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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bisheriger Kenntnisstand

Die S-Adenosylhomocystein (SAH) Hydrolase katalysiert die reversible
Hydrolyse von SAH zu Adenosin und L-Homocystein und wurde schon 1959
von De la Haba und Cantoni beschrieben.

Das thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion liegt mit einer
Gleichgewichtskonstanten von Keq = 10® M auf der Seite der Synthese von
SAH aus Adenosin und Homocystein (De la Haba & Cantoni, 1959). In vivo
jedoch erfolgt die Reaktion hauptsachlich in Richtung der Hydrolyse, was darauf
zurickzuflhren ist, dass Adenosin und Homocystein in der Zelle schnell
verstoffwechselt werden (De la Haba & Cantoni, 1959; Cortese et al., 1974;
Crooks et al., 1979; Eloranta, 1977).

Das Enzym SAH-Hydrolase ist bei allen untersuchten zoologischen Spezies,
wie zum Beispiel Hund, Ratte, Huhn, Kaninchen (Walker & Duerre, 1975),
sowie beim Menschen (Hershfield, 1978) zu finden. Hershfield wies die SAH-
Hydrolase in der menschlichen Plazenta nach, und in den folgenden Jahren
wurde das Enzym auch in einer Reihe weiterer Organe wie Lymphoblasten,
Erythrozyten (Hershfield et al.,, 1979), Leber (Ueland et al., 1979) und
Fibroblasten (Kaminska & Fox, 1980) gefunden.

Walker und Duerre (1975) konnten zeigen, dass die Enzymaktivitat der SAH-
Hydrolase in Leber, Pankreas und Nieren verschiedener Spezies am hdchsten
ist, gefolgt von Milz und Hoden. Herz und Gehirn weisen die niedrigste Aktivitat
auf.

Die SAH-Hydrolase wurde auch bei Prokaryonten gefunden. Shimizu et al.
(1984) untersuchten die SAH-Hydrolase bei Alcalegenes faecalis und Porcelli et
al. (1993) am thermoazidophilen Bakterium Sulfolobus solfactorius.

AuRerdem wurde das Enzym in Mikroorganismen wie Hefe (Duerre & Schlenk,
1962; Duerre, 1968) und sogar in Pflanzen (Walker & Duerre, 1975; Jakubowski

& Guranowski, 1981) nachgewiesen.
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Dass dieses Enzym eines der konserviertesten Enzyme ist, zeigt ein Vergleich
der Aminosauresequenz des menschlichen Enzyms mit dem der Ratte.

Die Aminosauresequenz der SAH-Hydrolase der Ratte stimmt zu 97% mit der
des menschlichen Enzyms, und zu 52% mit der Sequenz des Enzyms bei

Plasmodium falciparum Uberein (Creedon et al., 1994).

Abgesehen von dem Prokaryonten Alcaligenes faecalis (Shimizu et al., 1984)
und den Samen der gelben Lupine (Guranowski & Pawelkiewicz, 1977) handelt
es sich bei allen untersuchten SAH-Hydrolasen um Tetramere, die ein
Molekulargewicht zwischen 180 und 200 kDa aufweisen (Dgskeland & Ueland,
1982). Das Molekulargewicht pro Untereinheit liegt bei 45 bis 48 kDa (Palmer &
Abeles, 1976; Sugden & Corbin, 1976; Ueland & Dgskeland, 1977; Hershfield,
1978; Richards et al., 1978; Ueland et al., 1978; Palmer & Abeles, 1979; Schatz
et al., 1979; Fujioka & Takata, 1981; Dgskeland & Ueland, 1982).

Eine DNA-Sequenz aus 1299 Nukleotiden kontrolliert die Expression einer
Polypeptidkette mit einem Massengewicht von 47,7 kDa (Coulter-Karis &
Hershfield, 1989).

Durch Ampholine-Gelelektrophorese wurden isoelektrische Punkte zwischen
5,3 und 6,0 gemessen (Richards et al., 1978).

Hershfield und Francke (1982) konnten zeigen, dass sich der Genlocus der
SAH-Hydrolase beim Menschen auf dem langen Arm des Chromosoms 20
befindet, auf dem auch der Locus der Adenosindesaminase kartiert ist.

Beim Menschen wurde fir die SAH-Hydrolase ein elektrophoretisch
darstellbarer Polymorphismus nachgewiesen. Drei Phanotypen SAH-Hydrolase
1, SAH-Hydrolase 2-1 und SAH-Hydrolase 2 werden von zwei kodominanten
Allelen SAH-Hydrolase *1 und SAH-Hydrolase *2 kontrolliert (Bissbort et al.,
1983).

Die Hauptaufgabe der SAH-Hydrolase ist die reversible Hydrolyse von SAH zu
Adenosin und Homocystein (De la Haba & Cantoni, 1959).
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Dies ist in Vertebraten der einzige bekannte Abbauweg des SAH (Cantoni &
Chiang, 1980).
Mit dem folgenden Schema soll ein Uberblick tber die Stoffwechselwege von

SAH, Adenosin und Homocystein gegeben werden:

S-Adenosylmethionin

Pi

Proteine, DNA, kleine Molekiile

ATP
Protein MethioninAdenosyl- Methyltransferasen

transferase
Methylierte Produkte
/ATP

Methionin S-Adenosylhomocystein
N,N-(CH;)2Gly
FH, SAH-Hydrolase /ADP YA

Betain

AMP+—— cAMP

A_denosin— PD1
CHH.F kinase
ST 5'Nukleotidase

Homocystein Adenosin
Cystathionin Serin Adenosin-
R-Synthase desaminase

Cystathionin Inosin

Abb.1: Uberblick Uber die Stellung der SAH-Hydrolase im Stoffwechsel
(Kloor et al., 2002).
- BHMT - Betain-Homocystein S-Methyltransferase

- CYA — Adenylatzyklase
- METH - 5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein S-Methyltransferase
-  PD1 — Phosphodiesterase 1

Das gebildete Adenosin kann auf zwei verschiedenen Wegen abgebaut

werden:
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Es wird entweder durch die Adenosindesaminase zu Inosin desaminiert, das
dann zu Harnsaure abgebaut wird, oder es wird mit Hilfe der Adenosinkinase
phosphoryliert und so zu AMP umgewandelt (Fox & Kelley, 1978).

Da der K, -Wert der Adenosinkinase fur Adenosin kleiner (0,9uM) ist als
derjenige der Adenosindesaminase (90uM) (Lloyd & Schrader, 1993), wird das
gebildete Adenosin vorwiegend zu AMP phosphoryliert. Liegt in der Zelle jedoch
eine hohe Konzentration an ATP vor, wird Adenosin hauptsachlich durch die
Adenosindesaminase zu Inosin verstoffwechselt (Fox & Kelley, 1978).

Im Organismus erfilllt Adenosin zahlreiche Aufgaben.

Es bewirkt am Herzen durch die Hemmung der Adenylatzyklase eine
Vasodilatation der Koronararterien (Schrader et al., 1981; Schitz et al., 1981;
Webster & Olsson, 1981; Berne et al., 1983; Kitakaze et al., 1993).

In der Niere erzeugt Adenosin eine Vasokonstriktion (Osswald & Gleiter, 1993)
und reguliert verschiedene Nierenfunktionen wie die glomerulare Filtrationsrate,
die Elektrolyte-Exkretion und die Freisetzung von Renin und Erythropoietin
(Osswald, 1984; Osswald et al., 1991).

Desweiteren erfolgt durch Adenosin eine Hemmung der Lipolyse im Fettgewebe
(Fredholm & Sollevi, 1981), der Thrombozytenaggregation, der de novo
Pyrimidinsynthese (Aranow, 1961; Green & Chan, 1973; Hilz & Kaukel, 1973;
Snyder & Seegmiller, 1976) sowie der Neurotransmittersynthese (Spielman &
Osswald, 1978).

Allgemein wird Adenosin eine vagotrope Wirkung zugeschrieben, und Fullgraf

und Palm (1997) entdeckten eine bronchokonstriktorische Wirkung.

In der Zelle kann Homocystein nur durch die Hydrolyse von SAH durch die
SAH-Hydrolase hergestellt werden (Cantoni & Chiang, 1980).
Der Abbau hingegen kann auf zwei verschiedene Weisen erfolgen:

()] die Remethylierung des Homocystein zu Methionin kann entweder
durch die Betain-Homocystein-Methyltransferase oder durch die
Methyltetrahydrofolat-Homocystein-Methyltransferase erfolgen;

(mn die Metabolisierung zu Cystein findet Uber Cystathionin durch die
Cystathionin-3-Synthetase statt (Mudd & Poole, 1975).
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Ein erhohter Plasmaspiegel an Homocystein wird als Risikofaktor fur die

Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit angesehen (Nygard et al., 1997).

Eine hemmende Wirkung auf die Hydrolyse von SAH in vitro haben sowonhl
Adenosin als auch Homocystein. Unter physiologischen Bedingungen jedoch
werden diese Produkte in der Zelle sofort metabolisiert, so dass dieser
hemmende Effekt nicht auftritt (De la Haba & Cantoni, 1959). Unter
pathophysiologischen Bedingungen kann es jedoch zur Akkumulation von
Adenosin oder Homocystein in der Zelle kommen. Ein Anstieg dieser Metabolite
fuhrt zur Synthese von SAH. Dadurch steigt in der Zelle der SAH-Spiegel
(Johnston & Kredich, 1979; Kredich & Hershfield, 1979; Kredich & Martin, 1980)
auf Werte von 30-60 uM (Kloor et al., 2002).

SAH entsteht jedoch nicht nur aus der Synthese durch die SAH-Hydrolase,
sondern ist auch Produkt bei allen S-Adenosylmethionin (SAM) -abhangigen
Transmethylierungsreaktionen. Dabei wird eine aktivierte Methylgruppe vom
SAM auf verschiedenste Makromolekile wie Proteine, RNA, DNA und
Polysaccharide, sowie auf kleine Moleklile wie Histamine, Phospholipide,
Norepinephrin und Katecholamine uUbertragen (Keller & Borchardt, 1988).
Aufgrund des hohen Potentials des SAM, Methylgruppen zu Ubertragen, ist dies
der wichtigste biologische Transmethylierungsweg (Cantoni, 1975).

Da SAH Methyltransferasen in Form einer Produkthemmung beeinflussen kann,
reguliert die Aktivitdt der SAH-Hydrolase indirekt alle SAM-abhangigen
Methyltransferasen (Deguchi & Barchas, 1971; Pugh et al., 1977; Hasobe et al.,
1989). Da die SAH-Hydrolase als einziges Enzym den Abbau von SAH
katalysiert (Cantoni, 1986), ist dies ein wichtiger Rlickkoppelungsmechanismus.
Durch Hemmung der SAH-Hydrolase und nachfolgende Erhéhung des
intrazellularen SAH-Gehalts kénnen antivirale (Wolfe & Borchardt, 1991; Patil et
al., 1992; Liu et al, 1993; Villalon et al, 1993; Wnuk et al., 1994),
antiparasitische (Bitonti et al., 1990; Henderson et al., 1992), antiarthritische
und immunosuppressive Effekte (Wolos et al., 1993 a; Wolos et al., 1993 b)

erzielt werden.
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Die antivirale Wirkung beruht auf der Hemmung der Methyltransferasen durch
den erhdéhten SAH-Gehalt und als Folge davon auf einer Hypomethylierung der
cap-Struktur der viralen mRNA (Wolfe & Borchardt, 1991; Liu et al., 1992). Ein
solcher SAH-Hydrolase-Inhibitor mit einem breiten antiviralen Wirkspektrum ist
(S)9-(2,3-dihydroxypropyl)adenine ((S}DHPA), ein synthetisches Adenosin-
Analogon (De Clerq et al., 1978). Naturliche Adenosin-Analoga und ebenfalls
Inhibitoren der ersten Generation sind Neplanocin, Aristeromycin und D-
Eriteradenin (Yuan et al., 1996).

