Iwona Maria Rybakowska

WLASCIWOSCI DEAMINAZY AMP
W ONTOGENEZIE SERCA LUDZKIEGO

Rozprawa doktorska zostata wykonana w
Zakladzie Biochemii i Fizjologii Klinicznej

Akademii Medycznej w Gdansku

Promotor:
Prof. dr hab. Krystian Kaletha

Gdansk 2008



Rodzicom i Najblizszym z podziekowaniami



Dziekuje Profesorowi Krystianowi Kaletha

oraz KoleZankom i Kolegom

Z Katedry Biochemij, Biochemii Farmaceutycznej,
Biochemii i Fizjologii Klinicznej AMG

za cenne uwagi i okazang pomoc.



SPIS TRESCI

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW.....c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseesssssssssesssessessesssessneens 3
L WSTEP. ..ottt e eee et et eeee e et eeese e et eaeeeseeeasesestaees et asasene st seeseneeenneneeeaneneenes 5
1.1. DEAMINAZA AMP — WYSTEPOWANIE, FORMY MOLEKULARNE, W£ASCIWOSCI

FIZYKOCHEMICZNE, ROLA METABOLICZNA ....vveeeeteeeeeeeeeeeeeeeesensesensesesseenseeenseens 5

1.2. NIEDOBOR MIESNIOWEJ DEAMINAZY AMP I JEGO ZNACZENIE METABOLICZNE 9

1.3. IZOFORMY DEAMINAZY AMP W MIOGENEZIE CZLOWIEKA I SZCZURA ............ 12
P 2 0 = I o 1V o) 15
3. MATERIALY I METODY............coiiiiiiiiiiii s 16
3.1. PREPARATYKA DEAMINAZY AMP.....ccviiiiiiiiiiiiiiiniieiiiii s 16
3.1.1. MATERIAL TKANKOWY ....iiiiiiiiiiiiniiiiiiiii i s e 16
3.1.2. OCZYSZCZANIE ENZYMU.....coiiiiiiiiiiiiniiciiiii i 16
3.1.2.1. PRZYGOTOWANIE FOSFOCELULOZY.......ooiiiiiiiiicrirnsnnnsssisn s 16
3.1.2.2. CHROMAOGRAFIA ENZYMU NA FOSFOCELULOZIE P11......cccoviiiiiniiiiiiiiiennnns 16
3.2. POMIARY KINETYCZNO-REGULACYINE DEAMINAZY AMP......ccevmmriiiiiiiinnninnnnn, 17
3.2.1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNED......ccevereeererererenesesesenssesesesns 17
3.2.2. OZNACZANIE STEZENIA BIALKA.......cciveiteieiteitesteeeetessessesseeeenseseessesseenens 18
3.2.3. OZNACZANIE PARAMETROW KINETYCZNYCH ....covueuerererererereeerensesessssenenans 18
3.2.4. GENEROWANIE ZMIAN tADUNKU ENERGETYCZNEGO ADENYLANOW............ 19

3.3. ELEKTROFOREZA ENZYMU W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM W WARUNKACH
DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)......veeeveeeeeseeseseesssessessssessssssesssssssssessssssessssessessseens 19

3.3.1 ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY ENZYMU......cvvviiiiiiiiiriiiiniccrini i, 19
3.3.2 BARWIENIE BIALEK W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM BARWNIKIEM FAST

L0 1 L N N 20
3.4. IDENTYFIKACIJA ENZYMU METODA WESTERN BLOTTING......cccvvummmmiiiiinnnnnnnnn, 20
3.4.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK........coecrvevrrererereresessssssssesesessssssssssssesesesessssssnens 20



3.4.2. TRANSFER BIALEK Z ZELU NA MEMBRANE........ccceiterreeeerieseessesresseeseesseseeenes 20

3.4.3. WESTERN BLOTTING.....cuueeeeieeeseseseesessessessssesssssssesssesssassssssssssesessssssssssanes 21
3.5. ANALIZA GENOTYPU AMPDL......oveeeevereeresereesesesessseesessesesssesses s sssessssasnnens 22
3.6. ODCZYNNIKI T INNE MATERIALY .....ovrvereiereeessesessessessssssssssssssssnsssessssesesnes 22
B  WYNIKL. ....coooooveeeoeeeeeeeeeeeeee s eeeee e s eseee s enees s enees s esseen et s s enensenennenennens 24
4.1. WEASCIWOSCI CHROMATOGRAFICZNE ENZYMU......cerveereereeeesseseeseseeseeseseesnns 24
4.2. WEASCIWOSCI KINETYCZNO — REGULACYINE IZOLOWANEGO ENZYMU.......... 27
4.2.1. KINETYKA WYSYCENIA ENZYMU SUBSTRATEM. ......corveeeeereerseeserseesesesseseanns 27
4.2.2. WPLYW ZMIAN STEZENIA JONOW WODOROWYCH (PH).....cvverereereeereereaens 35

