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1 Einleitung 
 

1.1 Bisheriger Kenntnisstand 

 
Das Enzym S-Adenosyl-Homocystein-Hydrolase (SAH-Hydrolase) (E.C. 

3.3.1.1.) katalysiert die reversible Hydrolyse von S-Adenosyl-L-Homocystein 

(SAH) zu Adenosin und L-Homocystein.  

Das thermodynamische Gleichgewicht der von der SAH-Hydrolase 

katalysierten Reaktion liegt mit einer Gleichgewichtskonstanten Keq = 1 µM 

weit auf Seiten der Synthese von SAH (De La Haba und Cantoni,1958; Walker 

und Duerre, 1975). Unter physiologischen Bedingungen werden Adenosin und 

Homocystein jedoch durch enzymatischen Abbau aus dem 

Reaktionsgleichgewicht entfernt, die Hauptaufgabe der SAH-Hydrolase im 

Stoffwechsel besteht in der Hydrolyse des SAH (De La Haba und Cantoni, 

1958), für das in Eukaryonten kein anderer Abbauweg bekannt ist. So führt die 

experimentell induzierte Deletion des für die SAH-Hydrolase kodierenden 

Gens in Mäuseembryonen zu deren Absterben im frühen Implantationsstadium 

(Miller et al., 1994). 

Die SAH-Hydrolase wurde erstmals 1958 von De la Haba und Cantoni aus 

Rattenleber isoliert. Das Enzym ist ein zytosolisches Protein (Ueland et al., 

1979) und kommt in Mäuseleberzellen in einer intrazellulären Konzentration 

von 10 µM vor (Ueland und Helland, 1980). 

Später wurden unterschiedlichste eukaryote Spezies untersucht, in denen die 

SAH-Hydrolase ubiquitär verbreitet ist, von der Hefe (Duerre und Schlenk, 

1962) über Amöben (Hohmann et al., 1984) und Pflanzen (Guranowski und 

Pawelkiewicz, 1977) bis hin zu Säugetieren (Fujioka und Takata, 1981; 

Hershfield et al, 1985a; Kim et al., 1983; Kloor et al., 1996; Ueland und 

Helland 1980; Walker und Duerre, 1975). Bei Wirbeltieren konnte die SAH-

Hydrolase in allen untersuchten Organen nachgewiesen werden. Die höchsten 
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Konzentrationen fanden sich dabei in der Leber, im Pankreas und in der Niere 

(Walker und Duerre, 1975).  

SAH-hydrolysierende Enzyme sind auch unter Prokaryonten weit verbreitet 

(Shimizu et al, 1984). In vielen prokaryoten Zellen erfolgt der Abbau von SAH 

jedoch durch die S-Adenosyl-Homocystein-Nukleosidase (E.C. 3.2.2.9) zu 

Adenin und S-Ribosyl-L-Homocystein (Duerre, 1962), welches im nächsten 

Schritt durch die Ribosylhomocysteinase (E.C. 3.2.1.148) zu L-Homocystein 

und D-Ribose aufgespalten wird (Miller und Duerre, 1968; Walker und Duerre, 

1975). 

Die Enzyme aus verschiedenen Spezies zeigen eine hohe Übereinstimmung 

in ihren Aminosäure-Sequenzen. So stimmt die Aminosäure-Sequenz der 

SAH-Hydrolase aus der Ratte zu 97%, aus der Amöbe Dictyostelium 

discoideum zu 75% (Coulter-Karis und Hershfield, 1989) und aus dem 

Bakterium Rhodobacter capsulatus zu 64% (Sganga et al., 1992) mit der 

Aminosäure-Sequenz der humanen SAH-Hydrolase überein.  

Die physiko-chemischen Eigenschaften der SAH-Hydrolasen aus 

unterschiedlichen Säugetierspezies sind ebenfalls weitestgehend kongruent. 

Der isoelektrische Punkt für die SAH-Hydrolase liegt zwischen pH 5,5 (Kloor et 

al., 1996) und pH 5,7 (Fujioka und Takata, 1981; Hershfield et al., 1985a). Die 

SAH-Hydrolase aus Rinderleber sedimentiert bei einer 

Sedimentationskonstanten von 9S (Palmer und Abeles, 1979). 

Die SAH-Hydrolase besteht aus 4 identischen Untereinheiten (Gomi et al., 

1985) die zu einem Tetramer angeordnet sind und einen zentralen Kanal 

bilden. Jede Untereinheit setzt sich aus je 431 Aminosäuren (AS) zusammen 

(Hu et al., 1999). Das Molekulargewicht des nativen Tetramers beträgt 

180.000 – 190.000 Dalton, dasjenige einer Untereinheit 45.000 – 48.000 

Dalton (Fujioka und Takata, 1981; Gomi et al., 1985; Hershfield, 1978 und 

1985a; Hohmann et al., 1984; Kim et al., 1983; Kloor et al., 1996). 

Kristallographische Untersuchungen der Enzymstruktur ergaben, dass eine 

Untereinheit aus drei Teilen besteht, aus der katalytischen Domäne (AS 1 - 

181 und 352 - 402), der NAD+-bindenden Domäne (AS 182 - 351) und aus 

einer C-terminalen Domäne (AS 403 - 431) (Hu et al., 1999). 
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Das Enzym enthält als Kofaktor 1 Molekül NAD+ pro Untereinheit fest 

gebunden (Palmer und Abeles, 1979; Abeles et al., 1982). Ein Anteil des 

Kofaktors von durchschnittlich 10 - 15% liegt dabei in der reduzierten Form 

NADH vor (Hershfield et al., 1985a, De La Haba et al., 1986, Kloor et al., 

2002). Die NAD+-Bindungsstellen der 4 Untereinheiten liegen in der Nähe des 

Zentrums des Tetramers und sind untereinander durch polare und nicht-polare 

Wechselwirkungen verbunden. Das NAD+-Molekül wird durch 

hydrophobischen Wechselwirkungen und OH-Brücken fest an die 

Bindungsstelle gebunden (Hu et al., 1999). 

 

Der Mechanismus der von der SAH-Hydrolase katalysierten Reaktion (Palmer 

und Abeles, 1979) ist in Abbildung 1 veranschaulicht.  

Die reversible Hydrolyse beginnt mit einer Oxidierung der 3´-Hydroxyl-Gruppe 

des SAH zu einer 3´-Keto-Gruppe (1), wodurch das enzymgebundene NAD+ 

zu NADH reduziert wird. Dieser Zwischenzustand erleichtert die Elimination 

des Protons an C-4´ durch eine Base des katalytischen Zentrums (2). Aus dem 

entstandenen α-Ketocarbanion wird L-Homocystein freigesetzt und 3´-Keto-

4´,5´-Dehydroadenosin gebildet (3). Aus diesem Zwischenprodukt wird durch 

stufenweise Addition von H2O (4) 3´-Ketoadenosin gebildet (5), welches in 

einem letzten Schritt durch das enzymgebundene NADH zu Adenosin 

reduziert wird (6). Der Kofaktor des Enzyms wird hierbei wieder zu NAD+ 

oxidiert. Der Anfangszustand ist wiederhergestellt, der katalytische Zyklus 

kann erneut durchlaufen werden. Die reversible Synthese durchläuft den 

beschriebenen Stoffwechselweg in der anderen Richtung. 
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1 2

56
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Abb. 1: Reversible Hydrolyse von SAH zu Adenosin und Homocystein durch 

die SAH-Hydrolase (Hu et al., 1999). 

 

 

Das Substrat SAH der SAH-Hydrolase entsteht durch Demethylierung des S-

Adenosylmethionin (SAM) (Cantoni und Scarano, 1954) bei 

Methylierungsreaktionen (s. Abb. 2), die durch Methyltransferasen katalysiert 

werden (Clarke und Banfield, 2001). SAM ist das Produkt aus Methionin und 

ATP, das von der Methionin-Adenosyl-Transferase (E.C. 2.5.1.6) in Gegenwart 

von Mg2+ synthetisiert wird (Cantoni, 1952). 
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Abb. 2: Reaktionsschema der Transmethylierungsreaktionen 

 

SAM ist der wichtigste Methylgruppendonator bei Säugetieren (Cantoni, 1975). 

Das Spektrum der Substrate, die durch Methylgruppen chemisch modifiziert 

werden, ist außerordentlich groß (Cantoni, 1975; Chiang, 1996; Clarke und 

Banfield, 2001).  

Eine derartige Modifikation ist beispielsweise die Methylierung von eukaryoter 

DNA, die in engem Zusammenhang steht mit Transkriptionsregulation (Boyes 

und Bird, 1991), Karzinogenese (Laird und Jaenisch, 1996; Chen et al., 1998), 

X-Chromosom-Inaktivierung (Bestor, 2000) und genetischer Prägung (Li et al, 

1993; Constancia et al., 1998). Im Genom der Säugetiere sind etwa  

3 x 107 5-Methylcytosin-Reste nachweisbar (Bestor, 2000), deren essentielle 

Bedeutung durch die Letalität einer experimentell induzierten Mutation des 

DNA-Methyltransferase-Gens bei Mäuseembryonen aufgezeigt wird (Li et al., 

1992). Bei bestimmten Störungen der DNA-Methylierung entstehen zwei 

seltene angeborene Erkrankungen. Dem Rett-Syndrom (einer 

entwicklungsneurologischen Störung mit Hirnatrophie) und einem 

Immunschwäche-Syndrom (Immunodeficiency, Centromere Instability, Facial 

anomalies; ICF-Syndrom) liegen Mutationen der Gene für das an methylierte 
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DNA bindende Protein MeCP2 (Hoffbuhr et al., 2001) bzw. für die DNA-

Methyltransferase 3B (Xu et al., 1999) zu Grunde. 

 

Weitere Modifikationen sind die Methylierung der mRNA, rRNA und tRNA, 

wodurch die strukturelle Stabilität der RNA-Moleküle erhöht und die 

Proteinsynthese auf ribosomaler Ebene reguliert wird (Chiang et al., 1996). Für 

die Reifung der ribosomalen RNA (rRNA) und für deren Interaktion mit 

zellulären Faktoren sind methylierte Anteile von essentieller Bedeutung 

(Chiang et al., 1996). Die Methylierung der 5´-terminalen Cap-Struktur der 

mRNA ist entscheidend für deren Transport aus dem Nukleus und für den 

korrekten Ablauf der Translation und Transkription (Chiang et al., 1996, 

Banerjee, 1980). 

 

Methyliert werden ebenso Membranphospholipide (Hirata und Axelrod, 1980) 

und Proteine, die u. a. an der Regulation des Zellzyklus oder an der 

intrazellulären Signaltransduktion beteiligt sind, beispielsweise ras-Onkogene, 

G-Proteine und die retinale cGMP-Phosphodiesterase (Clarke, 1992). 

Darüber hinaus wird ein breites Spektrum verschiedenster Metabolite 

transmethyliert. Als Beispiele seien die Synthese von Katecholaminen (Axelrod 

und Tomchick, 1958), Histamin (Brown et al., 1959), Serotonin und Kreatin (Du 

Vigneaud et al., 1941) erwähnt. 

 

SAH ist ein potenter Produkt-Inhibitor SAM-abhängiger Methyltransferasen 

(Ueland, 1982; Hoffmann et al., 1979), die eine höhere Affinität für SAH als für 

SAM aufweisen (Clarke und Banfield, 2001). Der von Cantoni et al. (1979) 

formulierte Quotient aus SAM und SAH gilt als sensitiver Indikator für die 

Methylierungsaktivität innerhalb eines Gewebes. Je kleiner der Quotient ist, 

desto stärker werden Methylgruppenübertragungen gehemmt (Hoffman et al., 

1979; Hershfield et al., 1985b). 

 

Die hemmende Wirkung des SAH auf die Methyltransferasen begründet das 

pharmakologische Interesse an der SAH-Hydrolase, da 
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Methylierungsreaktionen sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten Teil 

der biologischen Kontrollmechanismen der Zelle sind (Razin und Szyf, 1984). 

Chiang et al. (1977) untersuchten erstmals Inhibitoren der SAH-Hydrolase. 

Seitdem hat sich die Bandbreite der hemmenden Stoffe, über die intensiv 

geforscht wird, stets vergrößert. Die essentielle Bedeutung bestimmter 

Methyltransferasen bei der Replikation von Viren (Banerjee, 1980) führte zur 

Entwicklung von Substanzen, deren antivirale Eigenschaften auf eine 

Hemmung der SAH-Hydrolase zurückzuführen sind (De Clercq, 1987; Chiang, 

1998). Die Erniedrigung der Virentiter korreliert mit der Erhöhung der 

intrazellulären Konzentration an SAH und mit der daraus folgenden 

Erniedrigung des SAM/SAH-Quotienten (Cools und DeClercq, 1990). Das 

antivirale Spektrum der SAH-Hydrolase-Inhibitoren umfasst eine Vielzahl RNA-

Viren wie Paramyxoviren (Parainfluenza, Masern), Rhabdoviren (Rabies), 

Reoviren (Rotavirus) und wenige DNA-Viren wie das Pocken-Virus und 

Herpetoviren (Herpes Simplex, Varizellen) (DeClercq, 1987).  

 

Um die Hydrolyse des SAH thermodynamisch zu ermöglichen, müssen 

Adenosin und Homocystein, die potente Inhibitoren der SAH-Hydrolase im 

Sinne eines Feed-back-Mechanismus sind, aus dem Reaktionsgleichgewicht 

entfernt werden (De La Haba und Cantoni, 1958; Walker und Duerre, 1975). 

Eine Übersicht über die Stoffwechselwege von SAH, Adenosin und 

Homocystein findet sich in Abbildung 3. 
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Abb. 3: Übersicht über die Stellung der SAH-Hydrolase im Stoffwechsel 

1 Methionin-Adenosyl-

Transferase 

2  Methyltransferasen 

3 SAH-Hydrolase 

4 Betain-Homocystein-S-Methyl-

Transferase 

5 5-Methyltetrafydrofolat-

Homocystein-S-

Methyltransferase 

6 Adenosinkinase 

7 Adenosin-Desaminase 

8 Cystathionin-β-Synthase 

 

 

Das bei der Hydrolyse gebildete Homocystein kann auf zwei möglichen Wegen 

wieder in Methionin umgewandelt werden, entweder durch die Betain-

Homocystein-S-Methyltransferase (EC 2.1.1.5) (Skiba et al., 1982) oder durch 

die 5-Methyl-Tetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyltransferase (EC 2.1.1.13) 

(Utley et al., 1985). Letztere Reaktion benötigt als Koenzym Cobalamin und 

synthetisiert eine Methylgruppe de-novo. 

Aus Homocystein und Serin kann auch die irreversible Synthese von 

Cystathionin durch die Cystathionin-β-Synthase (E.C. 4.2.1.22) erfolgen, 
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dieser Stoffwechselweg ist ein wichtiges Stellglied in der Regulation des 

Methionin-Spiegels (Kraus et al., 1978).  

Ein Mangel dieses Enzyms ist die Ursache der Homocystinurie Typ I, die mit 

erhöhten Homocystein-Plasmaspiegeln (> 100 µmol/l), schwerer geistiger und 

psychomotorischer Retardierung, Augenerkrankungen (Myopie, Linsen-

luxation) und Störung der Thrombozytenaggregation (Thromboseneigung) 

einhergeht (Mudd et al, 1985). 

Ein erhöhter Plasmaspiegel an Homocystein wird seit einigen Jahren als 

Risikofaktor für die Entwicklung vaskulärer Erkrankungen (koronare Herz-

krankheit, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Schlaganfälle und venöse 

Thrombosen) angesehen (Nygard et al, 1997). 

 

Das bei der Hydrolyse gebildete Adenosin kann zum einen durch die 

Adenosindesaminase (ADA) (EC 3.5.4.4) zu Inosin abgebaut und zum 

anderen durch die Adenosinkinase (EC 2.7.1.20) zu AMP phosphoryliert 

werden (Fox und Kelley, 1978). Wird die intrazelluläre Funktion der ADA 

primär oder sekundär durch pharmakologische Hemmung gestört, steigt die 

intrazelluläre Konzentration an Adenosin an. Der autosomal rezessiv vererbte 

ADA-Mangel verursacht einen schweren Immundefekt (Giblett et al., 1972), da 

der ungestörte Purinabbau für die normale Reifung und Funktion des 

Immunsystems von großer Wichtigkeit ist (Hirschhorn, 1990). Die Zytotoxizität 

des Adenosins wird nur zum Teil durch eine adenosinmonophosphat-

vermittelte Hemmung der Pyrimidin-Synthese erklärt (Aranow, 1961; 

Hershfield und Kredich, 1978). In Lymphoblasten konnte nachgewiesen 

werden, dass Adenosin durch eine Hemmung der SAH-Hydrolyse und eine 

dadurch verminderte DNA-und RNA-Methylierung zytotoxisch wirkt (Kredich 

und Martin, 1977, Kredich und Hershfield, 1979).  

 

Die Existenz adenosinbindender Proteine im Cytosol wurde von Osswald et al. 

(1977; 1980) postuliert, da der Gewebsgehalt von Adenosin in der Niere unter 

physiologischen Bedingungen bei etwa 5 nmol/g Feuchtgewicht liegt. Bei 

extrazellulärer Kompartimentalisierung dieser Menge würde die 



  Einleitung 

 10 

hämodynamisch wirksame Konzentration des Adenosins (Haas und Osswald, 

1981) weit überschritten. Freies Adenosin wird jedoch in der Zelle mit einer 

Halbwertszeit von wenigen Sekunden durch die ADA abgebaut (Fox und 

Kelley, 1978), was aber durch Bindung an intrazelluläre Proteine verhindert 

werden kann. 

 

Chambaut et al. (1971) beschrieben erstmals ein Protein aus Rattenleber, das 

cyclisches Adenosin-3´,5´-monophosphat (cAMP) binden konnte, bei 9 S 

sedimentierte und nicht mit bisher bekannten cAMP-bindenden Proteinkinasen 

übereinstimmte. Ähnliche Proteine, die neben cAMP auch Adenosin banden, 

wurden später aus Kaninchenerythrozyten (Yuh und Tao, 1974), Mäuseleber 

(Døskeland und Ueland 1975), Rinderleber (Sugden und Corbin, 1976), 

Rinder-Nebennierenrinde (Døskeland und Ueland 1977) und Dictyostelium 

discoideum (De Gunzburg und Veron, 1981) isoliert. 

Die Funktion dieser adenosinbindenden Proteine blieb unklar, bis Hershfield 

und Kredich (1978) derartige Proteine aus menschlicher Plazenta und 

Lymphoblasten als SAH-Hydrolase identifizierten. In den folgenden Jahren 

gelangen weitere Enzymaktivitätsnachweise (Saebø und Ueland, 1978; De 

Gunzburg et al., 1983).  

 

Die Bindung des Adenosins an die SAH-Hydrolase bewirkt eine Reduktion des 

enzymgebundenen NAD+ und überführt das Enzym in eine „geschlossene“ 

Form (Abeles et al. 1982, Hu et al., 1999). Diese Enzymform ist enzymatisch 

inaktiv, behält aber dennoch die Fähigkeit, Adenosin mit hoher Affinität zu 

binden (Porter und Boyd, 1992; Kloor et al., 2000).  

Durch Markierung mittels 8-Azido-3H-Adenosin untersuchten Kloor et al. 

(2003a) die Adenosin-Bindungsstellen sowohl der nativen SAH-Hydrolase als 

auch rekonstituierter Enzymformen mit definierten NAD+/NADH-Verhältnissen.  

Die native SAH-Hydrolase wies zwei Adenosin-Bindungsstellen mit 

unterschiedlichen Affinitäten auf, wohingegen die reine NADH-Form und die 

reine NAD+-Form nur eine einzige Bindungsstelle besaßen. Die hochaffine 

Bindungsstelle der NADH-Form (KD = 48 nM) wurde in der NAD+-bindenden 
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Domäne des Enzyms lokalisiert und die niedrigaffine Bindungsstelle der NAD+-

Form (KD = 5 µM) im Bereich des katalytische Zentrums. 

