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1 Einleitung

1.1 Bisheriger Kenntnisstand

Das Enzym S-Adenosyl-L-Homocystein-Hydrolase (SAH-Hydrolase, EC
3.3.1.1) ist primar ein zytoplasmatisches Enzym, und katalysiert die reversible
Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein (SAH) zu Adenosin und L-
Homocystein (DE LA HABA und CANTONI, 1959).

Das thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion liegt mit einer
Gleichgewichtskonstanten von Keq=107® weit auf der Seite der Synthese von
SAH, aber da Adenosin und L-Homocystein unter physiologischen Bedingungen
durch weiteren Metabolismus aus dem Gleichgewicht entfernt werden,
uberwiegt die Hydrolyse (Abb. 1).

Akzeptoren:
Guanidinoacetat, Glycin

E‘Nh:"“;'H"’N“ad”"a“" S-Adenosylmethionin ——— Dc-SAM +CO,
,m

SAM-Decarboxylase

Methylierte Akzeptoren: P,+ PP,
Kreatin, Sarcosin Wethyl
Cholln, Adrenalin Transyferasen MAT
CH,-DNA,capped-mRNA ATP
Protein
S-Adenosylhomocystein Methionin'«—"

SAH- Dimethylglycin
Hydrolase BHINT

Adenosin Betain

ADO-Kinase /\ ADA

AMP Inosin Methyl-TH-Folat

Homocystein

Serin Cystathionin-8-Synthase

Cystathionin

Abb. 1: Uberblick Uber den intrazellularen SAM und SAH Metabolismus.
TH-Folat: Tetrahydrofolat; METH: 5-Methyl-Tetrahydrofolat-
Homocystein S-Methyltransferase; SAM: S-Adenosylmethionin;
MAT: L-Methionin S-Adenosyltransferase; BHMT: Betain-Homo-
Cystein S-Methyltransferase; ADO-Kinase: Adenosinkinase;

ADA: Adenosindesaminase



Die Familie der SAH-Hydrolase ist in Eukaryonten ubiquitar verbreitet.

Das Enzym wurde in verschiedenen Spezies untersucht, im niederen
Eukaryonten Hefe, in Pflanzen und Vertebraten (KNUDSEN und YALL, 1972;
GURANOWSKI und PAWELKIEWICZ, 1977; KAWALLECK et al., 1992;
TREZZINI et al., 1993; GURANOWSKI und JAKUBOWSKI, 1987).

In Vertebraten untersuchte man das Enzym in den unterschiedlichsten Spezies
und Organen (FINKELSTEIN und HARRIS, 1975; UELAND et al., 1979;
MAGNUSON et al., 1983). So konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitat
der SAH-Hydrolase in der Leber, dem Pankreas und den Nieren am hdchsten
ist. Mittlere Aktivitaten weisen Milz und Hoden auf. Die geringste Aktivitat zeigen
Herz und Gehirn.

SHIMIZU et al. (1984) zeigten, dass SAH-hydrolisierende Enzyme ebenso unter
Prokaryonten verbreitet sind. Die SAH-Hydrolase ist eines der Proteine, deren
Aminosauresequenz  mit 65%  Homologie einen  der  hdchsten
Konservierungsgrade zwischen Prokaryonten und Mensch besitzt (SGANGA et
al., 1992).

Die Aminosauresequenz der SAH-Hydrolase der Ratte stimmt zu 97% mit der
Sequenz des menschlichen Enzyms dberein (COULTER-KARIS und
HERSHFIELD, 1989; CREEDON et al., 1994).

Die Hauptaufgabe der SAH-Hydrolase ist die reversible Hydrolyse von SAH zu
Adenosin und L-Homocystein (DE LA HABA und CANTONI, 1959) und ist in
Vertebraten der einzig bekannte SAH-Abbauweg (CANTONI und CHIANG,
1980).

In Mikroorganismen kann SAH durch die SAH-Nukleosidase und das
S-Ribosylhomocystein-Spaltungsenzym umgesetzt werden (WALKER und
DUERRE, 1975; JAKUBOWSKI und GURANOWSKI, 1981).

Die DNA-Sequenz des Cistrons der SAH-Hydrolase besteht aus 1299
Nukleotiden, und sie kodiert flir eine Polypeptidkette mit einem
Molekulargewicht von 47660 Dalton (COULTER-KARIS und HERSHFIELD,
1989).



Bei Saugetieren liegt die SAH-Hydrolase ausschlieBlich als Quadrimer mit
einem Molekulargewicht von 180-200 KD vor (DGSKLAND und UELAND,
1982).

Jede Untereinheit setzt sich aus 431 Aminosauren zusammen (GOMI et al.,
1989) und hat je ein Molekil NAD® fest gebunden, welches am
Katalysekreislauf beteiligt ist.

Die vier Untereinheiten der SAH-Hydrolase sind strukturell gleich aufgebaut
(YONGBO et al., 1999) und spielen im Stoffwechsel als Tetramer alle die
gleiche Rolle (GOMI et al., 1985). Sie sind jedoch kristallographisch
voneinander unabhangig (YONGBO et al., 1999).

Die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der SAH-Hydrolase wurden 1999
von HU et al. aufgeklart. Sie fanden heraus, dass eine Untereinheit der SAH-
Hydrolase aus der katalytischen Domane (Aminosaure 1 bis 181 und 352 bis
402), der NAD'-Bindungsdomane (Aminosaure 182 bis 351) und der c-
terminalen Domane (Aminosaure 403-431) besteht.

HERSHFIELD und FRANCKE (1982) Ilokalisierten den Genort der
menschlichen SAH-Hydrolase auf Chromosom 20, indem sie Zellhybride aus
humanen Zellen und Zellen des chinesischen Hamsters bildeten.

MOHANDAS et al. (1984) konnten die Lage des Genortes der SAH-Hydrolase
prazisieren. Der Genort der SAH-Hydrolase liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 20, in der Region cen—q13.1, in der Nachbarschaft des Genortes
der Adenosindesaminase (q13.1—qter).

Es wurde lange Zeit angenommen, dass diese beiden gekoppelten Enzym-
kodierenden Gene von einem gemeinsamen evolutionaren Vorlaufer
abstammen.

Nach der Sequenzierung beider Gene stellte sich aber heraus, dass es keinerlei

Homologien zwischen den beiden Enzymen gibt.

BISSBORT et al. (1983) zeigten bei der Untersuchung einer stddeutschen
Population, dass die SAH-Hydrolase humaner Erythrozyten einen genetischen

Polymorphismus aufweist.



Die Bestimmung erfolgte durch Starkegelelektrophorese und anschlielRende
enzymatische Farbemethoden.

Es wurden 2zwei autosomal kodominante Allele: SAH-Hydrolase *1 (SAHH *1)
und SAH-Hydrolase*2 (SAHH*2) gefunden (BISSBORT et al., 1983).
Demzufolge kann die SAH-Hydrolase in menschlichen Erythrozyten drei
verschiedene Phanotypen aufweisen: SAH-Hydrolase 1-1 (SAHH 1-1), SAH-
Hydrolase 2-2 (SAHH 2-2) und SAH-Hydrolase 2-1 (SAHH 2-1).

SAHH*1 und SAHH*2 weisen Genfrequenzen von 0.96 beziehungsweise 0.04
auf (BISSBORT et al., 1983).

Danach erfolgten weitere populationsgenetische Untersuchungen in einer
japanischen, italienischen, britischen und westdeutschen Population, siehe
Tabelle 1 (BISSBORT et al., 1983; AKIYAMA et al., 1984; SCHEIL und
BORNER, 1985; CORBO et al., 1987; SCOZZARI et al., 1987; ARREDONDO
et al., 1989). Wie Tab. 1 zeigt, kommt bei Europaern noch ein weiteres Allel,
SAHH*3, vor, das sich phanotypisch bei Heterozygoten als langsam

wanderndes Bandenmuster manifestiert.

In allen untersuchten Populationen kommt das Allel SAHH*1 am haufigsten vor.

Hinweise auf ein stummes Allel am SAHH-Locus fehlen.



Tabelle 1: SAH-Hydrolase-Phanotypen und Genfrequenzen in den untersuchten Populationen

Population Phanotypen,n Allelfrequenzen Referenzen

total| 1-12-2|3-3/2-1/3-1|3-2SAHH*1SAHH*2SAHH*3

Italien: 386|361 0| 0 |18] 7| 0| 0.968 | 0.023 | 0.009

Rom 248 12321 01 01214 |0 | 0.968 | 0.024 | 0.008 Corbo et al., (1987)

L Aquila 1381129/ 0 | 0|6 |3 | 0] 0.967 | 0.022 | 0.011 "

Latium 3741352111 0|16 5| 0| 0.969 | 0.024 | 0.007 | Scozzari et al., (1987)

Sardinien 93 1880|0230 0973 | 0.011 | 0.016 "

Suddeutschland | 114 (105 0| 0] 9| 0| 0| 0.961 | 0.039 0 Bissbort et al., (1983)

Westdeutschland 647 [611] 2 | 0 |27 6 | 1 | 0.970 | 0.025 | 0.005 |Scheil und Borner (1985)

Japan 2141195/ 110 |18/ 0| 0| 0.953 | 0.047 0 Akiyama et al., (1984)

GroRbritannien |166(156/ 0 |0 |8 | 2| 0| 0.970 | 0.024 | 0.006 |Arredondo et al., (1989)




Punktmutationen, die zu Veranderungen in der Aminosauresequenz fluhren,
kénnen sich phanotypisch als Krankheiten manifestieren, die das Individuum
selbst betreffen (Mutation mit dominanter Wirkung), oder bei denen es als
Trager fungiert (Mutation mit rezessiver Wirkung). So verursacht ein Gendefekt
bei rezessivem Erbgang erst bei den homozygoten Nachkommen ein
bestimmtes Krankheitsbild.

