 

0. 5 #Mol L-Epinephrin-bi tar t ra t  wurden mit  den einzelnen Enzympr~para t ionen  in Gegenwart  
yon S-[Me-l*C]Adenosyl-methionin unter  Standardbedingungen inkubiert  (Einzelheiten vgl. 
METHODIK) 

Enzympriiparation Vol. Protein Gesamt-Aktivitiit Spezifisehe Anreicherung 
(ml) (rag) A ktivitdt (n-fach) 

nMol Metane- % (nMol Metane- 
phrin gebildet phrin gebildet 
pro 3o rain pro 3o rain 

pro rag) 

15o ooo × g-l 'Jberstand 3 ° 462 2860 ioo 6.2 - -  
30-60% (NH4)2SO 4- 

F/illung 4 138 2565 89 18.6 3 
(i) Fil trat ion durch 

Sephadex G-ioo 24 7 .2 156o 55 217 35 
(2) Fil trat ion durch 

Sephadex G-ioo 18 2.8 114o 4 ° 409 66 

dampfte Riickstand im System A chromatoglaphiert. Das Reaktionsprodukt zeigte 
das gleiche Verhalten wie authentische 3-Methoxy-4-hydroxy-mandels~iure. 

ERGEBNISSE 

Intrazelluliire Verteilung des Enzyms 
Inkubationen mit den Mikiosomen- und Cytosol-Fraktionen der menschlichen 

Placenta zeigten, dass die Catechol-0-Methyltransferase ausschliesslich in der Cytosol- 
Fraktion (15o ooo × g-Uberstand) lokalisiert ist. In Abwesenheit des Enzyms oder 
bei Verwendung einer bei IOO ° denaturierten Enzympr~tparation erfolgte keine 
Methylierung. 

Reinigung des Enzyms 
Wie aus Tabelle I hervorgeht, land sich die h6chste spezifische Aktivit~tt der 

Catechol-0-Methyltransferase in der 3o-6o%igen Ammoniumsulfat-F~illung; dutch 
diese erste F~tllung wurde eine 3-fache Anreicherung gegentiber der Cytosol-Fraktion 
erreicht. Der zweite Reinigungsschritt erbrachte mit der Filtration durch eine S~ule 
mit Sephadex G-ioo (vgl. METHODIK) eine Anreicherung auf das 35-fache (Elutions- 
und Aktivit~itsverhalten siehe Fig. I). Die so gewonnene Enzympr~tparation (24 ml 
des Sephadex-Eluates) wurde mit (NH4)2SO 4 (60% S~ittigung) behandelt und der 
Niederschlag in 2 ml 0.02 M Soerensen-Phosphat-Puffer (pH 7-7) aufgenommen. Mit 
dieser Eiweisspr~tparation wurde eine zweite Gel-Filtration t~ber Sephadex G-Ioo 
durchgeftihrt, die zu einer 66fachen Gesamtanreicherung gegentibei der Cytosol- 
Fraktion ftihrte. Die Enzymausbeute betrug nach diesem Reinigungsschritt 40%. 
Alle weiteren Versuche zur Charakterisierung der Catechol-0-Methyltransferase der 
menschlichen Placenta wurden mit der 35-fach angereicherten Enzympr~iparation 
durchgeftihrt, die nach einmaliger Gel-Filtration dutch Sephadex G-ioo erhalten 
woI den war. 

Versuche zu einer weiteren Reinigung des Enzyms durch Adsolption an Cal- 
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Fig. I. Verha l t en  der  3o-6o~oigen (NH4)~SOa-F~.llung des 15o ooo × g - t )be r s t andes  der mensch -  
liche P l acen t a  bei der Gelf i l t rat ion d u t c h  Sephadex  G-Ioo. Die Enzympr~ .para t ion  (en tsprechend  
60 m g  Eiweiss) wurde  in 2.0 ml  eines 0.02 M Soerensen-Phospha t -Puf fe r s  (pH 7.7) gel6st  und  a u f  
das  90 cm hohe  Gelbe t t  au fge t ragen .  Es  wurde  mi t  o.o2 M Soerensen-Phospha t -Puf fe r  (pH 7.7) 
eluiert .  Die E lua t e  w u r d e n  in 6 m l - F r a k t i o n e n  aufgefangen.  Die Enzymakt iv i t~ . t  wurde  du t ch  
Messung  yon  r ad ioa k t i vem Metanephr in  e rmi t t e l t ;  E inze lhe i ten  fiber den S t a n d a r d - I n k u b a t i o n -  
s a n s a t z  vgl. METHODIK. Der  Eiweissgehal t  der  E l ua t e  wurde  bei 278 m F in einer Durchf lussk t ive t te  
gemessen .  0---4) ,  Aktivit~.t  der  p l acen ta ren  Catechol -O-Methyl t ransferase ;  . . . .  , E iweissgehal t  
der E lua te .  

cium-Phosphat-Gel, CM-Cellulose oder DEAE-Cellulose erbrachten keine weitere 
Zunahme der spezifischen Aktivititt. 