Die intrazelluläre Bindung des Adenosins an die SAH-Hydrolase, die 

Adenosin-Sequestration, bietet Schutz vor Desaminierung zu Inosin (Saebø 

und Ueland, 1979) und erklärt den hohen Adenosin-Gewebsgehalt der Nieren 

(Kloor et al., 1996). Möglicherweise könnte auch die intrazelluläre cAMP-

Konzentration durch Bindung an die SAH-Hydrolase moduliert werden 

(Døskeland und Øgreid, 1981). 

Pro Mol Enzym werden 2 Mol Adenosin (Kloor et al., 2000) und 0,025 Mol 

cAMP (Kloor et al., 2002) gebunden. In früheren Studien wurden Belege für 

zwei unterschiedliche Bindungsstellen für cAMP und Adenosin an der SAH-

Hydrolase gefunden (Yuh und Tao, 1974; Sudgen und Corbin, 1976; Ueland 

und Døskeland, 1977 und 1978). Andere Studien vermuteten eine 

gemeinsame Bindungsstelle (Hershfield und Kredich, 1978; Aiyar und 

Hershfield, 1985; Kloor et al., 2002). 

 

Cyclisches 3´,5´-Adenosinmonophosphat (cAMP) war der erste identifizierte 

second messenger (Rall et al., 1957; Sutherland und Rall, 1958; Lipkin et al., 

1959). Seine Bildung aus ATP durch die Adenylat-Cyclase (E.C. 4.6.1.1) (Rall 

und Sutherland, 1962) steht unter der stimulierenden oder hemmenden 

Kontrolle von G-Proteinen (Walsh et al., 1968). Eine Vielzahl extrazellulärer 

Signale von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Neurotransmittern entfalten 

über cAMP ihre intrazelluläre Wirkung (Sutherland, 1972), die durch den 

Abbau des cAMP durch die Phosphodiesterase (E.C. 3.1.4.17) beendet wird 

(Butcher und Sutherland, 1962). Dieser Abbau wird durch methylierte Xanthine 

wie Coffein oder Theophyllin gehemmt (Butcher und Sutherland, 1962).  

Im Jahre 1968 beschrieben Walsh et al. erstmals eine cAMP-abhängige 

Proteinkinase (PK), auf die cAMP als allosterischer Aktivator wirkt. Die 

Proteinkinase besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten, die als Komplex 

mit zwei regulatorischen Untereinheiten inaktiv sind. Bindet cAMP an die 

regulatorischen Untereinheiten, werden die katalytischen Untereinheiten in 

ihrer aktiven Form freigesetzt (Døskeland und Øgreid, 1981). Sie können nun 
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intrazellulär oder im Nukleus Prozesse durch Phosphorylierung von Proteinen 

beeinflussen (Kopperud et al., 2003). 

Lange Zeit schien der Weg der Signaltransduktion über die PK alle cAMP-

vermittelten Effekte bei Säugetierzellen erklären zu können. Es gibt jedoch 

Forschungsergebnisse, welche die Existenz weiterer, PK-unabhängiger Wege 

nahe legen. 

Der second messenger cAMP bindet auch an die Proteine Epac 1 und Epac 2, 

wodurch die G-Proteine Rap1 und Rap 2 aktiviert werden (Altschuler et al., 

1995; De Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Diese G-Proteine sind 

unter anderem an Zellproliferation (Altschuler und Ribeiro-Neto, 1998) und 

Zelldifferenzierung (York, 1998) beteiligt. 

Neueste Erkenntnisse über die embryonale Entwicklung retinaler Neuronen 

könnte auf die Exsistenz eines weiteren cAMP-abhängigen Mechanismus 

hinweisen. Unabhängig von PK und Epac/Rap führt eine erhöhte cAMP-

Konzentration in diesen Neuronen zu Alpha-6-beta-Integrin-abhängiger 

Neuritenaussprossung (Ivins et al., 2004). 

Außerdem verfügt eine heterogene Gruppe von Ionenkanälen in der COOH-

terminalen Region über eine cAMP-Bindungsstelle. Zu diesen Ionenkanälen 

zählen cyclic nucleotide-gated (CNG) channels und hyperpolarization-

activated cation (HAC) channels.  

Die CNG-Kanäle öffnen sich nach der Bindung von cAMP oder cyclischem 

3´,5´-Guanosinmonophosphat (cGMP) und sind unselektiv für Kationen 

durchlässig. Sie sind unter anderem an der Signaltransduktion in sensorischen 

Zellen beteiligt, wurden jedoch später auch in zahlreichen anderen Organen 

nachgewiesen (Kaupp und Seifert, 2002). 

Die HAC-Kanäle tragen zur spontanen rhythmischen Aktivität in 

Schrittmacherzellen des Herzens und des Zentralen Nervensystems bei. Die 

Bindung des cAMP führt zu einer schnelleren und vollständigeren Öffnung der 

HAC-Kanäle nach der Repolarisationsphase des Aktionspotentials und 

beschleunigt auf diese Weise die Rhythmogenese (Ludwig et al., 1998; 

Wainger et al., 2001). 

Bei Amöben und Prokaryonten sind weitere cAMP-vermittelte Effekt bekannt. 



  Einleitung 

 13 

Die Amöbe Dictyostelium discoideum exprimiert auf ihrer Oberfläche einen 

cAMP-Rezeptor, der an der Regulation ihrer Entwicklung beteiligt ist (Klein et 

al. 1988). 

Bei Prokaryonten wie Escherichia coli ist cAMP an der Transkriptionskontrolle 

katabolit-sensitiver Operons beteiligt, die durch ein cAMP-bindendes Protein 

(Catabolite-Activator-Protein (CAP)) vermittelt wird (Emmer et al., 1970).  

CAP bindet in Anwesenheit von cAMP an bestimmte DNA-Abschnitte und 

steigert deren Transkription. 

Die cAMP-Bindungsstellen verschiedener cAMP-bindender Proteine vom CAP 

aus Escherichia coli bis zu Epac und HAC weisen strukturelle Homologien und 

übereinstimmende Aminosäuresequenzen auf (Dremier et al. 2003). 

Mittels Bioinformatik können so die bekannten Sequenzen anderer Proteine 

auf potentielle cAMP-Bindungsstellen durchsucht werden, deren Bedeutung 

danach jedoch noch weiter geklärt werden muss. 

1.2 Eigene Fragestellung 

 
Wenn die Adenosin-Bindungsstellen der SAH-Hydrolase vom Verhältnis des 

Kofaktors NAD+/NADH abhängig sind, stellt sich nun die Frage, inwieweit der 

Kofaktor NAD+/NADH auch die cAMP-Bindungsstelle der SAH-Hydrolase 

beeinflusst. 

Zur Klärung dieser Frage wurden folgende Untersuchungen durchgeführt, die 

Gegenstand dieser Arbeit sind: 

1. Herstellung von Enzymformen mit definierten NAD+/NADH-

Verhältnissen. 

2. Bestimmung des zeitabhängigen Bindungsverhaltens von 3H-cAMP 

an die verschiedenen Enzymformen. 

3. Bestimmung der Dissoziationskonstanten und der maximalen 

Bindungskapazitäten der verschiedenen Enzymformen. 

4. Untersuchung der Interferenz der 3H-cAMP-Bindung mit Adenosin-

Analoga. 

5. Bestimmung der cAMP-Bindungsstellen an der SAH-Hydrolase 

mittels 8-Azido-3H-cAMP. 
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2 Untersuchungsgut und Methoden 
 

2.1 Das Enzym SAH-Hydrolase 

 
Als Untersuchungsgut diente hochgereinigte SAH-Hydrolase aus Rindernieren.  

Das Enzym wurde von Renate Riehle aus der Arbeitsgruppe PD Dr. D. Kloor 

gereinigt. 

Für die Durchführung der hier vorgestellten Versuche wurde Enzym aus 

insgesamt drei Reinigungen verwendet. Bei einer der Reinigungen hatte ich 

Gelegenheit zu assistieren und konnte auf diese Weise mein Verständnis für die 

Isolierung von Proteinen mit klassischen chromatographischen Methoden 

vertiefen. 

 

2.1.1 Reinigung des Enzyms 

 
Eine ausführliche Darstellung des Reinigungsvorganges ist in der Publikation von 

Kloor et al. (1996) beschrieben. 

Die Rindernieren von frisch geschlachteten Tieren wurden im Schlachthaus 

erworben und auf Eis gelagert ins Labor transportiert. Dort wurden alle 

Reinigungsschritte bei 4°C durchgeführt. 

Nach den einzelnen Schritten wurde die Enzymaktivität gemessen. Diejenigen 

Fraktionen, in denen Enzymaktivität nachweisbar war, wurden dem nächsten 

Reinigungsschritt unterzogen. 

 

Im folgenden werden die einzelnen Reinigungsschritte kurz zusammengefasst: 

Die Nieren wurden in einem Gerätemixer (Waring-Blendor) in 50 mM 

Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) mit 1 mM DTT, 1 mM EDTA und 10 µM PMSF im 

Verhältnis 1:2 homogenisiert und anschließend 45 min bei 20.000 g und 4°C 

zentrifugiert. Die im Überstand enthaltenen zytosolischen Proteine wurden mit 

50%igem Ammoniumsulfat (29,1g [NH4]2SO4/100ml) gefällt und 60 min bei 
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26.000g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 mM Tris/HCl-Puffer (pH 

7,5), 1 mM DTT und 1 mM EDTA gelöst und gegen denselben Puffer dialysiert. 

Durch die Weiterverarbeitung mittels Säulenchromatographie wurde aus dem 

Proteingemisch ein nahezu hochgereinigtes Enzym isoliert. Dazu wurden vier 

verschiedene Säulen verwendet: DEAE-Cellulose, DEAE-Sepharose® Fast Flow, 

Hydroxylapatit Sepharose und Aminohexyl-Sepharose. 

Nach jedem Durchlauf über eine Säule wurden die Fraktionen, in denen 

Enzymaktivität nachweisbar war, vor dem nächsten Schritt dialysiert. Nach einer 

Aufkonzentration im AMICON-Proteinkonzentrator erfolgte die Endreinigung durch 

Gelfiltration mittels HiLoad Superdex™ 200. 

Fraktionen, die Enzymaktivität enthielten, wurden nach der Bestimmung der 

Proteinkonzentration aliquotiert und bei –20°C bis zum weiteren Gebrauch 

aufbewahrt. 

 

2.1.2 Überprüfung der Reinheit des Enzyms 

 
Nach dem letzten Reinigungsschritt wurde der Reinheitsgrad der einzelnen 

Fraktionen mittels SDS-PAGE (Nartiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-

Elektrophorese) gemäß der von Laemmli (1970) beschriebenen Methode 

überprüft. 

Als Standards wurden Referenzproteine mit einem Molekulargewicht von 6,5 kD 

bis 200 kD verwendet.  

 

2.1.2 Messung der Enzymaktivität 

 
Die Enzymaktivität der SAH-Hydrolase wurde in hydrolytischer Richtung mit Hilfe 

des Harnsäuretests gemessen. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 4 

dargestellt. Während 3 Minuten wurde bei 292 nm photometrisch die Extinktions-

zunahme der Harnsäurekonzentration in der Küvette gemessen.  

Der Reaktionsnachweis erfolgte in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,4) und 

enthielt: 1 mM S-Adenosylhomocystein (SAH), 1 U Adenosindesaminase (ADA), 
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0,1 U Nukleosid-Phosphorylase (NP) und 0,1 U Xanthinoxidase (XOD). Die 

Messung erfolgte in einem Volumen von 1 ml bei 20°C. 

 

 
 

Abb. 4: Reaktionsschema des Harnsäuretestes zum Nachweis der Enzymaktivität 

der SAH-Hydrolase in hydrolytischer Richtung. 

 

2.1.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 

 
Die Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) 

bestimmt, wobei Rinderalbumin als Standard verwendet wurde. 

 

2.1.4 Herstellung des Apoenzyms und Rekonstitution der SAH-
Hydrolase 

 
Natives Enzym enthält als Kofaktor gebundenes Nikotinamiddinukleotid, das 

hauptsächlich in oxidierter Form NAD+, aber auch zu einem geringen Teil in 

reduzierter Form NADH vorliegt. Die Angaben über den gebundenen NADH-Anteil 

der SAH-Hydrolase reichen von ca. 10 - 15% NADH (Abeles et al, 1982, De La 

Haba et al., 1986) und 21% NADH (Hershfield et al., 1985a) bis hin zu Werten von 

43% NADH (Narayanan und Borchardt, 1988). 

 

Um den Einfluss des Kofaktors auf die cAMP-Bindung zu untersuchen, wurden 

Enzymformen hergestellt, die entweder nur NAD+ oder nur NADH gebunden 
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hatten. Diese Enzymformen werden im folgenden als NAD+-Form und als NADH-

Form bezeichnet.  

Um diese Formen herzustellen, musste zunächst der an das native Enzym 

gebundene Kofaktor entfernt werden. De La Haba et al. (1986) beschrieben eine 

Methode, die SAH-Hydrolase durch Inkubation mit hochmolaren Konzentrationen 

von ATP, Mg2+ und KCl in ein enzymatisch inaktives Apoenzym zu überführen. 

Diese Methode wurde leicht modifiziert angewendet. 

 

Das in PBS gelagerte Enzym wurde mit 15 mM Tris/25 mM Hepes-Puffer (pH 7,4) 

umgepuffert. Für diesen Arbeitsschritt wurde der AMICON-Protein-Konzentrator 

mit einem YM 30-Filter verwendet. Dieser Filter hält Moleküle mit einem 

Molekulargewicht > 30.000 D zurück. 

Die Reduktionslösung zur Entfernung des Kofaktors bestand aus 1,5 M KCl, 80 

mM MgCl2 x 6H2O, 80 mM ATP in 15 mM Tris/25 mM Hepes-Puffer (pH 7,4). 

Nach Messung der Proteinkonzentration und der Enzymaktivität wurde das Enzym 

mit 100 µl Reduktionslösung/mg Protein während 90 min bei 37°C inkubiert. 

Nach 90 min wurde die Enzymaktivität gemessen und gegebenenfalls bei noch 

vorhandener Aktivität die Inkubationszeit auf 150 min verlängert oder eine geringe 

Menge an Reduktionslösung (50 - 100 µl) zugegeben, bis keine Enzymaktivität 

mehr nachweisbar war. 

Um den gelösten Kofaktor und die reduzierenden Agenzien zu entfernen, wurde 

das Inkubationsgemisch mit 15 mM Tris/25 mM Hepes (pH 7,4) dialysiert. 

Je Milliliter aufkonzentrierter Lösung wurde nun 100 µl 10 mM NADH-Lösung bzw. 

100 µl 10 mM NAD+ zugegeben. Während der folgenden 90 min Inkubationszeit 

bei Raumtemperatur rekonstituiert sich das Apoenzym durch Bindung von NAD+ 

bzw. NADH zu einem Tetramer. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Enzymaktivität gemessen. Die NAD+-

Form des Enzyms zeigt eine sehr hohe Enzymaktivität (Hershfield, 1985a; Kloor et 

al., 2003a), im Gegensatz zur fehlenden Enzymaktivität der NADH-Form (Kloor et 

al., 2000). Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die 

Enzymlösungen aliquotiert und bei –20°C bis zum weiteren Gebrauch aufbewahrt. 
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2.2 Der Radioligand 3H-cAMP 

 
Die Messung der Quantität eines Stoffes wird durch die Verwendung seines 

radioaktiv markierten Isotops ermöglicht.  

In den dargestellten Versuchen wurde 3H-cAMP (cyclisches [2,8-3H]-Adenosin-

3´,5´-monophosphat) mit einer spezifischen Konzentration von 32,1 Ci/mmol 

(1188 GBq/mmol) verwendet. Es verhält sich biologisch identisch zu unmarkiertem 

cAMP. Der verwendete Radioligand befand sich in einer Konzentration von 31,15 

µM 3H-cAMP in einer Alkohol-Wasser-Lösung (1:1). Diese Lösung wird im 

Folgenden als Urtracer bezeichnet. 

 

Die Tritiumatome sitzen an den Positionen C2 und C8 des Adenosin-Anteils. Die 

Strukturformel des 3H-cAMP ist in Abbildung 5 dargestellt. 

Tritium ist ein reiner β-Strahler. Seine Halbwertszeit beträgt 12,26 Jahre. Die 

Ausgangsaktivität des Urtracers nimmt also während der Versuchsdauer nicht 

wesentlich ab. Die Strahlung hat eine maximale Energie von 0,018 MeV. In der 

Luft beträgt ihre Reichweite nur wenige Millimeter.  

In Hinsicht auf den Strahlenschutz ist der gefahrlose Umgang mit dem 

radioaktiven Material relativ einfach zu bewerkstelligen. Bei sorgfältigem Arbeiten 

wird ein ausreichender Arbeitsschutz bereits durch Latex-Handschuhe und 

Laborkittel ermöglicht. Eine Abschirmung oder spezielle Schutzkleidung sind nicht 

notwendig. Um eine mögliche Kontamination von Geräten und Arbeitsflächen zu 

überprüfen werden Wischtests durchgeführt. 
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Abb. 5: Strukturformel des [2,8 - 3H]-cAMP. Die Tritiumatome an Position C2 und 

C8 sind fett hervorgehoben. 

 

 

2.3 Untersuchte Kompetitoren 

 
Die untersuchten Substanzen sind strukturelle Modifikationen des Adenosins. 

Adenosin ist ein Nukleosid, das aus einer Purinbase, dem Adenin, und aus einem 

Zucker, der Ribose, besteht. Adenin und Ribose sind N-glykosidisch miteinander 

verknüpft. Abbildung 6 zeigt die Strukturformel des Adenosins.  

Zur Unterscheidung von der Bezifferung der Kohlenstoffatome der Base mit 

einfachen Ziffern 1 - 9 werden die C-Atome des Zuckers mit 1´-5´ bezeichnet. 
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Abb. 6: Strukturformel des Adenosins. 

 

 

Vergleicht man die Struktur der Adenosin-Analoga mit der Struktur des Adenosins, 

so lassen sich die Substanzen in folgende Kategorien einteilen: 

 

2.3.1 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin 

 

Tab.1: Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin 

 

Substanz Abkürzung Eigenschaft 

2-Chloroadenosin  A1-Rezeptor-Agonist 

N6-Cyclohexyladenosin CHA A1-Rezeptor-Agonist 

R(-)-N6-(2-Phenylisopropyl)-

Adenosin 

R-PIA  A1-Rezeptor-Agonist 

N6-Methyladenosin   



    Untersuchungsgut und Methoden 

 21 

2-Chloroadenosin (Abb. 7B) besitzt ein zusätzliches Chloratom an Position C2. 

Alle anderen Analoga sind an Position N6 modifiziert. N6-Methyladenosin (Abb. 

7A) ist ein kompetitiver Inhibitor der SAH-Hydrolase mit einem Ki-Wert von 190 µM 

(Guranowski et al., 1981). Es dient der SAH-Hydrolase auch als Substrat zur 

Synthese von N6-Methyl-Adenosyl-Homocystein (Hoffman, 1979). 
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Abb. 7: Strukturformeln von N6-Methyladenosin (A), 2-Chloroadenosin (B), R-PIA 

(C) und N6-Cyclohexyladenosin (D). 
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2.3.2 Adenosin-Analoga mit Modifikationen an der Ribose 

 

Tab. 2: Adenosin-Analoga mit Modifikationen an der Ribose 

 

Substanz Abkürzung Eigenschaft 

5´-N-Ethylcarboxamidoadenosin NECA A2-Rezeptor-Agonist 

5´-(N-Cyclopropyl)-

Carboxamidoadenosin 

CPCA A2-Rezeptor-Agonist 

5´-Amino-5´-Desoxyadenosin   

2´-Desoxyadenosin  Natürl. vorkommendes 

Analogon 

Adenin-9-β-D-Arabinofuranosid 

=Vidarabin 

ARA-A  

Adenosin-2´,3´-Dialdehyd   

Adenin Ade Base 

 

Die beiden A2-Rezeptor-Agonisten NECA (Abb. 8B) und CPCA (Abb. 8A) sind an 

Position C5´ modifiziert. Ebenso 5´-Amino-5´-Desoxyadenosin (Abb. 8C), bei dem 

die C5´-OH-Gruppe durch eine Aminogruppe ersetzt wurde.  