Die Bedeutung der SAH-Hydrolase fur den Stoffwechsel der Zelle lasst sich
daran erkennen, dass Lebewesen, denen das SAH-Hydrolase-Gen fehlte, wie
der homozygoten non-agouti Maus, nicht lebensfahig sind (MILLER et al.,
1994).

Umso bemerkenswerter war der Fallbericht von BARIC et al. (2004) Uber einen
jungen kroatischen Patienten mit verminderter SAH-Hydrolase-Aktivitat (<10%).
Bei dem Patienten handelt es sich um den ersten Sohn phanotypisch
unauffalliger, nicht blutsverwandter Eltern. Von Geburt an, bis zum Erreichen
des funften Lebensmonats, war die psychomotorische Entwicklung des Kindes
verlangsamt. Danach kam die psychomotorische Entwicklung zum Stillstand
und schlieBlich wurden Ruckschritte beobachtet. Der Junge war deutlich
hypoton. Die klinisch-chemischen Untersuchungen zeigten erhdhte Werte flr
die Kreatinkinase und die Transaminasen im Serum, eine verlangerte
Prothrombinzeit und ein niedriges Albumin. In der Leberbiopsie fand sich eine
mild  verlaufende Hepatitis und nur sparlich vorhandenes raues
endoplasmatisches Retikulum. Anfangliche Studien im Alter von acht Monaten
zeigten eine andauernde  Hypermethioninamie  ohne  gleichzeitige
Tyrosinerhohung. Das Gesamthomocystein im Plasma war fur ein Kind nur
leicht erhoht. Gegenuber dem Mittelwert des Referenzbereichs waren die Werte
fur SAM 30-fach und fur SAH 150-fach erhoht. Die Aktivitat der SAH-Hydrolase
betrug nur drei Prozent der Kontrollwerte aus der Leber und finf bis zehn
Prozent von den in Erythrozyten und Fibroblasten gemessenen Kontrollwerten.
In einem Extrakt aus kultivierten Fibroblasten des Patienten konnte kein
I6slicher Inhibitor der SAH-Hydrolase nachgewiesen werden.

Vor Einsetzen der Behandlung fanden sich bei dem Patienten niedrige

Konzentrationen an Phosphatidylcholin und Cholin sowie eine Erhdhung von



Guanidinoacetat, Betain, Dimethylglycin und Cystationin. Die DNA der
Leukozyten war hypermethyliert. In der Kernspintomographie des Gehirns
zeigte sich eine Atrophie der weillen Substanz und eine extrem langsame
Myelinisierung.

Im Alter von 12,8 Monaten wurde der Enzymdefekt entdeckt. Molekulare
Analysen ergaben zwei verschiedene Mutationen im vierten Exon des SAH-
Hydrolase-Gens. Von der Mutter stammt ein Stopcodon an Position 112:
TGG P TGA, vom Vater die Punktmutation Tyrosin zu Cystein an Position 143:
TAC » TGC.

Dem heutigen Kenntnisstand zufolge wurde bisher in keinen anderen

biochemischen Untersuchungen ahnliche Abweichungen berichtet.

GAULL et al. (1981) berichteten eine isolierte Hypermethionindmie bei einem
Madchen. Das klinische Bild und die histopathologischen Befunde gleichen
denen des kroatischen Jungen: Myopathie, retardierte psychomotorische
Entwicklung, milde hepatische Dysfunktion und stark erhohte Werte der
Kreatinkinase. Die hepatische Methionin-Adenosyltransferase- (MAT)-Aktivitat
war bei dem Madchen nicht erniedrigt, was einen MAT I/lll-Mangel ausschlief3t.

GAULL et al. (1981) untersuchten weder den Plasmagehalt an SAM noch an
SAH und sie postulierten keinen spezifischen Enzymmangel bei ihrer Patientin.
Aber es deutet alles darauf hin, dass die Patientin ebenfalls an einem SAH-
Hydrolase-Mangel litt.

Phanotypisch waren bei dem kroatischen Patienten hauptsachlich die
Muskulatur, die Leber und das Gehirn betroffen. Dies aullerte sich in einer
langsamen progressiv-destruktiven Myopathie und der mild verlaufenden Form
einer chronischen Hepatitis.

Der Junge wurde einer Therapie unterzogen. Es handelte sich dabei um eine
Methioninreduzierte Diat, bei gleichzeitiger Substitution von Phosphatidylcholin
und spater auch Kreatinmonohydrat.

Infolge der Therapie kam es zu der erwlinschten Abnahme von SAH, SAM und
Methionin. Klinisch auferte sich der Therapieerfolg in einer Zunahme der

Muskelkraft und der geistigen Ansprechbarkeit.



Genanalysen der beiden Mutationen zeigten, dass die mutterliche Mutation zu
einem signifikant verkurzten Protein flhrt. Die vaterliche Punktmutation wurde
unter 130 Kontrollallelen kein weiteres Mal gefunden.

Die Ergebnisse der biochemischen Studien und die Mutationsanalyse des SAH-
Hydrolase-Gens beweisen, dass der Patienten an einem autosomal rezessiv
vererbten ,primaren SAH-Hydrolase-Mangel* leidet.

CLARKE und BANFIELD (2001) listeten 39, im Saugetier bekannte, SAM-
abhangige Methyltransferasen auf.

Diese Enzyme werden praktisch mehr oder weniger stark durch SAH gehemmt.
Diese Grolizahl an metabolischen Veranderungen deutet an, dass die

Pathophysiologie des SAH-Hydrolase-Mangels extrem komplex ist.



1.2 Eigene Fragestellung

Die Genfrequenzen der SAH-Hydrolase wurden in verschiedenen Populationen
bestimmt. In Populationen aus Deutschland, Japan, Italien und GrofR3britannien
fanden sich Uberwiegend einheitliche Ergebnisse fur die Verteilung der
Phanotypen SAHH 1-1; 2-1; 2-2; 3-1 und 3-2.

BARIC et al. berichteten 2004 Uber einen einjahrigen kroatischen Jungen mit
nachgewiesener Reduktion der SAH-Hydrolase-Enzymaktivitat, dessen Eltern
phanotypisch unauffallig sind. Dies ist der erste bekannte Fall eines primaren
SAH-Hydrolase-Mangels.

Genanalysen ergaben zwei verschiedene Mutationen im vierten Exon des SAH-
Hydrolase-Gens. Von der Mutter stammt ein Stopcodon, vom Vater eine
Punktmutation.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Klarung, ob es in der kroatischen Bevolkerung
eine Haufung von Defektallelen gibt.

Dafur wurde in einer Stichprobe von 237 Blutproben nichtverwandter
kroatischer Individuen aus dem Raum Zagreb mit biochemisch-
humangenetischen Methoden die SAH-Hydrolase-Phanotypen bestimmt.

Mit der Genzahlmethode wurden die Genfrequenzen der gefundenen Allele
berechnet.

Da die Familie mittlerweile einen weiteren Sohn bekommen hat, wurde der

SAH-Hydrolase-Phanotyp beider Kinder mit untersucht.



2 Untersuchungsgut und Methoden

2.1 Untersuchungsgut

Bei dieser Studie zur Bestimmung der Genfrequenzen der SAH-Hydrolase-
Allele handelt es sich um eine Kooperation mit dem Krankenhauszentrum von
Zagreb. Die Proben wurden in diesem Zentrum gewonnen und anonymisiert an
unser Labor Ubersandt. Untersucht wurden 237 Blutproben nichtverwandter
kroatischer Individuen, sowie die Blutprobe des kroatischen Jungen, der an
einer nachgewiesenen verminderten Aktivitat der SAH-Hydrolase leidet und die
Blutprobe seines Bruders.

Bei den Proben handelte es sich um das Sediment roter Blutkdrperchen (RBC-
Sediment) aus EDTA-Blut, das zwei Mal mit 0,9 % NaCl gewaschen und bei
—20 °C auf Trockeneis gelagert ins Pharmakologische und Toxikologische

Institut der Universitat Tubingen gebracht wurde.
2.2  Aufbereitung der Proben

Das Erythrozytensediment wurde mittels Ultraschall hamolysiert und durch
Behandlung mit Toluol destromatisiert. Es wurden 300 pl des RBC-Sediments
mit 20 pl Dithiotreitol (17 mM, Serva) und 100 pl Toluol (Merck) in einem
Reagenzgefall beschallt und anschlieRend bei 10 000 U/min zentrifugiert. Das
Toluol bindet dabei die hydrophoben Teile der Zellmembran mit den nicht
geldsten Proteinanteilen in Form eines Pellets. Somit enthalt das Hamolysat nur
die sich in Losung befindlichen Proteine. Das Hamolysat wurde bei —20°C
aufbewahrt und zum Teil im Labor des humangenetischen Institutes bei Herrn
Prof. Dr. Kbmpf und zum Teil im Labor des pharmakologischen Institutes bei

Frau Priv. Doz. Dr. Kloor hergestellt.