Stabilit~t des Enzyms 
Die gereinigte Enzympr~paration konnte bei --2o ° ohne Aktivit~tsverlust 

3 Monate lang aufbewahit werden. Bei 4 ° trat  innelhalb yon 6 Tagen ein Aktivit~ts- 
verlust yon 50% ein. 

Identifizierung des Reaktionsproduktes 
2 #Mol L-Epinephrin-bitartrat wurden mit o.8 mg der 35-fach angereicherten 

placentaren Catechol-0-Methyltransferase des Menschen, 0.2 #Mol S-EMe-14CJ- 
Adenosyl-methionin (spezifische Aktivit~t 55 /,C/#Mol), 2 #Mol MgSO 4, 20 #Mol 
Cystein und 2 ml eines 0.5 M Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7.7) 12o min bei 37 ° 
inkubiert (Endvolumen 6.25 ml). Nach Zugabe von 3 ml eines I M Borat-Puffers 
(pH io) wurde dreimal mit io ml wassergesRttigtem n-Butanol extrahiert. 

Das Hauptreaktionsprodukt wurde mit Hilfe der Papierchromatographie, der 
oxydativen Desaminierung, chemischer und enzymatischer Umsetzungen, der Oxy- 
dation mit Perjodat (Einzelheiten vgl. METHODIK) sowie durch Kristallisation zur 
konstanten spezifischen Aktivit~t als Metanephrin identifiziert. 

Kinetische Untersuchungen 
pH-optimum. In einem Bereich von pH 6.o-8.o (Soerensen-Phosphat- und 

Tris-HC1-Puffer) nahm die Aktivit~t des Enzyms stetig zu. Alle kinetischen Unter- 
suchungen wurden bei pH 7.7 in Soerensen-Phosphat-Puffer durchgeftihrt, da die 
Enzymaktivit~t bei gleichen pH-Werten in Tris-HC1-Puffer geringer war. 

Zeitabhdngigkeit und Abhdngigkeit von tier Enzymmenge. Die Bildung von 
Metanephrin stellte bis zu 30 min eine Reaktion nullter Ordnung dar. Zwischen der 
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Fig. 2. Bi ldung  von r ad ioak t ivem Metanephr in  durch  die angere icher te  p lacentare  Catechol-  
O-Methy l t rans fe rase  des Menschen  in Abh~ngigke i t  v o n d e r  K o n z e n t r a t i o n  von  Epinephr in .  
Steigende Mengen  (3-5oo/ ,Mol)  L -Ep inephr in -b i t a r t r a t  wurden  mi t  o. I ml  der EnzymeprRpa ra t i on  
(en tsprechend  3 o p g  Eiweiss), o.I /~Mol S-[Me-14C] Adenosy l -me th ion in  (spezifische Aktivi tXt 
o.33/~C//~Mol ), I #Mol MgSO 4, io/~Mol Cys te in  und  o. i  ml  eines o. 5 M Soerensen-Phospha t -  
Puffers  (pH 7.7) 3 ° min  bei 37 ° inkub ie r t  (Endvo lun len  o.25 ml). 

eingesetzten Enzymmenge und der Bildung von Metanephrin bestand in einem 
Bereich bis zu 80/~g Eiweiss Linearit~it. 

Bestimmung der Michaelis Menten-Konstanten fiir Epinephrin und S-Adenosyl- 
methionin. Wie aus den Fig. 2 und 3 hervorgeht, betrugen die nach LINEWEAVER UND 
BURK in graphisch ermittelten Michaelis-Menten-Konstanten fiir Epinephrin 43.5 "lO-5 
M und fiir S-Adenosyl-methionin 7 . 8 .  IO -5 M. 