4.2.3. WPLYW ZMIAN WARTOSCI tADUNKU ENERGETYCZNEGO ADENYLANOW

4.3. SKLAD PODIJEDNOSTKOWY I ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA ENZYMU .......... 37
4.4. DEAMINAZA AMP SERCA LUDZKIEGO - WEASCIWOSCI ENZYMU

WYIZOLOWANEGO Z SERCA DZIECKA O ZMUTOWANYM GENOTYPIE AMPD............ 43
4.4.1. WEASCIWOSCI CHROMATOGRAFICZNE ENZYMU ...oveeeeereeeseeseeeeeneseesneens 43
4.4.2. WELASCIWOSCI KINETYCZNO — REGULACYINE ENZYMU. ....coovreeeeeeereeeereeseeeens 45
4.4.2.1. KINETYKA WYSYCENIA ENZYMU SUBSTRATEM......cecvivreeereeseseeseesereeseenenn. 45
4.4.2.2. WPLYW ZMIAN STEZENIA JONOW WODOROWYCH (PH)....veeveivrerereereerenes 48

4.4.2.3. WPLYW ZMIAN WARTOSCI tADUNKU ENERGETYCZNEGO ADENYLANOW

4.4.3. ROZDZIAt ELEKTROFORETYCZNY I ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA
ENZYMU ooviiii i

50
5.DYSKUSIA..... oo 55
6. WINIOSKI..........ooiiiiiii i e s 60
7. STRESZCZENIE.............coviiiiiiiiii i 61
8. PISMIENNICTWO..........c.coovitvereteteteeeseseeeststesesessssssssssssssessesesessssssssssssssasane 62



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADP - adenozyno-5’-dwufosforan

AMP - adenozyno-5-monofosforan

AMPD - deaminaza AMP

ampd1 - gen kodujacy szczurzy izozym miesniowy deaminazy AMP
AMPD1 - gen kodujacy ludzki izozym mie$niowy deaminazy AMP
AMPD1 - izozym miesniowy deaminazy AMP

ampd2 - gen kodujacy szczurzy izozym watrobowy deaminazy AMP
AMPD2 - gen kodujacy ludzki izozym watrobowy deaminazy AMP
AMPD2 - izozym watrobowy deaminazy AMP

ampd3 - gen kodujacy szczurzy izozym sercowy deaminazy AMP
AMPD3 - gen kodujacy ludzki izozym erytrocytarny deaminazy AMP
AMPD3 - izozym erytrocytarny deaminazy AMP

APS - hadsiarczan amonu

ATP - adenozyno-5'-trojfosforan

c-d-N - cytozolowa 5'(3")-deoksynukleotydaza

c-N-IA - cytozolowa 5™-nukleotydaza IA

c-N-IB - cytozolowa 5’-nukleotydaza IB

c-N-II - cytozolowa 5"-nukleotydaza II

c-N-III - cytozolowa 5’-nukleotydaza III

CDP-STAR - sdl sodowa 4-chloro-3-(metoksypiro[ 1,2-dioksoetano3,2'{5"-
chloro}tricyklo{3.3.1.1>"}dekado]-4-ilo)fenylofosforanu

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy
e-N - ekto-5"-nukleotydaza

GTP - guanozyno-5"-tréjfosforan
IgG - immunoglobulina klasy G

IMP - inozyno-5"-monofosforan



kpz - kilo par zasad

kDa - kilodalton, 1000 j.m.a.