10



2.3 Starkegelelektrophorese

Smithies beschrieb 1955 erstmals die horizontale Starkegelelektrophorese
(SGE). Dabei bildet hydrolysierte Kartoffelstarke die Tragermatrix. Es ist eine
etablierte Methode zur Trennung von Proteingemischen. Das Starkegel wird
hergestellt, indem die hydrolysierte Kartoffelstarke unter Rihren in einem Puffer
aufgekocht wird. Dabei entsteht aus der Starke und dem Puffer ein kolloidales
Sol. Dieses wird auf eine Kuhlplatte gegossen. Wahrend des Abklhlens
vernetzen sich die Amylopektin-Ketten zu einem halbfesten Gel, der
sogenannten Tragermatrix. Die Proben werden in kleine Taschen des Gels
eingebracht, die vorher durch das Auflegen eines Probenkammes im Starkegel
geformt wurden. Damit die Proteinmolektile im Gel wandern, lasst man mit Hilfe
einer Gleichstromquelle Strom durch das Gel flieken, der durch die Pufferionen
des verwendeten Puffers gebildet wird. Da Proteine definierte isoelektrische
Punkte besitzen, wandern sie, in Abhangigkeit des pH-Wertes des Puffers, in
Richtung Anode oder Kathode. Die Nettoladung und die jeweilige Grolie des
Proteins sind entscheidend fur die Geschwindigkeit, mit der es in der
Tragermatrix wandert. Proteine, die gegenuber dem pH-Wert des Puffers einen
basischen isoelektrischen Punkt haben und somit eine positive Ladung tragen,
wandern dabei in Richtung Kathode. Proteine mit saurem isoelektrischen Punkt
und negativer Ladung wandern in Richtung Anode. Mit Hilfe der
Starkegelelektrophorese lassen sich somit Proteingemische gut voneinander

trennen.

2.3.1 Zusammensetzung, Herstellung und Laufbedingungen des

Starkegels

Die Starke (Biomol) wird mit dem Gel-Puffer suspendiert und in einem Kolben
im Wasserbad unter standigem Ruhren erhitzt. Nach ca. 45-60 Minuten bildet
sich ein kolloidales Sol, das auf die Kuhlplatte gegossen wird. Die Kuhlplatte
wurde zuvor mit einer Plastikfolie bespannt und dann mit einem Rahmen und
einem Kamm versehen. Wenn das Gel nach etwa einer Stunde erstarrt ist,

werden der Rahmen und der Kamm vorsichtig entfernt. In die durch den Kamm
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entstandenen Taschen pipettiert man die zu untersuchenden Proben. Der
Brickenpuffer wird in einen Puffertank gegeben. Dieser besteht aus zwei
Kammern, die Uber ein dickes Filterpapier miteinander verbunden sind. Die
vordere Kammer ist ebenfalls Uber ein Filterpapier mit der Tragermatrix
verbunden, in der hinteren Kammer befindet sich die Elektrode. Vor dem Lauf
wird das Starkegel mit Plastikfolie abgedeckt, um wahrend der Elektrophorese
einem Wasserverlust vorzubeugen. Wenn die Trennung der Proteine durch die
Elektrophorese erfolgt ist, schneidet man die Teile, die man verwenden will, aus
dem Starkegel aus. Die ausgeschnittenen Starkeblocke kann man durch
erneutes Schneiden in horizontaler Richtung in

2mm dicke Scheiben schneiden. Auf diesen Scheiben kann man durch
Zymogrammfarbung die Proteine sichtbar machen.

Die Starkegelelektrophorese wurde im Labor des humangenetischen Institutes

bei Herrn Prof. Dr. Kbmpf durchgefuhrt.

Zusammensetzung des Starkegels

Bruckenpuffer: 0,2 M Tris (Medac)
0,15 M Histidin-HCL pH 7,8 (Biomol)
Gelpuffer: 30 mM Tris (Medac)

22 mM Histidin-HCL pH 7,8 (Biomol)

Starkekonzentration im Gel: 14 % (w/v)

Probenapplikation: 10 cm kathodisch
Kuhltemperatur: 4°C
Spannungsabfall: 7V /cm

Laufzeit: 16 h
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Probenvorbereitung:

Die Proben wurden wie oben beschrieben aufbereitet. Das Hamolysat enthalt
somit nur noch die in Losung befindlichen Proteine, da das Toluol die
hydrophoben Teile der Zellmembran mit den nicht gelosten Proteinanteilen in
Form eines Pellets bindet.

In der Elektrophorese kam pro Probe 100pul stromafreies Hamolysat zum
Einsatz, das zu gleichen Teilen mit 100l Sephadexgel gemischt wurde.

Fir jede Probe wurden davon dann je 100l pro Starkegel-Tasche pipettiert.

Sephadexgel Hersteller / Art
Saccharose: 40% (wiv) Merck / D(+) Saccharose
Sephadex G 200 in H2Obidest.: 5% (wlv) Pharmacia / G 200

2.4 Funktioneller Nachweis der SAH-Hydrolase

Durch einen funktionellen Nachweis kann man die SAH-Hydrolase sichtbar
machen. Dabei macht man sich die Aktivitat der SAH-Hydrolase zunutze.

Die enzymatischen Tests verfugen Uber eine hohe Spezifitat und Effektivitat.
Das Zymogramm macht das gesuchte Protein Uber eine Farbstoffreaktion
sichtbar, wahrend andere Proteine nur selten oder uberhaupt nicht detektiert
werden.

Meistens sind mehrere Reaktionen nacheinander gekoppelt und am Ende steht
die Farbstoffbildung (Abb. 2).
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241 Nachweis liber S-Adenosyl-L-Homocystein

Der Nachweis der SAH-Hydrolase mit S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH) als
Substrat erfolgt Uber Adenosin und die folgenden Stoffwechselprodukte des
Purinribonukleotidabbaus. Am Ende steht dann die Farbstoffreaktion.

(1) Die SAH-Hydrolase hydrolysiert das Substrat S-Adenosyl-L-Homocystein
zu Adenosin und Homocystein.

(2) Unter Abspaltung von NHs; wird Adenosin dann durch die Adenosin-
Desaminase (ADA) zu Inosin hydrolysiert.

(3) Die Nukleosid-Phosphorylase (NP) katalysiert die Reaktion von Inosin
mit Phosphat zu Hypoxanthin und Ribose-1-Phosphat.

(4) Das entstandene Hypoxanthin wird unter Bildung von Wasserstoffperoxid
durch die Xanthin-Oxidase (XOD) zu Xanthin und weiter zu Harnsaure
abgebaut.

(5) AuRer O, dienen u. a. auch Tetrazoliumsalze als Elektronenakzeptor der
Xanthinoxidase-katalysierten Reaktion. Mit Hilfe des
Elektronenubertragers Meldola-Blau, wird das Tetrazoliumsalz MTT zu

unloslichem Formazan reduziert.
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S—Adenosylhomocystein

SAH-Hydrolase

—

Adenosin

Adenosindesaminase

—

Inosin

Nucleosidphosphorylase

A

Hypoxanthin
MTT —
Xanthinoxidase
Formazan o
Xanthin
MTT —~
Xanthinoxidase
Formazan 7
Harnséure

Homocystein

NH,

ATP
ADP + Ribose=1-P

H,O + O,
H,0;

1,0 + O,
H,0,

Abb. 2: Indirekter Nachweis der SAH-Hydrolase Gber den Abbau des Substrats

SAH.

ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat; NH3: Ammoniak;

P: Phosphat; MTT: Monotetrazoliumsalz.
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2411 Zymogrammtechnik

Zur Sichtbarmachung der SAH-Hydrolase nach der Starkegelelektrophorese
wird die Zymogrammtechnik angewandt. Dabei wird die Inkubationslosung in
Cellulose-Acetat-Folie (Schleicher&Schuell) aufgenommen und luftblasenfrei
auf die Gelschnittflache aufgebracht. Nach der Inkubation von 90 Minuten bei
37 °C in einer feuchten Kammer wurde die Cellulose-Acetat-Folie (CAF) mit
Leitungswasser gespult und bei 4 °C aufbewahrt.

Die CAF konnte am nachsten Tag gescannt werden.

Inkubationslosung:

Inkubationsansatz Hersteller
MTT 100 pl (5 mg/ml) Biomol
Meldola-Blau 20 ul (2 mg/ml) Boehringer Mannheim
ADA 20 I (from calf intestine: 10mg/ml)  Roche
NP 20 I (from calf spleen: 18,7 U/mg) Roche
XOD 20 I (from cow milk: 20 U/169,5 mg) Roche
(

SAH 200 pl
K-Phosphat-Puffer (KPP) pH 7,0

1 mM) Sigma

241.2 Photometrische Messung der Enzymaktivitat mit
S-Adenosyl-L-Homocystein als Substrat

Um eine Aussage Uuber die SAH-Hydrolase-Aktivitat in der kroatischen
Population machen zu konnen, wurde in den Blutproben die Enzymaktivitat der

SAH-Hydrolase bestimmit.

Mit Hilfe eines photometrischen Tests kann man unter Anwendung der
Absorptionsphotometrie den Substratumsatz eines Enzyms beurteilen. Zur
Messung der Enzymaktivitat der SAH-Hydrolase misst man die Bildung des
Farbstoffkomplexes Formazan bei einer Wellenlange von 578 nm, der durch die

katalytische Funktion des Enzyms entsteht (Abb. 2). Der Klvettenpuffer wurde
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mit Gelatine versetzt, da Formazan in wassrigen Medien ausfallt und sich

absetzt.

Prinzip der Enzymaktivitatsmessung

Enzyme sind Biokatalysatoren. Sie beschleunigen chemische Reaktionen, ohne
dabei deren Gleichgewicht zu verschieben. Wenn die notwendigen
Reaktionsbedingungen vorhanden sind, sind Enzyme auch auferhalb der
intakten Zelle funktionsfahig. Die Enzymaktivitdt dient als Maly fur die
katalytische Wirkung eines Enzyms. Dabei handelt es sich um die pro
Zeiteinheit umgesetzt Substratmenge, die nach dem Systéme International
d’ Unités in Katal gemessen wird und welche die Internationale Einheit Unit (U)
ersetzt.

