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 Inhaltszusammenfassung:

Das Enzym SAH-Hydrolase 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 NAD+/NADH. 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. Eine Sättigung der nativen SAH-Hydrolase konnte bei 3H-cAMP-Konzentrationen bis 500 nM erreicht werden, für die rekonstituierten Enzymformen waren dazu 3H-cAMP-Konzentrationen bis 5 µM notwendig. Die KD-Werte betrugen 40 nM (natives Enzym), 100 nM (NADH-Form) und 364 nM (NAD+-Form). 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.





 Abstract:

S-adenosyl-homocysteine hydrolase (E.C. 3.3.1.1; AdoHcy Hydrolase) catalyzes the reversible hydrolysis of AdoHcy to adenosine and homocysteine. One mol of the enzyme contains 4mol of NAD which is the essential cofactor of the enzyme. 
AdoHcy Hydrolase exhibits two adenosine binding sites,one with a high and one with a low affinity. These adenosine binding sites arecontrolled by the enzyme-bound NAD+/NADH ratio. Since adenosine competes with cAMP at the high affinity binding site of the enzyme, we examined in the present study the binding characteristics of cAMP to AdoHcy Hydrolase in its native, NAD+- and NADH-form.

Association and dissociation of 3H-cAMP were found to be markedly dependent upon the NAD+/NADH-ratio of the enzyme. The equilibrium of 3H-cAMP on the NAD+-form was reached after 60 min, whereas the association of 3H-cAMP on the native enzyme and on the NADH-form was completed after 120 min.

Saturation binding experiments were performed in the presence of two 3H-cAMP concentration ranges: 0,5 - 500 nM and 0,5nM - 5µM. Nonspecific binding increased linearly with increasing 3H-cAMP concentrations. Nonlinear regression analysis for all saturation binding experiments indicated only one binding site for 3H-cAMP with an affinity of KD = 40 nM for the native AdoHcy Hydrolase, KD = 100 nM for the NADH-form and KD = 364 nM for the NAD+-form.

Competition experiments for 3H-cAMP binding to AdoHcy hydrolase were performed with endogenous adenosine nucleosides and nucleotides, AdoHcy hydrolase inhibitors and adenosine receptor agonists and antagonists.The affinities of the compounds tested were similar for the 3H-cAMP binding site at the the native AdoHcy Hydrolase and at the NADH-form. The NAD+-form binds these compounds with a markedly lower affinity.

The cAMP binding site was identified after irradiation of the enzyme with 8-Azido-3H-cAMP. Only one peptide was isolated from the native AdoHcy hydrolase, the NAD+-form and the NADH-form. This 3H-cAMP binding site is located in the NAD-binding domain of the enzyme.
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