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Zusammenfassung: Eine isolierte Rattenleber wurde
mit dem Catecholaminmetaboliten 3,4-Dihydroxy-
benzoesdure (Protocatechusiiure) als Substrat und
mit S-Adenosyl-L-methionin-hydrogensulfat sowie
S-Adenosyl-[methyl-14C]L-methionin durchstrémt.
Im Hydrolysat des Perfusatextraktes konnten diinn-
schichtchromatographisch 2 radioaktive Metaboli-
ten nachgewiesen werden, deren Rp-Werte denen
von 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure (Vanillin-
sdure) und 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesiure (Iso-
vanillinsdure) entsprachen. Im Radiochromato-

gramm verhielten sich die Radioaktivitidtsmengen
wie 4,9:1. Die ldentifizierung der isolierten Meta-
boliten, die mit Hilfe der umgekehrten Isotopen-
verdiinnungstechnik erfolgte, fithrte zu dem Ergeb-
nis, daB in der Rattenleber aus dem Catecholamin-
metaboliten neben dem schon bekannten Abbau-
produkt Vanillinsiure auch Isovanillinsdure ent-
steht, so daB also nicht nur die m-, sondern auch
die p-stindige Hydroxylgruppe der Dihydroxy-
phenylverbindung methyliert wird.

Demonstration of the p-O-methylation of the catecholainine metabolite, protocatechuic acid, in isolated,

perfused rat liver

Summary: The catecholamine metabolite, 3,4-
dihydroxybenzoic acid (protocatechuic acid) acted
as the substrate in the perfusion of an isolated rat
liver; the perfusate also contained S-adenosyl-L-
methionine-hydrogen sulphate and S-adenosyl-
[methyl-}4C]L-methionine. Two radioactive meta-
bolites with the same Ry values as 4-hydroxy-3-
methoxybenzoic acid (vanillic acid) and 3-hydroxy-
4-methoxybenzoic acid (isovanillic acid) were de-
tected by thin-layer chromatography in the per-

fusate. The total counts of the two metabolites on
the radiochromatogram were in the ratio 4.9:1.
The identity of the two metabolites was confirmed
by reversed isotope dilution. Thus, besides vanillic
acid, isovanillic acid may be added to the list of
known degradation products of the catecholamines,
i.e. methylation can occur at the p-hydroxyl group
as well as at the m-hydroxyl group of the di-
hydroxyphenyl compound.

Am enzymatischen Abbau der Brenzkatechinamine
ist neben der Monoamin-Oxidase die Brenzkate-
chin-Methyltransferasell] beteiligt. Nach bisheriger
Ansicht katalysiert dieses Enzym im gesunden

Organismus in vivo einec Methylierung lediglich der
m-stindigen Hydroxylgruppe der Catecholamine
und von Catecholaminmetaboliten, soweit sie als
Dihydroxyphenylverbindungen vorliegen(2]. Dies

* Postanschrift: Prof. Dr. H, Thomas, Abteilung fiir Biochemie der Universitit, D-79 Ulm/Donau, Neubau Oberer

Esclsberg, N 26.

Enzyme:

Brenzkatechin-Methyltransferase, S-Adenosylmethionin:Brenzkatechin-O-Methyltransferase (EC 2.1.1.6)
Monoamin-Oxidase, Monoamin: Sauerstoff-Oxidoreduktase (desaminierend) (EC 1.4.3.4).

1 Axelrod, J. & Tomchik, R. (1958) J. Biol. Chem. 233, 702—705.
2 Ubersicht s. Thomas, H. & Roth, S. (1972) diese Z. 353, 138 — 142.
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erscheint um so auffilliger, als sich im In-vitro-
Versuch beweisen lie, daBl die genannte Methyl-
transferase auch eine Methylierung der p-Hydroxyl-
gruppe von Adrenalinl3], Noradrenalin(3] und
2-(3,4-Dihydroxyphenyl)dthylamin (Dopamin) [4]
bewirken kann. In vivo wurde bei der Ratte eine
p-O-Methylierung von Adrenalon, Noradrenalon
und 3,4-Dihydroxyacetophenon(3] — diese Sub-
stanzen stellen keine biogenen Substrate dar —
nachgewiesen und zwar unter Bedingungen, unter
denen eine solche p-O-Methylierung von Adrenalin
nicht festzustellen war.