Ein Katal ist die Enzymmenge, die 1 Mol Substrat pro Sekunde und Liter
umsetzt. Ein Unit entspricht der Enzymmenge, die 1uM Substrat pro Minute

umsetzt:

1 Mol Substrat
1 Sekunde

1 Katal = 1 Katal = 6-10’ U

Durch diese definierten Einheiten ist es moglich, quantitative Vergleiche
anzustellen.

Dabei kommen photometrische Methoden zum Einsatz. Um quantitativ
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, missen die Versuchsbedingungen, unter
denen die Messungen ablaufen, definiert werden. Betroffen sind die
Temperatur, der pH-Wert des Puffers, die verwendeten Pufferionen, die
Substratkonzentrationen, die Enzymkonzentrationen und eventuell vorhandene

Aktivatoren oder Inhibitoren des Enzyms.
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Ansatz des Kivettenpuffers:

KPP 50 mMpH7

Gelatine 1,4 mg/ ml H2Opigest 14 %
Test-Ansatz flr eine 1 ml Kivette: Konzentration_
MTT 89,50 ul 100 uM
Meldola-Blau 4,84 Jl

ADA (1:20 verdiinnt mit 50 mM KPP ph 7) 8,95 ul 1U

NP 7,10 pl 0,8U

XOD 4,00 0,8U

SAH 80,00 pl 80 uM

Klvettenpuffer (5o mm kPP ph 7) 780,90 pl
Erys/Probe (Hamolysat) 25,00 p

Der Test-Ansatz wurde wie folgt zubereitet:
Die Hilfsenzyme ADA (Boehringer Mannheim), NP (SIGMA) und XOD (Roche)

wurden an jedem Messtag frisch angesetzt und bis zum Zeitpunkt der

Inkubation auf Eis gelagert.

Gelatine (Merck), MTT (SERVA), Puffer und Meldola-Blau (Boehringer
Mannheim) wurden, hier als Kit bezeichnet, ebenfalls zusammen angesetzt und
bis zum Zeitpunkt der Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Der
Kit wurde nicht langer als zwei Tage verwendet.

Das Hamolysat wurde nach dem Auftauen gevortext, und dann zwei Minuten
lang bei 14 000 rpm zentrifugiert.

Vor Messung der Proben wurden jeweils Hilfsenzyme, Kit und Hamolysat in
definierten Volumina zusammen in ein Eppendorfgefald gegeben. Dieser Ansatz
wurde bei Raumtemperatur fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert, wobei der
Ansatz alle funf Minuten gevortext wurde. Das Ansatzvolumen im
Eppendorfgefald betrug 1840 pl. Dieser Ansatz wurde nach der Inkubation zu
gleichen Teilen auf zwei Kuvetten verteilt. Probenkuvette und Leerklvette
enthielten kurz vor der Messung somit je 920 ul. Die Kuvetten wurden in die
dafir vorgesehenen Halterungen des Photometers (HITACHI U-3000

Spectrophotometer) eingesetzt. Zum Starten der Reaktion wurde in die
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Probenklvette 80 ul SAH (SIGMA) zugegeben, wahrend in der Referenzkivette
das fehlende Volumen durch Zugabe von 80 ul 50 mM KPP pH7 ausgeglichen
wurde.

Das Gesamtvolumen in jeder Klvette betrug somit 1000 pl. Die Messung
erfolgte bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 30 Minuten. Die

Ergebnisse wurden alle 60 Sekunden ausgedruckt.

Auswertung der Messdaten:

Die Auswertung der Messdaten erfolgte manuell aus denen durch das
Photometer erstellten Diagramme.

Dabei wurde aus den Kurven der Diagramme Uber dem linearen Abschnitt die
Extinktionsdifferenz AE Uber 10 min ermittelt. Dieser Wert wurde dann
einheitlich auf 30 Minuten umgerechnet.

Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte nach dem Lambert-Beer schen
Gesetz.

Aus diesen Daten erfolgte dann die Berechnung des SAH-Umsatzes pro Minute
und pro mg Protein.

Die Proben wurden mehrmals gemessen und dann der Mittelwert berechnet.

2.5 Proteinbestimmung

Fur die Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford (1976)
verwendet, bei der Rinderserumalbumin (BSA) als Standard dient.

Durch Ankopplung des Farbstoffes Coomassie-Blau an Proteine verschiebt
sich das Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm.

Als Eichreihe wurden jeweils 100 ul Aliquots zu 10, 30, 50, 80, 100, 150 und
200 uyg BSA/ml eingesetzt.

Der Bio-Rad Protein Assay wurde 1:6 mit H2Opigest.: zU einer Farbstoff-Lésung
verdunnt.

Jeweils 5 pl Hamolysat wurden mit 5 ml Aquags. gemischt. 20 ul dieser

Verdunnung wurden erneut mit 80 pl Aquaces:. vermischt. Diese 100 uyl wurden
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mit 900 pl Farbstoff-Losung gemischt. Daraus ergab sich eine Endverdinnung
von 1:5 000.

100 plI H2Ovigest, als Leerwert, sowie jeweils 100 yl der Eichreihe wurden
ebenfalls mit 900 pl Farbstoff-Losung vermischt. Alle Losungen inkubierten 30
Minuten lang bei Raumtemperatur.

In eine Mikrotiterplatte wurden jeweils 200 ul der Losungen und 200 pl H2Opigest.
pipettiert. Die 200 plI H:Ouigest Ohne Farbstoff-Lédsung dienten dabei der
Testkontrolle. Die Proteinkonzentration wurde anschlieBend photometrisch in
einem Elisa Reader (DYNATECH Mr 50000) bei einer Wellenlange von 630 nm
bestimmt.

Dabei wurde jede Probe mehrmals gemessen und dann der Mittelwert

verwendet.

2.6 Berechnung und Statistik

Mittelwert und Standardabweichung

Alle Daten werden als arithmetischer Mittelwert ( X ) £ Standardabweichung
des Mittelwertes (s) angegeben. Die Daten wurden entweder durch den
Student-t-Test oder den Alternative-t-Test mittels des Computerprogramms

Instat analysiert.

Auswertung der populationsgenetischen Ergebnisse

Die Allelfrequenzen aus der kroatischen Stichprobe wurden mit Hilfe der
Genzahimethode  ermittelt und  geprift, ob die beobachteten
Genotyphaufigkeiten einer Hardy-Weinberg-Verteilung gehorchen.

Die Genfrequenzen, die beobachteten und erwarteten Genotypfrequenzen, die
Hardy-Weinberg-Wahrscheinlichkeit und die genotypischen Vergleiche
zwischen den Populationen  wurden unter Verwendung des GENEPOP
Programms (Version 3.1.d) nach dem exakten Fisher-Test von Herrn Prof. J.

Tomiuk, Institut fur Humangenetik, berechnet.
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Auswertung der Daten nach photometrischer Bestimmung

der Proben

Aus den Kurven der Diagramme wurde Uber dem linearen Abschnitt die
Extinktionsdifferenz AE Uber 10 min ermittelt. Dieser Wert wurde dann
einheitlich auf 30 Minuten umgerechnet. Die Berechnung der Enzymaktivitat

erfolgte durch das Lambert-Beer'sche Gesetz:
AE=¢-c-d (1)
Der molare Extinktionskoeffizient der Harnsaure (¢ = 13 cm?umol) und die

Schichtdicke der Kivette d=1cm sind bekannte GroRen. Demzufolge kann die

Konzentrationsanderung (c) direkt aus der Extinktionsdnderung berechnet

werden:
AE
c=——
e d (2)

Setzt man fur € und d die unter diesen Versuchbedingungen geltenden

numerischen Werte ein, ergibt sich die Gleichung:

__AE-ymol _ AE umol
13cm?-1cm 13 ml

3)

Die Extinktionsédnderung (AE) pro min wird in Gleichung (3) eingesetzt, somit
wird c in [umol/ml*+ min] angegeben. Die spezifische Aktivitat des Enzyms wird

dann wie folgt berechnet:

Ac Kmol

Spezifische Aktivitat E1O! - ml - min ()

mg Protein-min o +einkonzentration MY
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Die Proteinkonzentration des RBC-Sediments wurde bestimmt und die in
50ul Hamolysat, d.h. in 1 ml Reaktionsansatz, enthaltene Proteinmenge

berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zymogramm der SAH-Hydrolase

Die Darstellung der SAH-Hydrolase-Phanotypen nach Auftrennung in einem
Starkegel bei pH 7,8 gibt Abb. 3 wieder.

1 1 0" 0 f

Abb. 3 Zymogramm haufiger und seltener Phanotypen nach Auftrennung in der
horizontalen Starkegelelektrophorese (SGE) bei pH 7,8.
* Probe des Indexpatienten von Baric
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Die homozygoten Phanotypen SAHH 1 weisen eine einzelne Bande auf. lhre
elektrophoretische Position kann aus dem Diagramm enthommen werden. Die
heterozygoten Phanotypen SAHH 2-1 und SAHH 3-1 zeichnen sich durch eine
breite Bande aus, die einem Funfbandenmuster entspricht. Die Banden des
Phanotyps SAHH 2-1 liegen anodisch von der Position des SAHH 1 Phanotyps,
diejenigen des Phanotyps SAHH 3 dagegen kathodal von SAHH 1.

Der in dieser Arbeit erstmals beschriebene Phanotyp 4-1 zeichnet sich durch
eine leicht verbreiterte Bande aus, die zwischen den Banden der Phanotypen
SAHH 1 und SAHH 2-1 liegt.