2´-Desoxyadenosin (Abb. 9A) und ARA-A (Abb. 9B) sind Analoga mit 

Modifikationen an C2´. 

Als physiologisches Abbauprodukt im DNA-Stoffwechsel findet sich 2´-

Desoxyadenosin in allen Zellen. Es inaktiviert die SAH-Hydrolase in einem 

irreversiblen zeitabhängigen Prozess. Der inaktivierende Mechanismus zeigt 

Parallelen zum normalen katalytischen Mechanismus. 2´-Desoxyadenosin wird 

durch enzymgebundenes NAD+ zu 3´-Keto-2´-Desoxyadenosin oxidiert, welches 

Adenin freisetzt. Dabei wird NAD+ irreversibel zu NADH reduziert und das Enzym 

inaktiviert (Abeles et al., 1982, De La Haba et al., 1986).  

Bei ARA-A wurde der Ribose-Anteil durch einen anderen Zucker, die Arabinose 

ersetzt. Die Hydroxylgruppen an C2´und C3´ dieses Zuckers stehen in der 

Haworth-Formel in trans, das heißt abwechselnd oben und unten (Abb. 9B).  
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ARA-A hat onkostatische und virostatische Eigenschaften und ist ein irreversibler 

Hemmstoff der SAH-Hydrolase (Helland und Ueland, 1982). 

 

An den Positionen C2´ und C3´ der Ribose des Adenosin-2´,3´-Dialdehyds (Abb. 

9C) befinden sich Aldehyd-Gruppen. Dadurch ist der Ribose-Ring geöffnet. Es ist 

ein potenter kompetitiver Inhibitor und irreversibler Inaktivator der SAH-Hydrolase 

mit einem Ki-Wert von 3 nM (Chiang, 1998). 

Adenin ist als Purinbase Baustein zahlreicher wichtiger Verbindungen. Es ist ein 

kompetitiver Hemmstoff der SAH-Hydrolase, die in der Literatur angegebenen Ki-

Werte variieren von 3 µM (Chiang, 1998) über 9 µM (Kim et al 1983) bis hin zu 15 

µM (Kloor et al., 1996). In höheren Konzentrationen wirkt Adenin wie Adenosin 

zytotoxisch (Aranow, 1961). 
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Abb. 8: Strukturformeln von CPCA (A), NECA (B)  

und 5´-Amino-5´-Desoxyadenosin (C). 
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Abb. 9: Strukturformeln von 2´-Desoxyadenosin (A), ARA-A (B) 

und Adenosin-2´,3´-Dialdehyd (C). 

 

2.3.3 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin und an der 
Ribose 

 

 
Tab. 3: Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin und an der Ribose 

 

Substanz Abkürzung Eigenschaft 

Theophyllin =1,3-Dimethylxanthin Theophyllin A1-Rezeptor-Antagonist 

8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthin DPCPX A1-Rezeptor-Antagonist 

2-(p-(2-Carboxyethyl) 

Phenethylamino)-5´-N-

Ethylcarboxamidoadenosin-

Hydrochlorid =CGS-21680 

CGS A2-Rezeptor-Agonist 

 

CGS (Abb. 11) wurde aus NECA weiterentwickelt, um die Spezifizität der 

agonistischen Wirkung auf Purinrezeptoren zu erhöhen. Die Substanz ist an den 

Positionen C2 und C5´ modifiziert. Theophyllin (Abb. 10A) und DPCPX (Abb. 10B) 

sind Xanthin-Derivate. Xanthin ist ein Abbauprodukt der Purinbasen. Sie besitzen 
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keinen Ribose-Anteil und sind 2,6-Dihydroxypurin-Verbindungen, die am Purinring 

modifiziert sind. 

Die pharmakologische Wirkung des Theophyllins ist hauptsächlich auf die 

Blockade von Adenosin-Rezeptoren zurückzuführen. Es erhöht außerdem die 

intrazellulären cAMP-Spiegel durch Hemmung der Phosphodiesterase. 

Therapeutischen Einsatz findet es als Bronchospasmolytikum bei mittelschwerem 

und schwerem Asthma. Weitere Wirkungen durch die A1-Blockade sind 

Psychostimulation, positiv inotrope und chronotrope Wirkung am Herzen, sowie 

Steigerung der Diurese und der Magensäuresekretion (Starke, 2001). 
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Abb. 10: Strukturformeln von Theophyllin (A) und DPCPX (B). 
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Abb. 11: Strukturformel von CGS 
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2.4 Theoretische Grundlagen 

 

2.4.1 Prinzip der spezifischen Bindung 

 
Ein Rezeptor und sein an ihn bindender Ligand bilden einen Komplex: den 

Rezeptor-Liganden-Komplex. Das gilt in gleicher Weise für Enzym und Substrat 

bei einer durch ein Enzym katalysierten Reaktion.  

Für diese Wechselwirkung gilt das Massenwirkungsgesetz. Es kann mit folgender 

Gleichung (1) dargestellt werden: 

[R] + [L]  k+1 D k-1  [RL]  (1) k+1/k-1 = Geschwindigkeitskonstanten 

[R],[L],[RL] =Stoffkonzentrationen 

 

Dabei verläuft die Assoziation mit der Geschwindigkeit: 

v = k+1 [R] [L] (2) k+1= Geschwindigkeitskonstante für die  

Assoziation 
Für die Dissoziation gilt gleichermaßen: 

v = k–1 [RL] (3) k–1= Geschwindigkeitskonstante für die  

Dissoziation 

 

Da die Bildung des Komplexes reversibel erfolgt, stellt sich ein 

Gleichgewichtszustand zwischen Assoziation und Dissoziation ein. Man kann die 

Gleichgewichtskonstante bzw. Dissoziationskonstante KD folgendermaßen 

berechnen: 

 

k+1 [R] [L] = k–1 [RL] = KD  

 

k–1 [R] [L] 
KD = ——— = ———   (4) 

k+1 [RL] 
 

Der KD-Wert beschreibt also das Verhältnis von Rezeptor und Ligand im 

Reaktionsgleichgewicht. 
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Die insgesamt eingesetzte Menge an Rezeptoren [Rt] setzt sich zusammen aus 

unbesetzten Rezeptoren [R] und besetzten Rezeptor-Liganden-Komplexen [RL].  

Die maximale Bindungskapazität Bmax ist dann erreicht, wenn alle Bindungsstellen 

besetzt sind und alle Rezeptoren [Rt] als Komplex gebunden vorliegen, also sind 

[Rt] und Bmax gleichzusetzen: 

 

Bmax = [Rt] = [R] + [RL] 

oder umgeformt:  

[R]= Bmax - [RL]    (5) 

 

Ist die maximale Bindungskapazität zur Hälfte erreicht, so liegen gleiche 

Konzentrationen an freien und gebundenen Rezeptoren vor:  

Bei ½ Bmax gilt: [R] = [RL].  

Aus Gleichung (4) ergibt sich damit: KD = [L]. 

Daraus lässt sich zum einen ableiten, dass der KD-Wert derjenigen 

Ligandenkonzentration entspricht, bei der die Hälfte der Rezeptorbindungsstellen 

besetzt ist. Er besitzt demnach die Dimension einer Stoffkonzentration und wird in 

Mol angegeben. Zum anderen wird deutlich, dass die Dissoziationskonstante ein 

Maß für die Affinität des Liganden zu seinem Rezeptor ist. Ein hoher KD-Wert 

bedeutet, dass hohe Ligandenkonzentrationen benötigt werden, um die Hälfte der 

Rezeptoren zu sättigen. Der Ligand weist also eine niedrige Affinität zu seinem 

Rezeptor auf. Bei einem geringen Wert liegt analog dazu eine hohe Affinität vor. 

Bei KD-Werten kleiner 10 nM spricht man schließlich von einer hochaffinen 

Bindung. 

Die schrittweise Erhöhung der Ligandenkonzentration führt dazu, dass immer 

mehr Bindungsstellen am Rezeptor besetzt werden, und sich [RL] immer näher an 

Bmax annähert, bis schließlich alle Rezeptoren als Komplex vorliegen und die 

Sättigung erreicht ist. Diese Sättigbarkeit ist eine charakteristische Eigenschaft der 

spezifischen Bindung zwischen einem Rezeptor und seinem Liganden.  

Die Sättigungskurve beschreibt eine Hyperbel, die sich aus [RL] auf der 

Ordinatenachse als Funktion der Ligandenkonzentration auf der Abszissenachse 

bildet und die sich asymptotisch an Bmax annähert. 
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Die Gleichung (7), die durch die Sättigungskurve graphisch dargestellt wird, ergibt 

sich nach mehreren Schritten:  

Zunächst wird Gleichung (5) eingesetzt in Gleichung (4): 

 
(Bmax - [RL]) [L] 

KD   = ————————    (6) 
[RL] 

 

aus Gleichung (6) ergibt sich dann durch Umformung: 

 

Bmax [L] 
[RL] = ————     (7) 
 KD + [L]  

 

Der KD-Wert ist eine charakteristische Konstante für einen gegebenen Rezeptor, 

also von der eingesetzten Rezeptorkonzentration unabhängig. 

Der KD-Wert lässt sich nach Gleichung (7) bestimmen, aus der Sättigungskurve 

graphisch ermitteln oder mit Hilfe der Geschwindigkeitskonstanten k+1 und k–1 

berechnen (Gleichung (4)). 

 

2.4.2 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 

 
Die Geschwindigkeitskonstante k+1 stellt, wie der KD-Wert, ein Maß für die Affinität 

des Liganden dar und charakterisiert die zeitabhängige Assoziation zwischen 

Rezeptor und Ligand, die einer hyperbolen Kinetik (ON-Kinetik) folgt. 

Die zeitabhängige Dissoziation durch Zugabe von unmarkiertem Liganden im 

Überschuss erfolgt klassischerweise in Form einer absteigenden e-Funktion (OFF-

Kinetik). Deren Geschwindigkeitskonstante k–1 ist ein Maß für die Reversibilität der 

Bindung. 

Um die beiden Geschwindigkeitskonstanten zu bestimmen, werden die 

spezifische Bindung des Liganden im Gleichgewicht (B(eq)) und die spezifische 

Bindung zum Messzeitpunkt (t) (B(t)) zueinander in Beziehung gesetzt und 

logarithmisiert.  
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Für die Assoziationsversuche wird dafür Gleichung (8) und für die 

Dissoziationsversuche Gleichung (9) angewandt. 

    B(eq)  
x = ln —————  (8) 

B(eq) – B(t) 

 

    B(t) 
x = - ln ———   (9) 
               B(eq) 

 

 

Werden diese x-Werte in ein Diagramm in Abhängigkeit von der Zeit (t) 

aufgetragen, ergeben sich Geraden, deren Steigungen den Konstanten kob (aus 

Gleichung (8)) und k-1 (aus Gleichung (9)) entsprechen. 

Aus kob, der beobachteten Assoziationskonstante kann nun mit Hilfe der 

Gleichung (10) k+1 berechnet werden. 

kob – k-1     
k+1 = ———    (10)  

[L] 

 

 

2.4.3 Transformation der Daten nach Scatchard 

 
Die Transformation der Daten nach Scatchard (1949) ermöglicht die Bestimmung 

der Anzahl der vorhandenen Bindungsstellen. Dabei werden auf der x-Achse die 

Menge an gebundenem Liganden und auf der y-Achse der Quotient von 

gebundenem und freiem Liganden aufgetragen. Ergeben die Daten eine Gerade, 

geht man von einer einzigen Bindungsstelle aus, lassen sich die Daten nur durch 

eine Kurve verbinden, weist der Rezeptor mehrere Bindungsstellen mit 

unterschiedlichen KD-Werten auf. 
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2.4.4 Hemmungsexperimente mit Kompetitoren 

 
Kompetitive reversible Hemmstoffe sind meist in ihrer Struktur dem Liganden nahe 

verwandt und können ebenfalls an die Bindungsstelle des Liganden am Rezeptor 

binden. Alle reversiblen Inhibitoren werden durch die Dissoziationskonstante Ki 

charakterisiert, die auch als Inhibitorkonstante bezeichnet wird und derjenigen 

Konzentration eines Inhibitors entspricht, bei der in Abwesenheit des Liganden die 

Hälfte der Bindungsstellen besetzt sind. 

In Hemmungsexperimenten wird der EC50-Wert bestimmt, der derjenigen 

Konzentration des Inhibitors entspricht, bei der die Hälfte des an den Rezeptor 

gebundenen Liganden verdrängt wurde. Der EC50-Wert wird von der eingesetzten 

Konzentration des Liganden beeinflusst. Mit Hilfe der Gleichung nach Cheng und 

Prusoff (1973) kann die Inhibitorkonstante Ki aus dem EC50-Wert, dem KD-Wert 

des Liganden und der eingesetzten Ligandenkonzentration [L] berechnet werden: 

 

EC50 
Ki =———————  

[L]  
(1 + ——)  

KD 

 

Die graphische Darstellung der Daten aus den Hemmungsexperimenten erfolgt 

durch Auftragung des Logarithmus der eingesetzten Kompetitor-Konzentration 

gegen die spezifische Bindung von 3H-cAMP an die SAH-Hydrolase in Prozent. 

Dadurch erhält man eine klassische sigmoidale „Konzentrations-Wirkungs-Kurve“. 

Konkurrieren die Substanzen um eine einzige Bindungsstelle und erfolgt eine 

Verdrängung des 3H-cAMP von 90%- auf 10%-Bindung innerhalb von 3 

Zehnerpotenzen der Kompetitor-Konzentrationen, so wird ein solcher 

Kurvenverlauf als monophasisch bezeichnet. 
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2.4.5 Rezeptorbindungsstudien mittels Radioliganden 

 
Rezeptoren lassen sich auf einfache und aussagekräftige Weise untersuchen, 

indem man Versuche mit radioaktiv markiertem Liganden durchführt (Bylund und 

Toews, 1993). Rezeptor und radioaktiver Ligand werden miteinander inkubiert und 

der an den Rezeptor gebundene Ligand wird gemessen. Zur Trennung des 

gebundenen vom ungebundenen Liganden wird ein Filter verwendet. 

Bei dieser Methode ist zu beachten, dass zwischen spezifischer und 

unspezifischer Bindung unterschieden werden muss. Gemessen wird die Summe 

aus beiden, die Gesamtbindung. 

Die spezifische Bindung ist definiert als Bindung an den Rezeptor, der untersucht 

werden soll. Die unspezifische Bindung umfasst jegliche andere Bindung, sei es 

an andere Stellen des Proteins, an den Glasfaserfilter oder an das Polyethylen-

imin. 

Um den Anteil der unspezifischen Bindung zu bestimmen, wird ein Parallelversuch 

mit Zugabe eines Überschusses an unmarkiertem Liganden durchgeführt. Durch 

die sehr viel höhere Konzentration bindet hauptsächlich unmarkierter Ligand an 

die spezifischen Bindungsstellen. 

Daher ist davon auszugehen, dass die in diesen Parallelversuchen gemessene 

Radioaktivität dem Anteil der unspezifisch gebundenen Liganden entspricht. Die 

spezifische Bindung ergibt sich dann aus der Differenz zwischen der 

Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung. 

 

2.5 Versuchsansätze  

 

2.5.1 Allgemeines 

 
Alle Versuche wurden in 1,5 ml Eppendorf-Gefäßen und bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Als Pufferlösung diente stets 50 mM Tris/ HCl-Puffer (pH 7,5). 

Die verschiedenen Formen der SAH-Hydrolase wurden je nach Proteingehalt der 

verwendeten Fraktion mit Puffer verdünnt, um einen Proteingehalt von 3 µg 
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Protein/100 µl Lösung herzustellen. Jeder Probe wurden 100 µl dieser 

Proteinlösung zugegeben.  

Die 3H-cAMP-Lösungen wurden entsprechend der jeweiligen Versuchsanordnung 

angesetzt. Die Verdünnungsfaktoren wurden ausgehend von der bekannten 

Konzentration des Urtracers von 31,15 µM 3H-cAMP berechnet. 

Das Lösungsmittelgemisch des Urtracers wurde bei 44°C im Trockenschrank 

verdampft und das nunmehr reine 3H-cAMP mit Puffer verdünnt.  

Um Doppelwerte bestimmen zu können, wurde jede Probe doppelt hergestellt. 

Das Volumen jeder Probe betrug stets 300 µl. Aus jeder Probe wurden 250 µl 

abfiltriert und die auf dem Filter zurückgebliebene Radioaktivität wurde in einem β-

Szintillationszähler in dpm gemessen.  

Die Versuche wurden mit allen drei Enzymformen (native SAH-Hydrolase, NADH-

Form, NAD+-Form) durchgeführt. 

 

2.5.2 Zeitabhängige Assoziation  

 
Bei der Durchführung der Assoziationsversuche wurde eine konstante Menge des 

Enzyms (10 µg/ml) über einen Zeitraum von 240 min mit einer gleichbleibenden 

Konzentration (20 nM) an 3H-cAMP inkubiert. Die erreichte Bindung des 3H-cAMP 

an das Enzym wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten während 0 - 240 min 

gemessen. Auf diese Weise lässt sich der zeitliche Verlauf der 

Gleichgewichtseinstellung zwischen Enzym und Ligand untersuchen. 

Für diesen Versuchsansatz wurde der Urtracer (3H-cAMP) 1:10 verdünnt, um eine 

300 nM 3H-cAMP-Lösung herzustellen. Daraus wurden pro Probe 20 µl 

entnommen, was einer Endkonzentration von 20 nM 3H-cAMP entspricht. 

Pipettiert wurden zunächst 180 µl Puffer und 20 µl 3H-cAMP-Lösung (300 nM), 

dann wurden 100 µl Proteinlösung (3 µg Protein) zugegeben. 

Die Inkubationszeit begann mit der Zugabe der Proteinlösung. Die ersten Proben  

(0 min) wurden sofort nach der Zugabe filtriert. Die weiteren folgten nach 1, 2, 5, 

10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 und 240 min. 
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2.5.3 Zeitabhängige Dissoziation 

 
Bei der Durchführung der Dissoziationsversuche wurde zunächst eine konstante 

Menge des Enzyms (10 µg/ml) während eines Zeitraumes von 60 min bzw. 120 

min mit einer gleichbleibenden Konzentration (20 nM) an 3H-cAMP inkubiert. 

Durch Zugabe einer konstanten Menge (150 µM) an nicht radioaktiv markiertem 

cAMP im Überschuss wurde das gebundene 3H-cAMP zur Abdissoziation aus der 

Bindung gebracht. Das verbliebene gebundene 3H-cAMP wurde zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten während 0 - 240 min nach Zugabe des kalten 

cAMP gemessen.  

Für diesen Versuchsansatz wurde der Urtracer (3H-cAMP) 1:10 verdünnt, um eine 

300 nM 3H-cAMP-Lösung herzustellen. Daraus wurden pro Probe 20 µl 

entnommen, was einer Endkonzentration von 20 nM 3H-cAMP entspricht. 

 

Zunächst wurden 130 µl Puffer, 20 µl 3H-cAMP-Lösung und 100 µl Proteinlösung 

für die jeweilige Inkubationszeit der Enzymform inkubiert.  