Eine Reihe von Untersuchern hat sich mit der Frage
beschiiftigt, ob im Organismus von Schizophrenen
cine ,,abnorme‘* Methylierung der p-stiindigen
Hydroxylgruppe des Dopamins erfolgen konnel5),
In einer vorausgehenden Arbeit(2] wurde gezeigt,
daB in der isoliert perfundierten Rattenleber der
3,4-Dihydroxybenzaldehyd (Protocatechualdchyd),
ein Abbauprodukt von Adrenalin und Noradrena-
\in(6-8), zur 4-Methoxy-Verbindung [sovanillin me-
thyliert werden kann. Durch die vorliegende Unter-
suchung wird dieser Befund insofern ergiinzt, als
bewiesen wird, daBl wiihrend der Rattenleber-
perfusion aus dem Catecholamin-Abbauprodukt
3,4-Dihydroxybenzoesidure (Protocatechusiure)(8)
nicht nur, wie bereits bekannt, die entsprechende
3-Methoxy-Verbindung Vanillinsdurel9-12], son-
dern auch — durch Methylierung der p-stiindigen
Hydroxylgruppe — 3-Hydroxy-4-methoxybenzoe-
sidure (Isovanillinsiure) entsteht.

3 Daly, J. W., Axelrod, J. & Witkop, B. (1960) J. Biol.
Chem. 235, 1155—1159.

4 Senoh, 8., Daly, J., Axelrod, J. & Witkop, B. (1959)
J. Amer. Chem. Soc. 81, 6240—6245.

5 Ubersicht s. Boulton, A. A. (1971) Nature (London)
231, 22-28.

6 Karlson, P., Sekeris, C. E. & Herrlich, P. (1963)
Deut. Med. Wochenschr. 88, 1873 —1878.

7 Herrlich, P. & Sckeris, C. E. (1963) Biochim. Biophys.
Acta 78, 750.

8 Thomas, H. (1967) diese Z. 348, 963 —969.

9 Dirscherl, W., Thomas, H. & Schriefers, H. (1961)
Symp. Deut. Ges. Endokrinol. 8, 18—22.

10 Dirscherl, W., Thomas, H. & Schricfers, H. (1962)
Acta Endocrinol. (Copenhagen) 39, 385-—39%4.

11 Rosen, L. & Goodall, M. C. (1962) Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 110, 767~ 769.
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Material und Methoden

Substanzen

3,4-Dihydroxybenzoesiure (Protocatechusiure) (Fluka
AG, Buchs), 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure (Vanil-
linsdure) (Dr. T. Schuchardt, Miinchen), S-Adenosyl-
L-methionin-hydrogensulfat (Boehringer, Mannheim
GmbH) und S-Adenosyl-[{methyl-14C]L-methionin mit
einer spezifischen Aktivitit von 60 mCi/mMol (Radio-
chemical Centre Amersham) wurden in Form von
Handelsprdparaten verwendet. 3-Hydroxy-4-methoxy-
benzoesidure (Isovanillinsdure) lieB sich aus Isovanillin
in Analogie zur Darstellung von Vanillinsiure aus
Vanillin{13! synthetisieren. Der Schmp. lag bei 255 bis
2569C (Lit.114] (256—257°C). Der Isovanillinsdure-
methylester{15) schmolz nach Umkristallisation aus
Essigsdure-dthylester/Petrolither bei 66— 67°C (Lit.[151:
680C).

Fir die Szintillationsmessungen wurde eine Ldsung
von 3 g 2,5-Diphenyloxazol (PPO) und 0,1 g 1,4-Bis-
(5-phenyl-2-oxazolyl)benzol (POPOP) (E. Merck AG,
Darmstadt) in 1 / Toluol verwendet.

Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 12 Wochen alte, 300 g
schwere minnliche Sprague-Dawlcy-Ratten, die mit
dem Standardfutter Altromin und Wasser ad libitum
ernidhrt worden waren. 30 min vor der Dekapitation
wurde den Tieren 0,5 m/ Liquemin injiziert.