3.2 Populationsgenetik

In dieser Studie wurden 237 unverwandte kroatische Individuen untersucht.

Die Allelfrequenzen der Stichprobe wurden mit Hilfe der Genzahlmethode
ermittelt (Tab. 2).

Die Ergebnisse wurden mit Fisher's exact test (2.6) berechnet.
Die beobachteten Phanotypenhaufigkeiten stimmen mit den Erwartungswerten
(P=0,1283 > P.=0,05) unter Hardy-Weinberg-Bedingungen gut

uberein (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Verteilung der SAH-Hydrolase-Phanotypen in der kroatischen Stichprobe

Stichprobe Genotypen

1-1 2-1 3-1 4-1 0-1 0-3 andere total
Beobachtete
Werte 210 15 2 7 2 1 0 237
Erwartete
Werte 209,80 14,14 2,83 6,60 2,83 0,02 0,78 237,00

Tabelle 3: Allelfrequenzen in der kroatischen Stichprobe

Genfrequenzen
SAHH*1 SAHH*2 SAHH*3 SAHH*4 SAHH*0
0,941 0,032 0,006 0,015 0,006

Tab. 2 und 3: Die erwarteten Werte der Genotypen und die Genfrequenzen wurden mit dem Programm Genepop Version 3.2d
gemal dem exakten Fisher Test errechnet.




3.3 Stumme Gene

Bei stummen Genen, bzw. 0-Allelen handelt es sich um Gene, deren Produkt
nicht nachweisbar ist (RITTER, 1989). Dies kann verschiedene Ursachen
haben. So wird zum Beispiel das Protein synthetisiert, weist jedoch keine
Aktivitat mehr auf, oder aber das Protein wird tGberhaupt nicht gebildet (z.B. bei
groleren Deletionen, Spleilmutationen u.a.).

Stumme Gene auldern sich in Form von Enzym- oder Proteindefizienzen.

Die Zymogrammtechnik hilft bei der Identifizierung sogenannter stummer Gene.
Die genetisch-biochemische Analyse solcher stummen Erbanlagen in
Kombination mit normalen Allelen erfolgt mit Hilfe der Densitometrie

(Kombination von Elektrophorese und Photometrie).

Die semi-quantitative Auswertung der Zymogramme erfolgt, indem die
densitometrische Dichte einer Bande in Bezug zum Proteingehalt der
entsprechenden Probe gesetzt wird.

Die densitometrische Bestimmung der Proben erfolgte mit dem
Computerprogramm TINA (Version 2.09a), das fur jede Bande die zugehdrige
Enzymaktivitat in densitometrischen Einheiten ermittelte. Fur jede Probe
wurden 50 pl Hamolysat eingesetzt. Der sich in diesen 50 pl Hamolysat
befindliche Proteingehalt, unterscheidet sich dabei fiur jede Probe. Um
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, rechnet man die densitometrischen
Einheiten auf 1 mg pro Probe enthaltenem Protein um.

FUr die genaue Quantifizierung der heterozygoten Phanotypen mit einem
stummen Allel, wurden die Ergebnisse derjenigen Proben miteinander
verglichen, deren Banden auf derselben CAF lagen.

Somit wurden jeweils nur Proben miteinander verglichen, die denselben
Laufbedingungen in der Starkegelelektrophorese und den gleichen &uferen

Einflussfaktoren bei der Zymogrammtechnik ausgesetzt waren.
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Die Verteilung der Aktivitaten in der Stichprobe entspricht der Hypothese einer
standardisierten Normalverteilung. Die Werte wurden als signifikant angesehen,
wenn P< Pz (einseitiger Test: a = 0,05) war, und der entsprechende
Proteingehalt nicht aulerhalb des Signifikanzniveaus Pz (a = 0,05) lag. Aus
genotypischer Sicht wurden die Werte als heterozygot fur ein stummes SAH-
Hydrolase 0O-Allel interpretiert, wenn ihre Anteile < 50% des standardisierten

Mittelwertes betrugen.

Die Heterozygoten fur SAHH*0 zeigten in der Regel nur 30-40% der SAH-
Hydrolase-Aktivitat des entsprechenden SAH-Hydrolase Phanotyps auf.

Auch die Untersuchung des Hamolysates des von BARIC et al. (2004)
beschriebenen Jungen, zeigte in der densitometrischen Untersuchung
entsprechende Auffalligkeiten.

Die elektrophoretische Position der SAHH-Bande stimmte zwar mit der Position
des SAH-Hydrolase Phanotyps 1 Uberein; die densitometrisch bestimmte
Enzymaktivitat, die auf Basis der Proteinkonzentration berechnet wurde, zeigte

nur 7,5% der Enzymaktivitat des Genotyps SAH-Hydrolase 1-1.

BARIC et al. (2004) bezeichneten diesen SAH-Hydrolase-Phanotyp als 0*

(Abb. 3 C).

Die Bande seines Bruders besitzt elektrophoretisch ebenfalls die Position des
Phanotyps SAH-Hydrolase 1. Densitometrisch betragt auch seine SAH-
Hydrolase-Aktivitat nur 10% der normalen SAH-Hydrolase-Aktivitat. Dies deutet
ebenfalls auf einen SAH-Hydrolase-Mangel bei diesem Jungen hin (Abb. 3 C).
Die elektrophoretischen Ergebnisse zeigen bei beiden Probanden eine
sichtbare Restaktivitat der SAHH in den roten Blutkérperchen, so dass man
davon ausgehen kann, dass die vom Vater stammende Mutation zu keiner
kompletten Defizienz der SAH-Hydrolase fuhrt.

Die Frequenz des SAH-Hydrolase-0*-Allels in dieser Population ergibt unter

Verwendung von Genepop 3.3 0,6 %.
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Hieraus ist die erwartete Pravalenz fur homozygote Individuen mit SAH-

Hydrolase-Mangel ungefahr 1: 30 000.

3.4 Ladungsunabhangige Aktivitat der erythrozytaren SAH- Hydrolase

Um die Aktivitat der erythrozytaren SAHH zwischen den Phanotypen zu
vergleichen, wurden nur Proben herangezogen, die sich auf derselben CAF
befanden. In den Tabellen 4 und 5 sind die Ergebnisse exemplarisch fur zwei
Zymogramme dargestellt.

Dabei wurden die jeweiligen densitometrischen Einheiten pro mg eingesetztem
Proteingehalt je Probe berechnet.

Aus diesen fur die einzelnen Phanotypen gemessenen Werten errechnet sich
der durchschnittliche Wert mit Standardabweichung fur alle Proben innerhalb
der CAF.

Die Ergebnisse der Densitometrie lassen keine unterschiedlichen Aktivitaten der
untersuchten Genprodukte in Abhangigkeit ihrer Ladungsvariabilitat erkennen.
Untersuchungen der Hamolysate zeigen, dass alle SAH-Hydrolase-Phanotypen
gleiche Aktivitaten aufweisen.

Die gewonnenen Ergebnisse werden zur Qualitatsprifung der Ergebnisse, die
von der photometrischen Messung der SAH-Hydrolase-Aktivitat geliefert

werden, herangezogen.
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Tabelle 4 und 5: Ubersicht tiber die densitometrisch gemessenen Werte der Bandenmuster pro mg eingesetztem
Proteingehalt der einzelnen Proben/Phanotypen sowie den Mittelwert mit Standardabweichung der Proben
innerhalb eines Zymogramms.

Tabelle 4

Genotypen der SAHH [ 11| 11 |11 |31 [ 11| 141 11 21 11 | 11| 11 Mittelwert +
auf Zymogramm 1 Standardabweichung
Densitometrische |14,6| 23,4 [{15,3|18,7|18,2| 20,6 | 29,2 | 27,8 | 20,3 [17,6| 22,2 20,745
Einheiten/mg
Proteingehalt

Tabelle 5

Genotypen der SAHH | 11 |11 | 441 41 41 -1 |11 11 | 11|11 | 14 Mittelwert +
auf Zymogramm 2 Standardabweichung
Densitometrische 21,6 (16,3| 20,4 | 23,8 | 21,4 | 26,5 |20,0| 21,6 |18,1|15,5|17,9 20,3 +3,1
Einheiten/mg
Proteingehalt




3.5 Durchschnittliche Proteinkonzentration der SAH-Hydrolase in der

Stichprobe

Aus den Mittelwerten der Proteinkonzentrationen der nach Bradford bestimmten
Hamolysate, ergab sich wiederum ein Mittelwert fur die durchschnittliche
Proteinkonzentration der gesamten Stichprobe. Dieser betragt 310 + 3,0 mg/ml.
Die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen innerhalb der einzelnen
Phanotypengruppen weichen mit Ausnahme der SAHH-Phanotypen 4-1, nicht
signifikant von diesem Durchschnittswert der gesamten Population ab.

Eine Ubersicht (iber die durchschnittliche Proteinkonzentration der einzelnen

Phanotypen zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Ubersicht Uber die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen mit
Standardabweichung in den einzelnen Phanotypengruppen und
in der Gesamtpopulation.

