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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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- adenozyno-5’-dwufosforan

- adenozyno-5’-monofosforan

- deaminaza AMP

- gen kodujcy ludzki izozym mgsniowy demianazy AMP
- izozym m¢gsniowy demianazy AMP

- gen kodujcy ludzki izozym witrobowy demianazy AMP
- izozym watrobowy demianazy AMP

- gen kodujcy ludzki izozym erytrocytarny demianazy AMP
- izozym erytrocytarny demianazy AMP

- hadsiarczan amonu

- adenozyno-5’-tréjfosforan

- cytozolowa 5’-nukleotydaza |

- gen koduicy ludzlg cytozolows 5’-nukleotydaz |

- cytozolowa 5’-nukleotydaza Il
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- fosforan nieorganiczny

- fluorek fenylometylosulfonylu
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- stala potwysycenia enzymu substratem
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- siarczan dodecylu

- N,N,N’,N’-tetraetylenodiamina

- tris(hydroksylmetyl)aminometan

- szybkd¢ maksymalna reakcji



1. WSTEP

Deaminaza AMP (AMPD, AMP-aminohydrolaza, EC 3.5.4.Gest
enzymem  cytoplazmatycznym, kataligeym  nieodwracalp  reakcg
hydrolitycznej deaminacji kwasu adenylowego (AMP) ldvasu inozynowego
(IMP).

Najwyzsza aktywnadé deaminazy AMP wykazano w ©s$nhiu
szkieletowym ssakow (1), gdzie stanowi ona elemskiadowy cyklu
nukleotydéw purynowych (2) (Ryc.1). Przemiany tegyklu obejmug ciag
reakciji katalizowanych przez deamigaz AMP, syntetag
adenylobursztynianoav (EC 6.3.4.4.) oraz ligz adenylobursztynianow
(EC 4.3.2.2)).

Adenylobursztynian

GDP + Pi

LIAZA ADENYLO-
BURSZTYNIANOWA

Fumaran SYNTETAZA ADENYLO
BURSZTYNIANOWA

GTP + asparaginian

DEAMINAZA AMP

AMP w IMP

HZO NH3

Ryc. 1. Cykl nukleotydéw purynowych.



Cykl nukleotydow purynowych pelni w tkance géniowej rok
anaplerotycza (3), uczestniczy w metabolizmie aminokwasow (2pagprzez
regulacg migsniowej glikolizy (4) 1 glikogenolizy (5) w metabamie
energetycznym msni.

W tkankach, w ktorych cykl nukleotydow purynowycke funkcjonuje,
np. mesniu gtadkim (6), mgsniu sercowym, nerkach czy Agsku (7,8),
fizjologiczna rola peiniona przez deaminaAMP wigze sk gtdwnie ze

stabilizacy tzw. fadunku energetycznego adenylanéw (LEA) (9):

[ATP] + % [ADP]

LtEA =
[ATP] + [ADP] tAMP]

Utrzymanie prawidtowych warégi tadunku energetycznego adenylanow
ma szczegOlne znaczenie w sytuacjach gwattownggatrzebowania tkanek na
energg, np. podczas intensywnej pracyesmi (10). W wyniku dziatania kinazy
adenylanowej (EC 2.7.4.3.) ATP zostaje wOwczass@awo zregenerowany

poprzez przeksztatcenie dwochisteczek ADP w cisteczk ATP | AMP.

kinaza adenylanowa

2 ADH » ATP +AMP

Preferowany kierunek reakcji wymagagie] degradacji AMP. Zapewnia j

deaminaza AMP, ktéra deaminqj kwas adenylowy przesuwa réwnowag

reakcji kinazowej w kierunku syntezy ATP. Zabezpeedto tkank przed zbyt

drastycznymi spadkami wasi tadunku energetycznego adenylanow (11).
Deaminaza AMP kodowana jest przez rodzitizech niezatych

genow, kodujcych izozymy mgsniowy (AMPD1), watrobowy (AMPD?2)

I erytrocytarny AMPD3) (12,13).



Gen AMPD1 zlokalizowany jest w chromosomie 1 i liczy 23 tys par
zasad (13). U cziowieka i szczura jego eksgprebgerwuje si niemal wyhcznie
w miesniu szkieletowym. Jedynie niewielkie $ld transkryptow AMPD1
znaleziono take w plucach, nerkach i jelicie. W wyniku alternabggo
skladania genAMPD1 produkuje dwa transkrypty pochodne,zniace se
obecndacia lub brakiem eksonu 2 (14,15).

GenAMPD3 umiejscowiony jest w chromosomie 11 i liczy 60 &gsi par
zasad. Poza erytrocytami ekspeesggo genu wykazano rowiiew nerce,
sledzionie, sercu (13), a ta&k w wolno kurczcych se migsniach szkieletowych
(16). Na matrycy gentAMPD3 powstag co najmniej cztery transkrypty
pochodne (la, 1lb, 1b-c i 1c),zrdace sé miedzy sola diugadscia eksonu
pierwszego (17). Ich wzajemne proporcje w poszdrggb tkankach grdozne;

w migsniu szkieletowym dominuje transkrypt 1b.

Gen AMPD2 umiejscowiony jest w chromosomie 1 i liczy jedyriid
tysieccy par zasad. Jego ekspresja, negfgza w witrobie i mézgu (12),
obserwowana jest rowriev nerce sledzionie i trzustce (18). Za ekspregenu
AMPD2 odpowiadaj dwa blisko siebie umiejscowione promotory. Pozwala
na lepsz kontrok ekspresji gendMPD2. W wyniku alternatywnego sktadania
transkryptu pierwotnego, geAMPD2 produkuje trzy transkrypty pochodne
(1A/2, 1B/2, 1B/3), réniace s¢ odpowiednio obecr$gia lub brakiem eksonow
1A, 1B lub 2 (19).

W tkankach szczura (20) i czlowieka (21) izozymyamenazy AMP
wykazup duze podobiéstwo strukturalne. Najbardziej ewolucyjnie zachogvan
czescia deaminazy AMP jest fragment Ciapwy, zawierajcy katalityczne
centrum enzymu (13,22). Fragment Nikowy enzymu jest natomiast
zroznicowany i zawiera domenregulatorowy (13,24), wyznaczaga jego
wewnatrzkomorkowy dystrybucg (23) oraz niektore tkankowo specyficzne

wiasciwosci regulacyjne (13,16,25).
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W 1987 roku sklonowano cDNA genu koacggo deaminaz AMP
Z miesnia szkieletowego szczura (26), a niedtugo potenniéz cDNA gendw
kodupcych enzym w innych tkankach oraz rngtach szczura i cztowieka3).

Deaminaz AMP wyizolowano po raz pierwszy z &nia szkieletowego
krolika w 1957 roku (27). Dziest lat p&niej, po opracowaniu (28) prostszej
i bardziej wydajnej metody izolacji enzymu, petdj szczegotowe badania jego
wiasciwosci  kinetycznych, regulacyjnych i strukturalnych. wi&rdzono
wowczasze wyizolowany z misnia szkieletowego kroélika, szczura i cztowieka
enzym jest biatkiem regulatorowym o aktywsoo regulowanej przez homo-
I heterotropowe oddziatywania substratu (29) ordektery takie jak
jednowartéciowe jony (gtdwnie potasu i sodu) (30,31), niearigany fosforan
oraz nukleotydy (ATP, ADP, GTP) (32-34). Regulagyyaptyw tych ligandow
modyfikowany jest przez pHsrodowiska, a take przez kontakt enzymu
z biatkami aparatu kurczliwego (35).

Na profil regulacyjny deaminazy AMP @$hia szkieletowego w sposob
wyrazny wplywa sgzenie jondéw potasowych oraz pHsrodowiska
inkubacyjnego (30,36). W roku 1967 Smiley i Sue(t&t) wykazali zaleny od
chlorku potasu, dwufazowy przebieg reakcji katalianej przez deaminaz
AMP miegsnia szkieletowego krélika. Hiperboliczna w 100 -0X6M stzeniu
KCI kinetyka reakcji, w nieobecdoi tej soli przeksztatcata giw kinetyke
sigmoidaln. Badania p#niejsze okrélity zaleznosci pomidzy stzeniem
jondbw potasowych i pHsrodowiska a aktywniwia enzymu, réwnig dla
deaminazy AMP misnia szkieletowego szczura i cztowieka.

W optymalnym dla aktywniei deaminazy AMP z minia szkieletowego
szczura pH 6,5, w niskich egeniach substratu i chlorku potasu (<20 mM),
reakcja katalizowana przez enzym c¢pmiowy przebiegata wedle kinetyki
sigmoidalnej (37-39). W steniach KCI| powyej 20 mM (39) sigmoidalna
kinetyka reakcji zmieniata &iw hiperbolicza | pozostawata tak nawet
w wysokim (0,5 M) stzeniu tej soli. W pH lekko zasadowym (pH 7.1), ingcz
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anizeli w pH lekko kwdanym (pH 6,5), reakcja katalizowana przez deaminaz
AMP z migsnia szkieletowego szczura pozostawata nieraleod sizen KClI
I prezentowata niezmiennie kinetykigmoidalna (32).

Poszukujc optymalnego dla enzymu @niowego stzenia chlorku
potasu wykazanae oprécz pHsrodowiska inkubacyjnego zaie ono take od
stezenia substratu, w ktorym reakcja enzymatyczna [pegeb (40). Dla
aktywnaci enzymu mgsniowego szczura (36) i cziowieka (31), mierzonej
w pH 6,5 oraz w niskich, mikromolowych ¢geniach substratu, optymalne
stezenie chlorku potasu wynosi okoto 150 mM. Dla aktpém enzymu
migsniowego kroélika (36) jest ono w tych samych warwitkaiieco wysze
I wynosi okoto 200 mM. W pH bardziej kémym (pH 5,9), aktywn&
deaminazy AMP misnia szkieletowego szczura, mierzona w mikromolowych
stzeniach substratu, agja optimum ja w 30 mM stzeniu chlorku potasu; w
pH lekko zasadowym (pH 7,1) natomiast, dopiero W M stzeniu tej soli.
W skzeniach KCI wyszych od 200 mM aktywrié enzymu mgsniowego,
mierzona w niskich i wysokich efteniach substratu, zaréwno
w pH 6,5, jak i 7,1 ulega ohteniu (41).

Deaminaza AMP wyizolowana z &snia szkieletowego ssakéw (krolika,
szczura, cztowieka) jest oligomerem zbudowanym djgonostek o masie 70-
80 kDa (30,42), ktérego aktywsodoraz profil regulacyjny oké&one s poprzez
zmiany w strukturze czwartagdowej (efekt allosteryczny) oraz zmiany
w stopniu zagregowania podjednostek enzymu. W miedci chlorku potasu,
jedym aktywrp forma deaminazy AMP mgnia szkieletowego szczura wydaje
sic by¢ mato aktywny monomer (30,43). W rasych stzeniach tej soli
natomiast, zarowno w pH lekko kéveym, jak i obogtnym, enzym stopniowo
agreguje, tworgc struktury dimeryczne i tetrameryczne. W pH baepzi
zasadowym (pH 8,0) przewaa jednak tendencje dezagregacyjne i nawet
w obecndci chlorku potasu enzym dysocjuje na mato aktywmmomery (43).

Modulujac stopié agregacji mgsniowej deaminazy AMP, stenia jonow
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potasowych i wodorowych zmiensajzarbwno aktywn&, jak i struktue
enzymu.