Die Interaktion dieser Analoga mit der Adenosindesaminase und der
Adenosinkinase fuhrte zu unerwinschten sekundaren metabolischen Effekten,
die durch die Synthese einer zweiten Generation von SAH-Hydrolase-Hemmern
reduziert bzw. ganz vermieden wurden. Als Beispiel fur diese Inhibitoren ware
(’'R,2’S,3'R)-9-(2’,3’-dihydroxycyclopenten-1-yl)Adenin (DHCeA) zu nennen
(Hasobe et al., 1987; Hasobe et al., 1988; Narayanan et al., 1988; De Clercq et
al., 1989; Ault-Riche et al,. 1993).

Stockand et al. (1999) konnten zeigen, dass die SAH-Hydrolase durch den
Abbau von SAH als Endprodukt von Methylierungsreaktionen wichtig fir den
Aldosteron-induzierten Na*-Transport ist. Dieser Na*-Transport ist von einer
Aldosteron-sensitiven substratspezifischen Transmethylierungsreaktion
abhangig, wobei SAH als Endprodukt anfallt. Wird die SAH-Hydrolase-Aktivitat
durch einen Inhibitor gehemmt oder die Expression des Enzyms durch ein
Antisense-Oligonukleotid verringert, lasst sich eine Abnahme des Aldosteron-
abhangigen Natriumstroms durch eine geringere offen-Wahrscheinlichkeit der
epithelialen Natriumkanale feststellen (Stockand et al., 2001). Ebenfalls die
Arbeitsgruppe um Stockand et al. (1999) berichtete von einer Induktion der
Aktivitat der SAH-Hydrolase durch Aldosteron, wobei jedoch noch nicht klar ist,
ob dabei die Proteinmenge oder nur die Aktivitat schon vorhandenen Proteins
erhoht wird. Vermutet wird eine Induktion auf posttranslationaler Ebene, da

Steroide keinen Effekt auf die Expression der SAH-Hydrolase haben.
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Die Aufgabe eines intrazellularen Adenosinspeicherproteins kommt der SAH-
Hydrolase aufgrund ihrer Adenosin-Bindungsfahigkeit zu (Hershfield & Kredich,
1978; Ueland & Helland, 1983).

Da die SAH-Hydrolase einen Teil des Adenosins in einem Komplex fest bindet,
wird das gebundene Adenosin vor dem Abbau durch die Adenosindesaminase
geschutzt. Dieses Phanomen wird Sequestrierung genannt (Seebg & Ueland,
1979).

Aus der Literatur ist bekannt, dass Adenosin an die SAH-Hydrolase mit
Affinitdten von 9 nM bis 500 nM bindet. Alle Angaben weisen dabei
ausschlieRlich auf eine Adenosin-Bindungsstelle hin (Hershfield & Kredich,
1978; Palmer & Abeles, 1979).

Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die SAH-Hydrolase zwei
Adenosin-Bindungsstellen besitzt und aulerdem cAMP binden kann (Olsson,
1978). Fur das cAMP liegt nur eine Bindungsstelle vor, die jedoch identisch mit
einer der Adenosin-Bindungsstellen ist. Aiyar und Hershfield (1985) stellten dies
fest, als sich zeigte, dass Adenosin das radioaktiv markierte cAMP vollstandig
vom Enzym verdrangen kann, cAMP das radioaktive Adenosin jedoch nur
partiell.

Ueland und Dgskeland (1978) fanden auf3erdem heraus, dass Adenosin in
seinem Dissoziationsverhalten schnelle und langsame Komponenten aufweist,
wahrend cAMP eine Kinetik 1. Ordnung zeigt und die Dissoziation sehr schnell

erfolgt.

Die SAH-Hydrolase besteht aus vier strukturell gleichen Untereinheiten
(Yongbo et al., 1999), die im Stoffwechsel als Tetramer die gleiche Rolle
spielen (Gomi et al., 1985), jedoch kristallographisch (Yongbo et al., 1999)
unabhangig voneinander sind. Jede dieser vier Untereinheiten setzt sich aus
431 Aminosauren zusammen (Gomi et al., 1989) und enthalt als Kofaktor ein
Molekil fest gebundenes NAD®, das am katalytischen Mechanismus des
Enzyms beteiligt ist (Palmer & Abeles, 1976; Palmer & Abeles, 1979).
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Die Aufklarung der sekundaren, tertidren und quartdren Struktur der SAH-
Hydrolase gelang Hu et al. (1999).

Sie fanden heraus, dass eine Untereinheit der SAH-Hydrolase aus drei
Domanen besteht:

Hierbei handelt es sich um die katalytische Domane (Aminosauren 1 bis 181
und 352 bis 402), die NAD*-Bindungsdomane (Aminosauren 182 bis 351) und
die C-terminale Domane (Aminosauren 403 bis 431).

Das NAD*-Molekil ist in einer Vertiefung in der NAD'-Bindungsdoméne
gebunden und wird Uber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-
Brickenbindungen festgehalten. Dabei befindet sich der Nikotinamid-Teil des
NAD*-Molekiils in der Nahe der katalytischen Doméane, wahrend der Adeninteil
weit von der katalytischen Domane entfernt ist.

Zudem sind die NAD*-Bindungsdomanen, die sich in der Nahe des Zentrums
des Tetramers befinden, untereinander eng verbunden, was zur Stabilitat der
SAH-Hydrolase beitragt.

Die katalytischen Domanen hingegen liegen weiter vom Zentrum entfernt und
treten nur wenig miteinander in Wechselwirkung (Hu et al., 1999).

Innerhalb der katalytischen Domane liegt die Substratbindungsstelle, in die ein
Adenosin-Molekiil ohne groRe strukturelle Anderungen gut hineinpasst (Gomi &
Fujioka, 1984).

Im Gegensatz zu den C-terminalen Domé&nen und den NAD®-Bindungsstellen
sind die katalytischen Domanen mobil, was fir den katalytischen Mechanismus
notwendig ist. Diese hohe Mobilitat ist auf die einzigartige Struktur des
Tetramers zurlckzufuhren.

Die Besonderheit hierbei ist die spezielle Formierung der vier Untereinheiten,
die im Zentrum einen Kanal entstehen lasst (Abb.2).
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Abb.2: Tetramerische Struktur der SAH-Hydrolase. A bis D kennzeichnen die

Untereinheiten des Enzyms; fest gebundene NAD'-Molekiile sind rot
und SAH-Molekule blau markiert. (Hu et al., 1999).

Diese besondere Formation gewahrleistet also einen stabilen molekularen

Rahmen und flexible katalytische Zentren zugleich (Hu et al., 1999).

Die Bindung von Adenosin an die SAH-Hydrolase fuhrt nun dazu, dass der
Kofaktor NAD" reduziert und das Protein somit enzymatisch inaktiviert wird
(Palmer & Abeles, 1979). Die gleichen Autoren (1982) flhrten das
unterschiedliche Dissoziationsverhalten von Adenosin und cAMP auf diesen
Mechanismus zuriick. Durch die Reduktion des NAD® zu NADH wird das
Protein inaktiviert und geht in eine geschlossene Form Uber, die das Adenosin
gleichermallen festhalt. Diese Reduktion wird durch die 3’-OH-Gruppe des
Adenosin verursacht. Das cAMP enthalt keine 3’-OH-Gruppe und kann deshalb
das Enzym weder inaktivieren, noch in eine geschlossene Form uberfuhren.
Deshalb kann cAMP verhaltnismaRig leicht wieder vom Protein verdrangt

werden.

Hu et al. (1999) fanden aus der Kristallstruktur heraus, dass die SAH-Hydrolase
in einer offenen Form vorliegt, wenn die Substratbindungsstelle innerhalb der
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katalytischen Domane nicht besetzt ist und in die geschlossene Form ubergeht,
sobald ein Substrat an das Enzym bindet (Hu et al., 1999; Turner et al., 1998).
Dies ist ein wichtiger Mechanismus bei der Katalysereaktion der SAH-
Hydrolase (Komoto et al., 2000), denn durch die Rotation der katalytischen
Domane um 18° wird die Liicke zwischen der katalytischen und der NAD™-
Bindungsdomane geschlossen, und das NAD*-Molekil wird in die Nahe des
gebundenen Substrats gebracht (Hu et al., 1999).

Somit wird erreicht, dass der Ribosering des Substrates fast parallel zum
Nikotinamidring des NAD® liegt und ein fir die Reaktion notwendiger
Wasserstoffaustausch leicht moglich wird.

Sobald die katalytische Reaktion abgelaufen ist, geht das Enzym wieder in die
offene Form Uber, und die Produkte werden freigesetzt (Komoto et al., 2000).

Im Folgenden soll die Katalysereaktion genauer erklart und veranschaulicht
werden:

Da es sich um eine reversible Reaktion handelt, kann der hier beschriebene

Stoffwechselweg in beide Richtungen (Hydrolyse und Synthese) verfolgt

werden.
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Abb.3: Reversible Hydrolyse von SAH zu Adenosin und Homocystein durch
die SAH-Hydrolase (E). (Hu et al., 1999)
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SAH wird zundchst durch enzymgebundenes NAD® zu einem 3'-Ketoderivat
oxidiert (1), wodurch das NAD®" zu NADH reduziert wird. Dieser Vorgang
ermaoglicht die Entfernung des 4’-Protons durch eine Enzymbase (2).

Das dabei entstehende Karbanion wird durch die Entfernung der 5'-
Komponente Homocystein zu einem 3’-Keto-4'5’-Dehydroadenosin  um-
gewandelt (3). Es folgt nun eine Aufnahme von HO an das 5-Atom (4). Uber
ein Zwischenprodukt (5) entsteht schlieBlich durch die Reduktion des 3’-
Kohlenstoffatoms (6) - ausgehend vom NADH - das Endprodukt Adenosin
(Palmer & Abeles, 1976; Palmer & Abeles, 1979).

Beim Ubergang von der offenen zur geschlossenen Form scheint die
Aminoséaure Aspartat an Position 244, die Teil der Bindungsstelle fir das NAD™-
Molekdl ist, eine entscheidende Rolle zu spielen (Komoto et al., 2000).

Die Kiristallstruktur der SAH-Hydrolase zeigt, dass die Carboxylgruppe des

244 zwar in der Nahe des NAD*-Molekiils positioniert ist, jedoch in die

Asp
entgegengesetzte Richtung zeigt und nicht an den Wasserstoff-Bricken-
Bindungen mit dem NAD*-Molekil beteiligt ist (Turner et al., 1998; Hu et al.,
1999).

Durch eine einzige Mutation an dieser Aminosaure entsteht eine Enzymform —
D244E, die nur in der geschlossenen Form vorliegt und NADH sowie oxidiertes
Substrat bindet. Dagegen weist das Wildtyp-Enzym eine offene Konformation

auf und bindet NAD", jedoch kein Substrat.

Eine Inaktivierung des Enzyms erreichten De la Haba et al. (1986), indem sie
die NAD"-Molekile durch Inkubation mit 150 mM KCI, 8 mM ATP und 1mM
MgCl, entfernten und anschlieffend durch Zugabe von 1 mM NADH das Enzym

in reduzierter Form wiederherstellten.
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Einleitung

Kloor et al. (1998) konnten zeigen, dass das Enzym in seiner reduzierten Form
zwar enzymatisch inaktiv ist, also weder Hydrolyse noch Synthese mdoglich ist,
die *H-Adenosin-Bindung jedoch erhalten bleibt. Die Bindungskapazitat von H-

Adenosin in Konzentrationen bis 150 nM erhoéht sich sogar um ein Dreifaches,

holo-Enzym apo-Enzym reduziertes Enzym

INADH |[NADH|

— QD — Gud

NAD'||[NAD" INADH || NADH|
aktiv, maktiv, inaktiv,
bindet Adenosin keine Adenosin- bindet Adenosin
bindung

Abb.4: Schema der Reduktion der SAH-Hydrolase
(Kloor et al., 1998).

verglichen mit der nativen SAH-Hydrolase (Kloor et al., 2000).

So betragt die Affinitat (Kq-Wert) der nativen SAH-Hydrolase fur Adenosin 12,4
1+ 0,8 nmol, und der Ky-Wert der NADH-SAH-Hydrolase liegt bei 32 + 2 nmol.
Fir das Bindungsmaximum (Bmax) der NADH-SAH-Hydrolase bis 150 nM °H-

Adenosin wurden 848 + 19 pmol / mg Protein gemessen, verglichen mit 238 +

3,2 pmol / mg Protein fur das native Enzym (Kloor et al., 2000).