*p < 0,009
Phanotypen SAHH Durchschnittliche Proteinkonzentration
+ Standardabweichung
mg/ml
1-1 308,4% 3
241 318,5 11,7
31 340,1+ 9,9
4-1 352,5 +10,6*
alle 310,77+ 2,9

3.6 Photometrische Messung der Enzymaktivitat mit

S-Adenosyl-L-Homocystein als Substrat

Das Ziel der Enzymaktivitatsmessung mittels Spektralphotometrie bestand
darin, eine quantitative Methode zur Messung der Aktivitat der SAH-Hydrolase
in Hamolysaten zu etablieren. Bei dieser Methode wurde der gebildete Farbstoff

Formazan bei einer Wellenlange von 576 nm gemessen. Die Methode ist
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gegenuber der Starkegelelektrophorese mit anschliel3ender
Zymogrammfarbung schneller durchflihrbar und liefert quantitative Ergebnisse.
In  Vorversuchen wurden die optimalen Inkubationsbedingungen und
Messzeiten fur die photometrische Bestimmung der Enzymaktivitat in

Hamolysaten ermittelt.

Jede Probe wurde zu verschiedenen Zeitpunkten unter gleichen
Versuchbedingungen mehrmals bestimmt. Aus den Ergebnissen wurde
anschliel3end der Mittelwert der SAH-Hydrolase-Aktivitat errechnet.

In Tabelle 7 sind reprasentativ die Messwerte von Proben dargestellt, die zu

verschiedenen Zeiten bestimmt wurden.

Tab. 7: Extinktionswerte AEzomin *+ 10 von verschiedenen Proben und
Phanotypen nach Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Phanotyp MeRzeitpunkt 1 MeRzeitpunkt 2 | MeRzeitpunkt 3
SAHH 1-1 215 83 56

" 271 150 190

" 182 237 413
SAHH 0-1 124 37 111
SAHH 2-1 296 195 273

" 75 140 303
SAHH 4-1 125 24 103

" 107 60 -

Wie aus Tab. 7 hervorgeht, weisen die photometrischen Messungen innerhalb
einer Probe sehr grol’e Schwankungen auf, dass sich die Methode der
photometrischen Bestimmung der SAH-Hydrolase-Aktivitat aus Hamolysat als
unbrauchbar herausstellt. Deshalb wurde auf eine weitere Berechnung und
Darstellung der Enzymaktivitaten innerhalb der einzelnen Phanotypengruppen

verzichtet.
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4 Diskussion

Das Enzym S-Adenosyl-L-Homocystein-Hydrolase (SAH-Hydrolase, EC
3.3.1.1) katalysiert die reversible Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein
(SAH) zu Adenosin und L-Homocystein (DE LA HABA und CANTONI, 1959).
Auch wenn das thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion weit auf der
Seite der Synthese von SAH liegt, Uberwiegt unter physiologischen
Bedingungen die Hydrolyse, da Adenosin und L-Homocystein durch weitere
Enzyme aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt werden.

SAH ist sowohl ein Produkt als auch ein Inhibitor aller S-Adenosylmethionin-
abhangigen  Transmethylierungsreaktionen.  S-Adenosylmethionin (SAM)
besitzt als aktivierter Methylgruppendonator (CANTONI und SCARANO, 1954)
ein hohes Potential Methylgruppen zu ubertragen. Der durch SAM-abhangige
Methyltransferasen katalysierte Umbau spielt in vielen biologischen Prozessen
eine sehr grolke Rolle. Er ist ebenso wichtig wie die Phosphorylierung
(CANTONI, 1975). Dabei wird eine aktivierte Methylgruppe von SAM auf
verschiedene Makro- und Mikromolekule Ubertragen.

Um den SAH-Spiegel im Gewebe niedrig zu halten, ist die schnelle
Umwandlung von SAH von gro3er Bedeutung. Da die SAH-Hydrolase als
einziges Enzym in Eukaryonten den Abbau von SAH katalysiert (CANTONI und
CHIANG, 1980), reguliert die SAH-Hydrolase uber ihre Aktivitat indirekt alle
SAM-abhangigen Methyltransferasen und stellt damit den wichtigsten
Ruckkopplungsmechanismus dar (DEGUCHI und BARCHAS, 1971; PUGH et
al., 1977; HASOBE et al., 1989).

Eingriffe in diesen Stoffwechsel galten bisher als gravierend. So waren
Lebewesen wie die homozygote non-agouti Maus, der das SAH-Hydrolase-Gen
fehlte, nicht lebensfahig (MILLER et al., 1994).

Dennoch berichteten BARIC et al. 2004 Uber einen einjahrigen kroatischen
Jungen mit einer nachgewiesenen vererbten Reduktion der SAH-Hydrolase-
Enzymaktivitat. Dies ist der erste bekannte Fall eines primaren SAH-Hydrolase-
Mangels. Die in diesem Fall durchgefihrten Genanalysen zeigten zwei

verschiedene Mutationen, eine im vaterlichen und eine im mautterlichen Allel des
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SAH-Hydrolase-Gens. Aus diesem Grund ist die Frage nach der Haufigkeit von
Defektallelen in der kroatischen Bevdlkerung von besonderem Interesse. In
dieser Arbeit wurden die Allelfrequenzen der SAHH in einer kroatischen

Stichprobe untersucht.

4.1 Morphologie und Lage der Banden im Zymogramm

Untersucht wurde die SAHH aus Erythrozyten von 237 nichtverwandten,
phanotypisch gesunden kroatischen Individuen, sowie aus Erythrozyten des
von Baric et al. 2004 beschriebenen Jungen und seines Bruders. Die Proben
wurden wie unter 2.2 beschrieben aufbereitet.

Der genetische Polymorphismus der SAH-Hydrolase in den roten
Blutkérperchen des Menschen wurde schon in Populationen aus Japan,
Grol3britannien, Italien und Deutschland untersucht. Die Darstellung der
Phanotypen in den einzelnen Populationen erfolgte mittels
Starkegelelektrophorese (SGE) und anschlieBender Zymogrammfarbung.
Bisher wurden drei verschiedene Allele beschrieben, die autosomal kodominant
vererbt werden. Diese Allele wurden als SAH-Hydrolase *1 (SAHH *1), SAH-
Hydrolase*2 (SAHH*2) und SAH-Hydrolase*3 (SAHH*3) bezeichnet
(BISSBORT et al., 1983; SCOZZARI et al., 1987; ARREDONDO et al., 1989).

Fur jede Probe zeigt sich nach SGE und Zymogrammfarbung ein dem
Phanotyp entsprechendes Bandenmuster. Jedoch konnen unterschiedliche
Aufbewahrungsbedingungen eine elektrophoretische Lageveranderung des
Molekuls der SAH-Hydrolase 1 in Richtung Anode nach sich ziehen. Die dabei
entstehende Bande gleicht der Bande des heterozygoten Phanotyps SAHH 2-1.
Diese Veranderungen treten auf, wenn Hamolysat bei —20°C gelagert wird, oder
wenn es langere Zeit bei 4°C gelagert und dann erneut untersucht wird. Diese
Veranderungen sind darauf zurickzufuhren, dass es bei der in vitro Lagerung
der Proben zu Disulfidbrickenbindungen zwischen freien Sulphydrylgruppen
des Enzyms SAH-Hydrolase 1 und oxidiertem Glutathion kommt. Dies kann

vermieden werden, indem man das Hamolysat bei —80°C lagert, oder eine
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Vorbehandlung des Hamolysats mit Mercaptoethanol erfolgt (CORBO et al.,
1987; SCOZZARI et al., 1987). Eine Aussage Uuber die Auswirkungen
verschiedener Aufbewahrungsbedingungen auf die anderen Phanotypen der
SAH-Hydrolase kann nicht getroffen werden, da dazu bisher noch keine

Ergebnisse vorliegen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Hamolysate wurden bei —20°C gelagert. Um
die Phanotypen in der kroatischen Population eindeutig bestimmen zu kénnen,
erfolgte eine Vorbehandlung der Hamolysate nach der von Rocha et al. 1988
beschriebenen Methode. Haufiges Auftauen wurde dabei vermieden. Verglichen
und beurteilt wurden jeweils die Ergebnisse innerhalb eines Zymogramms, nicht
zwischen verschiedenen Zymogrammen. Dies gewahrleistet identische
Vorbehandlungs- und Untersuchungsbedingungen der betrachteten Proben.
Dabei gleichen die gewonnenen Banden der einzelnen Phanotypen in Lage und
Morphologie den in der Literatur verdffentlichten Ergebnissen aus
Grol3britannien, Deutschland, Italien und Japan (BISSBORT et al., 1983;
ARREDONDO et al., 1989; CORBO et al.,, 1987; SCOZZARI et al., 1987,
AKIYAMA et al., 1984).

Die heterozygoten Phanotypen der SAH-Hydrolase (SAHH 2-1, SAHH 3-1)
zeichnen sich im Vergleich zum homozygoten Phanotyp durch eine breitere
Bande aus, die sich aus der Aufsummation von 5 diskreten Banden ergibt.
Dabei liegen die Heterotetrameren des Phanotyps SAHH 2-1 weiter anodal und
die Heterotetrameren des SAHH 3-1 Phanotyps weiter kathodal als die Bande
des SAHH 1 Phanotyps. Eine weitere Bande lag zwischen den Banden der
Phanotypen SAHH 1 und SAHH 2-1. Dabei handelt es sich um einen neu
gefundenen Phanotyp, der mit SAHH 4-1 bezeichnet wurde. Die Zuordnung der
Phanotypen erfolgte nach der Einteilung von Bissbort et al. (1983) und Corbo et
al. (1987).
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4.2 Populationsgenetik

Das in allen untersuchten Populationen vorherrschende Allel ist SAHH*1.
SAHH*2 und SAHH*3 treten mit relativ niedrigen Frequenzen auf. In den
Populationen aus Deutschland (BISSBORT et al., 1983), Danemark (EIBERG
et al., 1985), GroRRbritannien (ARREDONDO et al., 1989) und Italien (CORBO
et al., 1987; SCOZZARI et al., 1987) gleichen sich die Genfrequenzen flr
SAHH*1, SAHH*2 und SAHH*3; Sie liegen bei 0.97; 0.025 und 0,006.