W roku 1979 wykazanoze dodana dosrodowiska inkubacyjnego
trypsyna, powoduaga odhczenie od deaminazy AMP @&dnia szkieletowego
krolika niewielkiego (7 kDa) fragmentu peptydowegomienia niektére
wiasciwosci regulacyjne enzymu (44). Pozbawiony tego fragineanzym
przestat by podatny na regulacyjne oddziatywanie ATP (44),atakzowana
przez niego reakcja juw niskich, milimolowych sgzeniach chlorku potasu
wykazywata kinetyk hiperboliczra. Utrata wspomnianego fragmentu biatka nie
wptywata jednak wyraniej na funkcje katalityczne enzymu gémiowego.
Badania kréliczej deaminazy AMP przechowywanej &ildni w 4C (45)
wykazaly, ze po zajciu opisane] powkej modyfikacji, przestata Ity ona
podatna na dalgzproteoliz, a jej aktywnéc¢ i obraz elektroforetyczny nie
ulegaly juz zmianom w nagpnych dniach przechowywania.

Zmiany w pHs$rodowiska inkubacyjnego miaty ta& wptyw na liczlg
reaktywnych grup sulfhydrylowych enzymu. Miareczikujdeaminag AMP
migsnia szkieletowego szczura kwasem 5,5’-dwutio-bis{Bsbenzoesowym)
(DTNB) wykazano,ze wzrost pHsrodowiska inkubacyjnego z 6,0 do 8,0
powickszyt, przypadajca na mol enzymu, licab miareczkowalnych grup
sulfhydrylowych z 7 do 12 (46,47). Natomiast enzy@ablokowanymi grupami
sulfhydrylowymi zmieniagic swa wrazliwos¢ na chlorek potasu, prezentowat
kinetyke hiperboliczna juz w bardzo niskich gteniach tej soli (46).

Deaminaza AMP z tkanek innychznmigsiea szkieletowy stata si
przedmiotem szczego6towych baddopiero pod koniec lat siedemdziggch
(48,49). Badania te wykazaty wyra immunologiczia i kinetyczno -
regulacyja. odmienné¢ enzymu witrobowego, nerkowego i hyskowego
od enzymu mgsniowego (7,50,51).

Deaminaza AMP wyizolowana z atvoby ludzkie] jest oligomerem
zbudowanym z podjednostek o masieastzczkowej okoto 68 kDa (52).
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W poréwnaniu z enzymem rshiowym, aktywnd¢ watrobowej deaminazy
AMP regulowana jest w dym stopniu przez nukleotydy purynowe (ATP, ADP
I GTP) (53), w mniejszym Zaprzez jony potasu oraz fosforan nieorganiczny
(51,54). W nieobecrici nukleotydow adeninowych, wrodowisku lekko
kwasnym i obogtnym oraz w obecrsmi 100 mM s¢zenia chlorku potasu,
kinetyka reakcji katalizowanej przez enzymtmbowy ma charakter wyfaie
sigmoidalny (53). Obecn6 ortofosforanu sigmoidalny charakter tej kinetyki
nieco pogtbia, z& obecné¢ ATP i ADP wyranie ja hiperbolizuje (53). GTP
na enzym wtrobowy wywiera dziatlanie podwojne — wegtniach niszych
(<25 puM) stymuluje enzym, zav stzeniach wyszych (>25 uM) hamuje (55).

Enzym watrobowy, podobnie jak deaminaza AMP z chnia
szkieletowego, zalmie od pHsrodowiska, mee by rozmaicie zagregowany
(52). W pH optymalnym (pH 6,6) (53) deaminaza AM{Azelowana z vgtroby
ludzkiej wystpuje gtdwnie jako forma o masie asteczkowej okoto 360 —
400 kDa, z& w pH obogtnym takee w postaci form o masachasteczkowych
okoto 1401 280 kDa (52).

Aktywnos¢ oraz parametry kinetyczne deaminazy AMP wyizologyan
z watroby ludzkiej zmieniag sic podczas jej przechowywania. W trakcie tego
procesu enzym traci aktywfy a jego podjednostki ulegajpostpujacej
dezagregaciji i/lub degradaciji (56).

Deaminaagg kwasu adenylowego w #gsku ludzkim, wbrew
pocatkowym zaprzeczeniom (57), wykazano po raz pierwszgku 1971 (58).
Wyizolowana z tej tkanki deaminaza AMP wykazywaign®idalra kinetyke
wysycenia substratem w wysokim (0,1 M)ez&niu jonOw potasu, a jej
aktywna¢ byta silnie stymulowana przez ATP oraz hamowanaepr
ortofosforan (50).

W tozysku, podobnie jak w niektorych innych tkankach aradach
ludzkich, w katabolizmie AMP, obok deaminazy AMPabmaoze rownie
udziat 5-nukleotydaza (5'-NT, EC 3.1.3.5.), defmsfluaca AMP do
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adenozyny (59). Sgodd izozymow cytozolowych (cN-I, cN-II, cN-III i dd)
(60) tego enzymu, tylko izozym cN-I (zwany AMP-pafpcym) ze wzgtdu
na swe preferencje substratowe orazsei@osci kinetyczno—regulacyjienaze
efektywnie uczestnicdy w wewmntrzkomérkowej degradacji kwasu
adenylowego. O poziomie ekspresji genu kadego ten izozym w foysku
ludzkim wiadomo jednak niewiele. Wykonana &t temu technik Northern
blot analiza obecrici MRNA, Ixdacego produktem genGN-1, nie wykazata
jego obecnéci w tozysku ludzkim (61).

! Optimum pH aktywnéci cytozolowej 5'-nukleotydazy | zawarte jest w edziale 6,8 — 7,0, a
kinetyka katalizowanej przezanreakcji w nieobecnii efektorow ma charakter sigmoidalny (59). Enzst |
silnie aktywowany przez ADP i w mniejszym stopnitzgz GTP oraz hamowany przez ortofosforan (59,61).
ATP w stzeniach niszych (< 4 mM) nie wplywa na aktywfioenzymu (62), zaw skzeniach wyszych (>
4 mM) hamujed (63).
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2. CEL PRACY

Oszacowanie pozioméw ekspresji gendéw kadygh izozymy deaminazy
AMP oraz genu CN-1 kodupcego cytozolowy izozym
5’-nukleotydazy (cN-I) stanowito pierwszy cel mopajacy doktorskie;.

Drugim, zasadniczym jej celem bylo zbadanie wplywigzen jondw
potasowych i wodorowych na wiawosci kinetyczno-regulacyjneswiezo

wyizolowanej i ,przechowywanej” deaminazy AMP z¥yska ludzkiego.
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3. MATERIAL | ODCZYNNIKI

3.1 Materiat tkankowy

Materiat tkankowy (pochodey =z Kliniki Potoznictwa Akademii
Medycznej w Gdasku oraz Oddziatu Patoiczego Szpitala Wojewodzkiego
w Gdaisku) stanowity tayska zdrowych kobiet, pozyskane podczas porodéw
fizjologicznych w 38-40 tygodniu gty.

Fragmenty tkanki pobierane do izolacji RNA natychsti mraono
w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze’€ZFragmenty tkanki
pobierane do preparatyki enzymu kilkukrotnie pra&mano 0,9% roztworem
NaCl i po oczyszczeniu z bton przechowywano w teraipeze -26C.

Przeprowadzone badania uzyskaly zgod\iezalenej Komisji
Bioetycznej do Spraw BaddNaukowych (NKEBN/436/2004).

3.2 Odczynniki chemiczne (zida chromatograficzne, wzorce masowe,

enzymy, inhibitory proteolizy i inne)

- ztloza chromatograficzne fosforan celulozy P-11Park Scientific Limited,
Wielka Brytania), Sepharoza CL- 6Brfersham Pharmacia Biotech, Szwecja);

- wzorce masowedo elektroforezy poliakrylamidowep(er sham Pharmacia
Biotech, Szwecja), do elektroforezy agarozow®|Bl Fermentas, Litwa), do
filtracji zelowej @gma, USA), Reverse Transcription System, PCR Master Mi

(MBI Fermentas, Litwa);
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- enzymy. deaminaza AMP z rgdnia szkieletowego krolikaggma, USA),
polimeraza DNATaq 4, odwrotna transkryptazel-MuLV, deoksyrybonukleaza

| (MBI Fermentas, Litwa);

- inhibitory proteolizy : 1 mM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSFReche
Molecular Biochemicals, Niemcy), inhibitor trypsyny (1pug/mhSgma, USA),
inhibitor RNaz MBI Fermentas, Litwa);

- substrat i efektory: nukleotydy: 5-AMP, ATP (sél sodowa), ADP (sol
potasowa) f§igma, USA);

- sktadniki buforow: wersenian dwusodowy (EDTA), Tris, glicerol,
formaldehyd, fenol, chloroform, cytrynian sodu,acsodu, rodanek guanidyny,
siarczan amonu, chlorek sodu, chlorek magn&gmg, USA), kwas solny,
kwas fosforowy, kwas octowy, wodorotlenek sodowpdarotlenek potasowy,
KH,PQ,, K,HPQ, chlorek potasu ROCH, Polska), kakodylan sodu, kwas
bursztynowy &erva, Niemcy);

- inne: bromek etydyny §gma, USA), Coomasie Brilliant Blue G-250, it
bromofenolowy $erva, Niemcy); alkohol metylowy, alkohol etylowy?QOCH,
Polska), TEMED Bio-Rad, USA), B-merkaptoetanol (tioetanol), alkohol
izopropylowy, DMPC, agaroza, DTNEEfgma, USA); mieszanina akrylamidow
do elektroforezyKucharczyk T.L., Polska);

- woda czterokrotnie destylowana
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3.3 Oligonukleotydy

3.3.1dla deaminazy AMP:

Nr

Sekwencja

Zastosowanie

1.

5-gCTTgCATgAACCAQAAACA-3’

Primer sensowny dla
ludzkiej AMPD1

2. | 5-ATgCTggTACTTggCCTCC-3’ Primer antysensowny dla
ludzkiej AMPD1

3. | 5-TACAAggAACAQggTgAggg-3’ Primer sensowny dla
ludzkiej AMPD2

4. | 5-ACAgTgCTCATACgggTgCT-3’ Primer antysensowny dla
ludzkiej AMPD2

5. | 5-TgACAggACTgTggCAgAgA-3’ Primer sensowny dla
ludzkiej AMPD3

6. 5-CCgTggCTCTgAgTACTQgT-3’ Primer antysensowny dla
ludzkiej AMPD3

7. | 5-CCTCgCCTTTgCCgATCC-3’ Primer sensowny dla
ludzkiej f-aktyny

8. 5-ggATCTTCATgAggTAgTCAQTC-3’ Primer antysensowny dla

ludzkiej f-aktyny

3.3.2dla cytozolowej 5’- nukleotydazy I:

Nr

Sekwencja

Zastosowanie

1.

5-CCAAGATTTTCTACGACAACC-3’

Primer sensowny dla

ludzkiej cN-I

2. | 5-CAACCTACCCAGTGCCTCCAG-3’ Primer antysensowny dla
ludzkiej cN-I

3. 5-CCTCgCCTTTgCCgATCC-3 Primer sensowny dla
ludzkiej f-aktyny

4. 5-ggATCTTCATgAggTAgTCAQTC-3’ Primer antysensowny dla

ludzkiej faktyny
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3.4 Bufory oraz inne roztwory

- Bufory stosowane podczas izolacji enzymu oraz podw aktywndci

| stezenia biatka enzymatycznego.