Diese Beobachtung flhrte zur Fragestellung dieser Arbeit.
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Einleitung

1.2 Eigene Fragestellung

Die SAH-Hydrolase besitzt als Kofaktor vier NAD*-Molekiile pro Molekil

Enzym. Dieser Kofaktor ist direkt am katalytischen Mechanismus des Enzyms

beteiligt. Als intrazellulares Adenosin-bindendes Enzym kann die SAH-

Hydrolase Adenosin mit einer hohen und einer niedrigen Affinitdt binden. Die

Bindung von Adenosin an das Enzym fihrt zur Reduktion des NAD" zu NADH

und dadurch zur enzymatischen Inaktivierung des Enzyms.

Die Tatsache, dass die NADH-Form der SAH-Hydrolase noch in der Lage ist,

Adenosin zu binden, flhrte zu folgender Fragestellung:

Bindung von Adenosin an die SAH-Hydrolase in Abhangigkeit vom Verhaltnis

des Kofaktors NAD*/NADH am Enzym.

Gegenstande dieser Arbeit sind:

1. Bestimmung der NAD*/NADH-Verhéltnisse an der SAH-Hydrolase mittels
HPLC und radioaktiv markiertem *H-NAD*.

2. Bestimmung des zeitabhangigen Bindungsverhaltens von *H-Adenosin an
die verschiedenen Enzymformen.

3. Bestimmung der  Dissoziationskonstanten und der  maximalen
Bindungskapazitaten der verschiedenen Enzymformen.

4. Bestimmung der Adenosin-Bindungsstellen an der SAH-Hydrolase mittels

Azido->H-Adenosin.
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2 Untersuchungsgut und Methoden

2.1 Das Enzym SAH-Hydrolase

Als  Untersuchunsgut diente bei den vorliegenden Bindungsstudien
hochgereinigte SAH-Hydrolase aus Rindernieren.

Die Reinigung der verwendeten SAH-Hydrolase wurde von Frau Dr. Doris Kloor
und Frau Renate Riehle mittels chromatographischer Methoden durchgefuhrt.

Insgesamt wurde mit Enzym aus drei Reinigungen gearbeitet.

21.1 Reinigung des Enzyms

Nachdem die Rindernieren den frisch geschlachteten Tieren auf dem
Schlachthof enthommen worden waren, wurden sie auf Eis gelagert ins Labor
transportiert und dort bei 4°C den Reinigungsvorgangen unterzogen.

Das Nierengewebe wurde in einem Waring-Blendor mit 50 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0), 1 mM DTT (Dithiothreitol), 1 mM EDTA
(Ethylendiamin-tetraessigsaure) und 10 yM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid
= 8% Saccharose) homogenisiert und anschliefend bei 20000x g fur 45
Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand, der die zytosolischen Proteine enthalt, wurde mit
Ammoniumsulfat (50%) geféllt und bei 4°C und 26000x g fir eine Stunde
zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH 7,5), 1 mM DTT und 1 mM
EDTA geldst und Uber Nacht gegen denselben Puffer dialysiert, anschlieRend
eine Stunde bei 50000x g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mittels S&ulenchromatographie zu einem nahezu
hochgereinigten Enzym weiterverarbeitet. Dazu wurden vier verschiedene
Saulen verwendet: DEAE-Cellulose (Sigma D-8257), DEAE-Sepharose Fast
Flow (Pharmazia 17-0709-01), Hydroxylapatit Bio-Gel http (BIO-RAD) und
Aminohexyl-Sepharose.

Die Endreinigung erfolgte durch eine Gelfiltration mit HiLoad Superdex 200
(Pharmazia 71-6038-00-01) (Kloor et al., 1996)
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Die Messung der Enzymaktivitat der SAH-Hydrolase wurde in Richtung der

Hydrolyse mittels des Harnsaure-Testes durchgefihrt.

2.1.2 Uberpriifung der Reinheit des Enzyms

Der Reinheitsgrad des Proteins nach der Reinigung wird mit der SDS-PAGE
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese) (Laemmli, 1970)
Uberpruft. Dieses Gel dient auch zur Bestimmung des Molekulargewichts des
Monomers.

Im SDS-Gel liegt die SAH-Hydrolase als einzelne Bande mit einem
Molekulargewicht (MG) der Untereinheit von 47,4 kDa vor (Kloor et al., 1996).

2.1.3 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford (1976)

bestimmt, wobei Rinderserumalbumin als Standard verwendet wurde.

2.1.4 Reduktion der SAH-Hydrolase

Um die Adenosin-Bindungsfahigkeit der SAH-Hydrolase mit definierten
NAD*/NADH-Verhaltnissen untersuchen zu konnen, musste zuerst das
enzymeigene NAD entfernt werden.

Dazu wurde als erstes das in PBS gelagerte Enzym gegen 15 mM Tris/25 mM
Hepes Puffer (pH 7,0) dialysiert, um die Phosphationen zu beseitigen. Das
Enzym wurde anschlieRend mit einer Losung, bestehend aus 1,5 M KCI, 80 mM
MgCl, und 80 mM ATP, im Verhaltnis von 100 pl Reduktionslésung pro 1 mg
Enzym flir 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit 16st sich das
NAD aus der Enzymbindung, und es entsteht ein Apo-Enzym ohne
Enzymaktivitat und Adenosin-Bindungsfahigkeit.

Die Enzymaktivitat wurde am Photometer bei einer Wellenlange von 292 nm mit
dem Harnsauretest gemessen. Wenn keine messbare Enzymaktivitat mehr
vorhanden war, wurde das Enzym gegen den gleichen Tris/Hepes Puffer (pH
7,0) dialysiert, um das NAD'/NADH-Gemisch und die lonen der

Reduktionslosung zu entfernen.
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Um nun die verschiedenen Verhdltnisse an NAD® und NADH herstellen zu
kénnen, wurde 10 mM NAD*-Lésung mit 10 mM NADH-Losung in den
Verhaltnissen 1/0, 1/9, 1/1, 9/1 und 1/0 gemischt und zum Apo-Enzym SAH-
Hydrolase im Verhaltnis von 100 ul NAD*/NADH pro 1 ml Apo-Enzym gegeben.
Nach 90-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss
wurde erneut die Enzymaktivitdt am Photometer gemessen, um zu uberprufen,
ob die Aktivitat der SAH-Hydrolase den NAD*/NADH-Verhaltnissen entsprach.
Danach wurde das Enzym zum letzten Mal gegen den gleichen Tris/Hepes
Puffer (pH 7,0) dialysiert, um das nicht gebundene NAD® und NADH zu
entfernen und abzentrifugiert, um nicht rekonstituiertes Protein zu entfernen.
AbschlieRend wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (1976) gemessen.

Die Lagerung der so hergestellten SAH-Hydrolase erfolgte bei —20°C.

2.1.5 Bestimmung der NAD*/NADH-Verhiltnisse der SAH-Hydrolase
21.51 HPLC

Das Verhéltnis NAD*/NADH an der nativen SAH-Hydrolase wurde bestimmt,
indem 1 ml Enzym (1,5 mg/ml) mit 2 ml gesattigter Ammoniumsulfatiésung, 1
mM EDTA und 5 mM DTT far 90 min bei 4°C inkubiert wurde. Anschlie3end
wurde dieses Inkubationsgemisch fir 15 Min bei 10000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Kofaktor NAD*/NADH wurde aus dem Uberstand mit Hilfe der
HPLC bestimmt.

Die Untersuchung an der HPLC erfolgte mit einer Grom-Sil 120 ODS-3 CP
(5um, 125x4 mm 1.D.) Saule. NAD*/NADH wurde bei einer Wellenléange von 254
nm detektiert. Durchgefihrt wurde der Lauf mit einer Gradientenmethode bei
30°C und einer Flussrate von 1 ml/min.

Lésungsmittel A enthielt 65 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 4,6) und 5 mM
Tetrabutylammoniumsulfat als lonenpaarreagens. Losungsmittel B enthielt
Losung A und zusétzlich noch 40% Azetonitril. NAD™ und NADH wurden nach
ihren Retentionszeiten identifiziert, und die Flache unten der Peaks wurde mit

einem externen Standard quantitativ ausgewertet.
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2152 °H-NAD*

Da die oben beschriebene Methode fir die reduzierten SAH-Hydrolase-Formen
wegen zu geringer Proteinmengen nicht anwendbar war, wurde der NAD®-
Gehalt am Enzym mittels °H-NAD* bestimmt. Das °3H-NAD* (von NEN,
Deutschland) hatte eine spezifische Aktivitat von 1480 GBq / mmol und eine
Konzentration von 2,5 M.

In einem ersten Schritt wurde das Enzym, wie unter 2.1.4 beschrieben,
reduziert. Nach der Dialyse wurde das H-NAD* mit 10 mM kaltem NAD*
1:20000 verdinnt und in den Verhaltnissen 0,5 3H-NAD"/O,5 NADH, 0,9 3H-
NAD*/0,1 NADH und 0,1 3H-NAD*/0,9 NADH dem Apo-Enzym zugegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 90 min bei Raumtemperatur wurden 500 pl
(enthielten 115 ug SAH-Hydrolase) des Reaktionsgemisches uber einen GF/B-
Filter, getrankt in 0,3 %igem PEI, filtriert. Um die Filterbindung zu ermitteln,
wurde *H-NAD/NADH in den oben angegeben Verhiltnissen ohne Enzym
filtriert.

Die Filter wurden in Rohrchen mit Szintillationsflussigkeit gegeben, und die auf
dem Filter hangengebliebene Radioaktivitat im Szintillationscounter gezahlt.

Die ermittelten dpm-Werte wurden auf die eingesetzte Proteinmenge

umgerechnet.

2.2 Der Radioligand *H-Adenosin

Um das Bindungsverhalten von Adenosin an die SAH-Hydrolase in den
verschiedenen NAD*/NADH-Verhéltnissen genau bestimmen zu kdénnen, war es
wichtig, sowohl die eingesetzte Menge als auch de an das Enzym gebundene
Menge Adenosin quantitativn. messen zu konnen. Dazu wird radioaktiv
markiertes Adenosin ([2,8,5-*H]-Adenosin) verwendet, das Tritium-Atome an
den Kohlenstoffatomen C2 und C8 des Adenins sowie an C5’ der Ribose bindet
(Abb.5).
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Abb.5: 2,8,5-*H-Adenosin

Das ®H-Adenosin verhalt sich biologisch identisch zu unmarkiertem Adenosin.
Das Tritium-Isotop weist eine Halbwertszeit von 12,26 Jahren auf, weshalb man
davon ausgehen kann, dass die Ausgangsaktivitat der Stammldsung bei
mehrmonatiger Versuchsdauer nur geringfligig abnimmt. Der Radioligand (von
NEN, Deutschland) befindet sich in einer AlkoholWasser- Losung im Verhaltnis
1:1 und besitzt bei einer Konzentration von 15,2 uM in der Stammlésung eine
spezifische Aktivitat von 65,8 Ci/mmol (2,4 TBg/mmol). Damit sind Messungen
bis in den Femtomol-Bereich moglich.

Beim Tritium handelt sich um reine [Strahlung mit einer Reichweite von nur
wenigen Millimetern in der Luft und einer maximalen Energie von 0,018 MeV,
wodurch die Handhabung des Radioliganden in Hinsicht auf den Strahlenschutz
relativ einfach ist. So ist keine Abschirmung notwendig, ein Arbeitsschutz durch
Handschuhe und Schutzkleidung ausreichend und die Uberprifung der
Kontamination von Geraten (Pipetten etc.) und Arbeitsflachen mit Wischtests
leicht durchfuhrbar.
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2.3 Theoretische Grundlagen
2.3.1 Prinzip der spezifischen Bindung

Bei einer durch ein Enzym katalysierten Reaktion erfolgt die Bildung eines
Enzym-Substrat-Komplexes. Dies kann folgendermallen als eine Beziehung
zwischen einem Rezeptor [R] und einem Ligand [L] im Sinne des

Massenwirkungsgesetzes dargestellt werden:

k1
[RI+[L] =, [RL]
k
Dabei bildet k' die Assoziations - und k™' die Dissoziationskonstante.
Besteht ein Gleichgewicht zwischen Hin- und Rulckreaktion, so &sst sich die

Dissoziationskonstante (K4-Wert) berechnen:

Der Kg-Wert ist ein quantitatives Maly fur die Affinitat zwischen Ligand und
Bindungsstelle. Ist der Wert der Dissoziationskonstanten klein, so liegt eine
hohe Affinitat vor, ist der Wert grol3, zeigt das eine niedrige Affinitat. Betragt der
K4-Wert weniger als 10 nM, spricht man von einer hochaffinen Bindung.