Die Untersuchung der kroatischen Proben ergab folgende Genfrequenzen flr
die SAH-Hydrolase: SAHH*1=0,941; SAHH*2=0,032 und SAHH*3=0,006.
Beim Vergleich mit den anderen Populationen liegt auch hier ein genetischer
Polymorphismus der SAHH mit multipler Allelie vor.

Der in der kroatischen Population neu gefundene Phanotyp SAHH 4-1 trat mit
einer Frequenz von 3,5% auf. Dies entspricht einer Allelhaufigkeit fur
SAHH*4=0,015. Die in Kroatien beobachtete Verteilung der Genotypen befindet
sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

4.3 Stumme Gene

Ist die Leistung eines Gens nicht nachweisbar, wird es als stummes Gen oder
als 0-Allel bezeichnet. Dabei kann das Genprodukt zwar vorhanden, aber
inaktiv sein, oder es kann ganz fehlen. Stumme Gene manifestieren sich in
heterozygoter Form als scheinbare, entgegengesetzte Homozygotie zwischen

Elter und Kind, in homozygoter Form als Enzymdefizienz.

Da Baric et al. 2004 erstmals von einem kroatischen Jungen mit
nachgewiesenem primarem SAH-Hydrolasemangel berichteten, wurde in dieser
Arbeit die kroatische Population auf die Haufigkeit von 0-Allelen der SAH-

Hydrolase untersucht.
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Dies erfolgte durch die densitometrische Auswertung der Zymogramme nach
SGE.

Anhand der Intensitat der Banden sind Trager eines 0-Allels identifizierbar,
wenn  standardisierte  Bedingungen  hinsichtlich  Probenaufbereitung,
elektrophoretischer Auftrennung und Zymogrammtechnik fur alle untersuchten
Proben gewabhrleistet ist.

1. Alle Hamolysate wurden wie unter 4.1 beschrieben vorbehandelt.

2. Fur die Berechnung wurden nur diejenigen Proben innerhalb einer
Zymogrammfolie  herangezogen, um gleiche Lagerungs- und
Laufbedingungen zu gewahrleisten.

Die Banden der Zymogramme wurden densitometrisch unter Verwendung des
Computerprogramms TINA (Version 2.09a) erfasst.

Um die Ergebnisse vergleichen zu konnen, wurden die densitometrischen
Einheiten, die von der Bande einer Probe geliefert wurden, in Bezug zu der
eingesetzten gesamten Proteinmenge gesetzt. Dieser wurde fir jedes
Hamolysat einzeln bestimmt (BRADFORD, 1976).

Ausgehend von einer standardisierten Normalverteilung wurde eine Probe als
1-0 Genotyp interpretiert, wenn ihre SAHH-Aktivitat im Verhaltnis zu den
Aktivitaten der ihr entsprechenden homozygoten Phanotypen auf derselben
CAF < 50% des Durchschnittswertes betrug.

So konnten drei heterozygote Trager eines 0-Allels identifiziert werden. Zwei
tragen den Genotyp SAHH 0-1 und einer den Genotyp SAHH 0-3.

Die erwartete bzw. die beobachtete Frequenz fir Trager eines SAHH-0-Allels
liegt somit in der kroatischen Population bei ca. 1 %.

Die erwartete Pravalenz fur homozygote Individuen mit einer SAH-Hydrolase-
Defizienz, liegt in der kroatischen Population bei 1:30 000.

Die Genfrequenz von SAHH*0 in der kroatischen Population betragt
0,006+0,005. Damit entspricht die Haufigkeit der 0-Allele in Kroatien dem von
Ritter (1989) veroffentlichten Ergebnis, nach dem die Haufigkeit stummer Gene

in zahlreichen Systemen um 0,5% liegt.
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Im Durchschnitt zeigt die SAH-Hydrolase-Aktivitat im Hamolysat der Trager
eines SAH-Hydrolase-0-Allels in der densitometrischen Untersuchung auf Basis
des Proteingehalts 30-40% der Aktivitdt des entsprechenden homozygoten
SAH-Hydrolase-Phanotyps. Dennoch erscheinen die Trager phanotypisch
unauffallig und gesund.

Das Hamolysat des von Baric et al. 2004 als SAHH 0* bezeichneten Jungen,
zeigte in der densitometrischen Untersuchung nur 7,5% der Enzymaktivitat des
normalen SAHH 1-1 Phanotyps.

Damit entspricht der in dieser Studie gewonnene Wert den von Baric et al.
(2004) veroffentlichten Daten, in denen die in roten Blutkérperchen gemessene
SAH-Hydrolase-Aktivitat des Jungen nur 5-10% der in diesen Zellen
gemessenen Kontrollwerten betragt. Auch in der Leber und den Fibroblasten
des Jungen war die SAH-Hydrolase-Aktivitat stark eingeschrankt.

Die Lage der Bande im Zymogramm entsprach dabei dem SAH-Hydrolase-
Phanotyp 1.

Von Baric et al. (2004) durchgefuhrten Genanalysen zufolge, besitzt der Junge
im SAH-Hydrolase-Gen zwei verschiedene Mutationen im vierten Exon: Ein
Stopcodon im mutterlichen Allel und eine Punktmutation im vaterlichen Allel. Die
matterliche Mutation fihrt zu einem signifikant verkirzten Protein, die Mutation
im vaterlichen Allel zu einem Enzym mit eingeschrankter Funktion.

Von Baric et al. wurde die vaterliche Punktmutation in 130 Kontrollallelen nicht
gefunden. Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse bestatigen diese

Beobachtung.

Bei der Untersuchung des Hamolysats seines Bruders zeigte sich in der
densitometrischen Untersuchung ebenfalls eine Reduktion der SAH-Hydrolase-
Aktivitat. Diese betrug nur 10% der normalen SAH-Hydrolase-Aktivitat, was
ebenfalls auf einen SAH-Hydrolase-Mangel hindeutet. Auch seine Bande
entsprach in Lage und Morphologie der Bande des SAH-Hydrolase 1
Phanotyps. Dies deutet darauf hin, dass die vom Vater stammende
Punktmutation mit groRer Wahrscheinlichkeit im SAHH*1-Allel liegt.
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Eine Hemmung der SAH-Hydrolase fuhrt in Zellkulturen zu einem erhohten
Gehalt an S-Adenosyl-L-Homocystein. Dadurch kommt eine Hemmung von
Methylierungsreaktionen zustande, die sich auch toxisch auf die Zellen
auswirken kann (KREDICH und MARTIN, 1977; KREDICH und HERSHFIELD,
1979; GREENBERG et al., 1989; MILLER et al., 1994; HERMES et al., 2004).
Mittlerweile sind mehr als 39 S-Adenosinmethionin-abhangige
Methyltransferasen in Saugetieren bekannt (CLARKE und BANFIELD, 2001),
die alle durch eine Erhohung des S-Adenosyl-L-Homocystein mehr oder
weniger stark gehemmt werden. Dies verdeutlicht die Komplexitat der Folgen
einer Stérung im SAH-Metabolismus.

So berichteten Gellekink et al. 2004 von einem mdglichen Zusammenhang
zwischen hohen SAH- und SAM-Konzentrationen und/oder einem abnorm
niedrigen SAM/SAH-Verhaltnis und Erkrankungen des Gefaldsystems beim
Menschen.

Mita et al. stellten 2001 einen Zusammenhang zwischen Defekten im SAH-
Hydrolase-Gen und dem Auftreten von Epilepsie bei Mausen fest.

MILLER et al. berichteten 1994, dass Mause mit einem kompletten Verlust des
SAH-Hydrolase-Gens nicht lebensfahig sind.

Die Simulation im Rahmen von Tiermodellen bietet mehrere Schwierigkeiten.
Zum einen scheint es moglich, dass von einem kunstlich erzeugten Defekt im
SAH-Hydrolase-Gen noch mehrere andere Gene mitbetroffen sind. Dann ware
es nicht mdglich, nachfolgende Stérungen dem alleinigen Ausfall der SAH-
Hydrolase zuzuschreiben.

Zum anderen lief3en sich in von Miller et al.1994 erstellten Modellen mit Mausen
keine Tiere mit einen vollstandigen Ausfall des SAH-Hydrolase-Gens
anzuchten. Die Embryonen starben schon im Blastozystenstadium ab. Eine
Behandlung von kultivierten Embryonen mit einem SAH-Hydrolase-Inhibitor
oder mit Metaboliten, die den intrazellularen Gehalt an S-Adenosyl-L-
Homocystein erhdhen, fuhrte zu einer Hemmung des Zellwachstums. Dies
scheint der Grund flr das Absterben der Blastocysten noch vor deren

Implantation zu sein. Mause, die heterozygot flir ein SAH-Hydrolase-0-Allel
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waren, zeigten eine Reduktion der SAH-Hydrolase-Aktivitdt, waren aber
lebensfahig.

Die SAH-Hydrolase-Aktivitat der heterozygoten Mause betrug zwischen 47-57%
der in Hamolysaten, in der Leber und in der Milz gemessenen Aktivitat.

Die Trager eines Defektallels in dieser Studie sind trotz eingeschrankter SAH-
Hydrolase-Aktivitdt phanotypisch gesund, also 30-40% Restaktivitdt des
Enzyms reichen aus, um eine Entwicklung zu gewabhrleisten, bei der keine
klinisch auffalligen Einschrankungen im Gesundheitszustand auftreten.