Bufor ekstrakcyjny Smiley’'gH 6,5: 0,054 M KHPO,
0,035 M KHPQ,
0,18 M KCI

1 mM merkaptoetanol

wszystkie sktadniki rozpuszczano, doprowadzanol® /b i uzupetniano wagd
do 1 litra.

Roztwory KCt 0,4 M, 0,75 M i 2 M zawierage 1 mM merkaptoetanol.

Bufor bursztynianowy pH 6;50,1 M bursztynian sodu

1 mM merkaptoetanol

Mieszanina reakcyjna do pomiaru aktywoaicdeaminazy AMP w eluacie

0,05 M bufor bursztynianowy, pH 6,5
10 mM 5’AMP

Odczynnik fenolowy20 g fenolu

0,1 g nitroprusydku sodu

sktadniki rozpuszczano i dopetniano vgatb 1 litra.

Odczynnik podchlorynowyl0 g NaOH
10,5 ml antyforminy

sktadniki rozpuszczano i dopetniano vgatb 1 litra.
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Odczynnik Bradforda — stony. 0,33 g Coomasie Brilliant Blue (G250)
33,33 ml 96% etanolu

dopetniano 85% kwasem fosforowym do 100 ml.

- Bufory stosowane do oznadzekinetycznych oraz oznaaze liczby
reaktywnych grup sulfhydrylowych.

Bufor kakodylanowy pH 7,00,1 M kakodylan sodu

Bufor fosforanowy 85 ml 0,7 M KHPGO,
915 ml 0,7 M KHPO,
0.45 M KCI

sktadniki rozpuszczano, doprowadzano do pH 7,8 pedtoano wod do 2

litrow.

Mieszanina reakcyjna do pomiaru grup sulfhydrylolwyc

0,7 mg biatka enzymatycznego

50 pul 200 uM DTNB w buforze fosforanowym
catas¢ uzupetniano buforem fosforanowym o pH 7,8 zawsenan 0,45 M KCI
do obgtosci 1 ml.

- Bufory stosowane do elektroforezy poliakrylamidpwe srodowisku

denaturugcym.

Bufor elektrodowy 10x gfony. 0,025 M Tris, pH 8.3
0,1% SDS
0,192 M glicyna
sktadniki rozpuszczano i dopetniano vgatb 1 litra.
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Bufor lizujacy 5x stzony. 1 ml 0,5 M Tris, pH 6,8
1,6 ml 10% SDS

1,6 ml glicerolu

0,4 miB-merkaptoetanolu
0,4 ml 0,5% lgkitu bromofenolowego

3 ml wody

Mieszaniny polimeryzuce

- zel dolny (rozdzielajcy) 10%: 4 ml 30% mieszaniny akrylamidow
2,5ml1,5MTris, pH 8,8
100 ul 10% SDS
100 ul 10% APS
5 ul TEMED
3,3 ml wody

- zel gorny (zagszczajey) 5%: 670 pl 30% mieszaniny akrylamidow
500 ul 0,5 M Tris, pH 6,8
50 pl 10% SDS
50 pl 10% APS
8 ul TEMED
2,7 ml wody

Roztwor barwacy zel: 125 ml metanolu

25 ml kwasu octowego
30 ml FAST Coomasie
dopetniano wogl do 100 ml.

Roztwor odbarwiajcy zel: 20 ml kwasu octowego

10 ml metanolu

dopetniano wogl do 100 ml.

22



- Bufory stosowane podczas izolacji RNA oraz eldkitezy agarozowej RNA
I DNA.

Do wszystkich buforéw stosowanych podczas izol&NA dodawano
10% roztwor DMPC w etanolu (2 ml roztworu DMPC nalitt buforu),
pozostawiano na noc i naphie wyjatawiano w 12°C przez 20 minut.

Bufor denaturujcy do izolacji RNA 4 M GuSCN
25 mM cytrynian sodu

0,5% sarkozyl
0,1 MpB-merkaptoetanol

Mieszanina fenol-chloroform (pH 7.0) do izolacji RN25 ml fenolu

25 ml chloroformu

5x stzony bufor do elektroforezy agarozowej RNFOO mM MOPS, pH 7,0
40 mM octan sodu, pH 4,0
5 mM EDTA, pH 8,0

pH doprowadzano do 7,0¢gsbnym NaOH.

Zel agarozowy do elektroforezy RNA,4 g agarozy
1,8 ml formaldehydu 30%
30,65 ml wody
8 ml 5x stzonego buforu do

elektroforezy agarozowej RNA

Bufor SB do prébek RNA 1x stzony bufor do elektroforezy
50% formamid
2,2 M formaldehyd

dopetniano wogldo 5 ml, przegczano i przechowywano w temperatur2€ 4
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Bufor obchzajacy do probek RNA50% glicerol
1 mM EDTA
békit bromofenolowy

dopetniano wog do 5 ml, przesczano i przechowywano w temperaturze
-20°C.

10x stzony bufor TAE 40 mM Tris-octan, pH 8,0
2 mM EDTA

Zel do elektroforezy DNA1 g agarozy
100 ml 1x stzonego TAE
2 ul bromku etydyny

Bufor obchzajacy do probek DNA40% sacharoza w wodzie
0,25% lgkit bromofenolowy
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4. METODY

4.1 Izolacja i oczyszczanie deaminazy AMP z dojrzadjo tazyska ludzkiego

Preparatyk enzymu przeprowadzano w temperaturze ,zimnego jpbko
(4°C).

4.1.1 przygotowanie homogenatu tkankowego

tozysko Iludzkie wyptukiwano z krwi 0,9 % roztworem NaC
oczyszczano z bton i po zeskrobaniwscz kosmowkowej gito na kawaiki.
Kawatki tkanki ptukano ponownie 0,9 % roztworem Na®azono, po czym
trzykrotnie homogenizowano w trzech etbgciach buforu ekstrakcyjnego
Smiley'a (0,089 M bufor fosforanowy o pH 6,5, 0,88chlorek potasu, 1 mM
2-merkaptoetanol), zawiesgego 1 mM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)
oraz inhibitor trypsyny (1 ug/ml). Po zhomogenizowa catléd¢ mieszano przez
godzire na mieszadle magnetycznym w temperatuf@: & nasfpnie wirowano
(wirbwka MSE) przez 30 minut przy szybko obrotéw 3000 obr./min.
Wytworzony osad odrzucano, a supernatant poddawal@nemu wirowaniu
(wirbwka K-24) przez 30 minut przy szybda obrotéw 13000 obr./min.
Pozbawiony mitochondriow supernataniczono przez potrojnwarstve gazy,
po czym wazano z fosfocelulaz

Prébki przesczu pozostawiano do przeprowadzenia elektroforezy.

4.1.2 przygotowanie fosfocelulozy dla zwrania enzymu

W celu zwazania enzymu zie chromatograficzne (fosfoceluloza)

przygotowywano  wedlug metody  opracowanej przez  &ytal
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i wspotpracownikow (28), z niewielkimi modyfikacjar(64). Odwaong ilos¢
(10 g) fosfocelulozy zalewano 200 ml 0,5 M wodogoku potasu, mieszano
I pozostawiano przez 5 minut dla uwolnienia obeonegziazu amoniaku, po
czym odwirowywano z szybkoia 1000 obr./min. Otrzymany osad kilkukrotnie
przeptukiwano woa destylowan i odwirowywano a pH supernatantu
osiagreto wartas¢ ponizej 10. Nastpnie do osadu fosfocelulozy dodawano 200
ml 0,5 M kwasu solnego i po zamieszaniu pozostasv@r@ez 5 minut, po czym
kilkukrotnie przeptukiwano wog destylowan i odwirowywano, a pH
supernatantu aggneto wartas¢ okoto 3. Nasgpnie fosfocelulog kilkukrotnie
przeptukiwano 0,005 M roztworem EDTA, a potem bafar ekstrakcyjnym
Smiley’a, & pH supernatantu cgireto wartags¢ 6,5. Przygotowane w ten

sposbb ztee wwywano do wazania enzymu.

4.1.3 whpzanie i chromatografia enzymu na fosfocelulozie P11

Do homogenatu z #hyska Iludzkiego dodawano (w #dach
odpowiadajcych 5 gramom jej suchej masy) uprzednio zrownomua
fosfoceluloz. Otrzymam zawiesik tagodnie mieszano przez 1 godgzin
w zimnym pokoju, a nagbnie odwirowywano (wirbwka MSE) przez 5 minut
z szybkdcia 1000 obr./min. Otrzymany supernatant odrzucamsaa zalewano
buforem ekstrakcyjnym, mieszano i trzykrotnie pludgrzez odwirowywanie.
Do otrzymanego osadu dodawano 0,4 M KCl o pH 7Wiagajpcym 1 mM
merkaptoetanol, po czym caéomieszano i odwirowywano.

Fosfocelulogz z zaadsorbowanym enzymem nanoszono na kalumn
chromatograficza o wymiarach 2,6x20 cm, po czym ptukano 0,75 M KGIH
7,0 zawiergicym 1 mM merkaptoetanol. Zasadridzakcjg enzymu eluowano
0,75 — 2,0 M gradientem KCI o pH 7,0 zawiacgym 1 mM merkaptoetanol.
Szybka¢ elucji z kolumny wynosita okoto 7ml/h, zaobjetos¢ zbieranych

frakcji okoto 2,3 mililitra.
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4.1.4 rechromatografia enzymu na fosfocelulozie Pt1

Frakcje najbardziej aktywne zlewano i rasie (w celu usurcia
nadmiaru jonOw potasowych) poddawano godzinnejizigalw buforze
ekstrakcyjnym Smiley’a. Do oddializowanego roztwoenzymatycznego
dodawano niewiekk (okoto 2,5 g) porg uprzednio przygotowanej (4.1.2)
fosfocelulozy, po czym otrzymarzawiesir tagodnie mieszano przez godgin
na mieszadle magnetycznym i rgstie, po naniesieniu na kolugn
chromatograficzsy przeptukiwano 0,75 M KCI o pH 7,0 zawiegegym 1 mM
merkaptoetanol. Zaadsorbowany na fosfocelulozie ymnz eluowano
zawieragcym 1 mM merkaptoetanol 2,0 M KCI o pH 7,0, zbigcafrakcje
0 obgtosci okoto 1,2 mililitra.

4.2 Oznaczanie aktywné&ci enzymu

Aktywnos¢ deaminazy AMP oznaczano w mieszaninie inkubacyjnej
0 facznej obgtosci 0,5 ml, zawierajcej 10 mM substrat (AMP) rozpuszczony
w 0,1 M buforze bursztynianowym, pH 6,5. Prébki szania inkubacyjm
umieszczano w i wodnej i po ustaleniu stemperatury (3tC) rozpoczynano
reakcg dodaniem do kalej z nich 50 pul roztworu enzymu. Po uptywie 15 uin
reakcje przerywano dod@ do kadej z probek, kolejno 1 ml odczynnika
fenolowego i 1ml odczynnika podchlorynowego, poymsz w celu
uwidocznienia barwy, probki pozostawiano przez guogzw cieplarce
o temperaturze 46.