Für die native SAH-Hydrolase und die NADH-Form betrug die Inkubationszeit 2 

Stunden, für die NAD+-Form nur 1Stunde.  

Der Nullwert (0 min) enthielt 180 µl Puffer und wurde ohne Zugabe von kaltem 

cAMP sofort nach Ende der Inkubationszeit filtriert. Alle weiteren Proben wurden 

1, 2, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 und 240 min nach Zugabe von 50 µl 1 mM 

cAMP filtriert. 

 

2.5.4 Konzentrationsabhängige Sättigung 

 
Bei der Durchführung der Sättigungsversuche wurde eine konstante Menge  

(10 µg/ml) des Enzyms während eines Zeitraumes von 60 bzw. 120 min mit 

steigenden Konzentrationen (1 nM – 5 µM) von 3H-cAMP inkubiert.  

Um die unspezifische Bindung zu bestimmen, wurden in einem zweiten analogen 

Ansatz 40 µl Puffer durch 40 µl nicht markiertes cAMP ersetzt.  

Durch Zugabe von 40µl 2mM cAMP wurde eine Verdünnung des 3H-cAMP um 

den Faktor 1.000 – 200.000 erreicht. Bei der Zugabe von 40µl 1mM cAMP ergab 
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sich je nach Konzentrationsbereich eine Verdünnung um den Faktor 20 – 

100.000. 

Um die verschiedenen Formen der SAH-Hydrolase (nativ, NADH und NAD+) mit 

cAMP zu sättigen, wurden die in Tabelle 4 aufgelisteten unterschiedlichen 

Versuchsansätze durchgeführt: 

 

Tab. 4: Versuchsansätze für Sättigungsversuche  

 

Enzymform Konzentrationsbereich Bestimmung der 

unspezifischen Bindung 
mittels: 

SAH-Hydrolase nativ 1 nM-250 nM 40 µl 2 mM cAMP 

SAH-Hydrolase nativ 1 nM-500 nM 40 µl 1 mM cAMP 

SAH-Hydrolase/NADH 1 nM-250 nM 40 µl 2 mM cAMP 

SAH-Hydrolase/NADH 1 nM-500 nM 40 µl 1 mM cAMP 

SAH-Hydrolase/NADH 1 nM-5000 nM 40 µl 1 mM cAMP 

SAH-Hydrolase/NAD+ 1 nM-500 nM 40 µl 1 mM cAMP 

SAH-Hydrolase/NAD+ 1 nM-5000 nM 40 µl 1 mM cAMP 

 

Die variablen 3H-cAMP-Konzentrationen für die Sättigungsversuche wurden durch 

Verdünnung von Stammlösungen hergestellt. 

 

Für die Konzentrationsbereiche 1 nM – 250 nM bzw. 1 nM – 500 nM wurden 

folgende Stammlösungen angesetzt: 

Lösung 4: 1500 nM 3H-cAMP 

Lösung 3: 750 nM 3H-cAMP 

Lösung 2: 187 nM 3H-cAMP 

Lösung 1: 18 nM 3H-cAMP 

 

Je Milliliter Lösung 4 (1500 nM) wurden aus dem Urtracer 48,2 µl 3H-cAMP 

entnommen. Durch Zugabe von 1 ml 50 mM Tris/HCl Puffer (pH 7,5) erfolgte die 

erforderliche Verdünnung (1:21). 
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Die Herstellung eines Milliliters der Lösung 3 (750 nM) erfolgte gleichermaßen mit 

24,1 µl 3H-cAMP Urtracer und 1 ml Pufferlösung (Verdünnung 1:42). 

Lösung 2 (187 nM) entstand aus Lösung 3 durch 1:4-Verdünnung mit Puffer. 

Durch eine weitere Verdünnung der Lösung 2 ( Faktor 1:10) erhielt man Lösung 1 

(18 nM). 

 

Für den Konzentrationsbereich 1 nM - 5000 nM wurden folgende Stammlösungen 

angesetzt: 

Lsg.5: 15 µM 3H-cAMP 

Lsg.4: 1500 nM 3H-cAMP 

Lsg3: 750 nM 3H-cAMP 

Lsg.2: 180 nM 3H-cAMP 

Lsg.1: 18 nM 3H-cAMP 

 

Der Urtracer für die Stammlösungen 3 - 5 des Konzentrationsbereiches von 1 nM - 

5000 nM wurde im Verhältnis 1:10 mit kalter 31 µM cAMP-Lösung verdünnt.  

Dazu wurde nach dem Verdampfungsprozess das nunmehr reine 3H-cAMP in 

einer äquivalenten Menge an Puffer gelöst, die dem ursprünglich entnommenen 

Volumen an Urtracer entsprach. Diese Lösung wurde dann im Verhältnis 1:10 mit 

kalter 31 µM cAMP-Lösung verdünnt. Anschließend wurde mit Puffer bis zur 

gewünschten cAMP-Konzentration der Stammlösung verdünnt.  

Je Milliliter Lösung 5 wurden 50 µl Urtracer verdampft und in 50 µl Puffer gelöst. 

Diese Lösung wurde im Verhältnis 1:10 mit 450 µl 31 µM cAMP-Lösung verdünnt. 

Anschließend wurde mit 500 µl Puffer im Verhältnis 1:2 verdünnt, um eine 15 µM 

cAMP-Lösung zu erhalten. 

Je Milliliter Lösung 4 wurden analog dazu 4,8 µl Urtracer verdampft, in 4,8 µl 

Puffer gelöst, im Verhältnis 1:10 mit 43,2 µl 31 µM cAMP-Lösung verdünnt und 

anschließend im Verhältnis 1:21 mit 960 µl Puffer verdünnt, um eine 1500 nM 

cAMP-Lösung zu erhalten. 

Je Milliliter Lösung 3 wurden 2,4 µl Urtracer verdampft, in 2,4 µl Puffer gelöst, im 

Verhältnis 1:10 mit 21,6 µl 31 µM cAMP-Lösung verdünnt und anschließend im 
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Verhältnis 1:42 mit 984 µl Puffer verdünnt, um eine 750 nM cAMP-Lösung zu 

erhalten. 

Wie bei den anderen Konzentrationsbereichen entstand Lösung 2 durch 1:4-

Verdünnung mit Puffer aus Lösung 3. Durch eine weitere 1:10 Verdünnung der 

Lösung 2 erhielt man Lösung 1. 

 

Die Zusammensetzung der einzelnen Proben lässt sich aus den 

Pipettierschemata in Tab. 5 (1 - 250 nM), Tab. 6 (1 - 500 nM) und Tab. 7 (1 - 5000 

nM) entnehmen. Die Menge der eingesetzten Stammlösung wurde nach der 

gewünschten 3H-cAMP-Endkonzentration berechnet.  

Die Zugabe der Proteinlösung bildete bei allen Proben den letzten Arbeitsschritt. 

Die anschließende Inkubationszeit richtete sich nach den für die jeweilige 

Enzymform in Assoziationsversuchen bestimmten optimalen Zeiten: Die native 

Enzymform und die NADH-Form wurden 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, 

die NAD+-Form nur 1 Stunde. 

Zusätzlich wurde eine Reihe von Versuchen über Nacht (durchschnittlich 18h) bei 

4°C inkubiert. 

Um die Konzentration des eingesetzten radioaktiven Liganden in jeder Probe zu 

bestimmen zu können, wurden nach der Inkubation aus jeder Probe 20 µl 

entnommen und in ein Zählfläschchen pipettiert. Aus der hierbei gemessenen 

Radioaktivität ließ sich die Gesamtaktivität an 3H-cAMP rückrechnen. 
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Tab. 5: Pipettierschema Sättigungsversuche / Gesamtbindung (1 nM - 250 nM) 

 

Probe 
Nr. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

3HcAMP-
Endkonz. 
(nM) 

1 2 5 10 15 25 37 50 75 100 125 150 190 250 

Stamm-
Lösung 

1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

3H-cAMP-
Lösung 
(µl) 

10 20 10 20 30 10 15 20 30 40 25 30 40 50 

Puffer (µl) 190 180 190 180 170 190 185 180 170 160 175 170 160 150 
Protein-
lsg.(µl) 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

 

 

Tab. 6: Pipettierschema Sättigungsversuche/Gesamtbindung (1 nM - 500 nM) 

 

Probe Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
3H-cAMP-
Endkonz. 
(nM) 

1 10 25 50 100 150 250 500 

Stamm-
lösung 

1 2 3 3 3 4 4 4 

3H-cAMP-
Lsg.(µl) 

10 20 10 20 40 30 50 100 

Puffer (µl) 190 180 190 180 160 170 150 100 
Protein-
lösung (µl) 

100 100 100 100 100 100 100 100 
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Tab. 7: Pipettierschema Sättigungsversuche/Gesamtbindung (1 nM - 5000 nM) 

 

Probe Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
3H-cAMP-
Endkonz. 
(nM) 

1 10 25 50 100 150 250 500 1000 2500 5000 

Stamm-
lösung 

1 2 3 3 3 4 4 4 5 5 5 

3H-cAMP-
Lsg.(µl) 

10 20 10 20 40 30 50 100 20 50 100 

Puffer(µl) 190 180 190 180 160 170 150 100 180 150 100 
Protein- 
Lösung(µl) 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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2.5.5 Hemmungsexperimente mit Kompetitoren 

 
Bei der Durchführung der Verdrängungsexperimente wurde die eingesetzte 

Konzentration (3 x 10 -5 M bis 10 -9 M) der konkurrierenden Substanz variiert bei 

konstanten Mengen an Enzym (10 µg/ml) und 3H-cAMP (20 nM), sowie bei 

gleichbleibendem Zeitraum (60 min bzw. 120 min). Durch den Vergleich der 

Messwerte mit einem Leerwert konnte ermittelt werden, ob und in welchem 

Ausmaß die Substanz mit cAMP um seine Bindungsstelle konkurriert. 

Zunächst wurden 1 mM Stammlösungen der zu untersuchenden Substanz 

hergestellt. Bei Löslichkeit der Substanz in H2O/Puffer wurde sie in 10 ml 50 mM 

Tris/Hepes-Puffer (pH 7,5) gelöst. Um die Konzentration der anderen 

Lösungsmittel (s. Tabelle 8) so niedrig wie möglich zu halten, wurde die Substanz 

zunächst in 200 µl des Lösungsmittels in Lösung gebracht und dann mit 9,8 ml 

Puffer verdünnt. DPCPX musste jedoch in 5 ml DMSO + 5 ml Puffer gelöst 

werden. Ein Einfluss der Lösungsmittel DMSO und Ethanol wurde ausgeschlos-

sen, indem Proben mit 50 µl 3 x 10 -5 M DMSO oder 50 µl 3 x 10 -5 M Ethanol 

anstelle des kalten Liganden gemessen und mit den Leerwerten verglichen 

wurden. In den Fällen, in denen die Substanz in 200 µl 0,1 N HCl gelöst worden 

war, wurde der pH-Wert der 3 x 10 -5 M-Probe kontrolliert. 

 

Ausgehend von der 1 mM Stammlösung wurden durch Verdünnung mit Puffer die 

Lösungen 1 -10 mit Konzentrationen von 3 x 10 -5 M bis10 -9 M hergestellt. Das 

Verdünnungsschema findet sich in Tabelle 9. 

 

Analog zu den Versuchen zur zeitabhängigen Assoziation und Dissoziation wurde 

für diesen Versuchsansatz der Urtracer (3H-cAMP) 1:10 verdünnt, um eine 300 

nM 3H-cAMP-Lösung herzustellen. Daraus wurden pro Probe 20 µl entnommen, 

was einer Endkonzentration von 20 nM 3H-cAMP entspricht. 
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Tab. 8: Übersicht über die Lösungsmittel der untersuchten Adenosin-Analoga 

 

Substanz Lösungsmittel  Substanz Lösungsmittel 

2-Chloradenosin H2O/Puffer  Adenosin-2´,3´-

Dialdehyd 

H2O/Puffer 

CHA Ethanol  2´-Desoxyadenosin H2O/Puffer 

R-PIA DMSO  ARA-A DMSO 

N6-

Methyladenosin 

H2O/Puffer  Adenin H2O/Puffer 

NECA 0,1 N HCl  Theophyllin H2O/Puffer 

CPCA 0,1 N HCl  DPCPX DMSO 

5´-Amino-5´-

Desoxyadenosin 

H2O/Puffer  CGS DMSO 

 

 

Tab. 9: Pipettierschema zur Herstellung der Verdünnungsreihen 

 von 3 x 10 -5 M bis 10 -9 M 

 

Lsg. Konzentration 

(M) 

(µl) Aus Lösung Puffer 

(µl) 

Verdünnungsfaktor 

1 3x10 -5 300 Aus 1 mM 

Stammlsg. 

700 1:3 

2 10 -5 200 1 400 1:3 

3 3x10 -6 100 1 900 1:10 

4 10 -6 100 2 900 1:10 

5 3x10 -7 100 3 900 1:10 

6 10 -7 100 4 900 1:10 

7 3x10 -8 100 5 900 1:10 

8 10 -8 100 6 900 1:10 

9 3x10 -9 100 7 900 1:10 

10 10 -9 100 8 900 1:10 
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Die Messwerte der Proben wurden prozentual auf einen Leerwert bezogen, durch 

den die Bindung des 3H-cAMP an die SAH-Hydrolase ohne Zugabe eines 

Kompetitors ermittelt wurde. Leerwert und Proben setzten sich folgendermaßen 

zusammen: 

 

Leerwert: 20 µl 3H-cAMP-Lsg. + 100 µl Proteinlösung + 180 µl Puffer 

 

Proben: 20 µl 3H-cAMP-Lsg. + 100 µl Proteinlsg. + 130 µl Puffer + 50 µl Lsg.1-10. 

 

Die anschließende Inkubationszeit richtete sich nach den für die jeweilige 

Enzymform in Assoziationsversuchen bestimmten optimalen Zeiten: 

Die native Enzymform und die NADH-Form wurden 2 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert, die NAD+-Form nur 1 Stunde. 

 

2.6 Filtration 

 
Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben filtriert. Nur der Protein-

Ligand-Komplex bleibt auf den Filtern liegen und wird auf diese Art von 

ungebundenem Liganden getrennt.  

2.6.1 Filtrationsapparatur 

Die Absaugvorrichtung (nach Osswald und Breidbach; s. Abbildung 12) besteht 

aus einem Absaugblock (2), der mit einem Kunststoffschlauch über zwei 

Auffangflaschen (3) mit einer Membran-Vakuumpumpe (4) verbunden ist, und aus 

einer elektronischen Steuereinheit (1), an der die Filtrationsbedingungen 

modifiziert werden können. In das Kunststoffgehäuse des Absaugblocks ist ein 

vertikal beweglicher Kolben eingelassen. Die obere Öffnung des Kolbens besteht 

aus einem Stahlsieb in einer runden Aussparung, in die der Filter eingelegt wird. 

Seine Fußplatte befindet sich in einer Druckluftkammer. Über einen Fußschalter 

der Steuereinheit kann der Absaugvorgang in Gang gesetzt werden. Der Kolben 

wird pneumatisch nach oben bewegt und gegen einen fixierten Einfüllstutzen 

gepresst. Das Innere des Kolbens wird mit dem Sog der Vakuum-Pumpe 
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verbunden. Die Probe und die Spülflüssigkeit werden in den Einfüllstutzen 

pipettiert und über den Filter und den abführenden Kunststoffschlauch in die 

Auffangflaschen abgesaugt. Jeder Filtrationsvorgang findet durch das konstant 

erzeugte Vakuum unter gleichen Bedingungen statt, wodurch also eine genaue 

Doppelwertbestimmung ermöglicht wird. 

 

 

1

2

3

4

 
Abb. 12:  Absaugvorrichtung nach Osswald und Breidbach 

 

2.6.2 Filter  

 
Es wurden kreisrunde Glasfaserfilter vom Typ B (GF-B-Filter) mit einem 

Durchmesser von 16 mm verwendet. Sie wurden von Frau Renate Riehle von 

Hand mittels einer Metallstanze und eines Gummihammers aus großen 

Filterpapierbögen herausgestanzt. Vor der Filtration wurden die Filter für 1 - 24 
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Stunden bei 4°C in 0,3%iges Polyethylenimin (PEI) eingeweicht, für das 

vorbereitete 5%ige PEI-Lösung mit dd H2O im Verhältnis 1:17 verdünnt wurde. 

Das PEI bildet durch seinen polykationischen Charakter mit den polyanionischen 

Strukturen der GF-B-Filter über Coulombsche Kräfte eine Art Makromolekülnetz, 

in dem lösliche Proteine ab einer Größe von ca. 30.000 D abgefangen werden. 

 

2.6.3 Filtrationsvorgang 

 
Mit einer Pinzette wurde ein eingeweichter Filter in den Absaugblock eingelegt. 

Durch Druck auf das Fußpedal wurde der Absaugvorgang gestartet. Aus jeder 

zuvor frisch mittels eines Vortex-Mixers durchmischten Probe wurden 250 µl in 

den Einfüllstutzen auf den Filter pipettiert und sofort mit 2 x 4 ml 50 mM Tris/HCl-

Puffer (pH 7,5) nachgespült. Die Dauer des Absaugvorganges wurde an der 

elektronischen Steuereinheit auf 20 Sekunden eingestellt. Nach Beendigung des 

Vorganges wurde der Filter mit einer zweiten Pinzette in ein Zählröhrchen 

gegeben, in das zuvor 5 ml Szintillationsflüssigkeit gefüllt worden waren. Das 

verschlossene Röhrchen wurde gut geschüttelt. 

2.7 Messung der Radioaktivität 

 
Die β-Strahlung des radioaktiven 3H-cAMP regt in der Szintillationsflüssigkeit die 

Erzeugung von Lichtblitzen an. Diese können wiederum von dem β-Szintillations-

zähler (2550 TR, Packard) gemessen werden. Im Messgerät ist eine optimierte 

Quenchkorrektur gespeichert. 

Die gemessene Aktivität wird vom Computer als Zerfallsaktivität in dpm 

ausgedruckt.  

Ein decay per minute (dpm) entspricht ca. 2,2 Zerfällen pro Minute. Ein Becquerel 

entspricht ca. 60 dpm. 
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2.8 Bestimmung der cAMP-Bindungsstellen mittels 8-Azido-3H-

cAMP 

 

2.8.1 Markierung der SAH-Hydrolase mit 8-Azido-3H-cAMP 

 
Das Derivat 8-Azido-3H-cAMP enthält an Position C8 eine durch Licht aktivierbare 

Arylazidogruppe. Diese Gruppe verhält sich in Abwesenheit von Licht identisch zu 
3H-cAMP und bindet and die 3H-cAMP-Bindungsstelle der SAH-Hydrolase, von 

der es in nicht aktiviertem Zustand durch unmarkiertes cAMP verdrängt werden 

kann (Ayiar und Hershfield, 1985). Bei Bestrahlung durch UV-Licht entstehen aus 

den Arylazidogruppen reaktive Nitrene, die bevorzugt NH- und OH-Bindungen 

oder andere Nukleophile angreifen und dadurch kovalent an die 3H-cAMP-

Bindungsstelle binden. Die Aminosäuresequenz der 3H-cAMP-Bindungsstelle 

kann auf diese Weise markiert und identifiziert werden. 

SAH-Hydrolase in der nativen, der NAD+-Form und der NADH-Form wurde mit 8-

Azido-3H-cAMP über Nacht bei 4°C inkubiert. Das 8-Azido-3H-cAMP wurde im 

Verhältnis 1:300 mit nicht radioaktiv markiertem 8-Azido-cAMP verdünnt. Nach der 

Inkubation wurde das Reaktionsgemisch 5 Minuten bei Raumtemperatur und einer 

Wellenlänge von 254 nm bestrahlt. Dabei betrug der Abstand der Lichtquelle zur 

Probe 8 cm. Das nicht gebundene 8-Azido-3H-cAMP wurde durch Dialyse entfernt. 