LEA - fadunek energetyczny adenylanow

m-d-N - mitochondrialna 5(3’)-deoksynukleotydaza

Ny - wspbtczynnik Hill'a

PAGE - elektroforeza biatek na zelu poliakrylamidowym
PBS - bufor fosforanowy

PCR - fancuchowa reakcja polimerazy

pI - punkt izoelektryczny

Pi - fosforan nieorganiczny

PMSF - fluorek fenylometylosulfonylu

PVDF - difluorek poliwinylidenu

RFLP - polimorfizm dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (ang. restriction

fragment lenght polymorphism)

Sos - stata pdtwysycenia enzymu substratem

SD - odchylenie standardowe

SDS - siarczan dodecylu

SSCP - polimorfizm konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA (ang.

single stranded conformational polymorphism)
TEMED - N, N, N’, N’ — tetraetylenodiamina
Tris - tris(hydroksymetyl)aminometan

Vinax - szybko$¢ maksymalna



1. WSTEP

1.1. DEAMINAZA AMP - WYSTEPOWANIE, FORMY MOLEKULARNE,
WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE, ROLA METABOLICZNA

Deaminaza AMP (AMPD, AMP-aminohydrolaza - EC 3.5.4.6) jest enzymem
cytoplazmatycznym, katalizujagcym nieodwracalng, hydrolityczng reakcje deaminacii
kwasu adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego (IMP) (reakcja 1):

1) AMP + H,O - IMP + NH3

Enzym ten wystepuje powszechnie w tkankach zwierzat (1-6), a takze u
roslin (7) i grzybow (8,9). U czlowieka i szczura deaminaza AMP kodowana jest
przez rodzine trzech niezaleznych gendw, odpowiedzialnych za synteze izozymow:
miesniowego [u cztowieka (M, AMPD1), u szczura (A, ampdl)]; watrobowego [u
cztowieka (L, AMPD2), u szczura (B, ampd2)] oraz u cztowieka erytrocytarnego (E,
AMPD?3) lub u szczura sercowego (C, ampd3) (10,11). Geny rodziny AMPD powstaty
najpewniej w wyniku duplikacji genu zawigzkowego i jego pOzniejszego
roznicowania w kolejnych etapach filogenezy (11).

Izozymy AMPD zawieraja w swej strukturze zardowno domeny
konserwatywne jak i zmienne. Oprécz wykazujacego znaczny (60-70%) stopien
homologii fragmentu C-terminalnego (12,13), stanowigcego centrum katalityczne
enzymu, posiadajg one réwniez zmienny i labilny fragment N-terminalny (10).
Fragment ten wyznacza tkankowo specyficzne wtasciwosci izoform (14), za$ jego
proteoliza wtasciwosci te modyfikuje (8,10,15-17).

Aktywno$¢ deaminazy AMP w miesniu szkieletowym ssakdéw jest
kilkunastokrotnie wyzsza od aktywnosci w pozostatych tkankach (3,18,19).

W miesniu szkieletowym ssakdw znaczenie fizjologiczne reakcji katalizowanej
przez deaminaze AMP wigze sie gtdwnie z funkcjonowaniem cyklu nukleotydéw

purynowych (Ryc.1).
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Rycina 1. Metabolizm nukleotydéw purynowych w miesniu szkieletowym (rycina
zmodyfikowana na podstawie R.L. Sabina i J.L. Swain i inni J. Clin. Invest. 1984

(20)).

Zwigzana z meromiozyng ciezkq deaminaza AMP (21,22) oraz zwigzana z
aktynq syntaza adenylobursztynianowa (23) ulegajg podczas skurczu miesnia
szkieletowego przestrzennemu zblizeniu, umozliwiajac w ten sposob cykliczng
resynteze AMP. Dodatkowe znaczenie cyklu nukleotydéw purynowych dla
metabolizmu energetycznego miesnia szkieletowego wynika z jego roli
anaplerotycznej zwigzanej z wytwarzaniem fumaranu (24).

W miesniu sercowym, w ktorym cykl nukleotydéw purynowych nie
funkcjonuje, rola fizjologiczna katalizowanej przez deaminaze AMP reakcji, polega
gtéwnie na utrzymaniu prawidtowych wartosci tadunku energetycznego adenylanéw
(LEA) w komorce (25,26).

[ATP] + V2[ADP]

LEA =
[ATP] + [ADP] + [AMP]



Degradowany przez deaminaze AMP kwas adenylowy przesuwa w prawo
rownowage reakcji katalizowanej przez miokinaze (EC 2.7.4.3) (reakcja 2)
(25,27,28) co sprzyja odtworzeniu zuzywajacego sie podczas skurczu miesnia ATP i
zapobiega w ten sposob jego niedoborowi, we wstepnym okresie aktywnosci
ruchowej miesnia (25,29-32).