Aktywnos¢ deaminazy AMP oznaczano wedle metody Chaney’a
I Marbacha (65), polegajej na reakcji amoniaku z fenolem i podchlorynem
sodu w obecrii nitroprusydku sodu (katalizator), powosktg] wytworzenie
niebieskiego indofenolu. I$6 wytworzonego indofenolu oznaczano
kolorymetrycznie (kolorymetr EPOLL-2) przy diugo fali 620 nm, mierzc
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absorbanegj badanej proby wobec proiepej zawierajcej 0,5 mlsrodowiska
inkubacyjnego z dodatkiem 1 ml odczynnika fenolowvegl ml odczynnika
podchlorynowego. $tenie amoniaku w probkach odczytywano z uprzednio

sporzdzonej krzywej wzorcowej.

4.3 Oznaczanie stzenia biatka

Stezenie biatka oznaczano metp®@radforda (66) gywajac Coomasie
Brilliant Blue jako barwnika. Do probek zawiegaych 10 ul roztworu enzymu
dodawano 1 ml odczynnika Coomasie i po uptywie iIGuthmierzono w nich
absorbangj (kolorymetr EPOLL-2) przy diugmi fali 578 nm wobec préby
slepej zawierajcej 1 ml odczynnika Coomasie.

4.4 Wyznaczanie optymalnych sgtzen jonow wodorowych i potasowych

Pomiary optimum pH przeprowadzano w 0,1 M bufdkodylanowym,
0 pH z przedzialu 5,6 - 7,2, zawiggeym 2,5 mM AMP. Sporgizone
mieszaniny o gcznej obgtosci 0,5 ml umieszczano w #ai wodnej i po
ustaleniu si temperatury (3{C) rozpoczynano reakgjdodaniem, w réwnych
odstpach czasu, roztworu enzymu. Aktywado enzymu mierzono
kolorymetrycznie w oparciu o opisganvczeniej meto&d Chaney’a i Marbacha
(65).

Pomiary optymalnego tenia jonow potasowych przeprowadzono
w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 6,4 i 7,0, zaajgcym 2,5 mM AMP
oraz chlorek potasu wegeniach: 100, 150, 200, 250 i 350 mM. Po ustaleriu s
temperatury, do kalej préby o 4cznej obgtosci 0,5 ml, dodawano roztwor
enzymu. Aktywné¢ enzymu mierzono kolorymetrycznie w oparciu 0 opasa

wczeniej meto@ Chaney'a i Marbacha (65).

28



4.5 Wyznaczanie parametrow kinetycznych reakcji engmatycznej

Pomiary kinetyczne przeprowadzano wodowisku inkubacyjnym,
zawieragcym substrat (AMP), w steniach z przedzialu 0,4 - 51,2 mM,
rozpuszczony w 0,1 M buforze kakodylanowym o pHIG7,0, zawieracym
100 mM lub 200 mM chlorek potasu. Niektore pomigpyzeprowadzano
w obecndci efektoréw enzymu (1 mM ATP lub 2,5 mM ortofosdan).

Aktywnos¢ enzymu mierzono kolorymetrycznie w oparciu 0 opdsa
wczesniej metoé@ Chaney'a i Marbacha (65). Waéth parametrow
kinetycznych (K, Vmax M) reakcji enzymatycznej obliczano korzystaj

z odpowiedniego programu komputerowego.

4.6 Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w  warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforez poliakrylamidowa wykonano wedlug metody Webera
i wspotpracownikéw (67). Na wylany 4 % poliakryladowy zel rozdzielagcy
(dolny) o pH 6,8, nanoszono 0,5 ml wody, uniehwaajac kontakt zelu
z tlenem, kdacym inhibitorem polimeryzacji. Po spolimeryzowardolnego
zelu, usungto wock | wylano 10%zel poliakrylamidowy zagszczagcy (gorny),
umieszczajc w nim grzebia. Po zakaczonej polimeryzacjizelu gornego
I usunkciu grzebienia, do aparatu wylewano bufor elektroglo a w
uformowane studzienki nakladano odpowiednio przygany roztwér enzymu,
zawieragcy 6-8 mg biatka.

Przygotowanie enzymu wyglato nasipujaco: obgtos¢ odsolonego,
rechromatografowanego preparatu enzymatycznegousazpano w jednej
objetosci buforu lizupcego (0,25 M bufor Tris-HCI o pH 6,8 zawieyey 40%
sacharog, 20% tioetanol i 8% SDS), po czym otrzymamieszaniq
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inkubowano przez 5 minut w temperaturze “@0odwirowywano, a naginie
prébki mieszaniny naktadano pal.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przez 30 miptzy napgciu
pradu 100V, a naspnie przez 1 godzin przy napgciu pradu 120V. Dla
uwidocznienia obecriai biatka, zel wytrzasano przez 30 minut w roztworze
barwhcym Coomasie Brilliant Blue, a naphie odbarwiano w mieszaninie
o sktadzie: metanol: kwas octowy: woda w propoicjacd .8 v/viv. Odbarwiony
zel ptukano wod destylowan, a nastpnie suszono.

Jako standardéw kalibracyjnychzyawvano biatek wzorcowych firmy
Pharmacia (LWM Calibration Kit).

4.7 Filtracja zelowa na kolumnie z Sepharag CL-6B

Aktywne formy enzymu o rmym stopniu zagregowania identyfikowano
przy pomocy sczenia molekularnego z wykorzystaniem Sepharozy68ljako
ztoza. W celu wykalibrowania kolumny (kolumna K-70 fynszwedzkiej
Pharmacia, o wymiarach 1,6x60 cmyywano zastawu biatek kalibracyjnych
firmy Sigma-Aldrich (USA) zawierapego: anhydraz weglanowa (29 kDa),
albumirg (66 kDa), dehydrogenaz alkoholowa (150 kDa), B-amylaz
(200 kDa), apoferrytyn(443 kDa), tyreoglobulig (669 kDa) (Ryc.2).

Po wykalibrowaniu kolumny, nanoszono na fhi— 1,5 ml zagszczonego
roztworu enzymu, zawiergjego okoto 1,5 mg biatka, a ngshie eluowanog
0,1 M buforem bursztynianowym o pH 6,5, zawigcgm 100 mM chlorek
potasu lub, ewentualnie, dodatkowo 1 mM ATP. W ww@jacym z kolumny
eluacie, zbieranym we frakcjach o egci 1,15 ml mierzono aktywrsé

enzymu oraz stenie biatka. Szybka elucji z kolumny wynosita okoto 7 ml/h.
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Es578

Numer frakgciji

Ryc. 2. Kalibracja kolumny z Sepharoa CL-6B przy uzyciu zestawu biatek
kalibracyjnych [anhydraza wglanowa (29 kDa), albumina (66 kDa), dehydrogenaza
alkoholowa (150 kDa),3- amylaza (200 kDa), apoferrytyna (443 kDa), tytebglina
(669 kDa)].

4.8 Miareczkowanie grup sulfhydrylowych enzymu

W celu usunicia sladow tioetanolu, rechromatografowany preparat
enzymatyczny poddawano wyczermsj, 24-godzinnej dializie wobec 0,05 M
buforu fosforanowego (pH 7,8, | = 0,1) z dodatki@d5 M chlorku potasu
I nastpnie zagszczano. Mieszanina reakcyjna o gbjci 1 ml zawierata
enzym w ilgci 0,7 mg, 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7,8 zawjgcy 0,45 M
KCI oraz kwas 5,5-dwutio-bis(2-nitrobenzoesowy) TI®B) w skzeniu
200 pM. Miareczkowanie przeprowadzano w temperatB&C.

Reakcje grup sulfhydrylowych enzymu z DTNB mieraqw czasie 0 —
60 minut) spektrofotometrycznie (Beckman DU-68) kvgglajac przy diugdci
fali 420 nm przyrastaga absorbane, wynikajpca z uwalniania & jonu
tionitrobenzoesowego. Liczlreaktywnych grup sulfhydrylowych wyliczano na
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podstawie zmierzonego przyrostu absorbancji orafowego wspoétczynnika
ekstynkc;ji (13,300/M/cm).

4.9 lzolacja catkowitego komérkowego RNA

Catkowity komoérkowy RNA izolowano z 1g tkanki wedimetody
opisanej przez Chomcagkiego | Sacchi (68). Oczyszczony RNA rozpuszczano
w wodzie jatlowe] z dodatkiem DMPC, po czym przeciis@no zamraony
w temperaturze -2C. Stzenie RNA w prébkach mierzono
spektrofotometrycznie (Beckman DU-68), przy digo fali 260 nm,
korzystajc ze wzoru:

[RNA] pg/ml = OD-260 x 40 x rozctezenie

gdzie OD-260 oznacza absorbangrzy diugdci fali 260nm, a liczba 40-
wspotczynnik ekstynkciji dla RNA.

4.10 Elektroforeza agarozowa RNA

W celu przygotowaniaelu, 0,4 g agarozy rozpuszczano w 40 ml buforu
elektrodowego z dodatkiem 0,41 M formaldehydu, pgnt podgrzewano. Po
ostudzeniu do temperatury okoto°@) do agarozy dodawano 5 pl bromku
etydyny, wylewano do foremki i pozostawiano do gsiycia.

Do prébek zawieragych 10 pug catkowitego komodrkowego RNA
dodawano 10 pl buforu SB, po czym denaturowano zpri® minut
w temperaturze 68 i nastpnie schtadzano 5 minut w lodzie. Po dodaniu 5 pl
buforu obcazajacego prébki nanoszono do studzienekehu.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przez 3 goglziv aparacie

wypetnionym buforem elektrodowym, przy negu pradu 32V.
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4.11 Przygotowanie RNA wolnego od DNA

1ug wyizolowanego wczriej RNA umieszczano w probdéwce
zawieragcej 1 ul buforu 10 x skonego oraz 2 pl DNazy. Cdtouzupetniano
wody jatowa do obgtosci 10 pl, po czym inkubowano 30 minut w87 Po
inkubacji do kadej probéwki dodawano 1 pl 25 mM EDTA i inkubowaraz
jeszcze przez 10 minut w temperaturz8@5Tak przygotowana probka RNA

stuzyta jako matryca do syntezy cDNA.
4.12 Odwrotna transkrypcja

W celu otrzymania cDNA genow kodigych wiaciwe izozymy
deaminazy AMP AMPD1, AMPD2 i AMPD3) oraz genuCN-1 kodupcego
cytozolowy 5’-nukleotydaz |, przeprowadzano odwrafntranskrypag (RT —
Reverse Transcription), wykorzysinjdo tego celu wyizolowany z komérek
catkowity RNA.

Reakcg RT, w ktorej RNA poshayt jako matryca, przeprowadzano
w probowkach typu eppendorf zyciem zestawu odczynnikdw komercyjnych
(Fermantas). Do prébek zawier@jch 2 ug catkowitego komorkowego RNA
dodawano 1 pl oligo dT i po uzupetnieniu vgatb obgtosci 12 pl inkubowano
je przez 5 minut w temperaturze®@) po czym chtodzono przez 5 minut 4
Po ochtodzeniu do probowek dodawano 7 pl mieszanisgtadzie: 4 pl bufor
5x stzony, 1l inhibitor RNaz, 2 ul 10 mM dNTP. Probkikubowano
5 minut w temperaturze 32, po czym do kalej z nich dodawano po 1 pl
odwrotnej transkryptazy. Proby inkubowano kolejr®® minut w 42C,
10 minut w 76C i 10 minut w 4C.
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4.13 Optymalizacja warunkow reakcji PCR pozwalagca na powielenie
cDNA AMPD1, AMPD2, AMPD3 oraz CN-1

W reakcji PCR, prowadzonej zzyciem otrzymanego w procesie
odwrotnej transkrypcji cDNA, zywano mieszaninreakcyjr o sktadzie: 2,5 pl
buforu 10 x stzonego, 1,5 pl MgG| 1 pl dNTPs, po 1 pl primera sensownego
I antysensownego, 1 U Taq 4 DNA oraz 2 pl matrgatcs¢ uzupetniano wodl
do 25 pl.