Beim Menschen gibt es bisher nur einen bekannten Fall eines nachgewiesenen
primaren SAH-Hydrolase-Mangels (Baric et al., 2004).

Blutanalysen des von Baric et al. (2004) beschriebenen Jungen zeigen neben
vielen Auffalligkeiten vor allem eine 30fache Erhohung von S-Adenosyl-
methionin, eine 150fache Erhéhung von S-Adenosyl-L-Homocystein und eine
Hypermethioninamie. Mit einer SAH-Hydrolase-Restaktivitat von 3-10% ist der
menschliche Organismus zwar lebensfahig, weist aber erhebliche Defizite im
Gesundheitszustand auf. Offensichtlich stellt nur die komplette Enzymdefizienz
einen Letalfaktor dar.

Baric et al. (2004) berichten von einer Besserung der Symptome des SAH-
Hydrolase-Mangels unter Therapie. Unter einer Methioninreduzierten Diat, der
zusatzlichen Gabe von Phosphatidylcholin  und der Gabe von
Kreatinmonohydrat ist bei dem kroatischen Jungen eine Besserung der

Symptomatik eingetreten.

4.4 Ladungsunabhangige Aktivitat der erythrozytaren SAH-Hydrolase

In von Ueland et al. (1982) verdffentlichten Untersuchungen zeigt die Saugetier-
SAH-Hydrolase bei verschiedenen Spezies beinahe keine Unterschiede im
Hinblick auf die molekulare GroRRe, die Zusammensetzung der Untereinheiten
und die Ladung.

Die durchschnittichen SAH-Hydrolase-Aktivitaten der homozygoten und

heterozygoten Phanotypen in der kroatischen Population zeigen keine
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signifikanten Unterschiede. Auch die Aktivitat des Genproduktes SAHH*4
unterscheidet sich nicht wesentlich davon.

Da sich alle Genprodukte unabhangig von ihrer Ladungsvariabilitat, nicht in der
durchschnittlichen SAH-Hydrolase-Aktivitat unterscheiden, konnen sie zur
Qualitatsprufung der durch die Photometrie ermittelten Ergebnisse fur die
durchschnittlichen quantitativen SAH-Hydrolase-Aktivitdten der einzelnen

Phanotypengruppen heran gezogen werden.

4.5 Durchschnittliche Proteinkonzentration der SAH-Hydrolase in der

Stichprobe

Die Bestimmung erfolgte nach einer von Bradford 1976 entwickelten Methode.
Die durchschnittliche Proteinkonzentration fur die gesamte Stichprobe betragt
310 £ 3,0 mg/ml. Die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen innerhalb der
einzelnen Phanotypengruppen weichen nicht signifikant von diesem
Gesamtdurchschnittswert ab. Vergleicht man die Durchschnittswerte der
einzelnen Phanotypen untereinander, sind nur die durchschnittlichen
Proteinkonzentrationen des Phanotyps SAHH 1-1 und 4-1 signifikant
verschieden.

Da alle Proben gleich aufbewahrt, vorbereitet und gemessen wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass die unterschiedliche Probenzahl den

signifikanten Unterschied verursacht.

4.6 Enzymaktivitatsmessung mittels Spektralphotometrie und

S-Adenosyl-L-Homocystein als Substrat

Ein Ziel der Enzymaktivitatsmessung mittels Spektralphotometrie war der Erhalt
von quantitativen Ergebnissen fur die Aktivitat der SAH-Hydrolase in den
Hamolysaten. Dabei ging es sowohl um die Messung der durchschnittlichen
SAH-Hydrolase-Aktivitaten der Gesamtpopulation, als auch die, der einzelnen

Phanotypen und der Trager eines stummen Allels.
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Hierbei kam die in Abschnitt 2.4.1 beschrieben Reaktion zum Einsatz, unter
Verwendung von S-Adenosyl-L-Homocystein als Substrat.

In Vorversuchen wurden die Versuchsbedingungen vor und wahrend der
Messung optimiert. Dabei wurde fur die Messung die einzusetzende Menge an
Hamolysat festgelegt, die Aufbereitung der Proben vor der Messung optimiert,
die Hilfsenzyme entsprechend zusammengesetzt und separat auf Eis gelagert,
die Ansatze fur die Inkubationsldsungen frisch zubereitet, die Inkubation des
Versuchsansatzes unter regelmaligem Durchmischen im  Dunkeln
durchgefuhrt, die Menge an zuzugebendem S-Adenosly-L-Homocystein zum
Starten der Reaktion bestimmt und die Dauer der Messung der Reaktion
angepasst. Nach der Auswertung mehrerer Testlaufe wurden die einzelnen
Proben dann wie in 2.4.1.2 beschrieben photometrisch bestimmt. Bei den
Mehrfachbestimmungen zeigten sich zwischen den Ergebnissen der einzelnen
Proben derartige Schwankungen, dass eine Auswertung der Daten nicht
moglich war, also sich der angewandte Versuchsansatz in der hier
durchgefuhrten Form nicht eignet.

Da auf die exakte Einhaltung gleicher Versuchsbedingungen vor und wahrend
der Messung geachtet wurde, kdnnte das Problem am wahrscheinlichsten mit
der Lagerung und der Alterung der Proben zusammenhangen.

Da die Hamolysate mehrfach gemessen wurden, waren sie fur unterschiedlich
lange Zeitraume eingefroren und wurden mehrmaligen Auftau- und
Einfrierprozessen unterzogen. Auch die Ergebnisse von Baric et al. (2004) fur
die SAH-Hydrolase-Aktivitat im Hamolysat des kroatischen Jungen betrugen
nach dem erneuten Auftauen des Hamolysats nur noch 57-71% der in den
Erstbestimmungen gemessenen Werten.

Das Auftauen scheint somit einen grofden EinfluR auf die Aktivitat der SAH-
Hydrolase im Hamolysat zu haben. Davon waren alle Phanotypen in gleichem
Mal3e betroffen.

Weitere Ursachen koénnten in Zusammenhang mit der Herstellung des
Hamolysats stehen. Wie in 2.2 beschrieben, wird bei der Herstellung des
Hamolysats aus dem Sediment roter Blutkérperchen Toluol zum Emulgieren

verwendet. Dadurch werden die lipophilen Teile der Zellmembran zusammen
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mit den hydrophoben Proteinanteilen in Form eines Pellets gebunden, so dass
das Hamolysat nur noch die sich in Losung befindlichen Proteine enthalt. Es
besteht die Mdglichkeit, dass die in der Probe enthaltene SAH-Hydrolase durch
mehrmaliges Auftauen und Einfrieren unterschiedlich stark am Pellet anhaftet.
Dies wurde ebenfalls zu Schwankungen bei der Bestimmung der SAH-
Hydrolase-Aktivitat fuhren.

Da bei der photometrischen Messung nur ein kleines Probevolumen zum
Einsatz kam, konnte der darin enthaltene Proteinanteil rein zufallig variieren.
Durch standiges Vortexen wurde zwar versucht, den Proteinanteil so
gleichmafig wie mdglich in der Probe zu verteilen, die Menge des eingesetzten
Volumens dagegen war nicht groRer wahlbar, da die Hamoglobinkonzentration
die photometrische Bestimmung limitiert.

Ein weiterer Grund konnte darin liegen, dass das Hamolysat in der Kivette
sedimentiert ist, da die Aktivitat der SAHH Uber 30 min gemessen wurde.

Die Spektralphotometrie erwies sich also fir die Qualitatsprifung der

Densitometrie als ungeeignet.

Die Methode der Spektralphotometrie zur Messung der quantitativen SAH-
Hydrolase-Aktivitat scheint erst zuverlassig durchfihrbar, wenn ein Weg
gefunden wird, die mit der Lagerung der Proben einhergehende

Beeintrachtigung des Enzyms zu verhindern.
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5 Zusammenfassung

Der Verlust der SAH-Hydrolase-Aktivitat galt bisher als mit dem Leben nicht
vereinbar. Baric et al. berichteten 2004 erstmals von einem kroatischen Jungen
mit primarem SAH-Hydrolase-Mangel, der von seinen Eltern zwei verschiedene
Defektallele geerbt hat.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es in der kroatischen Bevdlkerung eine

Haufung von Defektallelen der SAH-Hydrolase gibt.

» Die Untersuchung einer Stichprobe von 237 unverwandten Kroaten aus
Zagreb mittels SGE und anschlieBender Zymogrammfarbung ergab folgende
Genfrequenzen: SAHH*1= 0,941; SAHH*2=0,032 und SAHH*3=0,006.
Zusatzlich wurde ein neuer Phanotyp der SAH-Hydrolase, SAHH 4-1, gefunden.
Das Allel SAHH*4 tritt mit einer Genfrequenz von 0,015 auf.

Die Verteilung der SAHH-Genotypen befindet sich im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.

* Im beobachteten Kollektiv befanden sich drei phanotypisch gesunde Trager
eines Defektallels, deren SAH-Hydrolase nur 30-40% der Aktivitat ihres
entsprechenden SAH-Hydrolase-Phanotyps zeigte. Die Frequenz stummer
Allele, SAHH*0, in der kroatischen Population betragt 0,6%.

* In der densitometrischen Untersuchung der Zymogramme auf Basis des
Proteingehalts zeigten sich flir die einzelnen Phanotypen keine Unterschiede in
der SAH-Hydrolase-Aktivitat.

 Die quantitative Enzymaktivitdt der SAH-Hydrolase konnte mittels
Spektralphotometrie nicht bestimmt werden, da innerhalb der Ergebnisse der

einzelnen Proben zu grof3e Schwankungen auftraten.
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