2) ADP + ADP «—» ATP + AMP

Nastepnie, wewnatrzkomorkowe stezenie ATP podtrzymywane jest przez
szybkg defosforylacje fosfokreatyny oraz przez wytwarzajagce ATP procesy
kataboliczne takie jak glikoliza, glikogenoliza i B-oksydacja kwaséw ttuszczowych.
Glikoliza i glikogenoliza, dzieki roli jaka odgrywa AMP w aktywacji fosfofruktokinazy
oraz fosforylazy b glikogenu, pozostaja w bezposSredniej zaleznosci z reakcjq
katalizowang przez deaminaze AMP (33-36).

U ssakdw aktywnos$¢ deaminazy AMP w miesniu sercowym jest wielokrotnie
nizsza niz w miesniu szkieletowym. Deaminaze AMP z miesnia serca ssakéw
wyizolowano po raz pierwszy z serca krolika (37), a nastepnie serca $wini (38),
szczura (39) oraz wotu (40).

Deaminaza AMP z miesnia szkieletowego w obecnosci fizjologicznych stezen
jondw potasu wykazuje hiperboliczng zalezno$¢ wysycenia enzymu substratem.
Natomiast enzym wyizolowany z serca, badany w tych samych warunkach,
charakteryzuje sie sigmoidalng kinetyka tej zaleznosci. Zaréwno ATP jak i ADP
aktywowujg enzym, przeksztatcajac kinetyke katalizowanej reakcji z sigmoidalnej w
hiperboliczng. Obecnos¢ GTP i ortofosforanu hamuje aktywno$¢é enzymu sercowego,
pogtebiajac sigmoidalny charakter krzywej wysycenia enzymu substratem (39,40).
Stymulujacy wptyw nukleotydéw adeninowych (APT i ADP), wzrasta w obecnosci
liposomdéw. Obserwowane wowczas efekty modulacyjne dotyczg jedynie wyraznego
wzrostu szybkosci maksymalnej reakcji i sq obserwowane tylko w przypadku
enzymu sercowego. Enzym wyizolowany z miesni szkieletowych swych wiasciwosci
kinetyczno-regulacyjnych w obecnosci liposomdw nie zmienia (38).

Deaminaze AMP 2z serca ludzkiego wyizolowano w roku 1979 (41).
Zaadsorbowany na fosfocelulozie enzym, ptukany 1 M roztworem chlorku potasu,
wyptywat z kolumny w jednym szczycie aktywnosci i w obecnosci 100 mM KClI
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prezentowat sigmoidalng kinetyke wysycenia enzymu substratem ze stalg
potwysycenia okoto 7 mM. Obecno$¢ 1 mM ATP obnizata warto$¢ statej
potwysycenia do okoto 3 mM, zmieniajac jednoczesnie ksztatt krzywej kinetycznej z
sigmoidalnej na hiperboliczny. W przeciwienstwie do tego, obecno$¢ 2 mM
ortofosforanu pogtebiata sigmoidalny charakter krzywej kinetycznej, podwyzszajac
warto$¢ statej potwysycenia do okoto 8 mM (41). Badania pdzniejsze z
zastosowaniem zmodyfikowanej procedury preparatywnej, polegajacej na wstepnym
ptukaniu fosfocelulozy 0,4 M, a nastepnie 0,75 M roztworem KCl, oraz zastosowaniu
0,75-2 M gradientu chlorku potasu, uwidocznity w wyptywajacym z kolumny eluacie
dwie aktywnosci enzymatyczne. Pierwsza z nich, o nizszej aktywnosci specyficznej,
wyptywata z kolumny podczas ptukania 0,75 M roztworem KClI i reprezentowata
forme enzymu czeSciowo zdegradowanego, o hiperbolicznej kinetyce wysycenia
enzymu substratem. Aktywno$¢ druga, zasadnicza, wyptywata z kolumny podczas
ptukania 0,75-2 M gradientem stezen KCl i wykazywata kinetyke sigmoidalng, o
statej potwysycenia okoto 9 mM i silnie zaznaczonym regulacyjnym wptywie ATP,
ADP i ortofosforanu (42).