Profil termiczny reakcji PCR: 9€ przez 5 minut, denaturacja w°@4
przez 1 minuf, dodanie starteréw (C dla AMPD1, 66'C dla AMPD2, 63°C
dlaAMPD3) przez 45 sekund oraz polimeryzacja W@ Przez 1 minut Liczba
cykli dla AMPD1 i AMPD3 wynosita 33, a dlaAMPD2 35. Parametry reakcji
PCR dla genCN-I: 94°C przez 5 minut, denaturacja w°@4przez 1 minug
dodanie starteréw w 82 przez 1 minut oraz polimeryzacja w 72 przez
1 minut. Liczba cykli wynosita 33.

Ustalenie optymalnych warunkow reakcji PCR obejmowakreslenie
llosci dodawanej matrycy oraz profilu termicznego rglak&mieniano
temperatug reakciji, liczle cykli i czas trwania poszczegoélnych etapdw reakcji
Dla ilosciowej kontroli otrzymanych wynikow przeprowadzarmvnoczénie

reakcg PCR ze starterami zaprojektowanymi w oparciu oveelcg ludzkiej

B-aktyny.
4.14 Elektroforeza agarozowa DNA

0,525 g 1,5% agarozy rozpuszczano w 700 ul buféid B0 x stzonego
I uzupetniano wosal do 35 ml. Tak przygotowanagaroz podgrzewano, a po
ostudzeniu do temperatury okoto°@) dodawano 2 pl bromku etydyngel
wylewano do foremki i pozostawiano do ostygmm. Otrzymane po reakcji
PCR probki nanoszono do studziene®u. Rozdziat prowadzono w buforze
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elektrodowym 1 x TAE przez 1 godzinprzy naptciu pradu 70V, w aparacie
do elektroforezy (FOTODYNE, USA).

4.15 Analiza densytometryczna

Analize densytometryczn zeli przeprowadzono z wykorzystaniem
systemu Gel Doc 2000, analizopgo intensywn& prazkéw badanych
w oparciu o program Quantity One (Bio-Rad, USA). ky analizy
densytometrycznegeli wykorzystano dla okégenia wzgédnej ilos¢ mRNA

gendéw kodujcych izoformy deaminazy AMP.
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5. WYNIKI

5.1 Ekspresja genéw deaminazy AMP oraz cytozolowéj'-nukleotydazy |

w tozysku ludzkim

Na rycinie 3 przedstawiono ekspkegenow deaminazy AMP w tgsku
ludzkim. Wynika z niejze spdrod genéw rodzinWMPD w tkance tej zachodzi
jedynie ekspresja gendAMPD2 i AMPD3, kodupcych odpowiednio izozymy
watrobowy (L) i erytrocytarny (E). Ekspresja geAMPD1, kodupcego izozym
migsniowy (M) deaminazy AMP, w tgysku ludzkim nie zachodzi. Analiza
densytometryczna (Ryc.4) uzyskanych wynikdw wykazaé ekspresja genu
AMPD?2 jest dominujca.

W tozysku ludzkim nie zachodzi réwnie ekspresja genuCN-1,

kodufcego cytozolowy, AMP-specyficzny izozym 5’-nukledazy (Ryc. 5).

AMPD1 AMPD3
k1 2 K L1 2 K

pz 483 _—
400 LR

AMPD2 B — AKTYNA
t1 K pz t1 2 K

PZ 3 700
400 [N e =l

Ryc. 3.Ekspresja genéw rodzinyAMPD w tozysku ludzkim.

L1, £2 — tazysko ludzkie, K- mgsien szkieletowy cztowieka (kontrola).
Ekspres; gendwAMPD1, AMPD2 i AMPD3 odniesiono do ekspresji genu wzorcowego (gen

B-aktyny).
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2,5

1,5

Wzgledna ilo §¢ mRNA

0,5 4

AMPD2 AMPD3

Ryc. 4. Szacunkowe poziomymRNA izozyméw deaminazy AMP w taysku ludzkim.
W ocenie statystycznej wynikow wykorzystano teStudenta (p<0,01).

CN-1

B — AKTYNA

Ryc. 5.Ekspresja genuCN-1 w tozysku ludzkim.

b1, £2 — tazysko ludzkie, K- misien szkieletowy cztowieka (kontrola).
Eksprest genuCN-1 odniesiono do ekspresji genu wzorcowego (graktyny).
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5.2 Oczyszczanie deaminazy AMP z#gska ludzkiego

Ryciny 6 i 7 przedstawigjrozdziat chromatograficzny deaminazy AMP
z tozyska ludzkiego na kolumnie z fosfoceludd2-11.

Jak to pokazano na Rycinie 6, ptukanie kolumny 6,25M gradientem
stezen chlorku potasu uwolnito z podta dwa, oddzielone od siebie szczyty
aktywnasci. Wyptywajcy z kolumny przy okoto 1,3 M steniu KCI szczyt
zasadniczy, poprzedzony byt szczytem mniejszym,tywgacym przy okoto
0,8 M stzeniu tej soli i wykazujcym nisky aktywna¢ specyficza.

Rechromatografia na fosfocelulozie najbardziej akiych frakcji szczytu
zasadniczego zzyciem 2 M stepu chlorku potasu (Ryc. 7), uwolnitpaadtaza

pojedynczy szczyt aktywroi, dobrze skorelowany z wyptywgym biatkiem.

Jak to wynika z przedstawionych w Tabeli | danygégdnokrotna
chromatografia na fosfocelulozie (Ryc. 6) ogdla enzym tayskowy ponad
400-krotnie.

Otrzymany w wyniku podwojnej chromatografii (Ryg. @nzym byt
oczyszczony ponad 500-krotnie i wykazywat aktygéo specyficzia
jedendcie mikromoli rozi@onego substratu na mirutna miligram biatka
(Tabela ).
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Ryc. 6. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — chromatografia enzymu na fosfocelozie
P-11.

Enzym eluowano 0,75 - 2 M gradientem chlorku patasktywnos¢ enzymu mierzono w
10 mM stzeniu substratu.
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Ryc. 7. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — rechromatografia enzymu na

fosfocelulozie P-11.

Enzym eluowano 2 M stepem chlorku potasu. Akty$¢nenzymu mierzono w 10 mM
stezeniu substratu.
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Tabelal Oczyszczanie deaminazy AMP z#gska ludzkiego
.. | AKTYWNOSC
AKTYWNOSC . s
ETAP BIALKO SPECYFICZNA STOPIEN WYDAJNOSC
CALKOWITA _
OCZYSZCZANIA| [mg] ) [umole/min/mg| OCZYSZCZENIA (%)
[umole/min/mil] _
biatka]
Homogenat
tkankowy 2760,1 57,0 0,02 1 100
Chromatografia na
fosfocelulozie 2,5 24,0 9,3 465 42
Rechromatografia
na fosfocelulozie 1,0 10,8 11,2 560 19

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze bursztynianowyi,§5, w 10 mM sizeniu

substratu.
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5.3 Wiasciwosci fizykochemiczne enzymu §wiezego”
5.3.1 Rozdziat elektroforetyczny

Rycina 8 przedstawia elektrofokezswiezo oczyszczonej (enzym
»Swiezy”) deaminazy AMP z tayska ludzkiego.

Jak to wynika z przedstawione] Ryciny, z uwidocoych
w elektroforezie biatek, najwolniej migagym byto bialko o masie
czasteczkowe] okoto 68 kDa. Towarzyszyly mu inne, oiejszych masach
czasteczkowych, &dace przypuszczalnie produktami degradacji i/lub
dezagregaciji biatka pierwszego (Ryc. 16).

kDa 1 2 3

94_

67 S ... <« 68kDa
.

413 S =

30 -

Ryc. 8. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego - elektroforeza nazelu poliakrylamidowym
w obecndgci SDS-u.

Oznaczenial- standardy [fosforylaza b (94 kDa), albumina (67 kealbumina (43 kDa),
anhydraza wglanowa (30 kDa)], 2- homogenat zzyska ludzkiego, 3- enzyndwiezo
oczyszczony.
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5.3.2 Wi&ciwosci kinetyczno—-regulacyjne

Rycina 9 przedstawia wptyw pH na aktywtaeaminazy AMP tayska
ludzkiego, mierzom w obecnéci 100 i 200 mM chlorku potasu. Jak to wynika
z przedstawionej Ryciny, w obydwugggniach tej soli optimum aktywsdol
badanego enzymu przypadato na pH okoto 6,4. W catghkresie badanych
zmian pH zaobserwowano wsz aktywnagé enzymu w 200 mM steniu

chlorku potasu.

o
ol

o
~
1

o
w
1

o
N

o
=
1

—O— 100 mM KCl
—— 200 MM KCl

6,0 6,4 6,8 7,2
pH

Aktywnosc¢ specyficzna [umole/min/mg biatka]

o
o

o
o

Ryc. 9.Deaminaza AMP tazyska ludzkiego - wptyw pH oraz sgzenia jondéw potasowych
na aktywnosé enzymu ,$§wiezego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, vwb @AM stzeniu
substratu, w obecroi 100 i 200 mM KCI.
Przedstawione na Rycinie aktywicosa srednimi z trzech niezateych pomiarow.
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Rycina 10 ilustruje wplyw stenia jonow potasowych na aktywado
deaminazy AMP z loyska ludzkiego, mierzanw pH lekko kwanym (6,4)
I obojetnym, w nieobecngei lub obecnéci 1 mM ATP.

Jak to wynika z przedstawionych Rycin, niezale od pHsrodowiska
inkubacyjnego oraz obecfm ATP, najwysz aktywndé enzymu
obserwowano w 200 mMegteniu chlorku potasu. W gteniach wyszych (250,
350 mM) tej soli aktywn& deaminazy AMP wyranie malata. Wsrodowisku
lekko kwanym (Ryc. 10a) aktywni tozyskowe] deaminazy AMP byta vigza
anizeli w srodowisku obagtnym (Ryc. 10Db).

Obecny w srodowisku inkubacyjnym 1 mM ATP, ktory w 100, 150
I 200 mM stzeniach KCI wyranie stymulowat aktywn& enzymu, w 350 mM

stezeniu tej soli swoj aktywugry wptyw niemal catkowicie zatracit.
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Ryc. 10. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — wptyw pH, sg¢zenia jonOw potasowych
oraz ATP na aktywnoéé enzymu ,Swiezego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, wb @M stzeniu
substratu, w pH 6,48 i pH 7,0 p), w nieobecnéci (kontrola) lub w obecn@i 1 mM ATP.
Przedstawione warfoi aktywndaci stanowa srednie z trzech niezaleych pomiarow.
Wartcici S.D. migcity si¢ w zakresie £ 10 % war§oi wyliczonychsrednich.
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kontrola kontrola
ortofosforan ortofosforan

Aktywnos$¢ specyficzna [umole/min/mg biatka]

Rycina 11 ilustruje wplyw stenia jonow potasowych na aktywado
deaminazy AMP toyska ludzkiego, mierzanw pH lekko kwanym (6,4)

I obojetnym, w nieobecnei lub obecnéci 2,5 mM ortofosforanu.