Dann wurde die native SAH-Hydrolase mit Endoproteinase Asp-N (1 µg Asp-N / 

100 µg Protein) bzw. die NAD+-Form und die NADH-Form mit Trypsin (5 µg/100 

µg Protein) während 18 Stunden bei 37°C verdaut. Anschließend wurden die 

Peptide mittels HPLC aufgetrennt. Dabei wurde eine Grom (3)-Sil ODS (250 x 4,0 

mm, 5 µm) Säule eingesetzt und eine Gradientenmethode mit einer Flussrate 0,8 

ml/min bei Raumtemperatur durchgeführt. Das Lösungsmittel A enthielt 0,1% 

Trifluoressigsäure. Das Lösungsmittel B enthielt zusätzlich 80% Acetonitril. Die 

Peptide wurden bei einer Wellenlänge von 214 nm nachgewiesen und in 

Eppendorf-Gefäßen aufgefangen. 

Um die mittels 8-Azido-3H-cAMP markierten Peptidfraktionen zu identifizieren, 

wurden 10 µl der einzelnen Fraktionen im Szintillationszähler gemessen. Die 

Fraktionen mit der höchsten Radioaktivität wurden ausgewählt und sequenziert. 
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2.8.2 Sequenzierung der mit 8-Azido-3H-cAMP markierten Peptide 

 
Die Sequenzierung der radioaktiv markierten Fraktionen wurde im Institut für 

Zellbiologie, Abteilung Immunologie, Prof. Dr. Stevanovic von Frau Dipl.-Biol. M. 

Müller durchgeführt. Dabei wurde eine Kombination von Massenspektrometrie 

(MALDI) und Elektrospray-Ionisation (ESI) eingesetzt. 

 

2.9 Berechnung der Daten 

 
Die Daten der Ausdrucke des β-Szintillationszählers wurden mit Hilfe des 

Computerprogramms EXCEL (Microsoft) ausgewertet. Da die spezifische Aktivität 

des verwendeten 3H-cAMP von 71262 dpm/pmol und die Proteinmenge von 2,5 

µg/250 µl Probe bekannt waren, konnte die gebundene Menge an 3H-cAMP in 

pmol/mg Protein berechnet werden. Die Mittelwerte aus den Ergebnissen einer 

Versuchsreihe und der mittlere Standardfehler wurden mit dem Programm 

INSTAT berechnet. Die erhaltenen Werte wurden mit Hilfe des Zeichenprogramms 

FIGURE P ausgewertet und graphisch dargestellt. Dabei wurden die 

Abweichungen in den Datensätzen und die Gültigkeit der Anpassungen der 

Kurven mittels statistischer Tests (t-Test, F-Test) auf ihre Signifikanz hin überprüft 

(p< 0,05). 
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2.10 Herkunft der Materialien 

 
Die eingesetzten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 

- 3H-cAMP ─ Perkin Elmer Life Sciences Inc. 

- Adenosin, Adenin und ATP ─ Boehringer Mannheim GmbH.  

- cAMP, CGS-21680, 2-Chloroadenosin, N6-Methyladenosin, 5´-Amino-5´-

Desoxyadenosin, Adenosin-2´,3´-Dialdehyd, ARA-A, 2´-Desoxyadenosin, 

Theophyllin und Nukleosid-Phosphorylase ─ Sigma Aldrich Chemie GmbH 

- NECA, CPCA, R-PIA, DPCPX und N6-Cyclohexyladenosin ─ Research 

Biochemicals Inc.  

- PEI ─ Serva Electrophoresis GmbH 

- GF-B-Filter ─ Whatman 

- Szintillationsflüssigkeit Ultima Gold ─ Perkin Elmer 

- Zählfläschchen: 20 ml vials ─ Packard Bioscience Company . 

- alle weiteren Chemikalien in analytischer Qualität ─ Merck  
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Zeitabhängige Bindungskinetik 

 

3.1.1 Zeitabhängige Assoziation und Dissoziation 

 
Um die optimale Inkubationszeit für die Sättigungs- und Verdrängungsversuche 

herauszufinden, wurde die Assoziationszeit, also die minimale Zeit bis zum 

Erreichen des Gleichgewichtszustandes zwischen Ligand und Enzym ermittelt. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde das Dissoziationsverhalten des Enzym-

Liganden-Komplexes nach einer für die Enzymform optimalen 

Vorinkubationszeit bestimmt. Beide Versuchsreihen wurden mit einer 3H-cAMP-

Konzentration von 20 nM durchgeführt. Die Versuche wurden jeweils 2 - 4 Mal 

wiederholt. 

Bei der graphischen Darstellung wurde das an das Protein gebundene 3H-

cAMP in Abhängigkeit von der Zeit aufgetragen. 

 

Die native SAH-Hydrolase (Abb. 12) und die NADH-Form (Abb. 14) zeigten 

Assoziationskurven, die in der Steilheit ihrer Verläufe und in den 

Maximalbindungswerten im Bereich von 250 – 300 pmol/mg Protein 

vergleichbar waren. In beiden Fällen war der Gleichgewichtszustand nach ca. 2 

Stunden erreicht. Bei der nativen SAH-Hydrolase wurde allerdings auch nach 2 

Stunden noch ein minimaler Anstieg des gebundenen 3H-cAMP gemessen. 

Die Inkubationszeit für die folgenden Experimente mit den beiden Enzymformen 

wurde auf 2 Stunden festgelegt. 

Die Assoziationskurve der NAD+-Form (Abb. 16) verlief im Vergleich dazu 

weitaus steiler und erreichte Maximalbindungswerte, die mit ca. 120 pmol/mg 

Protein um ein Vielfaches niedriger lagen. Der Gleichgewichtszustand wurde 

bereits nach 1 Stunde erreicht. Nach 2 Stunden fiel der Anteil an gebundenem 
3H-cAMP schon deutlich ab. Die Inkubationszeit für die folgenden Experimente 

wurde also auf 1 Stunde festgelegt. 
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Ein vergleichbares Ergebnis fand sich bei den Dissoziationsversuchen.  

Die native SAH-Hydrolase (Abb. 13) und die NADH-Form (Abb. 15) zeigten 

Dissoziationskurven, die in ihrem Verlauf und ihren Ausgangswerten zwischen 

100 und 150 pmol/mg Protein nach einer Vorinkubation von 2 Stunden 

vergleichbar waren. Nach 4 Stunden Dissoziationszeit war bei beiden 

Enzymformen noch ca. 13 - 15 pmol 3H-cAMP/mg Protein gebunden, was einer 

Restbindung von ca. 10% entspricht.  

Die Dissoziationskurve der NAD+-Form (Abb. 17) verlief im Vergleich dazu 

weitaus steiler und ging von niedrigeren Ausgangswerten von ca. 60 pmol/mg 

Protein nach 1 Stunde Vorinkubation aus. Nach 4 Stunden Dissoziationszeit 

war das gesamte gebundene 3H-cAMP abdissoziiert. 
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Abb. 12: Assoziationskurve der nativen SAH-Hydrolase 
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Abb. 13: Dissoziationskurve der nativen SAH-Hydrolase 
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Abb. 14: Assoziationskurve der NADH-Form 
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Abb. 15: Dissoziationskurve der NADH-Form 
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Abb. 16: Assoziationskurve der NAD+-Form 
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Abb. 17: Dissoziationskurve der NAD+-Form  
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3.1.2 Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten und des 
kinetischen KD-Wertes 

 
Die Assoziationskonstante k+1 und die Dissoziationskonstante k-1 wurden nach 

der unter 2.5.2. beschriebenen Vorgehensweise bestimmt. Mit Hilfe von 

FIGURE P wurden die berechneten x-Werte in Abhängigkeit von der Zeit in 

Diagrammen aufgetragen und die Steigung der resultierenden Geraden 

ermittelt, die kob bzw. k-1 entspricht. Der Quotient k-1/ k+1 der beiden Konstanten 

ergibt die Gleichgewichtskonstante. 

 

Tab. 10: Die Geschwindigkeitskonstanten kob, k+1 und k-1 und die daraus 

ermittelten KD-Werte 

 

Enzymform kob (s-1) K+1 (s-1 x M-1) k-1 (s-1) KD-Wert (nM) 

Native SAH-H 0,000457 2,211 x 10 4 0,000145 9,3 

NADH-Form 0,000314 1,266 x 10 4 0,00017 23,5  

NAD+-Form 0,00121 4,782 x 10 4 0,00025 5,3 
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3.2 Konzentrationsabhängige Sättigung 

 
Anhand der Assoziationsversuche wurden für die unterschiedlichen 

Enzymformen die optimalen Inkubationszeiten ermittelt, die Voraussetzung für 

die Durchführung der Sättigungsversuche waren. Nun wurden die Sättigbarkeit 

der Bindung, die maximale Bindungskapazität (Bmax) und der KD-Wert als Maß 

für die Affinität des cAMP an die jeweilige Enzymform bestimmt. Die Versuche 

wurden mit allen drei Enzymformen durchgeführt. Aus dem Vergleich der 

Ergebnisse lassen sich Rückschlüsse auf den Einfluss des Kofaktors auf die 

cAMP-Bindungsstelle ziehen. 

 

3.2.1 Sättigung mit 3H-cAMP bis 250 nM 

 
Aufgrund vorausgehender Untersuchungen (Kloor et al., 2002) wurden sowohl 

die native SAH-Hydrolase als auch die NADH-Form zuerst in einem 3H-cAMP-

Konzentrationsbereich von 1 nM bis 250 nM untersucht. Die Bestimmung der 

unspezifischen Bindung erfolgte durch Zugabe von 40 µl 2 mM cAMP, wodurch 

das 3H-cAMP um den Faktor 1.000 – 200.000 verdünnt wurde. 

Bei keiner Enzymform wurde eine Sättigung erreicht. Die unspezifische 

Bedingung betrug im Durchschnitt nur 2 - 6% der Gesamtbindung. Vermutlich 

verdrängte der sehr hohe Überschuss an nicht radioaktiv markiertem cAMP 

auch die unspezifisch gebundenen 3H-cAMP-Moleküle. In diesem 

Konzentrationsbereich konnten also weder ein Bmax- noch ein KD-Wert bestimmt 

werden. 

Um eine Sättigung der Enzymformen zu erreichen, wurde die 3H-cAMP-

Konzentration bis 500 nM erhöht und die unspezifische Bindung durch 40 µl  

1 mM cAMP bestimmt. Das 3H-cAMP wurde dadurch nur noch auf das 20 – 

100.000-fache verdünnt. 
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3.2.2 Sättigung mit 3H-cAMP bis 500 nM 

 
Alle drei Enzymformen wurden in einem 3H-cAMP-Konzentrationsbereich von 1 

nM bis 500 nM untersucht. 

Bei der nativen SAH-Hydrolase konnte bei 2 von 6 Versuchen, die bei 

Raumtemperatur durchgeführt wurden, eine Sättigung erreicht werden (Abb. 

17). Das Enzym war auch bei Inkubation über Nacht (18 h) bei 4°C sättigbar 

(Abb. 19). Die KD-Werte lagen bei 40 nmol/l für die Inkubation bei 

Raumtemperatur bzw. 48 nmol/l für die Inkubation des Enzyms bei 4°C. 

Die maximale Bindungskapazität betrug bei der Inkubation des Enzyms für 2 

Stunden bei Raumtemperatur 337 pmol/mg Protein. Bei der Inkubation über 

Nacht (18 h) bei 4°C verdoppelte sich die maximale 3H-cAMP-

Bindungskapazität auf 773 pmol/mg Protein. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 

zusammengefasst. 

Die unspezifische Bindung hatte in beiden Fällen einen Anteil von 2 - 14% der 

Gesamtbindung. 

Die Transformation der Daten nach Scatchard lässt die Bildung einer Geraden 

zu (Abb. 19 und Abb. 21), deren Steigung Auskunft über den KD-Wert der 

Bindungsstelle gibt. Das bedeutet, dass die native SAH-Hydrolase lediglich eine 

einzige Bindungsstelle für cAMP besitzt. 

 

Tab. 11: Bmax- und KD-Werte der nativen SAH-Hydrolase bei 3H-cAMP-

Konzentrationen von 1 nM bis 500 nM  

 

 

Die rekonstituierten Enzymformen der SAH-Hydrolase (NAD+-Form und NADH-

Form) konnten im 3H-cAMP-Konzentrationsbereich von 1 nM bis 500 nM nicht 

gesättigt werden. 

 

Versuchsbedingungen KD (nmol/l) Bmax (pmol/mg Protein) 

Inkubation 2 h bei 20°C 40,1 ± 4,5 336,7 ± 16,9 

Inkubation 18 h bei 4°C 47,6 ± 1,5 772,4 ± 20,8 
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Abb.18: Sättigungsversuche der nativen SAH-Hydrolase mit 3H-cAMP-

Konzentrationen von 1 nM bis 500 nM. Dargestellt sind die 

Gesamtbindung (=), die spezifische (<) und die unspezifische (p) 

Bindung. Inkubation 2 Stunden bei Raumtemperatur (n=2). 
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Abb. 19: Transformation der Daten aus Abb. 18 nach Scatchard.  
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Abb. 20: Sättigungsversuche der nativen SAH-Hydrolase mit 3H-cAMP-

Konzentrationen von 1 nM bis 500 nM. Dargestellt sind die 

Gesamtbindung (=), die spezifische (<) und die unspezifische (p) 

Bindung. Inkubation 18 Stunden bei 4°C (n=3). 
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Abb. 21: Transformation der Daten aus Abb. 20 nach Scatchard. 
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3.2.3 Sättigung mit 3H-cAMP bis 5000 nM 

Um eine Sättigung der NAD+-Form und der NADH-Form zu erreichen, wurde 

die 3H-cAMP-Konzentration bis 5000 nM erhöht. Um diese Versuche 

durchführen zu können, wurde der Radioligand um den Faktor 10 mit nicht 

markiertem cAMP verdünnt. 

Der Anteil der unspezifischen Bindung an der Gesamtbindung betrug in diesen 

Versuchen 10 - 53% und lag damit höher als bei den Versuchen in einem 3H-

cAMP-Konzentrationsbereich von 1 nM bis 500 nM. 

Aufgetragen gegen die 3H-cAMP-Konzentration zeigen die Messergebnisse 

beider Enzymformen einen hyperbolen Verlauf der Gesamtbindung und einen 

linearen Verlauf der unspezifischen Bindung (NADH-Form: Abb. 22; NAD+-

Form: Abb. 24). Mit der nichtlinearen Regressionsanalyse ließen sich ein KD–

Wert von 100 nM für die NADH-Form und ein KD–Wert von 364 nM für die 

NAD+-Form berechnen. Die Bindungsstelle der NAD+-Form hat also eine 

weitaus niedrigere Affinität für cAMP. 

Beide Enzymformen binden 3H-cAMP mit der gleichen Kapazität von ca. 1300 

pmol/mg Protein (Tab. 12). Die maximale Bindungskapazität ist deutlich höher 

als bei der nativen SAH-Hydrolase. Die Transformation der Daten nach 

Scatchard lässt sowohl für die NADH-Form (Abb. 23) als auch für die NAD+-

Form (Abb. 25) die Bildung einer Geraden zu. Das bedeutet, dass auch diese 

Enzymformen lediglich eine Bindungsstelle für cAMP besitzen. Eine Änderung 

des Oxidations- bzw. Reduktionszustandes des Kofaktors verändert die Anzahl 

der cAMP-Bindungsstellen nicht. 

 

Tab. 12: Bmax- und KD-Werte der NAD+-Form und der NADH-Form der SAH-

Hydrolase bei 3H-cAMP-Konzentrationen bis 5000 nM  

 

Enzymform  Versuchs-
bedingungen 

KD (nmol/l) Bmax 

(pmol/mg Protein) 

NADH Inkubation 2 h bei 20°C 100,1 ± 12,6 1296,3 ± 37,7 

NAD+ Inkubation 2 h bei 20°C 364,5 ± 42,7 1306,5 ± 51,1 
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Abb. 22: Sättigungsversuche der NADH-Form der SAH-Hydrolase mit 3H-

cAMP-Konzentrationen von 1 nM bis 5000 nM. Dargestellt sind die 

Gesamtbindung (=), die spezifische (<) und die unspezifische (p) 

Bindung; Inkubation 2 Stunden bei Raumtemperatur (n=4). 
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Abb. 23: Transformation der Daten aus Abb. 22 nach Scatchard. 
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Abb. 24: Sättigungsversuche der NAD+-Form der SAH-Hydrolase mit 3H-cAMP-

Konzentrationen von 1 nM bis 5000 nM. Dargestellt sind die 

Gesamtbindung (=), die spezifische (<) und die unspezifische (p) 

Bindung. Inkubation 1 Stunde bei Raumtemperatur (n=4). 
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Abb. 25: Transformation der Daten aus Abb. 24 nach Scatchard. 
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3.3 Hemmungsexperimente mit Adenosin-Analoga 

 
Adenosin-Analoga konkurrieren aufgrund ihrer ähnlichen chemischen Struktur 

mit cAMP um dessen Bindungsstelle am Enzym.  

Der Effekt dieser Substanzen auf die cAMP-Bindungsstelle aller drei 

Enzymformen (natives Enzym, NADH-Form und NAD+-Form) wurde untersucht. 

Zur Quantifizierung der Verdrängungsfähigkeit wurde der EC50-Wert bestimmt, 

welcher derjenigen Konzentration des Kompetitors entspricht, bei der 50% des 

an das Enzym gebundenen 3H-cAMP verdrängt wurden.  

Aus den Übereinstimmungen und Unterschieden der EC50-Werte lassen sich 

Rückschlüsse auf den Einfluss des Kofaktors NAD+/NADH auf die cAMP-

Bindungsstelle ziehen. 

Die Kompetitoren wurden je nach Strukturmodifikation in Kategorien eingeteilt 

und die Ergebnisse der Enzymformen miteinander verglichen.  

 

3.3.1 Adenosin und cAMP  

 
Die untersuchten Analoga gehen in ihren Modifikationen von der Struktur des 

Adenosins aus. Bei cAMP ist der Phosphatrest über eine Esterbindung an C3´ 

und C5´ der Ribose gebunden. Es diente bei den vorgestellten Versuchen 

jeweils als parallel durchgeführte Vergleichskontrolle. 

 

Wie in Abbildung 26 dargestellt, konkurrieren Adenosin und 3H-cAMP bei der 

nativen SAH-Hydrolase mit gleicher Affinität und gleichen EC50-Werten von 0,05 

µM um die cAMP-Bindungsstelle (Tab. 13). Auch bei der NADH-Form 

konkurrierten Adenosin und 3H-cAMP mit der gleichen Affinität um die cAMP-

Bindungsstelle, allerdings mit EC50-Werten von 0,12 µM und 0,11 µM. Bei der 

NAD+-Form war die Affinität des Adenosins an die cAMP-Bindungsstelle 

geringer als die des cAMP. Der EC50-Wert für Adenosin lag bei 0,75 µM im 

Vergleich zu 0,18 µM für cAMP 

Die Restbindung an nicht verdrängtem 3H-cAMP betrug durchschnittlich 4 - 6%.  
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Abweichend davon ergab sich ein Wert von 12% für Adenosin und das native 

Enzym. 

In allen Fällen wurde beobachtet, dass cAMP in niedrigen Konzentrationen (von 

10 -9 M bis 10 -8 M) die 3H-cAMP-Bindung auf 107 - 130% erhöhte. Bei der 

NAD+-Form fiel dieser Effekt mit einem Anstieg auf 130% am deutlichsten aus, 

bei der NADH-Form mit einem Anstieg auf 107% am geringsten. 