Aktivierungsenergie. Die Methylierung yon Epinephrin erreichte bei 5 °o ein 

V 

2's 5b 45 1~ i~5 
I I $-Adeflosyl-methionin [nMol] 

-005 0 0DS 0110 0.15 
1//a M $-  Adenosyt- methionin 

Fig. 3. Bi ldung  von r ad ioak t ivem Metanephr in  du rch  die angere icher te  p laeen ta re  Cateehol-  
O-Methyl t ransferase  des Menschen  in AbhXngigkei t  yon  der Konzen t r a t i on  von  S-Adenosy l -  
meth ionin ,  o.5/*Mol L-Ep inephr in -b i t a r t r a t  wurden  mi t  o.I ml der Enzympr i i pa r a t i on  (ent-  
sp rechend  3o/~g Eiweiss), s te igenden  Mengen  S-[Me-14C] Adenosy l -me th ion in  (spezifische 
Akt iv i t~ t  0.33 #C//~Mol; 1.7-128 nMol), I /*Mol MgSO4, IO/~Mol Cyste in  und  o. i  ml  eines 0. 5 M 
Soerensen-Phospha t -Puf fe r s  (pH 7.7) 3 ° min  bei 37 ° inkub ie r t  ( E n d v o l u m e n  0.25 ml). 
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Fig. 4. Bildung von radioaktivem Metanephrin durch die angereicherte placentare Catechol- 
O-Methyltransferase des Menschen in Abh~ngigkeit yon der Temperatur. 0. 5/~Mol L-Epinephrin- 
bi tartrat  wurden mit o.i ml der Enzympr~paration (entsprechend 3o/~g Eiweiss), o.i/~Mol 
S-EMe-14Cl Adenosyl-methionin (spezifische Aktivit~t 0.33 #C]#Mol), i #Mol MgSO 4, io/,Mol 
Cystein und o.i ml eines 0. 5 M Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7-7) 3 ° mill bei verschiedenen 
Temperaturen inkubiert (Endvolumen 0.25 ml). 

Fig. 5. Bildung von radioaktivem Metanephrin durch die angereicherte placentare Catechol° 
O-Methyltransferase des Menschen in AbhAngigkeit v o n d e r  Epinephrin-Konzentration ohne 
(O---O) und mit ( © - - © )  Zusatz von 2-Hydroxy-Sstradiol-I7/5. Steigende Mengen (18-2oo nMol 
L-Epinephrin-bitartrat wurden mit o.i ml der Enzympr~paration (entsprechend 3 °/~g Eiweiss), 
o.i/~Mol S-EMe-14C] Adenosyl-methionin (spezifische AktivitAt 0.33/2C//~Mol), I/~Mol MgSO4, 
io/~Mol Cystein und o.i ml eines o.5M Soerensen-Phosphat-Puffers (pH 7.7) ohne und mit 
Zusatz von io nMol 2-Hydroxy-~stradiol-i7/~ 3 ° rain bei 37 ° inkubiert (Endvolumen 0.25 ml). 

Maximum und fiel bei h6heren Temperaturen steil ab (Fig. 4). Die Aktivierungsenergie 
betrug 17. 3 kcal/Mol zwischen 24 und 42°. 

Einfluss yon Cystein 
In Abwesenheit von Cystein war jede Enzympr~parat ion mit Ausnahme der 

Cytosol-Fraktion inaktiv; selbst die Cytosol-Fraktion verlor innerhalb von 4 Tagen 
bei 3 ° 9 ° ~o der Enzymaktivi t~t .  Durch Zugabe von Cystein nahm die Aktivit~t wieder 
zu. Bei einer Endkonzentration yon 20 mM Cystein war eine maximale Aktivierung 
erreicht. 

Einfluss yon SH-Gruppen blockierenden Reagenzien 
Bei Zusatz von SH-Gruppen blockierenden Reagenzien und Cystein in ~qui- 

molaren Konzentrationen (20 mM) wurde die Aktivit~t der gereinigten Catechol-0- 
methyltransferase dutch Jodacetamid um 50°/0, dutch o-Jodosobenzoes~ure um 96 ~o 
und durch p-Chlormercuribenzoes~ure um 99% gehemmt. 