Anders dargestellt beschreibt der Kg-Wert das Verhaltnis von Rezeptor und

Ligand im Reaktionsgleichgewicht:

[RI[L]
Kd =
[RL]

Die Reaktionsgeschwindkeit, die durch die Rezeptor-Ligandkomplex-
Konzentration [RL] darstellbar ist, lasst sich mit der Michaelis-Menten-

Gleichung ausrechnen:

Bmax [L]

Rl = —
Km +[L]
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Hierbei ist Bmax die maximale Bindungskapazitat, die aus besetzten und
unbesetzten Rezeptorstellen angegeben wird, und der K Wert ist die
Michaelis-Konstante.

Wenn man davon ausgeht, dass sich die Reaktion im Gleichgewicht befindet,
kann die Michaelis-Konstante K, durch die Dissoziationskonstante Ky ersetzt

werden:

Der Kg-Wert entspricht der Ligandenkonzentration, bei der die Halfte der
maximalen Bindungskapazitat erreicht ist und wird in mol angegeben. Er ist fur
einen gegebenen Rezeptor charakteristisch, jedoch unabhangig von der
Rezeptorkonzentration. Da dieser Wert eine Berechnung der Liganden-
konzentration durch die Sattigung der Bindung ermdoglicht, ist er fur in-vitro-

Untersuchungen aul3erst wichtig.

Um diese Informationen in einer Kurve darstellen zu konnen, wurde hier das
Programm Sigma-Plot verwendet, wobei bei den Sattigungen auf der xAchse
die Konzentration des eingesetzten Adenosins und auf der yAchse das an das
Enzym gebundene Adenosin in pmol/mg Protein angegeben wurde. Bei den
Assoziationen bzw. Dissoziationen wurde auf der y-Achse ebenfalls die
gebundene Adenosinmenge aufgetragen, auf der x-Achse jedoch die Zeit in

Minuten.

Die Transformation der Daten nach Scatchard ermoglicht die Bestimmung der
vorhandenen Bindungsstellen: Ergeben die Daten eine Gerade, geht man von
einer Bindungsstelle aus, wobei die Steigung der Geraden dem Kyg-Wert und
der Schnittpunkt mit der x-Achse dem Bax entspricht.

Wenn die Daten eine Gerade nicht zulassen, weist der Rezeptor mehrere

Bindungsstellen mit unterschiedlichen Kg-Werten auf. Durch Anlegen von
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Tangenten an die Kurve kann die Steigung der verschiedenen Teilstlcke
berechnet werden.

Beim Scatchard-Plot wird auf der x-Achse die Menge an gebundenem °H-
Adenosin, und auf der y-Achse der Quotient von gebundenem und freiem 3H-
Adenosin aufgetragen.

Zur Erstellung des Scatchard-Plots wurde ebenfalls das Programm Sigma-Plot
und teilweise das Programm LIGAND (Munson & Rodbard, 1980) verwendet.

2.3.2 Rezeptorbindungsstudien

Bei der Rezeptorbindungsstudie unterscheidet man zwischen der Gesamt- und
der unspezifischen Bindung. Die Gesamtbindung gibt den Anteil an
Radioaktivitat wieder, der an das Protein und eventuell an den Filter gebunden
hat. Die unspezifische Bindung wird in einem Parallelversuch bestimmt, der mit
einem 1000fachen Uberschuss an unmarkiertem Liganden durchgefiihrt wird.
Dadurch wird eine lIsotopenverdinnung herbeigeflihrt, so dass eine Bindung
des radioaktiven Liganden an das Protein vermindert wird. Die in diesen
Ansatzen gemessene Radioaktivitat stellt die unspezifische Bindung dar. Die
Differenz zwischen der Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung wird

als spezifische Bindung bezeichnet.

23.21 Zeitabhangige Assoziation

Um das Assoziationsverhalten von Adenosin an das Enzym zu bestimmen,
wurde die erreichte Bindung zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen.
Folgende Vorbereitungen waren notwendig:

In alle Eppendorf-GefalRe wurde die gleiche Menge Tris-HCI-Puffer (pH 7,0)
(150 pl) und 3H-Adenosin (50 ul, 10 nM) pipettiert. Die Inkubation, die bei
Raumtemperatur sowie bei 4°C erfolgte, begann mit der Zugabe von 100 pl
Protein in jedes Eppendorf-Gefal’. Nach einer Minute wurde die erste Probe
filtriert, die weiteren folgten nach 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 und 240
Minuten.
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23.2.2 Zeitabhangige Dissoziation

Bei der Dissoziation wurden ebenfalls in jedes Eppendorf-GefaR 50 pl 3H-
Adenosin (10 nM) gegeben. Anders als bei den Assoziationsversuchen wurden
hier jedoch nur 100 pl Puffer dazupipettiert. Es erfolgte die Zugabe von 100 pl
Protein, und alle Proben wurden fur 120 Minuten bei Raumtemperatur und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Abdissoziation des gebundenen H-Adenosins
erfolgte durch Zugabe von 50 pl kaltem Adenosin (1 mM). Danach wurden die
Proben nach 1, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 und 240, aber auch nach 300
und 360 Minuten abfiltriert.

2.3.2.3 Konzentrationsabhangige Sattigung

Bei den Sattigungsversuchen wurden die unterschiedlichen Formen der SAH-
Hydrolase mit steigenden Konzentrationen von *H-Adenosin inkubiert, wobei
3H-Adenosin in 2 Konzentrationsbereichen vorlag:

Der erste Konzentrationsbereich lag zwischen 1 nM und 250 nM 3H-Ado. Dazu
wurden 3 Stammldsungen hergestellt: Fur Losung 1 wurden aus dem Urtracer
36,4 pl *H-Adenosin entnommen und die Flissigkeit verdampft. AnschlieRend
wurden zur Radioaktivitat 800 pl Tris-HCI-Puffer (20 nM, pH 7,4) gegeben. Aus
dieser Losung 1 wurde durch eine 1:5 Verdunnung Losung 2 hergestellt, welche
wiederum im Verhaltnis 1:5 zu Losung 3 verdunnt wurde.

Die Zusammensetzung der einzelnen Proben ist im Pipettierschema in Tabelle

1 aufgezeigt.
Lésung 1: 36,4 pl aus dem Urtracer + 800 pl Tris-HCI-Puffer — 750 nM *H-Ado

Lésung 2: 100 pl aus Lsg. 1 + 400 pl Tris-HCI-Puffer = 150 nM *H-Ado
Lésung 3: 50 pl aus Lsg. 2 + 250 pl Tris-HCI-Puffer — 30 nM *H-Ado
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Tab.1: Pipettierschema der Sattigungsversuche mit *H-Adenosin-

Konzentrationen bis 250 nM

*H-Ado-
Konz. (nM) |1 5 10 25 50 75 100 |125 |250
Stammlsg. |3 2 2 1 1 1 1 1 1

ul *H-Ado |10 10 20 10 20 30 40 50 100

ul Puffer 190 |190 (180 (190 |180 (170 |[160 |150 |100

ul Protein (100 (100 (100 |100 |100 |[100 |[100 |100 |100

Abhangig vom NAD'/NADH-Verhiltnis des eingesetzten Proteins variierte die
Inkubationszeit bei Raumtemperatur zwischen ein und vier Stunden.
Bei 4°C wurden alle Proben uber Nacht inkubiert und am nachsten Morgen

abgesaugt.

Um die unspezifische Bindung bestimmen zu konnen, wurden 50 pl des Puffers
durch 50 pl kaltes Adenosin (1 mM) ersetzt. Durch diesen Uberschuss an
kaltem Adenosin wurden gleich einer Dissoziation die radioaktiv markierten

Adenosinmolekile von den Bindungsstellen verdrangt.

Der zweite Konzentrationsbereich lag zwischen 0,01 nM und 50 nM °H-
Adenosin. Um diese Konzentrationen zu erreichen, mussten vier
Stammldsungen hergestellt werden. Fir Lésung 1 wurden 30,6 pl *H-Adenosin
aus dem Urtracer verdampft und die Radioaktivitat mit 1,5 ml kaltem Adenosin
(150 pM) verdunnt. Die Konzentration des heilRen Adenosins betrug 15 yM und
wurde durch das kalte Adenosin 1:10 verdunnt.

Um Loésung 2 zu erhalten, musste Losung 1 1:10 verdinnt werden. Ldsung 2
wurde ebenfalls 1:10 verdinnt um Lésung 3 herzustellen, die wiederum 1:10

verdunnt wurde, um Losung 4 zu erhalten.
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Lésung 1: 30,6 pl aus dem Urtracer + 1,5 ml kaltes Ado — 150 uM Ado
Lésung 2: 100 ul aus Lsg. 1 + 900 pl Tris-HCI-Puffer = 15 yM Ado
Lésung 3: 100 pl aus Lsg. 2 + 900 pl Tris-HCI-Puffer — 1,5 yM Ado
Lésung 4: 100 pl aus Lsg. 3 + 900 pl Tris-HCI-Puffer = 0,15 yM Ado

Tab.2: Pipettierschema der Sattigungsversuche mit *H-Adenosin-

Konzentrationen bis 50 uM

°H-Ado-

Konz. (uM) (0,01 0,025 | 0,05 (0,1 0,25 |0,5 |10 (2,5 |50 |12,5 (25,0 |50,0
Stammlsg. |4 4 3 3 3 2 2 3 1 1 1 1

ul °H-Ado 20 50 10 20 50 10 20 50 10 25 50 100
Il Puffer 180 |150 190 (180 |150 |190 |[180 |150 |[190 |175 |150 | 100
I Protein 100 |100 100 (100 |100 |100 |100 |100 |[100 |100 |100 | 100

2.4 Filtration

Um den gebundenen Radioliganden von den nichtgebundenen Liganden zu
trennen, stehen mehrere Methoden zur Verfligung. Bei den hier durchgeflhrten
Versuchen wurde eine Filtrationsapparatur (nach Osswald & Breidbach)
eingesetzt, die es ermoglicht, fur jede Probe konstante Bedingungen
einzuhalten. Beim Filtrieren bleiben die Enzym-Ligand-Komplexe aufgrund ihrer
GrofRe in dem Filter hangen, wohingegen nicht gebundenes Adenosin entfernt
wird. Die Filter mit dem radioaktiv markierten Adenosin-SAH-H-Komplex
werden danach in einem Szintillationszahler (s. 2.4.4) gemessen. Daraus kann

die pro mg Protein gebundene Menge an Adenosin berechnet werden.

241 Die Filtrationsapparatur

Die Absaugvorrichtung (Abb.6) (nach Osswald und Breidbach) besteht aus
einer elektronischen Steuereinheit (1) und einer Membran-Vakuumpumpe (4),
die Uber einen Kunststoffschlauch und zwei Auffangflaschen (3) fur die

abgesaugte radioaktive Flussigkeit mit einem Absaugblock (2) verbunden ist.
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Abb.6: Absaugvorrichtung (nach Osswald und Breidbach)

Der Absaugblock besteht aus einem Metall- oder Kunststoffgehause, in das ein
vertikal beweglicher Filterkolben eingelassen ist. Die obere Offnung besitzt ein
Stahlsieb, auf das die runden Filter gelegt werden. Uber dem Filterkolben ist ein
Einfullstutzen fest angebracht, in den beim Absaugvorgang das
Reaktionsgemisch und die Spulflissigkeit gegeben werden.

Uber einen FuRschalter wird die elektronische Steuereinheit aktiviert, die den
Filterkolben - dessen Fulplatte sich in einer Druckluftkammer befindet -
pneumatisch nach oben bewegt und ihn dort an den Einflllstutzen presst.