 

Tab. 13: EC50-Werte (µM) von Adenosin und cAMP 

 

Substanz Native SAH-Hydrolase NADH-Form NAD+-Form 

cAMP 0,05 ± 0,002 0,11 ± 0,01 0,18 ± 0,03 

Adenosin 0,05 ± 0,002 0,12 ± 0,006 0,74 ± 0,08 
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Abb. 26: Verdrängungskurven von cAMP (l; n=9 - 10), Adenosin (<; n=2 - 4). 
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3.3.2 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin 

 
Wie aus Abb. 27 hervorgeht, war N6-Methyladenosin der potenteste 

Kompetitior aus dieser Gruppe.  

Bei der nativen SAH-Hydrolase und bei der NADH-Form lagen die EC50-Werte 

mit 0,09 µM und 0,15 µM in der gleichen Größenordnung wie die Werte von 

cAMP und Adenosin (Tab. 14). Bei der NAD+-Form zeigte sich im Unterschied 

dazu eine niedrigere Affinität des N6-Methyladenosins an die 3H-cAMP-

Bindungsstelle mit einem EC50-Wert von 0,9 µM. Die Restbindung an nicht 

verdrängtem 3H-cAMP fiel bei der nativen Enzymform mit 18% am höchsten 

aus, bei den beiden anderen Formen lag sie lediglich zwischen 6% (NADH-

Form) und 11% (NAD+-Form). 

 

Für 2-Chloroadenosin wurden unterschiedliche Ergebnisse bei den drei 

Enzymformen erzielt. Bei der nativen SAH-Hydrolase und bei der NADH-Form 

zeigte sich eine eingeschränkte Fähigkeit, cAMP aus seiner Bindungsstelle zu 

verdrängen mit hohen EC50-Werten von 2,9 µM und 10 µM (Tab. 14). Die 

Restbindung an nicht verdrängtem 3H-cAMP betrug 17% bzw. 19%. Bei der 

NAD+-Form konnte erst bei einer Konzentration von 3 x 10 -5 M ein Anteil von 

45% des gebundenen 3H-cAMP verdrängt werden. Der EC50-Wert wurde auf 

>10 -4 M geschätzt.  

 

Für N6-Cyclohexyladenosin (CHA) und das ebenfalls an Position N6 

modifizierte R-PIA fanden sich ähnliche Ergebnisse.  

Im höchsten Konzentrationsbereich vermochte CHA bei der nativen SAH-

Hydrolase bis zu 40% und R-PIA bis zu 28% des gebundenen 3H-cAMP zu 

verdrängen (Abb. 27). Auch bei diesen beiden Substanzen wurden die EC50-

Werte auf > 10 -4 M geschätzt. Sowohl bei der NADH-Form als auch bei der 

NAD+-Form fand sich im Gegensatz dazu keinerlei Verdrängung im 

untersuchten Konzentrationsbereich. 
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Tab. 14: EC50-Werte (µM) von Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin 

 

Substanz Native SAH-Hydrolase NADH-Form NAD+-Form 

N6-Methyladenosin 0,09 ± 0,009 0,15 ± 0,01 0,99 ± 0,27 

2-Chloroadenosin 2,9 ±  0,46 10 ± 4,5 >100 

CHA > 100 ——— ——— 

R-PIA > 100 ——— ——— 
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Abb. 27: Verdrängungskurven von N6-Methyladenosin (ê; n = 2 - 4), 2-

Chloradenosin (l; n=2 - 3), CHA (</o; n=2), und PIA (▲/r; n=2 -3). 
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3.3.3 Adenosin-Analoga mit Modifikationen an der Ribose 

 
Die an Position C5´ modifizierten Adenosin-Analoga (NECA, CPCA, 5´- Amino-

5´- Desoxyadenosin) konkurrierten mit ähnlichen Affinitäten um die 3H-cAMP-

Bindungsstelle (Abb. 28). 5´- Amino-5´- Desoxyadenosin erwies sich dabei als 

der am wenigsten effektive Kompetitor. 

Die Verdrängungskurven von NECA und CPCA verliefen nahezu 

deckungsgleich, ihre EC50-Werte stimmten mit 0,05 µM (natives Enzym), 0,07 

µM (NADH-Form) und ca. 0,15 µM (NAD+-Form) überein. Sie lagen im selben 

Größenbereich wie die Werte von cAMP. Der Wert der NAD+-Form liegt dabei 

doppelt so hoch wie bei den beiden anderen Formen. 

Die EC50-Werte für 5´- Amino-5´- Desoxyadenosin lagen bei 0,4 µM (natives 

Enzym), 0,25 µM (NADH-Form) und 0,6 µM (NAD+-Form). Auch hier ist der 

Wert der NAD+-Form höher als bei den anderen beiden Formen. 

Im Durchschnitt verblieben bei allen drei Substanzen ca. 6% an nicht 

verdrängter Restbindung. Auffällige Abweichungen davon finden sich für das 

native Enzym.Für CPCA betrug der Wert 21% 3H-cAMP, bei 5´- Amino-5´- 

Desoxyadenosin verblieben 16% 3H-cAMP. 

 

2´-Desoxyadenosin und ARA-A sind an Position C2´ modifizierte Analoga. 

2´-Desoxyadenosin zeigte bei den untersuchten Enzymformen unterschiedliche 

EC50-Werte von 0,63 µM (natives Enzym), 2,1 µM (NADH-Form) bis 5,8 µM 

(NAD+-Form) (Tab. 15). 

Bei der NAD+-Form verblieb eine hohe Restbindung an nicht verdrängtem 3H-

cAMP von 24% im Vergleich zu 14% (natives Enzym) und 9% (NADH-Form) bei 

den beiden anderen Enzymformen. 

Für ARA-A konnten nur die EC50-Werte für die native Enzymform (7,3 µM) und 

für die NADH-Form (8,5 µM) bestimmt werden. Bei der höchsten Konzentration 

von 3 x 10 -5 M verblieb in beiden Fällen eine Restbindung an nicht 

verdrängtem 3H-cAMP von 30%.  

Bei der NAD+-Form zeigte ARA-A im Gegensatz dazu keinerlei Verdrängung im 

untersuchten Konzentrationsbereich. 
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Adenosin-2´,3´-Dialdehyd (geöffneter Ribose-Ring) und Adenin (ohne Ribose-

Anteil) weichen strukturell am weitesten vom Adenosin ab. 

Sie konkurrierten kaum oder nur im hohen Konzentrationsbereich mit 3H-cAMP 

um seine Bindungsstelle (Abb. 29). 

Adenosin-2´,3´-Dialdehyd zeigte bei der nativen Form des Enzyms die beste 

Verdrängungsfähigkeit. Bis zu 47% des 3H-cAMP wurden verdrängt. Bei der 

NADH-Form wurden bis zu 43% des 3H-cAMP verdrängt. In beiden Fällen 

konnte der EC50-Wert nur auf > 10 –4 M geschätzt werden.  

Bei der NAD+-Form zeigte Adenosin-2´,3´-Dialdehyd im Gegensatz dazu 

keinerlei Verdrängung im untersuchten Konzentrationsbereich. 

Adenin vermochte im hohen Konzentrationsbereich bei der nativen SAH-

Hydrolase und bei der NADH-Form bis zu 40% bzw. 30% zu verdrängen. 

Bei der NAD+-Form zeigte Adenin keinerlei Verdrängung im untersuchten 

Konzentrationsbereich. Die EC50-Werte sind in Tabelle 15 zusammengefasst. 

Bei der graphischen Darstellung wurden die an Position C5´ modifizierten 

Analoga zusammengefasst (Abb. 28) und die an Position C2´modifizierten 

Analoga gemeinsam mit Adenin abgebildet (Abb. 29). 

 

Tab. 15: EC50-Werte (µM) der Adenosin-Analoga mit Modifikationen an der 

Ribose 

 

Substanz Natives Enzym NADH-Form NAD+-Form 

NECA 0,05 ± 0,006 0,07 ± 0,003 0,14 ± 0,01 

CPCA 0,13 ± 0,006 0,07 ± 0,006 0,16 ± 0,009 

5´-Amino-5´-

Desoxyadenosin 

0,39 ± 0,03 0,25 ± 0,01 0,59 ± 0,08 

2´-Desoxyadenosin 0,63 ± 0,05 2,1 ±  0,44 5,8 ±  4,3 

ARA-A 7,3 ±  4,2 8,5 ±  3,7 ——— 

Adenosin-2´,3´-

Dialdehyd 

> 100 > 100 ——— 

Adenin > 100 > 100 ——— 
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Abb. 28: Verdrängungskurven von NECA (¨; n=2), CPCA (¡; n=2),und 5´-

Amino-5´-Desoxyadenosin (ê; n=2). 



   Ergebnisse 

 69 

10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3

Analoga [mol/l]

0

50

100
3 H

-c
A

M
P 

ge
bu

nd
en

(%
)

Native
SAH-Hydrolase

 

10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3

Analoga [mol/l]

0

50

100

3 H
-c

A
M

P 
ge

bu
nd

en
(%

)

NADH-Form

 

10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3

Analoga [mol/l]

0

50

100

3 H
-c

A
M

P 
ge

bu
nd

en
(%

)

NAD+-Form

 
Abb. 29: Verdrängungskurven von 2´-Desoxyadenosin (l/¡; n=2), ARA-A (▲; 

n=2), Adenosin-2´,3´-Dialdehyd (ê; n=2) und Adenin (</¨; n=2). 
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3.3.4 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin und an der 
Ribose 

 
CGS und die Xanthin-Derivate Theophyllin und DPCPX sind Adenosin-Analoga 

mit weitgehenden Strukturänderungen. 

Keine der Substanzen aus dieser Kategorie zeigte eine Verdrängung von 3H-

cAMP aus seiner Bindungsstelle (Abb. 29). Es konnten somit keine EC50-Werte 

bestimmt werden. 
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Abb. 30: Verdrängungskurven von Theophyllin (</¨; n=2), DPCPX (l/¡; n=2) und 

CGS (ê; n=2). 
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3.4 Bestimmung der cAMP-Bindungsstellen mittels 8-Azido-
3H-cAMP 

 

Um die cAMP-Bindungsstellen der verschiedenen Enzymformen identifizieren 

zu können, wurden die native SAH-Hydrolase, die NADH- Form und die NAD+-

Form mit Azido-3H-cAMP markiert. Die Azido-Markierung ist eine durch Licht 

aktivierbare Gruppe, die durch die Affinität des cAMP an die Bindungsstelle der 

SAH-Hydrolase bindet. Durch die Photoaktivierung lassen sich sowohl 

Zeitpunkt als auch der Ort der Reaktion bestimmen. Die so markierten Peptide 

wurden durch die Kombination von Massenspektrometrie (MALDI) und 

Elektrospray-Ionisation (ESI) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 

dargestellt. Hierbei wurde der gängige Ein-Buchstaben-Code der Aminosäuren 

gewählt. 

 

Tab. 16: Aminosäuresequenzen der mittels Azido-3H-cAMP markierten cAMP-

Bindungsstellen der verschiedenen Formen der SAH-Hydrolase 

 

Enzymform Aminosäuresequenz Markierte Region  

Native SAH-Hydrolase WLNENAVEKVNIKPQV Trp310 – Val325 

NAD+-Form NAVEKVNIKPQ Asn314 – Gln324 

NADH-Form NAVEKVNIKPQ Asn314 – Gln324 

 

 

Es wurde nur jeweils nur ein einziges Peptid markiert, das der cAMP-

Bindungsstelle entspricht. Alle drei SAH-Hydrolase Formen weisen eine 

identische cAMP-Bindungsstelle auf. Die unterschiedliche Länge der Peptide ist 

auf den proteolytischen Verdau zurückzuführen. Die native SAH-Hydrolase 

wurde mit Endoproteinase Asp-N verdaut, die NAD+-Form und die NADH-Form 

jedoch mit Trypsin. Die Spaltung mit Trypsin führt zu kleineren Peptiden, 

während die Spaltung mit Endoproteinase Asp-N, Peptide mit einer Länge bis 

zu 30 Aminosäuren erzeugt. Nur bei der nativen SAH-Hydrolase konnte die 
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Aminosäure identifiziert werden an die cAMP gebunden hat. Es ist die 

Aminosäure Tryptophan310. Die Instabilität des durch die Photoreaktion 

erzeugten Cross-link könnte eine Ursache dafür sein, dass die Azido-3H-cAMP 

markierte Aminosäure bei den anderen beiden Peptiden nicht identifiziert 

werden konnte. Eine andere Ursache könnte sich auch aus der Spaltung der 

Peptide ergeben haben. 
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4 Diskussion 
 
Die SAH-Hydrolase, ein zytoplasmatisches Enzym, ist ein Tetramer und enthält 

als Kofaktor 1 Molekül NAD pro Untereinheit fest gebunden (Palmer und 

Abeles, 1979; Abeles et al., 1982). Dieses NAD wird während des 

Reaktionsmechanismus reduziert und liegt am Ende des Reaktionszyklus 

wieder in oxidierter Form vor. 

 

Das Enzym bindet sowohl Adenosin als auch cAMP (Hershfield und Kredich, 

1978; Saebo und Ueland, 1978; De Gunzburg et al., 1983; Aiyar und Hershfield, 

1985; Kloor et al., 2002). Es weist zwei Adenosin-Bindungsstellen mit 

verschiedenen Affinitäten auf, die abhängig sind vom Verhältnis des Kofaktors 

NAD+/ NADH (Kloor et al., 2003a). 

Das Ziel dieser Arbeit war, die cAMP-Bindungsstelle der SAH-Hydrolase in 

Abhängigkeit vom Kofaktor NAD+/NADH zu charakterisieren. 

Dazu wurde der Kofaktor nach der von De la Haba et al. (1986) etablierten und 

in Kapitel 2.2.5 beschriebenen Methode mit hochmolaren Konzentrationen an 

ATP, Mg2+ und KCl entfernt. Anschließend wurde das Enzym mit reinem NAD+ 

bzw. reinem NADH rekonstituiert. Die Charakterisierung der cAMP-

Bindungstellen der drei Enzymformen (native SAH-Hydrolase, NAD+-Form, 

NADH-Form) wurde mittels Bindungsstudien mit dem Radioliganden 3H-cAMP 

durchgeführt. 

 

4.1 Zeitabhängige Assoziation und Dissoziation 

 
Das Bindungsverhalten des 3H-cAMP an die verschiedenen Enzymformen 

wurde zunächst mit Assoziations- und Dissoziationsversuchen untersucht. Die 

native SAH-Hydrolase und die NADH-Form zeigten ein ähnliches Assoziations- 

und Dissoziationsverhalten (s. S. 42/43, Abb. 12 - 15). Beide Enzymformen 

erreichten bei den Assoziationsversuchen das Reaktionsgleichgewicht nach 

120 Minuten. Die cAMP-Bindung folgte einer monophasischen Reaktion. 
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Die Dissoziationskurven der beiden Enzymformen zeigen einen ähnlichen 

flachen Verlauf. Bei beiden Formen, der nativen SAH-Hydrolase und der 

NADH-Form, bleibt jedoch nach 240 Minuten Dissoziation eine 3H-cAMP-

Restbindung von 20% der Ausgangsbindung, was auf eine nicht dissoziierbare 

Bindung des cAMP hinweist. 

Bei Untersuchungen der Assoziation und die Dissoziation von cAMP an die 

native SAH-Hydrolase wurden von Kloor et al. (2002) vergleichbare Ergebnisse 

beschrieben. 

Die Assoziation des 3H-cAMP an die NAD+-Form erfolgte sehr viel schneller (s. 

S. 44, Abb. 16). Bereits nach 60 Minuten wurde das Reaktionsgleichgewicht 

erreicht. Dann allerdings sank die Menge des gebundenen 3H-cAMP wieder ab, 

was auf eine Instabilität der cAMP-Bindung oder eine Degradation des Enzyms 

bei Raumtemperatur zurückzuführen ist. Dieselbe Schlussfolgerung wurde in 

der Doktorarbeit von Lüdtke (2003) gezogen, die bei der Untersuchung der 

Adenosin-Bindung an die NAD+-Form ein vergleichbares Ergebnis erzielte. Die 

Instabilität der SAH-Hydrolase führten Narayanan und Borchardt (1988) 

ebenfalls auf das enzymgebundene NAD+ zurück. 

Bereits nach 60 min sind 90% des gebundenen 3H-cAMP von der NAD+-Form 

dissoziiert und nach 240 min geht die Bindung auf Null zurück. Zum einen kann 

hierfür auch die Instabilität des Enzyms nach 60 Minuten Vorinkubation 

verantwortlich gemacht werden. Zum anderen kann es aber auch bedeuten, 

dass das cAMP mit dieser Enzymform keinen festen Komplex bildet. 

 

Für die Assoziation von Adenosin an die Enzymformen mit definierten 

NAD+/NADH-Verhältnissen wies Lüdtke (2003) ebenfalls eine schnellere 

Gleichgewichtseinstellung bei einem NAD+-Gehalt von 90% bzw. 100% nach. 

Allerdings zeigten in ihren Untersuchungen die Enzymformen mit hohen NADH-

Gehalten ein weitaus langsameres Assoziations- und Dissoziationsverhalten für 

Adenosin. Die vollständig reduzierte NADH-Form erreichte das 

Reaktionsgleichgewicht erst nach 480 Minuten. 
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Die Ergebnisse der Assoziations- und Dissoziationskinetiken lassen den 

Schluss zu, dass der an das Enzym gebundene Kofaktor NAD+/NADH die 

Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeit von cAMP an die SAH-

Hydrolase beeinflusst. Im Vergleich zur nativen SAH-Hydrolase und der NADH-

Form erfolgte die Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes am schnellsten bei 

100% NAD+-Gehalt des Enzyms. 

 

 

4.2 Konzentrationsabhängige Sättigung 

 
In einem Konzentrationsbereich von 1 nM bis 500 nM 3H-cAMP konnte lediglich 

die native SAH-Hydrolase gesättigt werden. Die Sättigung war sowohl bei 

Raumtemperatur als auch bei Inkubation über 18 h bei 4°C zu erreichen. Die 

NAD+-Form und die NADH-Form waren mit diese Konzentrationen nicht 

sättigbar. Der KD-Wert für die native SAH-Hydrolase lag bei 40,1 ± 4,5 nM 

(2h/20°C) bzw. 47,6 ± 1,5 nM (18 h/4°C). Die maximale Bindungskapazität 

wurde mit 337,6 ± 16,9 pmol/mg Protein (2 h/20°C) bzw. 772,4 ± 20,8 pmol/mg 

Protein (18 h/4°C) bestimmt. 

Davon abweichende Daten geben Kloor et al. (2002) sowohl für den KD-Wert 

als auch die maximale Bindungskapazität der nativen SAH-Hydrolase an. In 

Sättigungsversuchen bestimmten Kloor et al. (2002) eine hochaffine 

Bindungsstelle für cAMP mit einem KD-Wert von 23,1 ± 1,1 nM, der gut mit dem 

berechneten KD-Wert von 26,5 nM aus den Assoziations- und 

Dissoziationskonstanten übereinstimmte. Die maximale Bindungskapazität 

wurde mit 116,6 ± 3,8 pmol/mg Protein angegeben. Das Enzym war bereits bei 

einer 3H-cAMP-Konzentration von 300 nM gesättigt. 

Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse bei gleicher 

Methodik könnte daran liegen, dass mit Proteinen aus unterschiedlichen 

Reinigungen gearbeitet wurde, die cAMP im unterschiedlichem Ausmaß 

unspezifisch binden. Kloor et al. (2002) beschrieben eine mit wachsender 3H-

cAMP-Konzentration linear ansteigende unspezifischer Bindung. Die Werte der 

unspezifischen Bindung erreichten bis zu 20 - 25% der Gesamtbindung. 
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Dagegen betrug die linear ansteigende unspezifische Bindung in den jetzt 

durchgeführten Versuchen maximal 2 – 14% der Gesamtbindung. Da die 

spezifische Bindung aus Gesamtbindung abzüglich der unspezifischen Bindung 

berechnet wird, könnten höhere Werte der unspezifischen Bindung eine 

scheinbare Sättigung vortäuschen. Außerdem ließe sich damit auch die höhere 

spezifische cAMP-Bindung erklären. 