Einfluss von Kationen 
Eine maximale Enzymakt ivi t~t  wurde nur in Gegenwart von Mg 2+ (4 mM) 

beobachtet.  Wie aus Tabelle I I  hervorgeht, bat ten die iibrigen Kationen eine deutlich 
geringere oder gar keine Wirkung auf die Enzymaktivi t~t .  In Abwesenheit zwei- 
wertiger Kationen betlug die Enzymaktivi t~t  nur 5% derienigen, die bei Zusatz von 
Mg 2÷ beobachtet wurde, 
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T A B E L L E  II  

I~INFLUSS VON KATIONEN AUF DIE AKTIVITAT DER ANGEREICHERTEN PLACENTAR]~N CATECHOL- 
0-METHYLTRANSFERASE DES MENSCHEN 

0. 5/~Mol L-Ep inephr in -b i t a r t r a t  wurden  mi t  o. i  ml der E n z y m p r g p a r a t i o n  (en tha l t end  3 ° /~g 
Eiweiss), o.I AuMol S-IMe-14C] Adenosy l -me th ion in  (spezifische Akt iv i t~ t  0.33 /zC/#Mol), 5 ~uMol 
bzw. 20/zMol des jeweiligen Kat ions ,  IO/zMol Cys te in  u n d  o. i  ml  eines o. 5 M Tr i s -HC]-Puf fe r s  
(pH 7-7) 3 ° rain bei 37 ° inkub ie r t  ( E n d v o l u m e n  o.25 ml). 

Zugesetztes Gebildete Menge Metanephrin 
Kation 

Kationenkonzentration : Kationenkonzentration 
2o ram 80 m M  

nMol % * nMol % * 

Kein  o.14 5 o.14 5 
Mg e+ 2.73 ioo 2.73 ioo 
Mn e+ o.91 33 0.67 25 
Fe e+ 0.40 15 0.40 15 
Fe e+ o.19 7 0.82 3 ° 
Co 2+ 0.49 18 o.18 6.5 
Ca e+ 0.60 22 0.60 22 
H g  2+ 0.32 i i  o.13 5 
Z n  e+ o o o o 

N i  e+ o o o o 

C u  2+ o o o o 

* Bezogen au f  Mg *+ ( =  lOO%). 

Substr  atspezi f i t~t  

D i e  I n k u b a t i o n e n  z u r  P r t i f u n g  d e r  S u b s t r a t s p e z i f i t ~ t  w u r d e n  u n t e r  S t a n d a r d -  

b e d i n g u n g e n - - j e d o c h  ff i r  12o  m i n - - d u r c h g e f t i h r t  ( T a b e l l e  I I I ) .  W ~ h r e n d  b e i  I n k u -  

b a t i o n  v o n  E p i n e p h r i n  d i e  M o n o m e t h y l ~ t h e r  M e t a n e p h r i n  ( 3 - 0 - M e t h y l a d r e n a l i n )  u n d  

P a r a n e p h r i n  ( 4 - 0 - M e t h y l a d r e n a l i n )  i m  V e r h X l t n i s  6 o : 1  e n t s t a n d e n ,  w u r d e n  d i e  

i s o m e r e n  M o n o m e t h y l / ~ t h e r  y o n  2 - H y d r o x y - 6 s t r a d i o l - I 7 f l  ( 2 - M e t h o x y - 6 s t r a d i o l - I 7 f l  

u n d  2 - H y d r o x y - 6 s t l a d i o l - I 7 f l - 3 - m e t h y l ~ t h e r  ) i m  V e r h ~ t l t n i s  3 : 2  g e b i l d e t .  

T A B E L L E  I I I  

SUBSTRATSPEZIFITA.T DER ANGEREICHERTEN PLACENTAREN CATECHOL-O-METHYLTRANSFERASE DES 
MENSCHEN 

0. 5/~Mol Subs t r a t  wurden  mi t  o.I ml  der Enzympr / i pa r a t i on  (en tha l t end  30/~g Eiweiss), o. i  #Mol  
S-[Me-14C]Adenosyl-methionin (spezifische Aktivi tXt  1.2 /zC/#Mol), I /zMol MgSO 4, io  /zMol 
Cyste in  und  o. i  ml eines 0. 5 M Soerensen-Phospha t -Puf fe r s  (pH 7.7) 3 ° min  bei 37 ° i nkub ie r t  
( E n d v o l u m e n  0.25 ml). 