Mit der Aufwartsbewegung des Filterkolbens wird gleichzeitig eine Verbindung
zwischen dem Sog der Vakuumpumpe und dem Inneren des Kolbens
hergestellt, so dass im Stutzen befindliche Luft oder Flussigkeit durch den Filter
in die Auffangflaschen gesaugt wird.

Da das von der Pumpe erzeugte Vakuum Kkonstant ist, findet jeder
Filtrationsvorgang unter gleichen Bedingungen statt, was eine genaue

Doppelwertbestimmung ermoglicht.
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2.4.2 Die Filter

Es handelte sich hier um Glasfaserfilter, die von Hand mit Hilfe einer
Metallstanze und eines Gummihammers aus groRen Bodgen von Glasfaser-
Filterpapier vom Typ B gefertigt wurden. Die Filter waren kreisrund und wiesen
einen Durchmesser von 16 mm auf.

Die ausgestanzten Filter mussten vor der Filtration eine bis 24 Stunden in
0,3%igem Polyethylenimin (PEI) eingelegt werden Bruns et al., 1983). Durch
seinen polykationischen Charakter bildet das PElI mit den polyanionischen
Strukturen des Glasfaserfiters Uber Coulombsche Krafte eine Art
Makromolekulnetz aus, das auch |6sliche Proteine ab einer Grofde von 30 kDa
zuruckhalt.

Die Zahlausbeute betragt ohne PEIBehandlung nur 510% der Zahlausbeute,
die man nach Einlegen der Filter in PEI erreicht hat.

Bruns et al. (1983) konnten anhand zytosolischer Estradiolrezeptoren zeigen,

dass die Filtrationsmethode der aufwendigen Gelfiltration Uberlegen ist.

2.4.3 Filtrationsvorgang

Ein in PEIl eingelegter Filter wurde mit einer Pinzette auf das Sieb des
Filterkolbens gelegt, der Filterkolben Uber das Fullschaltersignal nach oben
bewegt, und so der Filterkolben an den Einflllstutzen gepresst. Nun wurden
250 von 300 pl des inkubierten Reaktionsgemisches mit einer Pipette aus dem
Eppendorf-Gefald entnommen und auf den Filter gegeben. Durch den Sog der
Vakuumpumpe wurde die Flussigkeit sofort in die erste Auffangflasche
abgesaugt.

Jede Probe wurde sofort mit 4 ml Tris-HCI-Puffer (pH 7,4) nachgespult, der
ebenfalls in die erste Auffangflasche gelangte. Der Filterkolben bewegt sich
nach einer bestimmten Zeit, die an der elektronischen Steuereinheit eingestellt
werden kann, automatisch wieder nach unten.

Der Filter wurde nun mit einer anderen Pinzette vom Stahlsieb genommen und

in ein Szintillationsgefal gegeben.
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2.4.4 Messung der Radioaktivitat

Jedes Szintillationsgefall wird mit 3 ml Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold,
High-Flashpoint Liquid Scintillation Cocktail, Fa. Packard) gefullt, verschlossen,
beschriftet und gut geschittelt.

Bei jeder Messreihe wird auch die gesamt eingesetzte Radioaktivitat bestimmt.
Dazu werden 10 pl der angesetzten *H-Adenosin-Lésung direkt in ein
Szintillationsgefal® pipettiert, Szintillationsflussigkeit dazugegeben und mit den
anderen Proben gemessen.

Zur Messung im (Szintillationszahler (Fa. Packard) werden die Vials in daftr
bestimmte Halterungen gestellt, aus denen das Gerat die Gefalde nacheinander
entnimmt und in einer Zahlkammer fir maximal funf Minuten den Zerfall der
Radioaktivitat und die daraus resultierenden Lichtblitze zahlt.

Diese Lichtblitze werden von der Szintillationsflissigkeit erzeugt, die durch die
R-Strahlen des °H-Adenosins angeregt wird, und von einem Computer als
Zerfallsaktivitat (dpm = decays per minute) ausgedruckt. Dabei entspricht 1 Bq
ca. 60 dpm und 1 dpm ungefahr 2,2 zpm (Zerfalle pro Minute).

Im Szintillationszahler ist eine optimierte Quenchkorrektur gespeichert.

2.5 Bestimmung der Adenosin-Bindungsstellen mittels
Azido-’H-Adenosin

2.5.1 Markierung der SAH-Hydrolase mit Azido-*H-Adenosin

Bei dieser Methode wird die SAH-Hydrolase mit Azido->H-Adenosin in der
Weise derivatisiert, dass das Enzym eine durch Licht aktivierbare Gruppe
enthalt. Durch die Photoaktivierung lasst sich die Adenosin-Bindungsstelle der
SAH-Hydrolase markieren und dadurch ist es mdglich, die Aminosauresequenz
dieser Markierung zu identifizieren.

SAH-Hydrolase in der nativen, der vollstandig reduzierten und vollstandig
oxidierten Form wurde mit Azido->H-Adenosin {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Das
Azido-*H-Adenosin wurde im Verhdltnis 1:300 mit kaltem Azido-Adenosin
verdunnt. Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgemisch 5 Minuten bei

Raumtemperatur und einer Wellenlange von 254 nm bestrahlt.
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Das nichtgebundene Azido-Adenosin wurde durch Dialyse entfernt und die
Proben mit Endoproteinase Asp-N (1ug Asp-N auf 100ug Protein) oder Trypsin
18 Stunden bei 37°C verdaut. AnschlieRend wurden die Peptide mittels HPLC
mit einer Grom(3)-Sil ODS (250 x 4,0 mm, 5 pym) Saule aufgetrennt. Detektiert
wurden die Peptide bei einer Wellenlange von 214 nm. Durchgefuhrt wurde
eine Gradientenmethode bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 0,8
ml/min. LOsungsmittel A enthielt 0,1% TFA (Trifluoressigsaure), und der
Gradient enthielt zusatzlich noch 80% Azetonitril.

Die einzelnen Peptidfraktionen wurden aufgefangen, gesammelt und 10 pli
davon im Szintillationscounter gemessen. Die Fraktionen, die die hochste

Radioaktivitat enthielten, wurden sequenziert.

2.5.2 Sequenzierung der Azido-*H-Adenosin-markierten Peptide

Die Sequenzierung der radioaktiv markierten Fraktionen wurde in der
Physiologischen Biochemie, Abteilung Prof. Dr. Voelter, von Frau PD Dr.
Stoeva durchgefuhrt.

Die Untersuchung der radioaktiv markierten Peptide erfolgte durch Kombination

von Edman-Abbau und Massenspektrometrie (MALDI).

2.6 Berechnungen und Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Computerprogrammen Excel
(Microsoft) und Sigmaplot (SPSS). Die Transformation der Daten nach
Scatchard erfolgte mit den Programmen LIGAND (Munson und Rodbard, 1980;
McPherson, 1985) und Sigmaplot (SPSS). Dabei wurden die Abweichungen in
den Datensatzen und die Gultigkeit der Anpassungen der Kurven mittels
statistischer Tests (t-Test, runs-Test, F-Test) auf ihre Signifikanz hin Uberpruft
(p <0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 NAD*/NADH-Verhiltnisse an der SAH-Hydrolase

Die Bindungskinetiken sowie die Sattigungsexperimente wurden mit flnf
verschiedenen ,Formen® der SAH-Hydrolase durchgeflhrt.

Das native Enzym stellte die gereinigte SAH-Hydrolase dar, die ohne weitere
Veranderungen verwendet wurde. Um das NAD'/NADH-Verhaltnis an der
nativen SAH-Hydrolase zu bestimmen, wurde das Enzym mit einer gesattigten
Ammoniumsulfatldsung geféllt und der Uberstand mittels HPLC gemessen. Die
ermittelten NAD*- und NADH-Peaks wurden quantitativ ausgewertet. Die
Messung ergab, dass die native SAH-Hydrolase NAD*/NADH in einem
Verhaltnis von 0,94 zu 0,06 enthielt.

Um zu Uberprifen, ob die zugesetzten NAD/NADH-Verhaltnisse auch
tatsachlich an den experimentell hergestellten Enzymformen existieren, wurde
SH-NAD* eingesetzt. Der gebundene °H-NAD*-Anteil an der SAH-Hydrolase
wurde, wie in Kapitel 2.1.5 beschrieben, gemessen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3 dargestellt.

Tab.3: Anteil an *H-NAD* an der SAH-Hydrolase (n=2)

NAD*/NADH Anteil an *H-NAD" in %
0,9/0,1 90,05
0,5/05 52
0,1/0,9 11,4

3.2 Zeitabhangige Bindungskinetik

Um die optimale Inkubationszeit herauszufinden, ist es notwendig, die
Assoziationsgeschwindigkeit , das heilt die minimale Inkubationszeit bis zum
Erreichen des Gleichgewichtszustandes zwischen Enzym und Ligand zu

ermitteln.
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Gleichzeitig wird die Dissoziationsgeschwindigkeit des Enzym-Ligand-
Komplexes bestimmt.

Die Versuche zur jeweiligen Kinetik wurden 2-10 Mal wiederholt. Von den
Assoziations- und Dissoziationskinetiken ist reprasentativ jeweils ein Versuch

bei Raumtemperatur in den Abbildungen 7.1 und 7.2 dargestellt.

Die Assoziationskurven zeigten hyperbole Verlaufe mit zunehmender Steilheit
bei verdndertem NAD'/NADH-Gehalt am Enzym. Das bedeutet eine
Verklrzung der Dauer bis zur Einstellung des Gleichgewichts, bzw. bis zur
halbmaximalen Bindung bei der eingesetzten *H-Adenosin-Konzentration von
10 nM.

Auffallend war auch, dass in Abhangigkeit vom NAD*/NADH-Verhaltnis am
Enzym unterschiedliche Maximalbindungswerte gemessen wurden.

Der Einfluss des NAD*/NADH-Verhaltnisses an der SAH-Hydrolase zeigte sich
auch bei den Dissoziationsexperimenten. Auch hier ergab sich mit Erhéhung

des NAD*-Gehaltes ein steilerer Verlauf der Dissoziationskurve.
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80 80

60 1

40

20

3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)
3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)

SAH-Hydrolase - nativ SAH-Hydrolase - nativ

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 300
Zeit (min) Zeit (min)

20 30

25 1

20

3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)
3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)

SAH-Hydrolase - 1,0 NAD*
T T 0 T T T
0 5 100 150 200 250 0 5 100 150 200 250

Zeit (min) Zeit (min)

21 SAH-Hydrolase - 1,0 NAD*

3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)
3H-Adenosin gebunden (pmol/mg Protein)

SAH-Hydrolase - 0,9 NAD*/0,1 NADH SAH-Hydrolase - 0,9 NAD* / 0,1 NADH
2 T T T T 0 T T T T

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit (min) Zeit (min)

Abb.7.1: Assoziation und Dissoziation von *H-Adenosin an die SAH-Hydrolase
bei Raumtemperatur. In den Grafiken angegeben ist das Verhaltnis des
Kofaktors NAD*/NADH am Enzym (reprasentativer Versuch aus n = 2-10). Der
Nullwert der Dissoziationskurve entspricht dem Zeitpunkt der Zugabe des

unmarkierten Adenosins in einem 10°-fachen Uberschuss.
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Abb.7.2: Assoziation und Dissoziation von 3H-Adenosin an die SAH-Hydrolase
bei Raumtemperatur. In den Grafiken angegeben ist das Verhaltnis des

Kofaktors NAD*/NADH am Enzym (reprasentativer Versuch aus n = 2 —10). Der

Nullwert der Dissoziationskurve entspricht dem Zeitpunkt der Zugabe des

unmarkierten Adenosins in einem 10°-fachen Uberschuss.
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3.3 Konzentrationsabhangige Sattigung

Nachdem bei den Assoziationsversuchen die optimalen Inkubationszeiten flr
die  verschiedenen  Enzymformen  herausgefunden  wurden,  wurden
Sattigungsexperimente durchgefuhrt, um die Sattigbarkeit der Bindung, die
maximale Bindungskapazitat, sowie die Affinitat des Liganden an die jeweilige

Enzymform festzustellen.