 

Eine weitere Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse könnte in einem 

unterschiedlichen NAD+/NADH-Verhältnis der jeweiligen verwendeten nativen 

SAH-Hydrolase liegen. Die größere maximale Bindungskapazität im Vergleich 

zu dem von Kloor et al. (2002) ermittelten Wert könnte sich durch einen 

höheren Anteil an NADH der verwendeten nativen SAH-Hydrolase erklären 

lassen, da eine längere Inkubationszeit (18 h bei 4°C) und ein dadurch 

ansteigender NADH-Gehalt des nativen Enzyms (Lüdtke, 2003) zu einer 

Verdoppelung des maximal gebundenen 3H-cAMP führte. 

Die Angaben über den gebundenen NADH-Anteil der SAH-Hydrolase 

divergieren in großem Maße. De La Haba et al. (1986) berichteten, dass 

durchschnittlich 10 – 15% des Kofaktors in der reduzierten Form NADH 

vorliegen. Andere Quellen geben höhere Werte an mit einem NADH-Anteil von 

durchschnittlich 21% (Hershfield et al., 1985) oder 43% NADH (Narayanan und 

Borchardt, 1988). Diese Schwankungen lassen sich dadurch erklären, dass 

sowohl die Versuchsdurchführung bei Raumtemperatur als auch die Lagerung 

des Enzyms bei –20°C zu einer Zunahme des NADH-Anteils führen (Lüdtke, 

2003).  

Kloor et al. (2002) geben für das von ihnen verwendete Protein ein 

NAD+/NADH-Verhältnis von 92 – 94% NAD+ und 6 – 8% NADH an.  

Bei den hier vorgestellten Versuchen wurde das NAD+/NADH-Verhältnis der 

nativen SAH-Hydrolase nicht bestimmt. Da frisch gereinigte SAH-Hydrolase aus 

drei verschiedenen Reinigungen eingesetzt wurde, kann davon ausgegangen 

werden, dass der an das verwendete Enzym gebundene NADH-Anteil 8 – 20% 

ausmachte. Das tatsächliche NAD+/NADH-Verhältnis der hergestellten NAD+- 

Form und der NADH-Form wurde ebenfalls nicht überprüft, da Kloor et al. 
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(2003) zeigen konnten, dass das bei der Rekonstitution erzielte Ergebnis mit 

dem gewünschten NAD+/NADH-Verhältnis übereinstimmte. 

Die Verschiebung des gebundenen Kofaktors NAD+/NADH hin zu einem 

höheren NADH-Anteil ist ein zeit- und temperaturabhängiger Prozess (Lüdtke, 

2003). Um eine derartige Beeinflussung zu vermeiden, wurden die NAD+-Form 

und die NADH-Form möglichst frisch nach ihrer Herstellung verwendet. 

 

Im Unterschied zur nativen SAH-Hydrolase waren die NAD+-Form und die 

NADH-Form in einem 3H-cAMP-Konzentrationsbereich bis 500 nM nicht 

sättigbar. Deshalb wurde die 3H-cAMP-Konzentration bis 5 µM gesteigert. 

Um die Sättigungsversuche durchführen zu können, wurden alle 3H-cAMP-

Lösungen 1:10 mit unmarkiertem cAMP verdünnt. 

Sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C waren beide Enzymformen unter 

diesen Bedingungen sättigbar (s. S. 51/52, Abb. 21 - 24 ). Die unspezifische 

Bindung betrug 10 – 53% der Gesamtbindung. 

Der KD-Wert für die NADH-Form lag bei 100,1 ± 12,6 nM und für die NAD+-

Form bei 364,5 ± 42,7 nM. 

Beide experimentell hergestellten Enzymformen (NAD+-Form und NADH-Form) 

banden 3H-cAMP mit höheren maximalen Bindungskapazitäten als die native 

SAH-Hydrolase (Bmax = 336,7 ± 16,9 pmol/mg Protein bei 20°C). An die NADH-

Form banden maximal 1296,3 ± 37,7 pmol 3H-cAMP/mg Protein. Eine ähnlich 

hohe Bindungskapazität zeigte die NAD+-Form bei Raumtemperatur mit 1306,5 

± 51,1 pmol 3H-cAMP/mg Protein. 

 

Die Transformation der Daten nach Scatchard weist auf eine einzelne 

Bindungsstelle für cAMP an allen drei untersuchten Enzymformen (native SAH-

Hydrolase, NADH-Form, NAD+-Form) hin (s. S. 48 - 52, Abb. 19/21/23/25).  

 

Die KD-Werte für die unterschiedlichen Enzymformen wurden auch als Quotient 

aus den bei den Assoziations- und Dissoziationsversuchen bestimmten 

Geschwindigkeitskonstanten k-1 und k+1 ermittelt. Der so berechnete KD-Wert 

betrug 9,3 nM für die native SAH-Hydrolase, 23,5 nM für die NADH-Form und 
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5,3 nM für die NAD+-Form. Aufgrund vorausgehender Untersuchungen (Kloor et 

al., 2002) betrug die bei den Assoziations- und Dissoziationsversuchen 

eingesetzte 3H-cAMP-Konzentration 20 nM und lag somit für keine der 

Enzymformen im optimalen Bereich des KD-Wertes. Der KD-Wert der nativen 

SAH-Hydrolase liegt um den Faktor 2, der KD-Wert der NADH-Form um den 

Faktor 5 und der KD-Werte der NAD+-Form um den Faktor 18 höher als die 

eingesetzte 3H-cAMP-Konzentration von 20 nM. Dieser methodische Fehler 

könnte die große Abweichung von den mittels nichtlinearer Regressionsanalyse 

in den Sättigungsversuchen ermittelten KD-Werten erklären.  

 

In der Literatur findet sich keine Untersuchung der cAMP-Bindungsstellen der 

SAH-Hydrolase mit definierten NAD+/NADH-Verhältnissen, aber es gibt 

unterschiedliche Angaben über den KD-Wert des Enzyms für cAMP. 

Yuh und Tao (1974) geben für das „Adenosin-cAMP-bindende Protein“ aus 

Kaninchenerythrozyten, das erst später in Bezug zur SAH-Hydrolase gesetzt 

wurde, einen KD-Wert von 300 nM für cAMP an. Olsson (1978) bestimmte für 

dasselbe Protein einen KD-Wert von 9 nM, der mit dem KD-Wert der SAH-

Hydrolase aus Dictyostelium discoideum übereinstimmt (Hohmann et al., 1984; 

De Gunzburg, 1985). Für ein cAMP-bindendes Protein aus Rindernebennieren, 

dass später als SAH-Hydrolase identifiziert wurde (Døskeland und Ueland, 

1982), geben Døskeland und Ueland (1977) einen KD-Wert von 100 nM an. 

Untersuchungen der SAH-Hydrolase aus Mäuseleber ergaben einen KD-Wert 

von 150 nM (Ueland und Døskeland, 1977) und des Enzyms aus Rindernieren, 

wie bereits erwähnt, einen KD-Wert von 23 nM (Kloor et al., 2002). 

 

Der Grund für die beschriebenen unterschiedlichen Affinitäten von cAMP an die 

SAH-Hydrolase könnte zum einen in der Spezies-Spezifität der SAH-Hydrolase 

liegen. Zum anderen könnten auch verschiedene NAD+/NADH-Verhältnisse der 

untersuchten Enzyme zu unterschiedlichen KD-Werten führen.  

 

Auch für den KD-Wert von Adenosin finden sich in der Literatur unterschiedliche 

Angaben (Yuh und Tao, 1974; Olsson, 1978; Ueland und Døskeland, 1977; 
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Fujioka und Takata, 1981; Hershfield und Kredich, 1978;Kloor et al., 1996, 

2000, 2003a). 
Lüdtke (2003) versuchte diese Unterschiede durch verschiedene NAD+/NADH-

Verhältnisse der untersuchten Enzyme zu erklären. Dieselbe Arbeitsgruppe 

zeigte erstmals, dass die SAH-Hydrolase zwei Adenosin-Bindungsstellen in 

Abhängigkeit vom NAD+/NADH-Verhältnis aufweist (Kloor et al., 2003a). Die 

native SAH-Hydrolase und die Enzymform, die 50% NAD+ und 50% NADH 

gebunden hält, besitzen zwei Bindungsstellen für Adenosin mit KD-Werten von 

9,2 ± 0,6 nM und 1,4 ± 0,1 µM. Für die hochaffine Adenosin-Bindungsstelle der 

NADH-Form wurde ein KD-Wert von 48,3 ± 2,7 nM und für die niedrigaffine 

Adenosin-Bindungsstelle der NAD+-Form ein KD-Wert von 4,9 ± 0,3 µM 

bestimmt.  

Dabei fällt auf, dass der KD-Wert (5 µM) der niedrigaffinen Adenosin-

Bindungsstelle der NAD+-Form 500 Mal höher liegt als der KD-Wert (9 nM) der 

hochaffinen Adenosin-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase.  

Der KD-Wert (360 nM) der cAMP-Bindungsstelle der NAD+-Form liegt jedoch im 

nanomolaren Bereich und unterscheidet sich vom KD-Wert (40 nM) der nativen 

SAH-Hydrolase nur um den Faktor 9. 

Dieser geringe Unterschied könnte dafür sprechen, dass die verschiedenen 

Enzymformen der SAH-Hydrolase über eine identische cAMP-Bindungsstelle 

verfügen. Die Affinität dieser Bindungsstelle für cAMP könnte sich jedoch in 

Abhängigkeit vom Verhältnis des Kofaktors NAD+/NADH verändern, da die 

Reduktion des enzymgebundenen NAD+ zu NADH einer 

Konformationsänderung des Enzyms in eine „geschlossene“ Form führt (Palmer 

und Abeles, 1982; Hu et al. 1999; Kloor et al. 2000). 
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4.3 Hemmungsexperimente mit Kompetitoren 

 
Hemmungsexperimente mit Adenosin-Analoga, die aufgrund ihrer chemischen 

Strukturähnlichkeiten mit cAMP und Adenosin um die Bindungsstelle am Enzym 

konkurrieren, erlauben weitere Rückschlüsse auf den Einfluss des Kofaktors 

NAD+/NADH auf die cAMP-Bindung. 

Im folgenden wird näher auf einzelne untersuchten Substanzen eingegangen. 

 

4.3.1 Adenosin und cAMP 

 
Bisher konnte die Frage, ob cAMP und Adenosin an eine identische 

Bindungsstelle oder an unterschiedliche Bindungsstellen binden, noch nicht 

eindeutig geklärt werden.  

In der Literatur lassen sich sowohl Theorien über eine einzige identische (Aiyar 

und Hershfield, 1985; Kloor et al., 2002) als auch über mehrere 

unterschiedliche Bindungsstellen für cAMP und Adenosin finden (Yuh und Tao, 

1974; Sudgen und Corbin, 1976; Ueland und Døskeland, 1977 und 1978, 

Olsson, 1978). 

Die von Richter (2000) durchgeführten Hemmungsversuche mit 3H-Adenosin 

ergaben, dass cAMP mit hoher Affinität und einem EC50-Wert von 120 nM um 

die hochaffine Adenosin-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase 

konkurrierte. Bei der NADH-Form verdrängte cAMP das 3H-Adenosin jedoch 

nicht aus seiner Bindungsstelle. 

Die Untersuchungen von Yuh und Tao (1974) hatten gleichfalls ergeben, dass 

Adenosin mit hoher Affinität um die cAMP-Bindungsstelle konkurrierte, cAMP 

jedoch ohne Einfluss auf die Adenosin-Bindung blieb. Daraus zogen sie die 

Schlussfolgerung, dass Adenosin und cAMP an unterschiedliche 

Bindungsstellen binden, wobei sie für möglich hielten, dass eine der 

Bindungsstellen nur Adenosin, die andere jedoch beide Moleküle binden könne. 

Neben dieser Erklärungsmöglichkeit muss aber auch bedacht werden, dass die 

Inkubationszeit bei ihren Versuchen lediglich 3 Minuten bei 37°C betrug. 
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Sowohl die cAMP-Bindung als auch die Adenosin-Bindung sind zeit- und 

temperaturabhängige Prozesse (Kloor et al., 2002 und 2003a). Das 

Reaktionsgleichgewicht der Adenosin-Bindung bei Raumtemperatur wird 

sowohl bei der NAD+-Form (30 min) als auch bei der nativen SAH-Hydrolase 

(90 min) (Lüdtke, 2003) schneller erreicht als das Reaktionsgleichgewicht der 

cAMP-Bindung mit 60 Minuten bzw. 120 Minuten. Die fehlende Verdrängung 

des Adenosins durch cAMP ließe sich durch eine zu kurze Inkubationszeit 

erklären. Des weiteren muss bedacht werden, dass bei der nativen SAH-

Hydrolase das an beide Bindungsstellen gebundene 3H-Adenosin gemessen 

wird, cAMP aber nur um eine der beiden Adenosin-Bindungsstellen (Kloor et 

al.,2003a) konkurriert. Dadurch wird das Ausmaß der Adenosin-Verdrängung 

durch cAMP unterschätzt. 

Bei der Markierung der Bindungsstellen mittels 8-Azido-Derivaten von Adenosin 

und cAMP schlossen Aiyar und Hershfield (1985) auf eine gemeinsame 

Bindungsstelle. 

Bei der Durchführung von Hemmungsversuchen fanden Kloor et al. (2002) 

ebenfalls Hinweise auf eine identische Bindungsstelle im nanomolaren Bereich, 

da Adenosin und cAMP mit der gleichen Affinität und EC50-Werten von 57 nM 

und 65 nM um die Bindungsstelle an der nativen SAH-Hydrolase konkurrierten. 

Dieses Ergebnis konnte mit den hier vorgestellten Versuchen bestätigt werden. 

Sowohl bei der nativen SAH-Hydrolase als auch bei der NADH-Form 

konkurrierten Adenosin und cAMP mit der gleichen Affinität um die cAMP-

Bindungsstelle. Der EC50-Wert beider Substanzen betrug für das native Enzym 

50 nM, was gut mit den von Kloor et al. (2002) bestimmten Werten 

übereinstimmt. Auch bei der NADH-Form verdrängten sich Adenosin und cAMP 

mit ähnlichen Affinitäten von 120 nM und 110 nM. 

Diese Ergebnis könnte ein Hinweis für eine identische cAMP- und Adenosin-

Bindungsstelle bei der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form sein.  

Die hochaffine Adenosin-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase und der 

NADH-Form wurde von Kloor et al. (2003a) mittels Markierung durch 8-Azido-
3H-Adenosin im Bereich der NAD+-bindenden Domäne des Enzyms lokalisiert.  
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Bei der NAD+-Form war die Affinität des Adenosins an die 3H-cAMP-

Bindungsstelle geringer als die des unmarkierten cAMP. Der EC50-Wert für 

Adenosin lag bei 750 nM im Vergleich zu 180 nM für cAMP. 

Die niedrigaffine Adenosin-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase und der 

NAD+-Form wurde von Kloor et al. (2002) im Bereich des katalytischen 

Zentrums lokalisiert. Hohmann et al., (1984) beschrieben für die SAH-Hydrolase 

aus Dictyostelium discoideum eine Hemmung der hydrolytischen Reaktion 

durch cAMP, die jedoch durch Zugabe von NAD+ reversibel war. Danielyan et 

al. (1997) fanden heraus, dass cAMP die Aktivität der SAH-Hydrolase aus 

Rindernieren in der hydrolytischen Richtung um 30% erhöht. Bei der 

photometrischen Titration konnte jedoch gezeigt werden, dass cAMP die durch 

Adenosin bedingte Umwandlung von NAD+ zu NADH konzentrationsabhängig 

hemmt (Kloor et al., 2003b). Die Bindung des cAMP führt aufgrund der 

fehlenden 3´-OH–Gruppe nicht zu einer Reduktion des enzymgebundenen 

NAD+ (Hershfield et al., 1985) und bewirkt keine Konformationsänderung der 

SAH-Hydrolase in eine „geschlossene“ Form. Da cAMP außerdem leicht von 

der Bindungsstelle der NAD+-Form dissoziiert, kann Adenosin auch bei 

niedrigerer Affinität mit cAMP um die Bindungsstelle konkurrieren. Die Bindung 

des Adenosins führt zu einer Reduktion des enzymgebundenen NAD+ zu NADH 

in einem zeit- und konzentrationsabhängigen Prozess (Palmer und Abeles, 

1979; Hershfield et al., 1985; Kloor et al., 2000). Sowohl die eingesetzten 

Konzentrationen an Adenosin (bis zu 3x 10 -5 M) als auch die Inkubationszeit 

von 60 Minuten sind ausreichend, um einen großen Anteil des 

enzymgebundenen NAD+ zu NADH zu reduzieren. Wie bereits dargelegt, 

konkurrierte Adenosin bei der NADH-Form aber mit gleicher Affinität mit 3H-

cAMP um die Bindungsstelle.  

Vor diesem Hintergrund ist das Ergebnis für die NAD+-Form mit Vorbehalt zu 

interpretieren. 

Da der EC50-Wert des cAMP abhängig von der eingesetzten 3H-cAMP-

Konzentration ist, wurde mit Hilfe der Gleichung nach Cheng und Prusoff (1973) 

die unabhängige Inhibitorkonstante Ki berechnet. Für die native SAH-Hydrolase 

stimmen der so ermittelte Ki-Wert für cAMP von 33 nM und der in den 
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Sättigungsversuchen ermittelte KD-Wert von 40 nM gut überein. Gleiches gilt für 

den Ki-Wert für cAMP von 92 nM und den KD-Wert von 100 nM der NADH-

Form. 

Für die NAD+-Form divergieren der Ki-Wert für cAMP von 170 nM und der KD-

Wert von 360 nM. Die Ursache hierfür könnte in der methodischen 

Vorgehensweise zu finden sein, da die Hemmungsversuche mit einer 3-H-

cAMP-Konzentration von 20 nM durchgeführt wurden, die weit unter der 

optimalen Radioliganden-Konzentration im Bereich des KD-Wertes lag. Dies 

muss bei der Interpretation der Daten für die NAD+-Form bedacht werden. 

 

4.3.2 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin 

 
Von den am Adenin modifizierten Substanzen hatte nur das N6-Methyladenosin 

eine hohe Affinität an die cAMP-Bindungsstelle der drei untersuchten 

Enzymformen. Der EC50-Werte für die native SAH-Hydrolase betrug 90 nM und 

bestätigte den von Kloor et al. (2002) bestimmten Wert. Der EC50-Wert der 

NADH-Form betrug 150 nM, der EC50-Wert der NAD+-Form ca. 1µM.  

Analog zu Adenosin induziert das N6-Methyladenosin die Reduktion des 

enzymgebundenen NAD+ zu NADH, da es der SAH-Hydrolase als Substrat für 

die Synthese von S-N6-Methyladenosylhomocystein dient (Hoffman, 1978). 

Deshalb erlaubt der ermittelte EC50-Wert für die NAD+-Form nur begrenzte 

Rückschlüsse auf die Bindungsstelle. 

2-Chloroadenosin konkurrierte bei der nativen SAH-Hydrolase und bei der 

NADH-Form mit hohen EC50-Werten von 2,9 µM und 10 µM um die 3H-cAMP-

Bindungsstelle. Für die native SAH-Hydrolase bestimmten Kloor et al. (2002) 

ebenfalls einen hohen EC50-Wert von 7 µM. Bei der NAD+-Form konnte erst bei 

einer Konzentration von 3 x 10 -5 M ein Anteil von 45% des gebundenen 3H-

cAMP verdrängt werden. Der EC50-Wert wurde auf > 10 –4 M geschätzt.  