Leberperfusion

Die Perfusion der isolierten Leber erfolgte retrograd
von der Lebervene her(16] mittels eincr von Staib und
Mitarbeitern(17] angegebenen Apparatur. Das Per-
fusionsmedium war eine wiiBrige Salzlosung!18:19] fol-
gender Zusammensetzung: 137mM NaCl, 3mm KCI,
0,7mmMm NaH2POg4, 0,5mm CaCls, 0,5mM MgCl2 und

13 Rabjohn, N. (1963) Organic Synthesis, Collective
Volume 1V, S. 972-973, John Wiley & Sons Inc.,
New York, London.

14 Fischer, E., Bergmann, M. & Lipschitz, W. (1918)
Ber. Deut. Chem. Ges. 51, 45—179.

15 Weizmann, Ch. & Haskelberg, L. (1944) J. Org.
Chem. 9, 121 —124.

16 Schriefers, H. & Korus, W. (1960) diese Z. 318,
239-—-250.

17 Staib, W., Staib, R., Herrmann, J. & Meiers, H. G.
(1968) in Stoffwechsel der isoliert perfundierten Leber,
3. Konf. Ges. Biol. Chem., April 1967 (Staib, W. &
Scholz, R., Hrsg.) S. 155—167, Springer Verlag, Berlin.
18 Schimassek, H. (1962) Life Sci. 11, 629 —634.

19 Scholz, R. (1968) in Stoffwechsel der isoliert per-

- fundierten Leber, 3. Konf. Ges. Biol. Chem., April

1967, (Staib, W. & Scholz, R., Hrsg.) S. 25-52,
Springer Verlag, Berlin.
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24mM NaHCOg3. Nach Perfusion der Leber mit 400 m/
dieses Mediums (Vorlauf) wurde das Organ mit 500 m/
der Salzlosung, in der 50 mg Protocatechusiure als
Substrat und 80,5 mg S-Adenosyl-L-methionin-hydro-
gensulfat sowie 50 pCi S-Adenosyl-[methyl-14C]L-
methionin geldst waren, in zwei Durchgidngen durch-
stromt. Die mittlere DurchfluBgeschwindigkeit betrug
1,1 m/xmin~1xg-1,

Aufarbeitung des Perfusates

Das Perfusat wurde mit 2 m/ konz. HCl angesiuert,
mit 50 g NaCl versetzt und 8mal mit 500 m/ Ather
extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden Gber
Na2SO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsver-
dampfer eingedampft. Der Eindampfriickstand wurde
mit Aceton in ein Reagenzglas tberfiihrt, zur Trockne
gebracht und mit 3 m/ 6N HCI versetzt, das zugeschmol-
zene Reagenzglas 18 h bei 105°C aufbewahrt. Das so
erhaltenc Hydrolysat wurde mit 100 m/ Wasser ver-
setzt und im Liquid-Liquid-Extraktor mit 250 m/
Ather 24 h kontinuierlich extrahiert. Der Extrakt-
trockenriickstand lieB sich in 10 m/ Aceton losen
(;»Ausgangslésung'*).

Chromatographie

Fir die Dinnschichtchromatographie wurden DC-
Fertigplatten Kieselgel Fasq (20 X 20 cm, 0,25 mm) der
Firma Merck verwendet. Als FlieBmittel dienten die
folgenden Systeme: Benzol/Eisessig/Wasser 2:2:1
(obere Phase) (System I), Benzol/Methanol/Eisessig
45:8:4 (System II) und Toluol/Ameisensiure-dthyl-
ester/Ameisensiure 5:4:1 (System IIT). Die Chromato-
graphie erfolgte jeweils zweifach tber eine Strecke von
15 cm. Die Substanzen lieBen sich visuell unter UV-
Licht lokalisieren. AuBerdem wurden zur Lokalisation
von radioaktiven Metaboliten nach erfolgter Chro-
matographie auf ciner 2 cm breiten Bahn lidngs der
Laufrichtung kontinuierlich 1,4 mm schmalc Zonen
von der Platte geschabt, die einzelnen Proben mit 1 m/
Mcthanol, 1 m/ Toluol und 10 m/ Szintillator-Lésung
versetzt. Die Messung der am Kieselgel anhaftenden
14C.Aktivitdt der einzelnen Zonen erfolgte im Fliissig-
keitsszintillationszihler (Packard, Tri-Carb Spektro-
meter, Modell 2420). Die Zihlausbeute bestimmte man
mit einem Toluol-14C-Standard.