Ekspresja gendw rodziny AMPD w miesniu sercowym wykazuje
zroznicowanie gatunkowe. W sercu ludzkim, w odrdznieniu od serca szczurzego, w
ktorym ma miejsce jedynie ekspresja genu ampd3 (kodujacego izozym sercowy C),
ekspresji ulegajq wszystkie geny rodziny AMPD. Ekspresja genu AMPD3,
syntetyzujacego izozym erytrocytarny E wydaje sie by¢ jednak dominujaca (13).

U czlowieka gen AMPD3 zlokalizowany jest w chromosomie 11p13, a jego
ekspresja regulowana jest na poziomie transkrypcji, translacji, a takze
modyfikowana jest posttranslacyjnie (43). W wyniku alternatywnego sktadania
transkryptu pierwotnego w tkankach cztowieka syntetyzowane mogg by¢ cztery (13,
1b, 1b-1c, 1c), rdéznigce sie liczbq par zasad transkrypty wtérne (43). Stosunki
iloSciowe poszczegdinych transkryptdw sg zmienne i zalezg od rodzaju tkanki, w
ktorej ekspresja ma miejsce. Geny AMPD3 (ludzki) i ampd3 (szczurzy) wykazujq
niemal 90% homologie, co wskazuje na podobng regulacje ich ekspresji. To samo
dotyczy sekwencji aminokwasowych ludzkiego izozymu erytrocytarnego (E) oraz
szczurzego izozymu sercowego (C) (43). Pomimo chromatograficznych i
immunologicznych podobienstw istniejacych pomiedzy izoformami: ludzkgq M
(AMPD1) i szczurzg A (ampdl) oraz ludzkg L (AMPD2) i szczurzg B (ampd2),
izoformy ludzka E (AMPD3) i szczurza C (ampd3) wykazujg jednakze odmienne

wihasciwosci immunologiczne (43).
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1.2. NIEDOBOR MIESNIOWEJ DEAMINAZY AMP I JEGO ZNACZENIE
METABOLICZNE

Niedobdr deaminazy AMP (44) jest jedng z najczestszych enzymopatii
miesniowych. Defekt ten, w postaci homo- lub heterozygotycznej, wystepuje u
okoto 20% populacji ludzkiej (45-47). Wyrdzniamy dwie zasadnicze postaci
enzymopatii: pierwotng i wtdrng (48). Posta¢ wtdrna niedoboru deaminazy AMP ma
charakter niespecyficzny i jest nastepstwem uszkodzen miesni szkieletowych w
przebiegu rozmaitych schorzenn uktadu miesniowego i nerwowego. U 0s6b z tymi
schorzeniami, poza obnizeniem aktywnosci deaminazy AMP obserwuje sie rowniez
obnizenie aktywnosci innych enzymdéw miesniowych, takich jak: kinaza kreatyny i
kinaza adenylanowa (48).

Posta¢ pierwotna defektu dziedziczona jest w sposéb autosomalny,
recesywny i jest nastepstwem zmian w chromosomie 1 (1p13-p21), zawierajacym
gen kodujacy izoforme miesniowg enzymu. Osoby dotkniete pierwotng postacig
defektu uskarzajq sie czasami na powysitkowe bole miesni (49). Zmiany genetyczne
w tej postaci defektu sg najczesciej wynikiem mutacji punktowych: C34T (GIn
12 . Stop) w kodonie 12 eksonu 2, lub tez C143T (Pro 48 -Leu) w kodonie 48
eksonu 3 (45). Mutacja (C34T) tworzac kodon stop przedwczesnie konczy proces
translacji i powoduje synteze nieaktywnego enzymu (Rycina 2). Mutacja C143T
doprowadza za$ do syntezy enzymu mato aktywnego i niestabilnego (49).

Oprocz najczestszych mutacji opisanych powyzej, niekiedy zachodzi mutacja
G468T (GIn 156 - His), powodujaca w eksonie 5 zamiane obojetnej glutaminy, na
zasadowq histydyne. Mutacja ta dotyczy domeny funkcjonalnej izozymu
miesniowego AMPD i przez to destabilizuje jego konformacje (50).
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Stop Leu

AAA TAA ATT...TGT CTG ATT...TTT CAG AGG allel zmutowany
T C34T1 T C143T
GIn156
AAA CAA ATT...TGT CCG ATT...TTT CAG AGG allel niezmutowany
GIn12 Pro48
G468T
AAA CAA ATT...TGT CCG ATT...TTT CAT AGG allel zmutowany
His
ekson 2 ekson 3 ekson 5

Rycina 2. Mutacje u pacjentéw z niedoborem miesniowej deaminazy AMP (AMPD1)
(wg E. Rotzer, W. Mostier, H. Reichmann, Adv.Exp. Med. Biol., 1998 (49)).