3.3.1 3H-Adenosin-Konzentration bis 250 nM

Im Konzentrationsbereich von 1-250 nM °*H-Adenosin variierten die
Inkubationszeiten zwischen einer und vier Stunden bei Raumtemperatur, doch
es konnte bei keiner Enzymform eine Sattigung erreicht werden. Demzufolge ist
in diesem Konzentrationsbereich eine Bestimmung der maximalen
Bindungskapazitat nicht mdglich. Die Analyse nach Scatchard ergibt bei der
nativen SAH-Hydrolase und bei den Enzymformen mit NAD*/NADH in den
Verhaltnissen 0,9/0,1; 0,5/0,5; 0,1/0,9 und 0/1,0, eine Gerade, was auf eine
Bindungsstelle hinweist. Aufgrund der fehlenden Sattigung kann jedoch kein Ky-
Wert bestimmt werden. Die aus den Kurven geschatzten Kg- und Byax-Werte

sind in Tabelle 4 aufgeflhrt.

Tab.4: geschatzte Ky- und Bnax-Werte der unterschiedlichen Enzymformen bei

3H-Adenosin-Konzentrationen bis 250 nM

NAD*/NADH Kq (nmol/l) Bmax (pmol/mg Protein)
nativ 40 540
1,0/0,0 - —
0,9/0,1 55 158
05/0,5 65 510
0,1/0,9 45 1120
0,0/1,0 25 740
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Die Sattigbarkeit der Enzymformen (= Steilheit der Kurven) und die Menge an
gebundenem >H-Adenosin unterscheiden sich abhingig vom vorliegenden
NAD*/NADH-Verhaltnis. Mit zunehmendem NADH-Anteil nehmen die
Sattigbarkeit des Enzyms und die Menge an gebundenem Liganden zu.

Bei der Enzymform die nur NAD" enthalt, gleicht die Kurve fast einer Geraden.
Diese Enzymform ist in diesem Adenosin-Konzentrationsbereich nicht sattigbar,
und aullerdem ist die Adenosinbindungskapazitat sehr gering. Auch nach
vierstiindiger Inkubationszeit wurden nicht mehr als 130 pmol >*H-Adenosin/mg
Protein gebunden.

Die Enzymform, die NAD" und NADH in gleichen Verhaltnissen enthalt, zeigt
eine Bindungs-Isotherme, die der der nativen SAH-Hydrolase gleicht. Auch die
Adenosin-Bindungskapazitat in diesem Adenosin-Konzentrationsbereich ist bei

beiden Enzymformen gleich.
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Sattigungsexperimente Scatchard-Analysen
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Abb.8.1: Sattigungsexperimente der SAH-Hydrolase-Formen mit *H-Adenosin-
Konzentrationen zwischen 1 nM und 250 nM. Reprasentative
Versuche aus n = 3-10. Die verschiedenen NAD*/NADH-Verhaltnisse

sind in den jeweiligen Grafiken angegeben.
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Sattigungsexperimente Scatchard-Analysen
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Abb.8.2: Sattigungsexperimente der SAH-Hydrolase-Formen mit *H-Adenosin-
Konzentrationen zwischen 1 nM und 250 nM. Reprasentative
Versuche aus n = 3-10. Die verschiedenen NAD*/NADH-Verhaltnisse

sind in den jeweiligen Grafiken angegeben.
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3.3.2 3H-Adenosin-Konzentration bis 60 M

Da im niedrigeren °3H-Adenosin-Konzentrationsbereich eine Sattigung der
verschiedenen SAH-Hydrolase-Formen nicht erreicht werden konnte, wurde die
3H-Adenosin-Konzentration auf 1-60 uM erhoht. Dazu wurde heiBes Adenosin
im Verhaltnis 1:50 mit kaltem Adenosin verdunnt.

Nach einer Inkubationszeit von 1-2 Stunden bei Raumtemperatur war bei allen
Enzymformen eine Sattigung erreicht.

Auch hier kann festgestellt werden, dass die Kurven mit abnehmendem
NAD*/NADH Quotienten steiler verlaufen und frilher in die Sattigungsphase
eintreten.

Die Scatchard-Analysen ergeben bei dem nativen Enzym und demjenigen mit
0,5 NAD'/0,5 NADH eine nichtlineare Kurve, sodass man davon ausgehen
kann, dass hier 2 Bindungsstellen vorliegen. Bei allen anderen Enzymformen
weist der Scatchard-Plot eine Gerade auf, was auf nur eine Bindungsstelle
hindeutet.

Daraus lassen sich eine bzw. zwei Bindungsstellen fur Adenosin mit
unterschiedlichen Affinitaten (Kq-Werte) an die SAH-Hydrolase ermitteln. Diese
Kg-Werte und die Bindungsmaxima (Bmax) sind in Tabelle 5 dargestellt.

Bei den Bindungsmaxima wird eine Grenze erreicht, die bei ca. 3,7 nmol °H-
Adenosin/mg Protein liegt. Eine Ausnahme stellt die native Form des Enzyms

dar, denn hier liegt das zweite Bindungsmaximum bei 8,6 nmol/mg Protein.
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Tab.5: Kg- und Bpma-Werte der unterschiedlichen Enzymformen bei 3H-

Adenosin-Konzentrationen bis 60 uM

NAD*/NADH Kq1 Ka2 Bmax1 (nmol/ Bmax2 (nmol/

(nmolfl) (umol/l) mg Protein) mg Protein)
nativ 92+0,6 1,4+0,1 0,6 £ 0,05 8,611
1,0/0,0 --- 49+0,3 - 23+0,1
0,9/0,1 --- 3,7+0,1 - 7,1+0,2
0,5/0,5 6,5+0,3 0,6 £ 0,03 0,7 £0,01 356+0,3
0,1/0,9 98,5+7,7 - - 3,9+0,8
0,0/1,0 43,327 - - 3510
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Sattigungsexperimente
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Abb.9.1: Sattigungsexperimente der SAH-Hydrolase-Formen mit *H-Adenosin-

Konzentrationen zwischen 0,01 uyM und 50 uM. Reprasentative

Versuche aus n = 26. Die verschiedenen NAD*/NADH-Verhaltnisse

sind in den jeweiligen Grafiken angegeben.
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Sattigungsexperimente Scatchard-Analysen
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Abb.9.2: Siattigungsexperimente der SAH-Hydrolase-Formen mit *H-Adenosin-
Konzentrationen zwischen 0,01 pM und 50 pM. Reprasentative
Versuche aus n = 26. Die verschiedenen NAD*/NADH-Verhéltnisse

sind in den jeweiligen Grafiken angegeben.
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3.4 Bestimmung der Adenosin-Bindungsstellen an der

SAH-Hydrolase

Um die Adenosin-Bindungsstellen ermitteln zu konnen, wurden die native, die
vollstandig reduzierte NADH- und die vollstandig oxidierte NAD*-Form der SAH-
Hydrolase mit Azido-*H-Adenosin markiert. Die Azido-Markierung ist eine durch
Licht aktivierbare Gruppe, die durch die Affinitat des Adenosins an die
Bindungsstelle der SAH-Hydrolase bindet. Durch die Photoaktivierung lassen
sich sowohl Zeitpunkt als auch Ort der Reaktion bestimmen. Die so markierten
Peptide wurden durch Kombination von Edman-Abbau und Maldi-

Massenspektrometrie untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tab.6: Aminosaure-Sequenz der Azido-markierten Regionen der SAH-

Hydrolase
NAD"*/ NADH Azido-markierte Peptide
nativ Asp®” — vaP?® Tyr3™ — Thr™
1,0/0,0 Asp®' — Ala>®
0,0/1,0 Asn®? — Lys31®

Die Instabilitdt eines durch die Photoreaktion erzeugten Cross-links war die
Ursache dafiir, dass die Azido-*H-Adenosin-markierte Aminosaure nicht
identifiziert werden konnte.

Entsprechend den zwei Adenosin-Bindungsstellen sind bei der nativen SAH-
Hydrolase zwei Peptide markiert, dagegen bei der vollstandig reduzierten bzw.
vollstandig oxidierten SAH-Hydrolaseform jeweils nur ein Peptid. Die native
SAH-Hydrolase hat also sowohl mit der reduzierten als auch mit der oxidierten
Form jeweils eine gemeinsame Adenosin-Bindungsstelle. Die unterschiedliche

Lange der Peptide ist auf den proteolytischen Verdau zurtickzufihren.
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4 Diskussion

Die SAH-Hydrolase katalysiert die reversible Hydrolyse von SAH zu
Homocystein und Adenosin (De la Haba & Cantoni, 1959), wobei in vivo das
Gleichgewicht auf der Seite der Hydrolyse liegt, da Adenosin und Homocystein
intrazellular schnell metabolisiert werden (De la Haba & Cantoni, 1959; Cortese
et al., 1974; Eloranta, 1977; Crooks et al., 1979).

Jedes Molekiil SAH-Hydrolase enthadlt als Kofaktor NAD', das am
Reaktionsmechanismus direkt beteiligt ist (Palmer & Abeles, 1979). Die
Bindung des Adenosins an das Enzym fuhrt zur Oxidation der 3°-OH-Gruppe
des Adenosins, bei gleichzeitiger Reduktion des an das Enzym gebundenen
NAD®. Dadurch wird das Enzym inaktiviert und kann erst durch Zugabe des
Reaktionspartners Homocystein reaktiviert werden.

Die Tatsache, dass die reduzierte, inaktive SAH-Hydrolase Adenosin mit hoher
Affinitat binden kann (Kloor et al., 2000), fihrte zur Fragestellung dieser Arbeit,
inwieweit das Verhaltnis des Kofaktors NAD*/NADH an der SAH-Hydrolase die

Adenosin-Bindungsstellen und die Affinitat von Adenosin beeinflusst.

4.1 NAD*/NADH-Quotient

Dazu wurde der Kofaktor NAD*/NADH nach der von De la Haba et al. (1986)
etablierten und in Kapitel 2.1.4 beschriebenen Methode vom Enzym entfernt
und anschlieRend mit NAD*/NADH in definierten Verhaltnissen rekonstituiert.
Auler der vollstandig reduzierten NADH-SAH-Hydrolase, sowie der vollstandig
oxidierten NAD'-SAH-Hydrolase, wurden Enzymformen mit 0,9 NAD"/0,1
NADH, 0,5 NAD"/0,5 NADH und 0,1 NAD"/0,9 NADH hergestellt.

Messungen des NAD'/NADH-Gehaltes frisch gereinigter SAH-Hydrolase aus
Rinderniere mittels HPLC zeigten, dass 94% des am Enzym gebundenen

Kofaktors in der NAD™ -Form vorlagen und nur 6% in der NADH-Form.
Hershfield et al. (1985) ermittelten bei 8 separat gereinigten SAH-Hydrolase-

Formen einen NADH-Anteil zwischen 10-50% mit einem Durchschnitt von 21%
NADH.
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Einen hoheren Anteil an NADH bestimmten Narayanan und Borchardt (1988)
an der von ihnen gereinigten SAH-Hydrolase. Sie ermittelten ebenfalls mit Hilfe
der HPLC ein NAD*/NADH-Verhéltnis von 57% NAD" zu 43% NADH.

Dieses Verhaltnis erfahrt bei Raumtemperatur eine weitere Verschiebung zum
NADH. Aber auch die Lagerung der SAH-Hydrolase bei -20°C fuhrt zu einer
Reduktion des NAD®. So wies hochgereinigte SAH-Hydrolase-Fraktion aus
Rinderniere nach einem Jahr nur noch 25% NAD® und 75% NADH auf. Die
Verschiebung des NAD*/NADH-Verhaltnisses hin zum NADH hat zur Folge,
dass sich die Affinitat von *H-Adenosin an die SAH-Hydrolase vermindert (Kloor
et al., 1996).

Eine weitere Methode um den NAD'-Gehalt an der SAH-Hydrolase zu
bestimmen, ist der Einsatz von radioaktiv markiertem NAD®. Damit wurde der
NAD*-Gehalt der experimentell hergestellten SAH-Hydrolase-Formen bestimmt.