Identifizierung

Sie erfolgte auBer durch Diinnschichtchromatographie
in den verschiedenen Systemen mit Hilfe der umgekehr-
ten Isotopenverdiinnungstechnik[20], Hierzu wurde auf
4 Dinnschichtplatten je ein aliquoter Teil (0,2 m/) des
in 10 m/ Aceton gelosten Atherextrakttrockenriick-
standes (,,Ausgangslosung‘‘) aufgetragen und chro-

20 Axelrod, L. R., Matthijssen, Ch., Goldzieher, J. W+
& Pulliam J. E. (1965) Acta Endocrinol. (Copenhagen)
Suppl. 99.
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matographisch aufgetrennt. Die Zonen, dic in ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit Vanillinsdure bzw. Iso-
vanillinsdure entsprachen (Metaboliten I und II), wur-
den von der Platte geschabt und je 5mal mit 10 m/
Aceton extrahiert, die filtrierten Extrakte (Glasfritte)
eingedampft, die Trockenriickstinde in je 5 m/ Metha-
nol gel6st. Je 0,5 m/ dieser Losungen wurden zur Be-
stimmung der 14C-Aktivitdt verwendet, der Rest wurdc
eingedampft. Den Eindampfrickstinden setzte man
50 mg der jeweils authentischen Substanz (Vanillinsdure
bzw. Isovanillinsdure) als ,,carrier* zu.

Um zu zeigen, daB die Technik der umgekehrten Iso-
topenverdiinnung auch fir die Identifizierung der
beiden isomeren Phenolcarbonsiuren, die als Metabo-
liten erwartet wurden, anwendbar ist, wurden diese
nach Chromatographie wie beschrieben erneut isoliert.
Es wurde jetzt zusitzlich I mit 50 mg Isovanillinsdure,
II mit 50 mg Vanillinsiure versetzt. Die spezifische
Aktivitdt (Zpm/uMol) wurde in allen Féllen berechnet
und nach Umkristallisation des Metabolit-,carrier*-
Gemisches aus verschiedenen Losungsmittelgemischen
(Athanol/Petroldther, Aceton/n-Hexan, Athanol/n-
Hexan, Aceton/Petroldther) jeweils neu bestimmt.
Zur zusdtzlichen Sicherung der Identitit wurde im
Falle der Substanz II die umgekehrte Isotopenver-
dinnungstechnik auch mit einem Derivat, nimlich dem
Methylester durchgefithrt: Der Metabolit II wurde
wie oben beschrieben nach Chromatographie aus 12
DC-Platten isoliert und mit 4N methanolischer HCI
(7 h, Raumtemperatur) verestert. Nach Atherextrak-
tion aus wiBriger Losung wurde eingedampft, der Ein-
dampfriickstand, in 0,5 m/ Aceton gelost, auf 2 DC-
Platten verteilt und chromatographiert. Die dem Methyl-
ester entsprechende radioaktive Zone eluierte man
Smal mit 10 m/ Aceton. Der Eluattrockenriickstand
wurde mit authentischem Isovanillinsdure-methylester
versetzt und aus Essigsdure-dthylester/Petroldther bzw.
Aceton/n-Hexan umkristallisiert.

Ergebnisse und Diskussion

Wurden aliquote Teile der nach Perfusion erhalte-
nen ,,Ausgangslosung® in den Systemen 1, II und
11T diinnschichtchromatographisch aufgetrennt, so
lieBen sich aufler dem Substrat (Protocatechusiure)
jeweils 2 Metaboliten (I und II) lokalisieren, deren
Rp-Werte mit denen von authentischer Vanil-
linsdure und Isovanillinsdure ibereinstimmten
(Tab. 1).

Das in der Abbildung gezeigte Radiochromato-
gramm wurde erhalten, nachdem /199 der ,,Aus-
gangslosung® durch 2malige Chromatographie in
System I aufgetrennt, ein Teil der ,,Substanzbahn*
in Zonen von der Platte gekratzt und die 14C-Akti-
vitdt der einzelnen Kieselgelproben bestimmt wor-
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Tab. 1. Diinnschichtchromatographische Identifizierung der nach Rattenleberperfusion mit Protocatechusidure

nachgewicsenen biogenen Substanzen I und II.

Es wurde jeweils eine zweimalige Chromatographie auf DC-Fertigplatten Kieselgel Fzs4 (20 %20 ¢cm, 0,25 mm)
durchgefiihrt. Losungsmittelsysteme: Benzol/Eiscssig/Wasser 2:2:1 (obere Phase) (System I), Benzol/Methanol/Eis-
essig 45:8:4 (System II) und Toluol/Ameisensdure-dthylester/Ameisensdure 5:4:1 (System 1II).