In Konzentrationen von über 100 µM vermochten CHA bei der nativen SAH-

Hydrolase bis zu 40% und R-PIA bis zu 28% des gebundenen 3H-cAMP zu 

verdrängen. Sowohl bei der NADH-Form als auch bei der NAD+-Form fand sich 
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im Gegensatz dazu keinerlei Verdrängung im untersuchten 

Konzentrationsbereich. 

Richter (2000) untersuchte dieselben Substanzen in ihrer Wirkung auf die 

native SAH-Hydrolase und die NADH-Form in Hemmungsversuchen mit 3H-

Adenosin, wobei sich das N6-Methyladenosin ebenfalls als einzige Substanz 

mit hoher Affinität an die Adenosin-Bindungsstelle erwies (EC50-Werte: 90 nM 

für das native Enzym und 730 nM für die NADH-Form). Für 2-Chloroadenosin 

konnte nur für die native SAH-Hydrolase ein EC50-Wert von 340 µM bestimmt 

werden, bei der NADH-Form konkurrierte es nur schwach mit Adenosin. R-PIA 

konkurrierte mit sehr geringer Affinität und EC50-Werten um 400 µM um die 

Adenosin-Bindungsstellen der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form. 

Die Ergebnisse der Hemmungsversuche mit am Adenin modifizierten Adenosin-

Analoga stimmen für die cAMP-Bindungsstelle und die Adenosin-Bindungsstelle 

gut überein und könnten die Annahme einer identischen Bindungsstelle für 

cAMP und Adenosin an der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form 

unterstützen. 

4.3.3 Adenosin-Analoga mit Modifikationen an der Ribose 

 
Die A2-Rezeptor-Agonisten CPCA und NECA wiesen die höchste Affinität an 

die 3H-cAMP-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase (0,05 µM) und der 

NADH-Form (0,07 µM) auf. Für NECA bestimmten Kloor et al. (2002) ebenfalls 

eine hohe Affinität an die cAMP-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase mit 

einem EC50-Wert von 0,08 µM. 

CPCA und NECA sind keine Substrate der SAH-Hydrolase, sie beeinflussen 

das enzymgebundene NAD+ nicht. Für die NAD+-Form wurden für diese beiden 

Substanzen EC50-Werte von 0,16 µM (CPCA) und 0,14 µM (NECA) ermittelt. 

Diese EC50-Werte stimmen nahezu mit dem EC50-Wert für cAMP (0,18 µM) 

überein. Das bedeutet, dass die Modifikation in Position 5´ durch eine 

Carboxamido- oder Carboxylgruppe die Affinität an die cAMP-Bindungsstelle 

der SAH-Hydrolase nicht beeinflusst. 

Diese Modifikation vermindert auch die Affinität an die Adenosin-Bindungsstelle 

der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form nur gering (Richter, 2000). 
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Diese Übereinstimmung könnte als weiteres Indiz für eine identische 

Bindungsstelle für cAMP und Adenosin der nativen SAH-Hydrolase und der 

NADH-Form gewertet werden. 

 

Das ebenfalls an Position C5´ modifizierte Adenosin-Analogon 5´-Amino-5´-

Desoxyadenosin konkurrierte mit niedrigerer Affinität um die cAMP-

Bindungsstelle aller drei untersuchter Enzymformen. Die EC50-Werte lagen aber 

immer noch im nanomolaren Bereich mit 0,4 µM (natives Enzym), 0,25 µM 

(NADH-Form) und 0,6 µM (NAD+-Form). Die Verdrängungskurven verliefen 

monophasisch, was auf eine einzelne Bindungsstelle hinweist. In 

Hemmungsversuchen mit 3H-Adenosin zeigte die Verdrängungskurve dieser 

Substanz bei der nativen SAH-Hydrolase einen biphasischen Verlauf, die EC50-

Werte der beiden Bindungsstellen wurden mit 0,1 µM und 100 µM bestimmt 

(Richter, 2000). Die Bindung von 3H-Adenosin an die NADH-Form vermochte 

5´-Amino-5´-Desoxyadenosin bei monophasischem Kurvenverlauf ganz zu 

unterdrücken, der EC50-Wert lag jedoch bei 3,8 µM (Richter, 2000)  

 

2´-Desoxaydenosin ist ein endogen vorkommendes physiologisches 

Abbauprodukt im DNA-Stoffwechsel. Es konkurrierte mit niedriger Affinität und 

einem EC50-Wert von 0,63 µM um die cAMP-Bindungsstelle der nativen SAH-

Hydrolase. Im Vergleich zu Adenosin bewirkt das Fehlen der OH-Gruppe an 

Position C2´ eine Affinitätsverminderung an die cAMP-Bindungsstelle um eine 

Zehnerpotenz. Für die Adenosin-Bindungsstelle wird die Affinität sogar um zwei 

Zehnerpotenzen verringert (Richter, 2000). Bei der NADH-Form verblieb bei 

einem hohen EC50-Wert von 2,1 µM eine niedrige 3H-cAMP-Restbindung von 

lediglich 9%, die bei der NAD+-Form mit 24% weitaus höher lag. 

2´-Desoxyadenosin inaktiviert die SAH-Hydrolase in einem irreversiblen 

zeitabhängigen Prozess. Der inaktivierende Mechanismus beinhaltet die 

irreversible Reduktion des enzymgebundenen NAD+ zu NADH (Abeles et al., 

1982). Vor diesem Hintergrund ist der für die NAD+-Form ermittelte EC50-Wert 

von 5,8 µM mit Vorbehalt zu interpretieren. 
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ARA-A, ein irreversibler Inaktivator der SAH-Hydrolase (Helland und Ueland, 

1982), unterscheidet sich von Adenosin nur durch die nach oben weisende 

Hydroxylgruppe an der Position C2´ des Zucker-Anteils. Diese Modifikation 

bewirkt im Vergleich zu Adenosin einen Affinitätsverlust an die 3H-cAMP-

Bindungsstelle um mehr als 2 Zehnerpotenzen. Die Auswirkung auf die cAMP-

Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase (EC50-Wert 7,3 µM) und der NADH-

Form (EC50-Wert 8,5 µM) ist dabei nahezu identisch. Bei der höchsten 

Konzentration von 3 x 10 -5 M verblieb in beiden Fällen eine Restbindung an 

nicht verdrängtem 3H-cAMP von 30%. Dies könnte einen weiterer Beleg für eine 

identische cAMP-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-

Form darstellen. Bei Hemmungsversuchen mit 3H-Adenosin band ARA-A mit 

einer im Vergleich zu Adenosin um den Faktor 10 3 verminderten Affinität an die 

native SAH-Hydrolase und die NADH-Form (Richter, 2000). Der Austausch der 

Ribose durch Arabinose hat folglich dieselbe Auswirkung auf die cAMP- und 

Adenosin-Bindungsstellen der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form. 

Dies könnte als ein Indiz für eine identische Bindungsstelle für cAMP und 

Adenosin an diesen beiden Enzymformen gewertet werden. 

Bei der NAD+-Form zeigte ARA-A im Gegensatz dazu keinerlei Verdrängung im 

untersuchten Konzentrationsbereich. 

Adenosin-2´,3´-Dialdehyd (geöffneter Ribose-Ring) und Adenin (ohne Ribose-

Anteil) weichen strukturell am weitesten vom Adenosin ab. Beide Substanzen 

konkurrierten nur im hohen Konzentrationsbereich (> 100 µM) mit 3H-cAMP um 

seine Bindungsstelle an der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form. 

Adenosin-2´,3´-Dialdehyd verdrängte bis zu 47% des 3H-cAMP bei der nativen 

SAH-Hydrolase und bis zu 43% bei der NADH-Form, die EC50-Werte für beide 

Enzymformen konnten jedoch nur auf > 100 µM geschätzt werden. Im 

Gegensatz dazu bestimmte Kloor et al. (2002) für die cAMP-Bindungsstelle der 

native SAH-Hydrolase einen EC50-Wert von 9,3 µM. Adenosin-2´,3´-Dialdehyd 

ist ein potenter, irreversibler Hemmstoff der SAH-Hydrolase (Chiang, 1998). 

Richter (2000) beobachtete eine Steigerung der Adenosin-Bindung an die 

hochaffinen Adenosin-Bindungsstelle der nativen SAH-Hydrolase um 400% bei 

einer Adenosin-2´,3´-Dialdehyd-Konzentration von 3 x 10 -7 M und versuchte 
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dieses Phänomen durch eine Reduktion des enzymgebundenen NAD+ und eine 

damit einhergehende Erhöhung der Adenosin-Bindungskapazität zu erklären. 

Bei höheren Konzentrationen von 3 x 10 -7 M bis 10 -3 M erfolgte bei der nativen 

SAH-Hydrolase und der NADH-Form eine gleichartige Verdrängung des 

Adenosins bis auf 1% (Richter, 2000). In den hier vorgestellten Versuchen 

wurde keine vergleichbare Erhöhung der cAMP-Bindung beobachtet. Dies 

könnte als Hinweis für unterschiedliche cAMP- und Adenosin-Bindungsstellen 

der nativen SAH-Hydrolase gewertet werden, weil die NADH-Form bei den 

Sättigungsversuchen ebenfalls mit höherer maximaler Bindungskapazität band. 

Es wäre aber auch möglich, dass sich die cAMP-Bindungskapazitäten dieser 

beiden Enzymformen bei niedrigen 3H-cAMP-Konzentrationen nicht 

unterscheiden, da die native SAH-Hydrolase und die NADH-Form bei den 

Assoziations- und Dissoziationsversuchen, die wie die Hemmungsversuche mit 

einer 3H-cAMP-Konzentration von 20 nM durchgeführt wurden, gleich hohe 

Ausgangswerte aufwiesen. 

Möglicherweise ist die Reduktion des enzymgebundenen NAD+ zu NADH durch 

Adenosin-2´,3´-Dialdehyd auch ein zeitabhängiger Prozess. Auf die cAMP-

Bindungsstelle der NAD+-Form, die 1 Stunde inkubiert wurde, hatte Adenosin-

2´,3´-Dialdehyd keinerlei Wirkung. Da bei der NADH-Form zumindest ein Anteil 

des gebundenen 3H-cAMP verdrängt wurde, könnte man bei einer Reduktion 

des NAD+ ein vergleichbares Ergebnis für die NAD+-Form erwarten.  

 

Adenin ist ein kompetitiver Hemmstoff der SAH-Hydrolase, die in der Literatur 

angegebenen Ki-Werte variieren von 3 µM (Chiang, 1998) über 9 µM (Kim et al 

1983) bis hin zu 15 µM (Kloor et al., 1996). 

Adenin vermochte im hohen Konzentrationsbereich bei der nativen SAH-

Hydrolase und bei der NADH-Form bis zu 40% bzw. 30% zu verdrängen. Die 

EC50-Werte der beiden Enzymformen konnten jedoch lediglich auf > 100 µM 

geschätzt werden. Im Gegensatz dazu ermittelte Kloor et al. (2002) einen EC50-

Wert von 11 µM für die native SAH-Hydrolase. An die Adenosin-Bindungsstelle 

der nativen SAH-Hydrolase (EC50-Wert 20 µM) und der NADH-Form (EC50-Wert 

> 100 µM) hatte Adenin eine geringe Affinität (Richter, 2000). Adenin bindet 
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also sowohl an die cAMP- als auch an die Adenosin-Bindungsstelle mit sehr 

niedriger Affinität, was auf eine identische Bindungsstelle an der nativen SAH-

Hydrolase und der NADH-Form hinweisen könnte Auf die cAMP-Bindungsstelle 

der NAD+-Form hatte Adenin keinerlei Wirkung. 

 

4.3.1 Adenosin-Analoga mit Modifikationen am Adenin und an der 
Ribose 

 
CGS ist ein A2-Rezeptor-Agonist mit sehr hoher Affinität an A2A-Rezeptoren 

(Müller und Scior, 1993). Die beiden potenten A1-Rezeptor-Antagonisten 

Theophyllin und DPCPX sind Xanthin-Derivate, die keinen Ribose-Anteil 

besitzen und am Purinring modifiziert sind. Diese Substanzen waren bei allen 

untersuchten Enzymformen nicht in der Lage, 3H-cAMP aus seiner 

Bindungsstelle zu verdrängen. Auf die Adenosin-Bindungsstelle der nativen 

SAH-Hydrolase und der NADH-Form hatten sie ebenfalls keinen Einfluss 

(Richter, 2000). 

 

 

Die übereinstimmenden Ergebnisse der Hemmungsversuche könnten auf die 

Gleichheit der Bindungsstellen der nativen SAH-Hydrolase und der NADH-Form 

hinweisen, eine eindeutige Aussage kann aus diesen Untersuchungen jedoch 

nicht gemacht werden. Im Vergleich der drei Enzymformen ergaben sich bei 

allen Substanzen die niedrigsten Affinitäten für die NAD+-Form in 

Übereinstimmung mit der niedrigen Affinität, die bei den 

Sättigungsexperimenten ermittelt worden war. 

Dies könnte möglicherweise darauf hindeuten, dass die NAD+-Form der SAH-

Hydrolase eine andere cAMP-Bindungsstelle aufweist als die beiden anderen 

Enzymformen. 
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4.4 Bestimmung der cAMP-Bindungsstelle mittels 8-Azido-3H-

cAMP 

 

Die Bestimmung der cAMP-Bindungsstelle der SAH-Hydrolase mittels 8-Azido-
3H-cAMP bestätigte die Ergebnisse der Bindungsstudien, die auf eine singuläre 

Bindungsstelle der SAH-Hydrolase für cAMP hindeuteten. Alle drei 

untersuchten Enzymformen weisen die gleiche Bindungsstelle auf, die in der 

Region Trp310 – Val325 bzw. Asn314 – Gln324 liegt.  

Die SAH-Hydrolase ist ein Tetramer, jede Untereinheit besteht aus drei Teilen, 

der katalytischen Domäne (AS 1 - 181 und 352 - 402), der NAD+-bindenden 

Domäne (AS 182 - 351) und der C-terminalen Domäne (AS 403 - 431) (Hu et 

al., 1999). Demnach ist das markierte Peptid in der NAD+-bindenden Domäne 

lokalisiert.  

Frühere enzymkinetische Untersuchungen mit cAMP haben gezeigt, dass die 

Aktivität der SAH-Hydrolase in Richtung der Hydrolyse in Anwesenheit von 

cAMP konzentrationsabhängig, gesteigert werden konnte (Danielyan et al., 

1997). Durch die Lokalisation der cAMP-Bindungsstelle in der NAD+-bindenden 

Domäne lässt sich erklären warum die Bindung von cAMP an die SAH-

Hydrolase die Aktivität des Enzyms beeinflusst. Die Bindung von cAMP an die 

SAH-Hydrolase verändert das Enzym in seiner Konformation dahingehend, 

dass es das Substrat SAH schneller umsetzt. 

Bei der Bestimmung der Adenosin-Bindungsstelle mittels 8-Azido-3H-Adenosin 

wurden die native SAH-Hydrolase und die NADH-Form in der Region Asp307 – 

Val325 markiert (Kloor et al., 2003a), die mit der jetzt ermittelten 8-Azido-3H-

cAMP-Bindungsstelle gut übereinstimmt. An diese Stelle der SAH-Hydrolase 

bindet Adenosin mit hoher Affinität (KD=6,5 ± 0.3 nM bzw. KD=48,3 ± 2.7 nM). 

Das bedeutet, dass die hochaffine Bindungsstelle sowohl für Adenosin als auch 

für cAMP nur dann vorhanden ist, wenn der Kofaktor NAD im reduzierten 

Zustand vorliegt. Dieses Ergebnis erklärt auch, warum die NAD+-Form der 

SAH-Hydrolase cAMP mit niedrigerer Affinität bindet (KD= 300 nM).  

Die Bindungsstelle der SAH-Hydrolase hat dabei eine unterschiedliche 

Bedeutung für die beiden Metabolite. Während die Bindung von Adenosin an 
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die hochaffine Stelle der nativen SAH-Hydrolase als Adenosin-Speicher 

betrachtet werden kann, beeinflusst die Bindung von cAMP das Enzym in 

seiner Aktivität.  

Bereits 1985 schlossen Aiyar und Hershfield aus ihren Versuchen mit Azido-

Adenosin und Azido-cAMP auf eine gemeinsame Bindungsstelle für Adenosin 

und cAMP, während durch die Eigenschaft der SAH-Hydrolase, einen Teil des 

Adenosins fest zu binden, lediglich eine separate cAMP-Bindungsstelle 

vorgetäuscht wird. Yaun und Borchardt (1995) wiesen nach Markierung der 

humanen SAH-Hydrolase aus Plazenta mit 8-Azido-3H-Adenosin zwei Peptide 

Val175 – Lys186 und Val319 – Arg327 nach. Während das eine Peptid (Val175 – 

Lys186) der von Hu et al. (1999) beschriebenen katalytischen Domäne 

zuzuordnen ist, befindet sich das andere Peptid (Val319 – Arg327) in der NAD+-

bindenden Domäne der SAH-Hydrolase. Das bedeutet, dass unabhängig von 

der Herkunft des untersuchten Enzyms, Adenosin, aber auch cAMP an dieselbe 

Stelle am Enzym binden. Die Bedeutung dieser Adenosin bzw. cAMP 

markierten Sequenzen für die Funktion des Enzyms bedarf weiterer 

Untersuchungen. Darüber hinaus muss die physiologische Bedeutung dieser 

cAMP-Bindungsstelle in Hinblick auf die Regulation der SAH-Hydrolase weiter 

geklärt werden. 
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5 Zusammenfassung 
 
Das zytoplasmatische Enzym SAH-Hydrolase ist ein Tetramer und katalysiert 

die reversible Hydrolyse von SAH zu Adenosin und Homocystein. Jede 

Untereinheit der SAH-Hydrolase enthält fest gebundenes NAD+, das als 

Kofaktor an der Reaktion beteiligt ist. Das Enzym bindet sowohl cAMP als auch 

Adenosin, für das es zwei Bindungsstellen mit verschiedenen Affinitäten 

aufweist, die abhängig sind vom Verhältnis des Kofaktors. In der vorliegenden 

Arbeit wurde das Bindungsverhalten von cAMP an die SAH-Hydrolase in 

Abhängigkeit vom Kofaktor NAD+/NADH mit Hilfe von Bindungsstudien 

untersucht. Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 

1. Der an das Enzym gebundene Kofaktor NAD+/NADH beeinflusst die 

Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeit von cAMP an die SAH-

Hydrolase. Die NAD+-Form erreichte nach 60 min das Gleichgewicht, 

während die native SAH-Hydrolase und die NADH-Form 120 min bis zur 

Einstellung des Gleichgewichts benötigten. 

2. Bei den Sättigungsversuchen wurde für die native SAH-Hydrolase ein KD-

Wert von 40 nM und eine maximale 3H-cAMP-Bindungskapazität von 337 

pmol/mg Protein bestimmt. Die KD-Werte der NADH-Form und der NAD+-

Form betrugen 100 nM und 364 nM, die ermittelte maximale 3H-cAMP-

Bindungskapazität lag bei 1300 pmol/mg Protein für beide Enzymformen. 

Die Transformation der Daten nach Scatchard weist auf eine einzige cAMP-

Bindungsstelle an allen untersuchten Enzymformen hin. 

3. Die untersuchten Adenosin-Analoga zeigten in den Hemmungsversuchen 

die gleiche Affinität an die native SAH-Hydrolase und an die NADH-Form. 

Bei der NAD+-Form wiesen alle Substanzen deutlich niedrigere Affinitäten 

auf. 

4. Bei der Markierung mittels 8-Azido-3H-cAMP wiesen die native SAH-

Hydrolase, die NAD+-Form und die NADH-Form eine identische cAMP-

Bindungsstelle auf, die im Bereich der NAD-bindenden Domäne lokalisiert 

wurde. 
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