Jak to wynika z przedstawionych Rycin, niezale od pHsrodowiska
inkubacyjnego oraz obecfw ortofosforanu, najwiszy aktywnad¢é enzymu
lozyskowego obserwowano w 200 mMeztniu chlorku potasu. Obecny
w srodowisku inkubacyjnym ortofosforan hamowat aktywhoenzymu
w kazdym z badanych sten chlorku potasu. W pH lekko kéaym (Ryc. 11a)
hamupcy wpltyw ortofosforanu byt mniej widoczny ameli w pH obogtnym
(Ryc. 11b).
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Ryc. 11. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — wptyw pH, sg¢zenia jonOw potasowych
oraz ortofosforanu na aktywna¢ enzymu ,swiezego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, wb @M stzeniu
substratu, w pH 6,4af i pH 7,0 p), w nieobecnéci (kontrola) lub w obecriwi 2,5 mM
ortofosforanu.

Przedstawione warfoi aktywndaci stanows srednie z trzech niezaleych pomiarow.
Wartcsci S.D. migcity si¢ w zakresie £ 10 % war§oi wyliczonychsrednich.
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Rycina 12 przedstawia krzywe kinetyczne wysyceniaymu substratem,
dla reakcji katalizowanej przez deamiga&MP tozyska ludzkiego, mierzonej
w srodowisku o pH lekko kwéanym (6,4) i obagtnym, zawiergicym 100 mM
lub 200 mM chlorek potasu oraz efektory (1 mM ATRbI 2,5 mM
ortofosforan).

Jak to wynika z przedstawionych wykreséw, w nieologc ATP
(Ryc. 12a,a’), w obydwu badanych pH, enzym wykazywkdnetyke
sigmoidala. Wyznaczona dla enzymu stata potwysycenigs)($yta nieco
nizsza w pH lekko kwénym angeli w pH obogtnym (Tabela II).

Dodanie dosrodowiska inkubacyjnego 1 mM ATP (Ryc. 12b,b’) baga
deaminagz AMP wyraznie uaktywnito. Nasfpstwem aktywacji byta
hiperbolizacja krzywych kinetycznych oraz wynik@j z tego spadek waso
S5 Powyzsszym zmianom towarzyszyt tag wzrost szybkéci maksymalnej
reakcji (Tabela Il).

Dodanie do srodowiska inkubacyjnego 2,5mM ortofosforanu
(Ryc. 12c,c’) nie zmieniag sigmoidalnego profilu krzywych kinetycznych,
spowodowato nieznaczne podisyenie (w pH 6,4) lub obienie (w pH 7,0)
wartcsci statej potwysycenia ¢3) oraz obnienie szybkéci maksymalnej
reakcji (Tabela Il).
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Ryc. 12. Deaminaza AMP tayska ludzkiego — krzywe kinetyczne wysycenia substtem

enzymu ,$wiezego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowy o @M i 7,0, w obecriei
100 mM @,b,9 lub 200 mM &’,b’,c’) chlorku potasu, z dodatkiem 1 mM ATB,l{’) lub
2,5 mM ortofosforanug;c’). Do préb dodawano 5 pug enzymu.
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Tabela Il Wplyw pH, stezenia jonow potasowych, ATP i ortofosforanu na
parametry kinetyczne reakcji katalizowane] przez $wiezy” preparat

deaminazy AMP tazyska ludzkiego

Dodany efektor pH 6,4 pH 7,0

S 0,5 NH Vmax S 0,5 NH Vmax
kontrola 8,4 2,6 8,9 10,8 3,1 7,4
(100 mM KCI)
kontrola 8,6 3,3 9,9 9,6 2,4 9,4
(200 mM KCI)
1 mM ATP 2,6 0,8 10,8 1,5 0,8 8,3
(100 mM KCI)
1 mM ATP 3,4 0,7 12,6 1,2 0,8 8,2
(200 mM KCI)
2,5 mM ortofosforan| 10,1 2,2 8,3 8,7 1,8 6,6
(100 mM KCI)
2,5 mM ortofosforan 9,2 2,6 8,4 8,0 1,7 6,8
(200 mM KCI)

Wartcsci przedstawione w Tabeli stanawredni z trzech niezalanych déwiadcze.
Wartcici S.D. migcity si¢ w zakresie £ 10 % war§oi wyliczonychsrednich.
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5.3.3 Pomiar reaktywnych grup sulfhydrylowych

Rycina 13 ilustruje przebieg miareczkowania DTKIBezo otrzymanej
deaminazy AMP z loyska ludzkiego. Jak to wynika z przedstawionej Ryci
miareczkowanie to ujawnito obecitookoto dwudziestu (w przeliczeniu na mol
enzymu) reaktywnych grup sulfhydrylowych. Pierws¥® grup reagowato
z DTNB natychmiast; pozostate ujawnitygsnatomiast w aigu kolejnych
20 minut miareczkowania. Dodanie dmdowiska inkubacyjnego 1 mM ATP
zmniejszyto liczle grup sulfhydrylowych reagagych z DTNB natychmiast z 15
do 13. Po 20 minutach miareczkowania liczba tyalpgwzrosta do 17 i nie

ulegta juz zmianie w paniejszym okresie.
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Ryc. 13. Deaminaza AMP tayska ludzkiego — miareczkowanie DTNB reaktywnych
grup sulfhydrylowych enzymu.

Mieszanina reaga¢a zawierata 0,7 mg enzymu rozpuszczonego w 1 06 M, buforu
fosforanowego, z dodatkiem 200 uM DTNB oraz, ewalmie, 1 mM ATP.
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5.3.4 Wyznaczenie form agregacyjnych

Rycina 14 (a-b) przedstawia filtracha Sepharozie CL-6B deaminazy
AMP z migsnia szkieletowego cztowieka.

Jak to przedstawia Rycina 14 a, w ob&cnd 00 mM chlorku potasu,
filtrowany enzym wyptywat z kolumny w postaci jedjee asymetrycznego,
dobrze skorelowanego z wyptywwaym biatkiem, szczytu aktywsoi.
Najwyzsz aktywnaé enzymu odnotowano we frakcji 92.

Obecndé¢ w buforze elucyjnym 1 mM ATP (Ryc. 14b), nie zmian
znacaco opisanego powye) profilu elucji, z& wyptywajaca aktywnaéé (ze
szczytem we frakcji 93) byta dobrze skorelowana yphywajacym biatkiem.
Dodatkowym skutkiem obecdo ATP bylo uformowanie si niewielkiego
szczytu aktywngci zawierajcego niemierzaln  ilos¢ biatka,
0 najwyzszej aktywnéci we frakcji 58.

Rycina 15 (a-b) przedstawia przeprowadgzan podobnych warunkach
filtracje zelowa deaminazy AMP z toyska ludzkiego.

Jak to wynika z Ryciny 15a, w obedod 100 mM chlorku potasu,
filtrowany enzym wyptywat z kolumny w postaci asymyeznych szczytow
aktywnaci, dos¢ dobrze skorelowanych z wyplywaaym biatkiem,
z najwyzszymi aktywnéciami we frakcjach 92 i 82.

Obecné¢ w buforze elucyjnym 1mM ATP (Ryc. 15b), oprocz
uaktywnienia enzymu, spowodowata pojawienie s eluacie dodatkowych,
niezle skorelowanych z wyptywagym biatkiem, szczytow aktywiol,
0 najwyzszych aktywnéciach we frakcjach 58, 68, 84 i 94.
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Ryc. 14 a.Deaminaza AMP misnia szkieletowego cztowieka — elucja enzymu z kolumy
wypetnionej Sepharoz CL-6B.

Elucje przeprowadzano 0,1 M buforem bursztynianowym oGy zawiergcym 100 mM
stezenie chlorku potasu. Na kolumnaktadano okoto 0,1 mg enzymu.
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Ryc. 14 b.Deaminaza AMP mgsnia szkieletowego cztowieka — elucja enzymu z kolumy
wypetnionej Sepharoz CL-6B.

Elucje przeprowadzano 0,1 M buforem bursztynianowym oGy zawieragcym 100 mM
stezenie chlorku potasu oraz 1 mM ATP. Na kolummaktadano okoto 0,1 mg enzymu.
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Ryc. 15 a. Deaminaza AMP tgyska ludzkiego — elucja enzymu z kolumny wypetnione
Sepharoz CL-6B.

Elucje przeprowadzano 0,1 M buforem bursztynianowym o G#, zawiergcym100 mM
stezenie chlorku potasu. Na kolumnaktadano 1 mg enzymu.
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Ryc. 15 b.Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — elucja enzymu z kolumny wypetnione
Sepharoz CL-6B.

Elucje przeprowadzano 0,1 M buforem bursztynianowym o G# zawierajcym 100 mM
stezenie chlorku potasu oraz 1 mM ATP. Na kolummaktadano 1mg enzymu.

51



5.4 Wiasciwosci fizykochemiczne enzymu ,przechowywanego”
5.4.1 Rozdziat elektroforetyczny

Rycina 16 przedstawia rozdziaty elektroforetyczweezo oczyszczonego
(enzym gwiezy”) oraz przechowywanego g dni w temperaturze®@ (enzym
.przechowywany”) preparatu deaminazy AMP zska ludzkiego. Jak to
wynika z przedstawione] Ryciny, uwidocznione w @leforezie enzymu
»Swiezego” (Ryc. 8) biatko o masie 68 kDa, p@gu dniach przechowywania
przestato by widoczne. Kilkudniowe przechowywanie enzymu w lodé
spowodowato niemal zupeirjego dezagregagji/lub degradag. Rownolegle
ze stopniowym zanikiem biatka o wgzej masie(68 kDa), obserwowano (wynik
nieprzedstawiony w pracy) naraat akumulagt biatek o niszych masach
czasteczkowych (okoto 33 i 38 kDa). Opisanym zmianomelgktroforezie
towarzyszyta wyrana (ok. 45 %) utrata aktywsa enzymu.

1 2 3 4
kDa

94 —

67 D R . «— 68 kDa
i

413 N -

30 -

Ryc. 16.Deaminaza AMP tazyska ludzkiego - elektroforeza nazelu poliakrylamidowym
w obecndci SDS-u.

Oznaczenial- standardy [fosforylaza b (94 kDa), albumina (67 k@&albumina (43 kDa),
anhydraza wglanowa (30 kDa)], 2- homogenat zzyska ludzkiego, 3- enzymswiezy”,
4- enzym ,przechowywany”.
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5.4.2 Wi&ciwosci kinetyczno—-regulacyjne

Rycina 17 przedstawia wptyw pH na aktywéaeaminazy AMP layska
ludzkiego, przechowywanejqgi dni w temperaturze®@, mierzon w obecnéci
100 i 200 mM chlorku potasu.

Jak to wynika z przedstawionej Rycinyg@bdniowe przechowywanie
enzymu w lodowce, poza utsatczesci aktywndci nie zmienito znacgo
opisanego uprzednio dla enzyméwijezego” (Ryc. 9) zalenej od profilu pH

aktywnaci enzymu.