Rp-Werte
LOsungsmittelsystem Authentische Biogene Authentische Biogene
Vanillinsdure Substanz [ Isovanillinsiure Substanz II
1 0,44 0,45 0,37 0,36
1I 0,62 0,62 0,57 0,57
I 0,64 0,63 0,58 0,58

den war. Sie ist in der Abbildung gegen die Lauf-
strecke aufgetragen. Das Radiochromatogramm
weist in Hohe der authentischen Vanillinsdure
(Rr=0,44) und Isovanillinsdure (Rr=0,37) jeweils
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Abbildung. Radiochromatogramm eines aliquoten
Teils des nach Perfusion gewonnenen Extraktes (Ein-
zclheiten s. Text).

Zweimalige Dinnschichtchromatographie auf DC-
Fertigplatte Kieselgel Fasq (20 X 20 cm, 0,25 mm).

FlieBmittel: Benzol/Eisessig/Wasser 2:2:1 (obere Pha-
se). Authentische Substanzen: Vanillinsdure (1), Iso-
vanillinsdure (2), Protocatechusiure (3).

eine radioaktive Substanzzone (Metaboliten I und
1I) auf. Die Radioaktivititsmengen verhalten sich
wie 4,9:1.

Aus Tab. 2 geht hervor, daf3 sich mit Hilfe der um-
gekehrten Isotopenverdiinnungstechnik die biogene
Substanz | als Vanillinsdure, der Metabolit 11 als
Isovanillinsdure identifizieren lieB: Zwischen den
berechneten und gefundenen Werten fiir die spe-
zifische Aktivitdt (Zpm/uMol) besteht eine gute
Ubereinstimmung. Das gleiche gilt auch fiir das
Derivat von 1I, den Isovanillinsidure-methylester.
Daf} das Verfahren zur ldentifizierung der beiden
Isomeren angewendet werden kann, geht ebenfalls
aus Tab. 2 hervor; denn bei Zusatz von Isovanillin-
sdure als ,,carrier* zu I bzw. von Vanillinsdure zu
1I zeigte sich unter der Rekristallisation ein schnel-

"les Absinken der spezifischen Aktivitat.

Der hiermit erhobene Befund, daf3 die Rattenleber
imstande ist, die Protocatechusiure nicht nur, wie
bereits bekannt, in Vanillinsiure, sondern auch in
die 4-Methoxy-Verbindung Isovanillinsdure umzu-
wandeln, ist ein weiterer Beweis dafiir, daB sich in
diesem Organ eine p-O-Methylierung von Catechol-
aminmetaboliten vollzichen kann. Da die Leber-
perfusion eine der In-vivo-Situation stark ange-
nihertes System darstellt, liegt die Vermutung nahe,
daB die Leber der Ratte auch in vivo die Proto-
catechuséure am p-stindigen Hydroxyl zu methylie-
ren vermag, und es gewinnt die Frage, ob nicht
auch in der Leber des gesunden Menschen eine
p-O-Methylierung von Catecholamin-Abbaupro-
dukten erfolgen kann, erneut an Aktualitét.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fur
eine Sachbeihilfe, Friulein S. Hildenbrand sei fir die
gewissenhafte Mitarbeit gedankt.
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Tab. 2. Identifizierung der nach Hydrolyse des Perfusatextraktes isolierten Metaboliten I und 1I sowie des Methyl-
esters von 1I nach der umgekehrten Isotopenverdinnungstechnik.

Bei jedem Metaboliten wurde einer definierten Menge 14C-Aktivitit eine definierte Menge (46 — 50 mg) der authenti-
schen, nicht markierten Verbindung zugesetzt. AuBerdem wurde der Metabolit I mit Isovanillinsdure (4), der
Metabolit II mit Vanillinsdure (5) versetzt. Die spezif. Aktivitit (Zpm/uMol) wurde berechnet und nach jeder
Kristallisation aus verschiedenen Losungsmittelgemischen (Athanol/Petrolither, Aceton/n-Hexan, Athanol/n-
Hexan, Aceton/Petrol-dther bzw. Essigsiure-dthylester/Petrolither und Aceton/n-Hexan) im Tri-Carb Szintillations-
zéhler bestimmt.

Nr. 14C-Metabolit Zugesetzter ,,Carrier* Berechnet  Spezifische Aktivitdt [Zpm/uMol]
Gefunden nach Kristallisation

1. 2. 3. 4. 5.

) 11 Isovanillinsdure 429 371 372 369 368 367
) [ Vanillinsdure 226 197 196 196 194 195
3) Methylester von I Isovanillinsiure-methylester 685 658 628 629 632

@) I Isovanillinsiure 343 26 8 3 2 1,8

(5) It Vanillinsdure 11 55 24 20 12 7