Z przeprowadzonych w naszym laboratorium badan enzymu wyizolowanego
z miesnia udowego pacjentki z zupetnym (ponad 95 procentowym) niedoborem
deaminazy AMP wynika, Ze niedobdr ten dotyczyt w gtdéwnej mierze formy enzymu
eluowanej z fosfocelulozy 2,0 M roztworem chlorku potasu (51).

Powstajacy w reakcji deaminacji AMP amoniak buforujgc uwolnione podczas
hydrolizy ATP jony wodoru przeciwdziata zakwaszeniu miesnia. W miesniu z
niedoborem deaminazy AMP iloS¢ wytwarzanego podczas skurczow miesniowych
amoniaku jest ograniczona, a to sprzyja zakwaszeniu miesnia, zmniejsza jego
wydolno$¢ energetyczng i powoduje tatwiejszq meczliwos¢ (52,53). Patomechanizm
tatwej meczliwosci dotknietych defektem osdb potwierdzajg zaobserwowane u nich
znaczne, W poréwnaniu z osobami zdrowymi, obnizenie stezenia komdrkowej
fosfokreatyny przeliczone na jednostke wykonanej pracy (20,29).

Innym, szczegdlnie waznym dla metabolizmu serca, nastepstwem niedoboru
miesniowej deaminazy AMP jest wzrost komdrkowych stezen produktéw degradacji
puryn dyfundujacych przez btone komdrkowa, przede wszystkim adenozyny (Rycina
3) (54). Adenozyna jest farmakologicznie aktywnym metabolitem rozszerzajacym
naczynia wiencowe i zwiekszajgcym ukrwienie miesnia sercowego. Niezaleznie od
tego, oddziatuje ona parakrynnie z receptorami Al i A3 kardiomiocytéw, co
uruchamia kaskade reakcji biochemicznych ochraniajacych (,hartujacych”) serce

przed kolejnymi incydentami niedokrwiennymi (55).
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Genotyp prawidiowy

M
ADP Adenozyna

Inozyna

Hipoksantyna

Genotyp zmutowany

AMP

DZIALANIE
KARDIOPROTEKCYIJNE

Adenozyna

Inozyna
ATP il
Hipoksantyna

Rycina 3. Metaboliczne nastepstwa mutacji C34T genu AMPDI (wg. J.L. Swain,
R.L. Sabina, E.W. Holmes, The Metabolic Basis of Inherited Disease, 1985).

Podjete niedawno przez grupe badaczy amerykanskich proby okreslenia roli
predyspozycji genetycznych w etiologii, patogenezie i rokowaniu przebiegu
kardiomiopatii rozstrzeniowej (choroby przebiegajacej z ogdlnym powiekszeniem
serca, jego przerostem i upoSledzeniem kurczliwosci (56)) doprowadzity
nieoczekiwanie do wniosku, ze mutacja C34T w genie AMPD1 wydtuza znaczaco
przezywalnos¢ osob z tym typem kardiomiopatii. Chorzy z niewydolnoscig serca typu
rozstrzeniowego, wykazujacy niedobdr miesniowej deaminazy AMP, doswiadczali
tagodniejszego przebiegu choroby, a czas ich przezycia ulegat wyraznemu
wydtuzeniu (54). Badania dalsze potwierdzity dobroczynne oddziatywanie

wspomnianego defektu réwniez u chorych z niewydolnoscia serca typu
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zastoinowego (54), a takze u chorych z chorobg wiencowg (57). Na mutacje C34T w
genie AMPDI1 natrafiano réwniez szeSciokrotnie czesciej w grupie potencjalnych
dawcow do przeszczepu serca (58).

Kardioprotekcyjny skutek mutacji C34T genu AMPD1 moze mie¢ charakter
wieloczynnikowy, lecz wydaje sie by¢ w gtdwnej mierze powigzany z towarzyszacym
tej mutacji wzrostem komérkowej produkcji adenozyny. Wynika¢ on moze zaréwno
ze wzmozonej produkgcji ogolnej tego zwiazku, przez dotkniete defektem miesnie
szkieletowe, jak i ze wzmozonej produkcji lokalnej, w samym sercu (54,59).