4.2 Zeitabhangige Assoziation und Dissoziation

Durch die hohe Reinheit der SAH-Hydrolase, insbesondere durch die
Abwesenheit von ADA, sowie durch die Verwendung einer geeigneten
Filtrationsapparatur mit PEl getrankten Glasfaserfiltern, wurden Bedingungen
geschaffen, um Bindungsstudien an isolietem Enzym mit Adenosin als
Radioligand durchfihren zu kdnnen.

Das Bindungsverhalten von °H-Adenosin an die verschiedenen Enzymformen
wurde primar mit Assoziations- und Dissoziationsversuchen geprift (Abb.7.1
und 7.2).

Ein ahnliches Assoziations- und Dissoziationsverhalten zeigen die native SAH-
Hydrolase und die SAH-Hydrolase-Form mit 0,9 NAD'/0,1 NADH. Beide
Enzymformen erreichen bei den Assoziationsversuchen das Gleichgewicht der
Reaktion nach 100 Minuten. Auch bei den Dissoziationskurven liegen die
Verhaltnisse ahnlich: Nach 240 Minuten Dissoziation bleibt bei beiden
Enzymformen eine *H-Adenosin-Restbindung von 20 bis 25% der Ausgangs-

bindung.
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Eine sehr schnelle Assoziation zeigt die vollstandig oxidierte Form der SAH-
Hydrolase. Schon nach 30 Minuten ist die Reaktion im Gleichgewicht. Dann
allerdings sinkt die Menge des gebundenen Adenosins wieder ab, was auf eine
Instabilitdt oder Degradation des Enzyms bei Raumtemperatur zurickzufihren
ist. Diese Schlussfolgerung wird durch Untersuchungen bei 4°C bestatigt (nicht
gezeigt). Hier konnte dieser Abfall auch nach 240 Minuten nicht festgestellt
werden. Die Instabilitat der SAH-Hydrolase bei Prokaryonten fliihren Narayanan
und Borchardt (1988) auf das enzymgebundene NAD" zuriick.

Die Dissoziation des °H-Adenosins von der vollstandig oxidierten Enzymform
erreicht schon nach 60 Minuten 10% der Gesamtbindung. Das bedeutet, dass
das Adenosin an diese SAH-Hydrolase-Form, verglichen mit den anderen SAH-
Hydrolase-Formen, nicht in einem festgebundenen Adenosin-SAH-Hydrolase-
Komplex vorliegt.

Einen ahnlich steilen Anstieg der Assoziationskurve wie bei der 100% NAD™-
Form zeigt die SAH-Hydrolase mit 50% NAD*/50% NADH. Hier ist das
Gleichgewicht der Bindung erst nach 90 Minuten erreicht. Danach sinkt
allerdings auch hier die an das Enzym gebundene °H-Adenosin-Konzentration,
was auch hier auf eine Degradation des Enzyms zurlickzufihren ist. Der
Verlauf der Dissoziationskurve ahnelt der der nativen SAH-Hydrolase.

Ein ganz anderes Assoziation- und Dissoziationsverhalten zeigen die
Enzymformen mit einem hohen Anteil an NADH. Wahrend die Reaktion bei der
Enzymform mit 90% NADH nach 180 Minuten im Gleichgewicht ist, erreicht die
vollstandig reduzierte Form das Gleichgewicht erst nach 480 Minuten.
Dementsprechend langsam verlduft auch die Dissoziation des Adenosin-
Enzym-Komplexes.

Die Ergebnisse der Assoziations- und Dissoziationskinetiken zeigen eine
eindeutige Korrelation zwischen dem NAD*/NADH-Quotienten am Enzym und
der Assoziationszeit bis zum Einstellen des Gleichgewichtes der Reaktion. Je
héher der NAD*-Gehalt am Enzym ist, desto schneller wird das Gleichgewicht
erreicht, wahrend die Assoziation bei den Enzymformen mit hohem NADH-

Anteil nur sehr langsam erfolgt.
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An den Assoziationsuntersuchungen wird aulRerdem deutlich, dass auch die
Bindungskapazitat der SAH-Hydrolase-Formen abhangig vom NAD'/NADH-
Quotienten ist. Bei einer *H-Adenosin-Konzentration von 10 nM bindet die
vollstandig oxidierte NAD'-Form der SAH-Hydrolase maximal 17 pmol/mg
Protein, wahrend die vollstandig reduzierte NADH-Form 130 pmol 3H-

Adenosin/mg Protein bindet.

4.3 Konzentrationsabhangige Sattigung

Bei unverdiinnter spezifischer Aktivitit des >H-Adenosins und einer
Konzentration bis 250 nM zeigt lediglich die vollstandig reduzierte Enzymform
eine scheinbare Sattigung. Dass es sich hierbei nur um eine scheinbare
Sattigung handelt, bestdtigen Versuche mit °*H-Adenosin in héheren
Konzentrationen.

Alle anderen Enzymformen, einschlieBlich der nativen SAH-Hydrolase sind in
diesem Adenosin-Konzentrationsbereich nicht sattigbar. Kloor et al. (2000)
konnten zwar fir das native Protein in diesen niedrigen 3H-Adenosin-
Konzentrationen eine scheinbare Sattigung zeigen, was aber mit den hier
durchgefihrten Untersuchungen nicht bestatigt werden konnte. Auffallig war
das Sattigungsverhalten der vollstandig oxidierten SAH-Hydrolase-Form. In den
3H-Adenosin-Konzentrationen bis 250 nM kam es nur zu einem linearen Anstieg

der Bindung.

Da sich in diesen niedrigen >H-Adenosin-Konzentrationen keine Sattigung
ergibt, konnen Bindungsmaxima und Kg-Werte nur anhand der Kurven
geschatzt werden. Die durchgeflihrten Scatchard-Analysen (Abb.8.1 und 8.2)
weisen — abgesehen von der vollstdndig oxidierten Enzymform - auf eine

hochaffine Bindungsstelle flr Adenosin hin (Tab.4).
Da in den °H-Adenosin-Konzentrationen bis 250 nM keine Sattigung erreicht

werden konnte, wurden weitere Sattigungsversuche mit Adenosin-

Konzentrationen bis 60 uM durchgefihrt.
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Dabei wurde das heil3e Adenosin 1:50 mit kaltem Adenosin verdunnt, um diese
hohen Adenosin-Konzentrationen zu erreichen. Mit dieser Aktivitatsverdinnung
des 3H-Adenosin mit kaltem Adenosin konnten alle Enzymformen geséttigt

werden.

Die Transformation der Daten nach Scatchard und die Auswertung mit dem
LIGAND-Programm lassen erkennen, dass die Enzymformen in Abhangigkeit
vom NAD*/NADH-Verhaltnis eine oder zwei Bindungsstellen fiir Adenosin
besitzen (Abb.9.1 und 9.2).

Einen linearen Verlauf und somit nur eine Bindungsstelle ergeben die Daten der
vollstandig oxidierten, der vollstandig reduzierten und der SAH-Hydrolase-
Formen mit 90% NAD'/10% NADH und 10% NAD'/90% NADH. Die Affinitat
des Adenosins an die SAH-Hydrolase ist bei den SAH-Hydrolase-Formen, bei
denen NADH Uberwiegt (90 oder 100% NADH), sehr hoch. Die Ky4-Werte liegen
fir diese Enzymformen bei 98,5 £ 7,7 nmol/l und 43,3 £ 2,7 nmol/l. Dagegen
binden die SAH-Hydrolase-Formen, bei denen NAD" liberwiegt (90 bzw. 100%
NAD™), Adenosin mit einer sehr viel niedrigeren Affinitat. Die Ks-Werte liegen
mit 4,9 + 0,3 uymol/l und 3,7 £ 0,1 umol/l im mikromolaren Bereich. Dieses

Ergebnis bestatigt, dass die Affinitat mit zunehmendem NADH-Gehalt steigt.

Zwei Bindungsstellen fur Adenosin - eine mit niedriger und eine mit hoher
Affinitat fur Adenosin - zeigen die native SAH-Hydrolase und die SAH-
Hydrolase-Form mit einem NAD*/NADH-Verhaltnis von 0,5/0,5.

In der Literatur finden sich keine Untersuchungen der SAH-Hydrolase mit
definierten NAD*/NADH-Verhaltnissen, wohl aber unterschiedliche Ergebnisse,
sowohl im Bezug auf die Anzahl der Bindungsstellen, als auch auf die Kg-Werte.
Daten fur die Ky-Werte findet man jedoch lediglich fur die vollstandig reduzierte
Form der SAH-Hydrolase.

Yuh und Tao (1974) fanden fur das ,Adenosin-cAMP bindende Protein® aus

Kaninchenerythrozyten, das erst spater in Bezug zur SAH-Hydrolase gesetzt
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wurde, eine Bindungsstelle fur Adenosin und eine fur cAMP mit den Ky-Werten
100 nM und 300 nM.

Olsson (1978) gibt fur ein Protein (,Adenin-Analogabindendes Protein®) aus
Kaninchenerythrozyten die Werte 5 nM (Adenosin) und 9 nM (cAMP) an, ohne
die Identitat dieses Proteins mit der SAH-Hydrolase nachzuweisen.

Die Ergebnisse von Messungen der SAH-Hydrolase aus der Mauseleber liegen
bei 200 nM fir Adenosin und 150 nM fir cAMP (Ueland & Daskeland, 1977).
Die gleichen Autoren beschreiben in weiteren Publikationen die Existenz einer
Adenosin- und einer cAMP-Bindungsstelle, die keine Kooperation aufweisen
(Ueland & Dgskeland, 1978).

Beim Enzym der Rattenniere wurde ein Kg-Wert von 630 nM bestimmt (Fujioka
& Takata, 1981).

Anhand menschlicher Gewebe (Lymphoblasten und Plazenta) fanden
Hershfield und Kredich (1978) einen Kyg-Wert von 500 nM und gaben die
Existenz von nur einer Bindungsstelle an.

Kloor et al. (1996) konnten bei der nativen SAH-Hydrolase zum ersten Mal drei
verschiedene Affinitaten feststellen. Die hohe Affinitdt mit 6,8 + 0,7 nM deckt
sich ungefahr mit der hier erhaltenen, die 9,2 + 0,6 betragt. Die niedrige Affinitat
jedoch war mit 7,05 = 0,9uM niedriger als der Kg-Wert der vorliegenden
Versuche, der bei 1,4 £ 0,1uM liegt (Tab.5).

Der von Kloor et al. (1996) beschriebene mittlere Ky-Wert war durch den
experimentellen Ansatz bedingt, da Versuche mit niedrigen und hohen
Konzentrationen unabhangig voneinander durchgefuhrt wurden.

Bei den hier vorliegenden Versuchen wurden auch bei °3H-Adenosin-
Konzentrationen bis 50 uM sowohl der hohe als auch der niedrige *H-Adenosin-
Konzentrationsbereich umfasst, weshalb nur zwei Affinitdten festgestellt
wurden. Deshalb kann — abhangig von der Enzymform — von zwei Adenosin-
Bindungsstellen ausgegangen werden.

Von 2zwei Adenosin-Bindungsstellen berichten auch Jakubowski und
Guranowski (1981), die das Enzym in Pflanzen untersucht haben. Sie gehen
von einer negativen Kooperativitat zwischen den Bindungsstellen aus, da das

erste Molekul Adenosin schnell, das zweite hingegen langsam bindet. Diese
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negative Kooperativitdt konnte eine Besonderheit pflanzlicher SAH-Hydrolase
sein, da diese bei der SAH-Hydrolase tierischen bzw. humanen Ursprungs nicht
festgestellt werden konnte. Der Hill-Koeffizient, den das Programm LIGAND
berechnete, lag fur die Adenosin-Bindungsstelle der SAH-Hydrolase aus
Rinderniere zwischen 0,7 und 1,3.

Versuche mit kovalent bindendem 8-Azido-Adenosin und —cAMP (Aiyar &
Hershfield, 1985) weisen auf nur eine gemeinsame Bindungsstelle hin, wahrend
durch die Eigenschaft der SAH-Hydrolase, einen Teil des Adenosin fest zu
binden, lediglich eine separate cAMP-Bindungsstelle vorgetauscht werde. Diese
Bindungsstelle liege jedoch in zwei Zustédnden vor, wie sich im biphasischen

Verlauf von Adenosin-Bindung und Dissoziation zeige (Hershfield et al., 1985).