0,5

04 -

0,3

—O— 100 mM KClI
—— 200 mM KClI

0,0 T T T 1
5,6 6,0 6,4 6,8 7,2

Aktywnos¢ specyficzna [umole/min/mg biatka]

pH

Ryc. 17. Deaminaza AMP fayska ludzkiego - wplyw pH oraz sgzenia jonow
potasowych na aktywnéé enzymu ,przechowywanego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, raj skzeniu substratu,
w obecndci 100 mM i 200 mM chlorku potasu.
Przedstawione warfoi aktywndci stanowa srednie z trzech niezaleych pomiarow.
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Rycina 18 ilustruje wplyw stenia jondw potasowych na aktywado
deaminazy AMP fayska ludzkiego, przechowywanejepidni w temperaturze
4°C, mierzom w pH lekko kwanym (6,4) i obajtnym, w nieobecngi lub
obecndci 1 mM ATP.

Jak to wynika z przedstawionej Ryciny, poza abn aktywndgcia,
profil regulacyjny enzymu ,przechowywanego” niezméd si¢ znacaco od
profilu regulacyjnego opisanego uprzednio (Ryc. d@ enzymu §wiezego”.
Podobnie jak w przypadku enzyméwjezego”, najwysz aktywnadé enzymu
.przechowywanego” zaobserwowano w pH lekko kwyan, w obecngci
200 mM stzenia chlorku potasu. Podobnie jak to obserwowanprzypadku
enzymu swiezego” (Ryc. 10), 1 mM ATP wyraie stymulowat aktywna
enzymu ,przechowywanego”. W odmdieniu od enzymuswiezego”, wyrana
aktywacg enzymu ,przechowywanego” zaobserwowanozéakv obecnéci
wyzszych st¢zen chlorku potasu (250, 300 mM).
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Ryc. 18. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — wptyw pH, sg¢zenia jonOw potasowych

oraz ATP na aktywnasé enzymu ,przechowywanego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, wb @M stzeniu
substratu, w pH 6,48] i pH 7,0 p). Aktywnas¢ enzymu mierzono w nieobedciod (kontrola)
lub w obecnéci 1 mM ATP.
Przedstawione warfoi aktywnaci stanows srednie z trzech niezaleych pomiarow.
Wartasci S.D. migcity si¢ w zakresie £ 10 % warioi wyliczonychsrednich.
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Rycina 19 ilustruje wplyw stenia jondw potasowych na aktywado
deaminazy AMP z tgyska ludzkiego przechowywanejepidni w temperaturze
4°C, mierzom w pH lekko kwanym (6,4) i obajtnym, w nieobecngi lub
obecndci 2,5 mM ortofosforanu.

Jak to wynika z przedstawionej Ryciny, profil regeyjiny enzymu
.przechowywanego” przedstawialespodobnie do tego prezentowanego przez
enzym gSwiezy” (Ryc. 11). Tak jak w przypadku enzymuywjezego”, staby
hamupcy wptyw ortofosforanu byt zauwalny niemal we wszystkich
stezeniach chlorku potasu. Jedynie w pH lekko kmyan, w wyszych
stezeniach tej soli (250 i 300 mM) datoeszaobserwowa lekkie stymulugce

oddziatywanie tego zweku (Ryc. 19a).
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Ryc. 19. Deaminaza AMP tazyska ludzkiego — wptyw pH, sg¢zenia jondw potasowych
oraz ortofosforanu na aktywna¢ enzymu ,przechowywanego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym, vwb @AM stzeniu
substratu, w pH 6,4a] i pH 7,0 p). Aktywnos¢ enzymu mierzono w nieobediud (kontrola)
lub w obecnéci 2,5 mM ortofosforanu.

Przedstawione warfoi aktywnaci stanowa srednie z trzech niezaleych pomiardw.
Wartcici S.D. migcity si¢ w zakresie + 10 % war§oi wyliczonychsrednich.
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Rycina 20 przedstawia krzywe kinetyczne wysycamaymu substratem
dla reakcji katalizowane] przez deamigaazZAMP tozyska ludzkiego
przechowywaa pie¢ dni w temperaturze®@, mierzonej w pH lekko kvéaym
(6,4) i obogtnym, w srodowisku zawieracym 100 mM lub 200 mM chlorek
potasu oraz efektory (1 mM ATP lub 2,5 mM ortofasio).

Jak to wynika z przedstawionych wykresow, w poromma krzywymi
kinetycznymi wykrélonymi dla enzymu swiezego” (Ryc. 12), zaobserwowane
zmiany w profilu krzywych byly nieznaczne. Rice dotyczyly jedynie
wartasci liczbowych parametrow kinetycznych reakcjb £SVmax | NH) (Tabela
lll), co wynikalo w gtdwne] mierze z nszej aktywnéci enzymu
~przechowywanego”.

Dodanie do srodowiska inkubacyjnego 1 mM ATP (Ryc. 20b,b’)
w obydwu badanych pH wytaie enzym ,przechowywany” uaktywnito,
a wykrglone w obecnéi tego efektora krzywe kinetyczne, tak jak
w przypadku enzymusywiezego” (Ryc. 12b,b’), miaty profil hiperboliczny.

Réwniez dodanie dosrodowiska inkubacyjnego 2,5 mM ortofosforanu
(Ryc. 20c,c’) nie zmienito znageo profili kinetycznych obserwowanej reakciji.
Niezalenie od pHsrodowiska oraz gkenia jondw potasowych profile te byty
podobne do wykigonych dla enzymuswiezego” (Ryc. 12c,c’). Zmniejszeniu
ulegly jedynie wartéci parametrow kinetycznych {§ Vmax | Ny) reakcji

katalizowanej przez enzym ,przechowywany” (Tabéla |
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Ryc. 20. Deaminaza AMP tayska ludzkiego — krzywe kinetyczne wysycenia substtem
enzymu ,przechowywanego”.

Aktywnos¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym oM i 7,0, w obecrigi
100 mM @,b,9 oraz 200 mM &’,b’,c’) chlorku potasu, ewentualnie z dodatkiem 1 mM ATP
(b,b’) lub 2,5 mM ortofosforanuc(c’). Do prébdodawano 5 g enzymu.
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Tabela 1l Wplyw pH, stezenia jonow potasowych, ATP i ortofosforanu
na parametry kinetyczne reakcji katalizowanej prze ,przechowywany”

preparat deaminazy AMP tazyska ludzkiego

Dodany efektor pH 6,4 pH 7,0

S 0,5 NH Vmax S 0,5 NH Vmax
kontrola 11,5 2,7 8,5 19,8 1,8 7,9
(100 mM KCI)
kontrola 12,3 2,9 9,5 14,2 2,0 8,8
(200 mM KCI)
1 mM ATP 51 0,9 10,9 2,7 1,0 8,0
(100 mM KCI)
1 mM ATP 6,8 0,8 12,9 2,5 0,8 8,5
(200 mM KCI)
2,5 mM ortofosforan| 12,1 2,17 6,3 15,5 1,6 7,0
(100 mM KCI)
2,5 mM ortofosforan| 15,2 2,1 8,8 13,2 1,8 6,9
(200 mM KCI)

Wartcsci przedstawione w Tabeli stanawredni trzech déwiadcze.
Wartcici S.D. migcity si¢ w zakresie + 10 % war§oi wyliczonychsrednich.
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5.4.3 Pomiar reaktywnych grup sulfhydrylowych

Rycina 21 ilustruje przebieg miareczkowania DTNBparatu deaminazy
AMP z lozyska ludzkiego przechowywanega:pidni w temperaturze®@. Jak
to wynika z przedstawionej Ryciny, miareczkowanie nzyanu
.przechowywanego” ujawnito obecfd® 9 (w przeliczeniu na mol enzymu)
reaktywnych grup sulfhydrylowych. Pierwsze 7 grepgowato z odczynnikiem
natychmiast, pozostate ujawnitygshatomiast w eigu kolejnych 25 minut
miareczkowania. Dodanie dosrodowiska inkubacyjnego 1 mM ATP
zredukowato liczb reagujcych natychmiast grup sulfhydrylowych do 8. Po 30

minutach dalszego miareczkowania ujawnitaksilejna, 9 grupa.
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Ryc. 21. Deaminaza AMP tayska ludzkiego — miareczkowanie DTNB reaktywnych
grup sulfhydrylowych enzymu ,przechowywanego”.

Mieszanina reagaga zawierata 0,7 mg enzymu rozpuszczonego w 1 06 M, buforu
fosforanowego z dodatkiem 200 uM DTNB oraz, ewenigal mM ATP.
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6. DYSKUSJA

Degradacja AMP w tkankach ssakéw kontrolowana jestez dwa
konkurupce o wspélny substrat enzymy: deaminAMP oraz 5’-nukleotydagz
Enzymy te podlegaj precyzyjne] regulacji, syntetyzig w zalenosci od
aktualnych metabolicznych potrzeb (69), odpowiediidP Ilub adenozya
(Ryc. 22). Ta ostatnia posiada silne dziatanie &kwmlogicznie | odgrywa

istotr role w regulacji ukrwienia tkanek.

ATP

1
Pi / kPi
ADP ADP

2|3
Pi
H,O NH,"
ATP AMP > vP
DEAMINAZA AMP
Hzo Hzo
5-NUKLEOTYDAZA 4
Pi Pi
. . rybozo -
H.0 NH,4 Pi 1-fosforan
adenozyna 5/' » inozyna L-G—A hipoksantyna
H,O+0,
H20>
H,0+0, H20
K kwas
santyna moczowy
NH,"
7
H.O
GMP ! ° i
» guanozyna guanina
H,O Pi Pi rybozo -

1-fosforan

Ryc. 22. Metabolizm ATP w tkankach ludzkich.

1 — ATPaza,2- kinaza adenylanowa- fosfataza,4— 5’-nukleotydaza-II,5 — deaminaza
adenozyny,6 — fosforylaza nukleozydu purynowegb; guanaza — oksydaza ksantynowa.

60



Z prowadzonych w latach osiemdziggch ubiegtego wieku badaSim
I Maguire (70) wynikaze w tazysku ludzkim aktywn& 5’-nukleotydazy, jest
wysoka i przewysza znajdowantam aktywnéé¢ deaminazy AMP. Pozwolito to
postaw¢ hipotez o znaczeniu katalizowanej przez 5’-nukleotydazakcji dla
regulacji przeptywu krwi w toysku ludzkim (71). W okresie tamtym
wiadomaci na temat 5’-nukleotydazy, jej skladu izozymoweglystrybuciji
tkankowej, kompartmentacji komoérkowej oraz ydiavosci kinetyczno-
regulacyjnych byly jednak niepelne. Obecnie wiadpm® spdréd siedmiu,
znajdowanych w tkankach ssakéw izozymow 5’-nukldaBy, lokalizag
cytozolows posiada jedynie cztery (60). Jednak tylko jeden z nich (cN-I), ze
wzgledu na swoje preferencje substratowe orazseidasci kinetyczno-
regulacyjne (62), mogtby w katabolizmie zyg&kowego AMP uczestniczy
W sposob efektywny. Z przedstawionych w rozpravada wynika jednakze
ekspresja geniCN-1 (Ryc. 5) w tkance tej nie zachodzize izozym cN-I
w tozysku ludzkim nie jest syntetyzowany. kAo to wskazywé na bardziej
istotny niz zaktadano udziat deaminazy AMP w degradacysixowego AMP.