Substrat Gebildete Menge Methyldther 

nMol %* 

L-Epineph r in -b i t a r t r a t  7.20 i oo 
DL-Norepinephr in-hydrochlor id  6.27 87 
DL-3 ,4-Dihydroxy-mandels~ure  6.48 90 
DL-3 ,4-Dihydroxy-benza ldehyd  1.8o 25 
2 -Hydroxy-6s t rad io l -  17/~ 6.41 89 
L-Tyrosin o o 
I) L-Thyroxin  o o 
0s t rad io l -  17fl o o 

* Bezogen a u f  die Bi ldung  yon  Metanephr in  ( =  lOO%). 
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Einfluss yon 2-Hydroxy-6strogenen auf die Methylierung yon Epinephrin durch die 
C atechol-O-M ethyltr ans f erase 

Aus Tabelle I I I  geht hervor, dass 2-Hydroxy-Sstradiol-I7/~ durch die placentare 
Catechol-O-Methyltransferase in etwa gleich grossem Umfange wie Epinephrin 
methyliert wird. Um den Einfluss von 2-Hydroxy-bstradiol-I7/~ auf die Methylierung 
von Epinephrin zu untersuchen, wurden steigende Mengen Epinephrin (18-2oo nMol) 
unter gleichzeitigem Zusatz von io nMol 2-Hydroxy-bstradiol-I7/5 inkubiert. Aus 
Fig. 5 geht hervor, dass 2-Hydroxy-6stradiol-I7/5 die enzymatische Methylierung von 
Epinephrin kompetitiv hemmt. Die Inhibitorkonstante K, wurde nach DIXON UNI) 
WEBB 17 errechnet und betrug 17. 4 • l O  - 6  M.  

Einfluss von Epinephrin auf die Methylierung yon 2-Hydroxy-~stradiol-IT~ durch die 
C atechol-O-M ethyltr ansf erase 

W~ihrend die Methylierung yon Epinephrin schon dutch kleinste Mengen 2- 
Hydroxy-bstradiol-I7/5 (lO% der Epinephrinmenge) zu 50% gehemmt wurde, war 
umgekehrt ein Io-fachei l~berschuss an Epinephrin erforderlich, um die Methylierung 
yon 2-Hydroxy-bstradiol-I7/~ um etwa IO% zu hemmen. 

150 

10[ 

.E, 
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~ so 

2 
w 

&.O 

~ yt 

~ ,  MDH ~ 
e Ca techo[ - O- Methyltransferase 

~ e  RSA 

~ *  GOT 

,12 ,', ,TB s'0 
tog Motekuiargewicht 

Fig. 6. Beziehungen zwischen Elutionsvolumen und dem Logarithmus des MolekulargewiChtes 
verschiedener Standardproteine sowie der angereicherten placentaren Catechol-O-Methyltrans- 
ferase des Menschen. Die ]3estimmungen wurden mit Hilfe yon Sephadex G-ioo durchgefiihrt. 
Cyt, Cytochrom; MDH, Malatdehydrogenase aus Schweineherzmuskel; RSA, Rinderserum- 
albumin; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus Schweineherzmuskel. 

Molekulargewichtsbestimmung 
Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde die placentare Catechol-0-Methyl- 

transferase der Gelfiltration an Sephadex G-Ioo unterworfen. In Fig. 6 wurden die 
Elutionsvolumina von Standardproteinen gegen die Logarithmen ihrer bekannten 
Molekulargewichte aufgetragen. Daraus ergibt sich, dass das Molekulargewicht der 
placentaren Catechol-O-Methyltransferase des Menschen bei etwa 52 ooo liegt. 

DISKUSSION 

In der Placenta des Menschen kommt eine Catechol-0-Methyltransferase vor, 
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die Epinephrin zu Metanephrin methyliert. Das Enzym ben6tigt S-Adenosyl-methio- 
nin als Cofaktor und befindet sich in der Cytosol-Fraktion (15o ooo × g-13berstand). 
Dutch Behandlung der Cytosol-Fraktion mit (NH4)2SO 4 und Gelfiltration der 30-60 %- 
igen (NH4)2SO4-F~llung dutch Sephadex G-ioo konnte eine 66-fache Anreichernng 
des Enzyms erzielt werden. Aus der Tatsache, dass relativ hohe Cystein-Konzen- 
trationen (20 mM) notwendig sind, um die volle Aktivit~t des angereicherten Enzyms 
wiederherzustellen, kann auf die Anwesenheit einer grossen Zahl yon SH-Grnppen 
im aktiven Zentrum des Enzyms geschlossen werden. Die h6chste Aktivit~t entfaltet 
die placentare Catechol-0-Methyltransferase in Gegenwart von Mg 2+. Auf Grund del 
Michaelis-Menten-Konstanten kann geschlossen werden, dass der Cofaktor eine 
h6here Affinit~t zum Enzym besitzt als das Substrat. 