So konnten Kloor et al. (2000) zeigen, dass die NADH-Form der SAH-
Hydrolase Adenosin mit einer Affinitat von 32 + 2 nM bindet. Dieses Ergebnis
konnte in dieser Arbeit mit einer Affinitat von 43,3 £ 2,7 nM bestatigt werden.
Einen sehr viel niedrigeren Kyg-Wert von 5 nM berechneten Porter und Boyd
(1991) fur die reduzierte SAH-Hydrolase. Allerdings ermittelten sie diesen Wert
mit einer Stop-Flow spektrofluorometrischen Methode.

Der Grund fiir die unterschiedlichen Affinititen von *H-Adenosin an die SAH-
Hydrolase, die in der Literatur beschrieben werden, konnte sein, dass das

Enzym mit verschiedenen NAD*/NADH-Verhéltnissen untersucht wurde.

Die Bindung von Adenosin an die SAH-Hydrolase fiihrt zur Reduktion des NAD"
(Palmer & Abeles, 1979). Dabei tritt eine Konformationsdnderung am Enzym
ein, die dazu fuhrt, dass die SAH-Hydrolase in eine geschlossene Form
Ubergeht (Komoto et al., 2000). In dieser geschlossenen, inaktiven Form ist das
Enzym in der Lage, Adenosin zu binden.

Der Verlust der enzymatischen Aktivitdt mit zunehmendem NADH-Gehalt wurde
auch von Narayanan und Borchardt (1988) festgestellt, und die enzymatische
Inaktivitdt der vollstandig reduzierten SAH-Hydrolase wurde von Kloor et al.
(2000) beschrieben.
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So wie die Enzymaktivitat der SAH-Hydrolase mit zunehmendem NADH-Anteil
abnimmt, steigt in gleichem Mal3e die Affinitat des Enzyms fur Adenosin an.

Ist am Enzym von vorneherein schon hauptsachlich NADH gebunden, befindet
sich das Enzym schon in der geschlossenen Form, sodass keine
Konformationsanderung mehr stattfindet.

Aufgrund der niedrigen Affinitat von Adenosin an die vollstandig oxidierte SAH-
Hydrolase werden sehr grole Mengen Adenosin bendtigt, um einen Ubergang
von der offenen in die geschlossene Form zu bewirken. Das konnte eine
Erklarung dafir sein, dass nur eine Adenosin-Bindungsstelle vorliegt.

Die maximale Bindungskapazitat der nativen SAH-Hydrolase bei den hier
durchgefiuihrten Versuchen liegt bei 8,6 * 1,1 nmol/mg Protein. Fur das
hochgereinigte Protein ergibt sich somit ein Verhaltnis zwischen gebundenem
3H-Adenosin und SAH-Hydrolase von 2:1, das heilt, ein Enzymmolekiil bindet
zwei Molekille *H-Adenosin. Die iibrigen Enzymformen binden maximal 3,1-3,9
nmol Adenosin/mg Protein. Eine Ausnahme bildet die vollstandig oxidierte Form
der SAH-Hydrolase, die maximal nur 2,3 pmol Adenosin/mg Protein bindet.
Damit bindet nur jedes zweite Enzymmolekil ein Molekul Adenosin. Eine
plausible Erklarung fir deses Ergebnis lasst sich schwer finden, da Adenosin
primar an das katalytische Zentrum des Enzyms bindet und diese Enzymform in

Richtung der Hydrolyse sehr aktiv ist.

Aufgrund der hier durchgefiihrten Bindungsstudien kann also darauf
geschlossen werden, dass die Adenosin-Bindungsstellen und die Affinitaten von
Adenosin an die SAH-Hydrolase vom NAD'/NADH-Gehalt der SAH-Hydrolase
abhangt. Damit lassen sich auch die in der Literatur angegebenen

unterschiedlichen Kq-Werte erklaren.

4.4 Adenosin-Bindungsstellen an der SAH-Hydrolase

Die Bestimmung der Adenosin-Bindungsstellen der SAH-Hydrolase mit 8-Azido-
3H-Adenosin  bestatigt die durch die Bindungsstudien gemachten

Beobachtungen von zwei unterschiedlichen Adenosin-Bindungsstellen.
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Entsprechend den Adenosin-Bindungsstellen lie3en sich bei der nativen SAH-
Hydrolase zwei markierte Peptide Asp®®’ — VaP?® und Tyr¥® — Thr*'°
identifizieren.

Nach Einteilung der SAH-Hydrolase in katalytische Domanen und NAD-
Bindungsdomanen (Hu et al., 1999) ist das Peptid Asp**” — Val*®® in der NAD*-
Domane (Aminosidure 182-351) lokalisiert, wahrend das Peptid Tyr®"® — Thr#1°
einen Teil der zweiten katalytischen Domane (Aminosaure 352-402) markiert.

Die mit 100% NAD" rekonstituierte SAH-Hydrolase-Form, die in den
Bindungsstudien nur eine Bindungsstelle aufweist, zeigt auch nur ein markiertes
Peptid Asp®*' — Ala®*®*, das zur zweiten katalytischen Doméne gehért.

Die mit 100% NADH rekonstituierte Enzymform, die ebenfalls nur eine
Bindungsstelle in den Sattigungsexperimenten aufweist, zeigt auch nur ein
markiertes Peptid Asn®'? — Lys®*'®, welches der NAD*-Bindungsdomane

zugeordnet werden kann.

Yuan und Borchardt (1995) fanden ebenfalls zwei Peptide nach (2-H)8-Azido-
Adenosin-Markierung der SAH-Hydrolase aus humaner Plazenta und
schlossen, dass die Peptide Teile der Adenosin-Bindungsdomanen sind. Sie
entsprachen Teilen der von Hu et al. (1999) erwahnten katalytischen Domane.
In diesen markierten Peptiden Val'” — Lys'® und Val'® — Arg®*?” konnten Ala'"’
und lle®?! direkt mit der Radioaktivitat assoziiert werden.

Eine gute Ubereinstimmung mit diesen Daten zeigt das markierte Peptid Asp>®’
— ValP?® der nativen SAH-Hydrolase aus Rinderniere. Die Markierung des

379 _ Thr*'® der SAH-Hydrolase aus Rinderniere kénnte auf

zweiten Peptids Tyr
die unterschiedliche Herkunft der untersuchten Enzyme zurtckzufuhren sein,
da bei der Sequenzierung der SAH-Hydrolase aus Rinderniere an mehreren
Stellen ein Aminosaurenaustausch festgestellt wurde.

Trotzdem zeigen weder die von Yuan und Borchardt (1995), noch die in dieser
Arbeit identifizierten Peptide eine Ubereinstimmung mit den aus der
Kristallisation ermittelten Aminosauren, die fur die Bindung von Adenosin an die
SAH-Hydrolase entscheidend sind. Aus den Kristallisationsdaten geht hervor,

dass die Interaktion von Adenosin mit der SAH-Hydrolase mit den Aminosauren
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Thr*®, Glu®® und His®? stattfindet, wahrend die Ribose mit den Aminos&uren
His®®, Asp™! GIu™®, Thr'®®, Asp'™ und His®® interagiert (Turner et al., 1998;
Hu et al., 1999; Komoto et al., 2000; Hu et al., 2001; Huang et al., 2002).

Diese Unterschiede kdénnen daran liegen, dass die Untersuchungen mit SAH-
Hydrolasen aus unterschiedlichen Spezies durchgefuhrt wurden. Trotz grof3er
Homologie der SAH-Hydrolase aus Saugern (Coulter-Karis & Hershfield, 1989)
kdnnen Aminosaure-Austausche stattfinden.

Eine andere Erklarung konnte die Herkunft des Enzyms sein, die fur diese
Untersuchungen eine entscheidende Rolle spielt. Far die
Kristallisationsversuche wurde rekombinante SAH-Hydrolase humanen oder
murinen Ursprungs verwendet, die in Bakterien vermehrt wurde. Nach dieser
Vermehrung in Bakterien ist es moglich, dass Proteine eine ,Fehl-Faltung®
aufweisen, die nicht der ,nativen Faltung“ entspricht. Infolgedessen muissen
diese Proteine nach einer ,Entfaltung” neu gefaltet werden, um die ,native
Faltung“ zu erhalten. Inwieweit dieser Vorgang einzelne Aminosauren und
deren prostethische Gruppen beeinflusst, ist zur Zeit nicht bekannt.

Da in dieser Arbeit nur mit aus Rindernieren gereinigter SAH-Hydrolase
gearbeitet wurde, konnte die Faltung der nativen SAH-Hydrolase-Form, im
Vergleich zu den rekombinanten SAH-Hydrolase-Formen, ein Grund fur die

gefundenen Unterschiede sein.

Bemerkenswert ist, dass sowohl die Arbeitsgruppe um Yuan und Borchardt
(1995), als auch Hu et al. (1999) zwei Adenosin-Bindungsstellen gefunden
haben, wie dies auch fir die native SAH-Hydrolase aus Rindernieren gezeigt
werden konnte. Ist das Enzym jedoch vollstandig oxidiert oder reduziert, ist nur
noch eine Bindungsstelle vorhanden, wie die Sequenzierungsdaten der NAD'-

und der NADH-Form des Enzyms zeigen.
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5 Zusammenfassung

Das Enzym SAH-Hydrolase katalysiert die reversible Hydrolyse von SAH zu
Adenosin und Homocystein. Jedes Molekil SAH-Hydrolase enthalt fest
gebundenes NAD®, das als Kofaktor an der Reaktion beteiligt ist. Bindet
Adenosin an die SAH-Hydrolase, wird das NAD* zu NADH reduziert, und das
Enzym geht in eine geschlossene, inaktive Form Uber.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Kofaktor NAD" von der hochgereinigten

SAH-Hydrolase aus Rindernieren entfernt und das Enzym mit definierten

NAD*/NADH- Verhaltnissen rekonstituiert. Untersucht wurde das Bindungs-

verhalten von Adenosin an die einzelnen Enzymformen. Folgende Ergebnisse

wurden erzielt:

1. Die Assoziationsgeschwindigkeit nahm mit steigendem NADH-Gehalt
deutlich ab. So erreichte die vollstandig oxidierte Enzymform schon nach 30
Minuten das Gleichgewicht, wahrend die vollstandig reduzierte SAH-
Hydrolase bis zur Einstellung des Gleichgewichts 8 Stunden bendtigte.

2. Nur bei ®H-Adenosin-Konzentration bis 60 puM kann eine Séattigung der
Enzymformen erreicht werden. Die Analyse nach Scatchard ergibt, ab-
hangig vom NAD*/NADH-Gehalt der Enzymformen, eine bzw. zwei Bin-
dungsstellen fur Adenosin. Eine Bindungsstelle mit niedriger Affinitat weisen
die Enzymformen mit 90 bzw. 100% NAD® und eine Bindungsstelle mit ho-
her Affinitat die Formen mit 90 bzw. 100% NADH auf. Zwei Bindungsstellen
findet man beim nativen Enzym und bei der Enzymform mit 50% NADH. Die
hochste Bindungskapazitat weist die native SAH-Hydrolase mit einer
Bindung von 2 mol Adenosin pro mol Enzym auf. Die anderen untersuchten
Enzymformen binden maximal ein mol Adenosin pro mol Enzym.

3. Die Bestimmung der Adenosin-Bindungsstellen der SAH-Hydrolase mit
Azido-Adenosin bestatigt die durch die Bindungsstudien gemachten
Beobachtungen von 2 unterschiedlichen Bindungsstellen. Beim nativen
Enzym wurden 2 markierte Peptide Asp®®’ — VaP?® und Tyr*”® — Thr*'®
identifiziert. Bei der vollstandig oxidierten Enzymform sowie bei der
vollstandig reduzierten Form konnte jeweils nur ein Peptid identifiziert
werden. Diese befinden sich fiir das oxidierte Enzym bei Asp®®' — Ala®®* und
fir die reduzierte SAH-Hydrolase bei Asn®'? — Lys®'8. Diese entsprechen
den jeweiligen Peptiden der nativen SAH-Hydrolase.
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