Aktywnos¢ deaminazy AMP w homogenaciezyska ludzkiego wynosi
0,02 mikromola/min/mg biatka (Tabelal) i niezrm si¢ od tej znajdowanej
w homogenatach ludzkiejatroby (72) czy nerki (7).

Z przedstawionych badawvynika take, ze w dojrzatym taysku ludzkim
zachodzi jedynie ekspresja gen&MPD2 i AMPD3, kodupcych odpowiednio
izoformy deaminazy AMP wtrobows i erytrocytarma (Ryc. 3). Ekspresja genu
kodujacego izoforme watrobowa jest jednak domingga (Ryc.4) i ona
wyznacza poziom aktywioi deaminazy AMP w tej tkance.

Obecnd¢ dwoch chromatograficznie odmiennych izoform deamn
AMP w eluacie z fosfocelulozy (Ryc. 6) potwierdzgniki przedstawione na
Rycinie 3. Wazana przez fosfocelulozstabiej i wyptywagca w pierwszym
szczycie aktywngci deaminaza AMP jest zapewne izozymem erytrocytarn
Deaminaza AMP wizana przez podie silniej i wyptywaaca w drugim,
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zasadniczym szczycie aktywdmd enzymu, jest natomiast izozymem
watrobowym. Wskazuj na to wiaciwosci fizykochemiczne i immunologiczne,
jakie prezentuje (8).

Wyniki przedstawione na Rycinach 9-12 dowsdiwe] wrazliwosci
enzymu tayskowego na zmiany tenia jonow wodorowych. Z tegaie
optimum aktywnéci enzymu przypada na pH 6,4 (Ryc. 9) 2ma@ wnost, ze
zachodzca w warunkach niedotlenienia i zakwaszenigys&a degradacja ATP
(Ryc. 22) odbywa sic maze przy istotnym udziale deaminazy AMP.

Deaminaza AMP 1layska ludzkiego jest réwniewrazliwa na zmiany
stezen jonow potasowych. Enzym #gskowy zarowno w pH lekko kwsaym
(Ryc. 10a), jak i obetnym (Ryc. 10b) jest najbardziej aktywny, wzgniach
jonow potasowych bliskich @teniu fizjologicznemu. W obydwu tych pH
aktywupcy wpltyw ATP jest bardzo wyvamie zaznaczony (Ryc. 10a,b).
W stzeniach jonéw potasowych powsj 200 mM wplyw ten jednak stabnie,
a nawet zanika. Wysay w pH obogtnym (Ryc. 11b) hamagy wptyw
ortofosforanu, w pH lekko kwsaym (Ryc. 11a) jest tylko stabo zaznaczony
I mato wyrany.

Masa ,podjednostkowa” enzymu wyizolowanego atraby ludzkiej
wynosi 68 kDa (52) i rmni sie znacaco (TabelalV) od masy
.podjednostkowej” enzymu wyliczonej z sekwencji fegtydowej (19).

Przyczyrm powyzszych rénic jest zachodga w trakcie izolacji
I 0czyszczania enzymu proteoliza (74).

Z przeprowadzonych niedawno bédavynika bowiem, ze izolacji
I oczyszczaniu enzymu tkankowego towarzyszy zawpreteoliza jego
labilnego fragmentu N-ki@wowego (24,75). Utrata tego fragmentwi® st ze
znacaca redukcy masy ,podjednostkowej” enzymu (Tabela IV).
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Tabela IV Porownanie mas cgsteczkowych izoformy vatrobowe;

deaminazy AMP

WARIANT Masa casteczkowa podjednostki
IZOFORMY
WATROBOWEJ | Wyznaczona dwiadczalnie (21,73) Wyliczona na podstawie sekwiencj
nukleotydowej transkryptow
kodujacych (19)

1A/2 68 kDa 92 kDa
1B/2 83-85 kDa 101 kDa
1B/3 68 kDa 93 kDa

Proteolizie takiej ulega z pewfma rowniez enzym tayskowy. Wyniki
elektroforezy (Ryc. 8) identyfikage w zelu poliakrylamidowym biatko
o0 zredukowanej masie gsteczkowe] (68 kDa), stuszfio powyzszego
potwierdzag.

Wyniki saczenia molekularnego (Ryc. 15) wskaguje deaminaza AMP
tozyska ludzkiego, podobnie jak enzymatwobowy, wys¢powa moze
w postaci ranych, aktywnych konformacji agregacyjnych. Czyneiki
modulupcym agregagj enzymu, poza pH i ateniem jondéw potasowychas
najpewniej rownie jego efektory. Jak to pokazuje Rycina 15, ob&endTP
tendencje agregacyjne enzymu stymuluje, powgdppjawienie & w eluacie
z kolumny dodatkowych, bardziej zagregowanych fanzymu o wyszych
masach cgsteczkowych.

Zarowno w pH optymalnym (pH 6,4), jak i w pH 7,0eakcja
katalizowana przez deamiraAMP, mierzona w obecnoi 100 lub 200 mM
chlorku potasu, przebiega wedle kinetyki sigmoidal(Ryc. 12a,a’). Obecny
w srodowisku 2,5 mM ortofosforan, nie zmiem@jsigmoidalnego charakteru tej

kinetyki, aktywnd¢ deaminazy AMP nieznacznie hamujes ZamM ATP
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kinetyke ta zmienia na hiperboliczn Nastpstwem obecnii tego ostatniego
jest wyra&ne obnienie wartdci statej potwysycenia enzymu substratergs[S
(Tabela II).

Obecna wswiezym preparacie deaminaza AMP nie jest stabilna i w
trakcie peciodniowego przechowywania w temperatur2€ 4ilega degradagii
I dezagregacji (Ryc. 16). Reprezentg zredukowam podjednostk enzymu
biatko o masie 68 kDa w au okresu przechowywania stopniowo zanika,
a procesowi temu towarzyszy naragtaj akumulacja biatek o #8zych masach
czasteczkowych (Ryc. 16).

Wyniki przedstawione w Tabeli |ll pokazyjze opisanemu pows
zjawisku towarzyszy spadek aktywsdo oraz modyfikacja wisciwosci
kinetycznych enzymu. Spadkom aktywoo deaminazy AMP towarzyszy
obnizenie szybkéci maksymalnej reakcji enzymatycznej ), wzrost
wartcsci statej potwysycenia enzymu substratem s{S(Tabela Ill), a take
zmniejszenie liczby przypadaych na mol enzymu reaktywnych grup
sulfhydrylowych. Przechowywany ¢ dni w £C enzym tayskowy zawierat
juz tylko potowe tych grup (Ryc.21), jakie prezentowatdwiezo
wypreparowana z fyska ludzkiego deaminaza AMP (Ryc. 13).

Przedstawione w rozprawie wyniki @w@adczalne dowodg ze
deaminaza AMP tizyska ludzkiego jest enzymem o aktywaioregulowane]
przez r@norodne, ztaone mechanizmy regulacyjne. W prawidtowym ich
funkcjonowaniu sizenia jonéw wodorowych i potasowych wysagie petnic

role zasadnicz.
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7. WNIOSKI

1)

2)

3)

4)

W dojrzatym taysku ludzkim ma miejsce ekspresja gen®MPD2

I AMPD3, syntetyzugcych izozymy vdtrobowy (L) i erytrocytarny (E)
deaminazy AMP. Ekspresja gerAMPD2 jest dominupca i generuje
w zasadniczym stopniu aktywf§todeaminazy AMP w tej tkance.

W regulacji aktywnéci deaminazy AMP w tgysku ludzkim istota role
odgrywajp zmiany s¢zen jondw wodorowych i potasowych.
Deaminaza AMP w fgysku ludzkim wysfpuje w postaci rinie
zagregowanych, aktywnych form molekularnych. Iadzlda oraz stopfe
agregacji modyfikowane as obecndcia efektoréw allosterycznych
enzymu, np. ATP.

Podczas przechowywania WG deaminaza AMP ulega dezagregacii
| degradacji, a procesowi temu towarzyszy zmianaaseosCi

katalitycznych i kinetyczno—regulacyjnych enzymu.

65



8. STRESZCZENIE

Deaminaza AMP jest enzymem przemian puryn, peym istotra rolg
w regulacji metabolizmu energetycznego komorki.

Celem prezentowane] pracy doktorskiej byto zbadampdywu zmian
stezenia jonébw wodorowych i potasowych na $diavosci kinetyczno—
regulacyjne enzymu wyizolowanego zyska ludzkiego.

W wyniku przeprowadzonych batlawykazano, ze spdrod gendw
rodziny AMPD, w dojrzatym taysku ludzkim zachodzi jedynie ekspresja genéw
AMPD2 oraz AMPD3, kodupcych odpowiednio izozymy airobowy
i erytrocytarny deaminazy AMP. Nie wykazano natahiakspresji genow
AMPD1, kodupcego izoform migsniowa deaminazy AMP orazCN-1,
kodujacego cytozolowy, AMP-preferujacy izozym 5’-nukledazy. Sugeruje to
znaczniejszy i przypuszczano udziat deaminazy AMP w degradacjpasw
adenylowego w tej tkance.

Z przeprowadzonych baflawvynika, ze w dojrzatym taysku ludzkim
aktywnai¢ deaminazy AMP zwizana jest gtownie z jej izozymengtiobowym
(AMPD2). Na regulacje jego aktywkd, obok obecngci efektoréow
allosterycznych (jak ATP i ortofosforan), zasadgiczptyw wywierap takze
zmiany sgzen jonéw wodorowych i potasowych. Dlazgskowej deaminazy
AMP optimum aktywnéci przypada na pH 6,4, gaptymalne dla tego pH
stezenie jonow potasowych wynosi okoto 200 mM. Aktywaenzymu hamuaj
wyzsze s¢zenia jonow potasowych. W pH olgtpym aktywnd¢ enzymu jest
nizsza nt w pH lekko kwanym, jednake zmian jakéciowych we
wiasciwosciach regulacyjnych enzymu nie obserwuje si

Saczenie molekularne na Sepharozie CL-6B wykazalo lacge
z kolumny obecn& réznie zagregowanych, aktywnych form enzymu. Dodanie

do buforu elucyjnego ATP spowodowato wzrost aktysemotozyskowe]
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deaminazy AMP oraz pojawienie ¢siw eluacie dodatkowych, bardziej
zagregowanych form enzymu.

W obydwu badanych pH, w obedcito 100 i 200 mM sgzenia chlorku
potasu, deaminaza AMP Agska ludzkiego wykazuje kinetgksigmoidaln,
ulegapca w obecnéci ortofosforanu nieznacznemu pégeniu, za
w obecndci ATP hiperbolizaciji.

Wiasciwosci §wiezo wypreparowanej deaminazy AMPzyska ludzkiego
Zmieniaj sie W trakcie przechowywania enzymu WG4 a parametry kinetyczne
(Sos5 1 Vmay reakcji enzymatycznej zale od stopnia §wiezosci” enzymu.
Pieciodniowemu przechowywaniu enzymu towarzyszy spadaiwnaci oraz
redukcja liczby, przypadgych na mol enzymu, reaktywnych grup
sulfhydrylowych.

Przedstawione w pracy wyniki wykazaugiuza plastyczné¢ wiasciwosci
regulacyjnych deaminazy AMP #gska ludzkiego i wskazajna jej maliwosci

adaptacyjne do zmieniggych se warunkow metabolicznych.
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