Niezaleznie od adenozyny, dobroczynne skutki mutacji genu AMPDI mogq
by¢ takze nastepstwem wzrostu komoérkowego stezenia samego AMP oraz efektéw
regulacyjnych, jakie zwigzek ten wywiera na metabolizm serca poprzez AMP-zalezng
kinaze proteinowg (60-62).

1.3. IZOFORMY DEAMINAZY AMP W MIOGENEZIE CZLOWIEKA I SZCZURA

Prowadzone w latach siedemdziesiatych i osiemdziesigtych ubiegtego wieku
badania na materiale zwierzecym i ludzkim wykazaty, ze w trakcie rozwoju
osobniczego w miesniach szkieletowych ssakéw aktywnos$¢ deaminazy AMP wzrasta
i ze wzrostowi temu towarzyszg zmiany wiasciwosci fizykochemicznych enzymu (np.
termowrazliwo$¢ (63)), a takze chromatograficznych i kinetyczno-regulacyjnych
(64,65). Podjete wowczas badania pozwolity nie tylko ustali¢ sktad izozymowy
deaminazy AMP w tkankach i narzadach szczura, ale takze okresli¢ réznicowanie sie
tego skladu w rozwoju osobniczym zwierzecia (66). Obecnie wiadomo, ze w
miogenezie szczura wystepujg trzy rozwojowe formy deaminazy AMP: embrionalna,
ptodowa oraz dojrzata. Forma embrionalna pojawia sie w miesniu szkieletowym
szczura W pierwszym tygodniu zycia ptodowego i pozostaje tam obecna przez
nastepny tydzien. Na tydzien przed porodem, w miesniu szkieletowym szczura
pojawia sie forma ptodowa. Pozostaje ona w tym miesniu az do pierwszego
tygodnia zycia pozaptodowego, po czym zostaje stopniowo zastepowana przez
forme dojrzatg. W miare dorastania zwierzecia forma ta ulega dalszemu,
subtelnemu réznicowaniu, wynikajacemu z zachodzacej metabolicznej specjalizaciji
miesni szkieletowych na ,biate” i ,,czerwone” (67).

Informacje na temat réznicowania sie sktadu izozymowego deaminazy AMP

w przebiegu ontogenezy cztowieka sg niepetne. Wydaje sie jednak, ze obserwowany
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u szczura schemat réznicowania sie enzymu dotyczy réwniez ontogenezy cztowieka.
Przeprowadzone w naszym laboratorium badania (64) wykazaty ze, uwolnienie z
fosfocelulozy deaminazy AMP, wyekstrahowanej z miesni szkieletowych 11 i 16
tygodniowego zarodka ludzkiego, wymaga wyzszych, niz u czlowieka dorostego
stezen chlorku potasu. Poza rdznicami chromatograficznymi, rozwojowe formy
enzymu roznity sie od jego formy dojrzatej takze witasciwosciami kinetyczno-
regulacyjnymi (65).

Rozwiniete w koncu ubiegtego wieku techniki biologii molekularnej pozwolity
zidentyfikowac geny kodujace deaminaze AMP w tkankach szczura i cztowieka, oraz
okresdli¢ ich posttranskrypcyjne i posttranslacyjne produkty. W  wyniku
przeprowadzonych woéwczas badan ustalono, iz w odroznieniu od form deaminazy
AMP ptodowej i dojrzatej, syntetyzowanych na bazie podobnej wielkosci (okoto 2,5
kpz) i struktury transkryptéw, forma embrionalna enzymu kodowana jest przez
transkrypt, liczacy okoto 3,4 kpz (68,69). Transkrypt ten, w poréwnaniu z
transkryptami mniejszymi posiadat w obydwu fragmentach koncowych diuzsze
sekwencje niekodujace (70). Jak wykazano pozniej, wszystkie trzy omawiane
transkrypty powstaty w wyniku alternatywnego skfadania wspdlnego transkryptu
pierwotnego (71).

Szczegbtowe badania peptydow wytworzonych w trakcie miogenezy szczura
wykazaty, ze formy rozwojowe embrionalna i ptodowa posiadajg zblizone masy
~podjednostkowe” (78 kDa i 77,5 kDa) oraz taki sam punkt izoelektryczny (pI = 6.2).
W odrdznieniu od nich masa ,podjednostkowa” formy dojrzatej enzymu wynosita
okoto 80 kDa a jej punkt izoelektryczny pI = 5,6.