Die angereicherte Catechol-0-Methyltransferase der Placenta des Menschen 
hat in einigen Punkten ~hnliche Eigenschaffen wie das von AXELROD UND TOMCHICK 1 
beschriebene Enzym aus der Rattenleber. Das Rattenleberenzym befindet sich eben- 
falls in der 3o-6o% igen (NH4)~SO4-F~llung, wird durch SH-Gruppen-blockierende 
Substanzen gehemmt und durch zweiwertige Kationen aktiviert. Die Michaelis- 
Menten-Konstante betr~gt 12- lO -5 M ft~r Epinephrin und liegt damit in der gleichen 
Gr6ssenordnung wie diejenige des Placentaenzyms. 

In einer frtiheren Arbeit haben SENOH et al. TM gezeigt, class nicht nur die 3-st~n- 
dige (m-Stellung), sondern auch die 4-st~ndige (p-Stellung) Hydroxylgruppe von 
Catecholaminen durch die Catechol-0-Methyltransferase angegriffen wird. Ent- 
sprechende Untersuchungen mit der gereinigten Catechol-0-Methyltransferase der 
menschlichen Placenta ergaben, dass als Hauptreaktionsprodukt (98%) aus Epine- 
phlin zwar Metanephiin (3-0-Methyladrenalin) entstand, daneben aber auch in Spuren 
(1.6%) Paranephrin (4-0-Methyladrenalin) gebildet wurde. Bei der Verwendung von 
2-Hydroxy-6stradiol-i7/5 als Substrat betrug das Verh~ltnis von 2-Methoxy-6stradiol 
17/5 zum isomeren 2-Hydroxy-6stradiol-I7/5-3-methyl~ther etwa 3:2. Offenbar tiben 
die Seitenketten der Catecholamine einerseits und der Steroidnucleus der 2-Hydroxy- 
6strogene andererseits einen unterschiedlichen Einfluss auf den sterisehen Verlauf 
der enzymatischen Methylielung der Catechole aus. Einige der m6glichen Ursachen, 
die ftir das unterschiedliche Ausmass der Bildung der isomeren Monomethyl~ther 
verantwortlich sein k6nnten, sind sowohl ft~r die Catecholamine TM als auch ft~r die 
2-Hydroxy-6strogene19, 2° an anderer Stelle diskutiert worden. 

Von besonderem Interesse ist die Feststellung, dass die im 150 000 × g-~Tber- 
stand der Rattenleber beobachtete kompetitive Hemmung der enzymatischen Me- 
thylierung von Epinephrin durch 2-Hydroxy-6strogene 9 auch bei Verwendung der 
angereicherten Catechol-0-Methyltransferase der menschlichen Placenta stattfindet. 

Abschliessend sei kurz auf die m6gliche physiologische Bedeutung der placen- 
taren Catechol-O-methyltransferase eingegangen. Es kann angenommen werden, dass 
das Enzym einen wesentlichen Anteil an der Methylierung der w~hrend der Gravidit~t 
vermehrt gebildeten 2-Hydroxy-6strogene hat. Dartiberhinaus dt~rfte sich die pla- 
centare Catechol-0-Methyltransferase auch an der biologischen Inaktivierung von 
Catecholaminen beteiligen. Diesem Punkt kommt wahrscheinlich eine entscheidende 
Bedeutung beim Vorliegen eines Ph~ochromocytoms bei graviden Frauen zu. Offenbar 
wird ein erheblicher Teil der vom Tumor gebildeten blutdruckwirksamen Catechol- 
amine w~hrend der Schwangerschaft durch die placentare Catechol-O-Methyl- 
transferase inaktiviert (vgl. Lit. 21). Unter der Geburt, die eine erhebliche Stress- 
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Situation darstellt, und nach Ausstossung der Placenta fehlt dem 0rganismus diese-- 
auch quantitative bedeutsame--M6glichkeit der Inaktivierung; dadurch erfolgt ein 
rapider Anstieg der vasopressiven Substanzen, der fiir die hohe Mortalit~t bei Ph~io- 
chromocytom nach Beendigung der Schwangerschaft mitverantwortlich sein dtirffe 21. 
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