Wytworzone w czasie ontogenezy szczura peptydy byty immunologicznie
niejednorodne i nie reagowaty wytacznie z przeciwciatami dla nich specyficznymi. I
tak na przykfad forma ptodowa o masie ,podjednostkowej” 77,5 kDa reagowata z
przeciwciatami specyficznymi dla izoformy wyizolowanej z miesnia sercowego (C),
podczas gdy dwa pozostate peptydy reagowaly z przeciwciatami specyficznymi dla
izoformy B, obecnej w nerce (peptyd o masie 78 kDa), badz tez dla izoformy A,
obecnej w miesniu szkieletowym (peptyd o masie 80 kDa) (66).

W przeciwienstwie do izoform ptodowej i dojrzatej, wystepujacych wytacznie
w miesniu szkieletowym, izoforma embrionalna deaminazy AMP poza miesniem
szkieletowym wystepowata réwniez w innych tkankach i narzadach szczura, takich

jak: watroba, ptuca i $ledziona (66).
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Obecno$¢ w ontogenezie szczura trzech rozwojowych form ciezkiego
tancucha miozyny, podlegajacych ekspresji w tych samych co deaminaza AMP
okresach rozwojowych, nasuwa przypuszczenie o istnieniu ogélnej, skoordynowanej
ekspresji tych biatek. Przypuszczenie to znajduje swe uzasadnienie w istniejacych
zwigzkach strukturalnych, w obszarze prazka A widkienka miesniowego deaminazy
AMP z ciezkim faficuchem miozyny (21,72-74).

O zmianach w sktadzie izozymowym enzymdéw miesnia sercowego ssakow
wiadomo niewiele. Badania autoréw japonskich wykazaly, ze sktad izozymowy
enzymoOw miesnia sercowego szczura, w tym deaminazy AMP, podlega zmianom juz
od pierwszego dnia zycia pozaptodowego (75). I tak w ekstrakcie tkankowym serca
noworodka szczura dato sie wyrdzni¢ trzy, chromatograficznie odmienne formy
deaminazy AMP. W miare dorastania zwierzecia ich liczba zmniejszata sie i w sercu
szczura trzytygodniowego obecna byfa juz tylko jedna izoforma. Wiasciwosciami
chromatograficznymi odpowiadata ona deaminazie AMP z serca szczura dorostego
(75).
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2. CEL PRACY

Celem podjetych przeze mnie badan bylo zbadanie aktywnosci oraz
niektérych wiasciwosci fizykochemicznych deaminazy AMP mie$nia sercowego w

trakcie rozwoju osobniczego cztowieka.

18



3. MATERIALY I METODY

3.1. PREPARATYKA DEAMINAZY AMP

3.1.1. MATERIAL TKANKOWY

Miesien sercowy osob zdrowych (dzieci oraz dorostych), zmartych Smiercig
nagty, pozyskiwano podczas autopsji przeprowadzanych (12-24 godzin po Smierci)
w Zakfadzie Medycyny Sadowej AMG. Miesien sercowy ptodéw oraz noworodkow
pozyskiwano na Oddziatach Patologii Cigzy oraz Intensywnej Terapii Noworodkdw,
IT Kliniki Potoznictwa i Ginekologii AMG. Pozyskane w czasie od 12-24 godzin po
Smierci tkanki zamrazano (w temperaturze -24°C), po czym uzywano ich do celdow

preparatywnych.

3.1.2. OCZYSZCZANIE ENZYMU

3.1.2.1. PRZYGOTOWANIE FOSFOCELULOZY

Do fosfocelulozy P11 dodawano 0,5 M KOH, po 5 minutach ptukano jg wodg
destylowang i odwirowywano, az pH supernatantu byto nizsze niz 10. Potem w celu
uwolnienia zawartego w ztozu amoniaku, fosfoceluloze zalewano na 5 minut 0,5 M
HCI, odwirowywano, po czym ptukano wodg destylowang, az pH supernatantu byto
wyzsze niz 3. Nastepnie do fosfocelulozy dodawano wersenian dwusodowy
(1,86g/l), ptukano wodg destylowang oraz buforem ekstrakcyjnym Smiley'a (0,18 M
KCI, 0,054 M KH,PO4, 0,035 M K;HPO4, 1 mM B-merkaptoetanol, pH 6,5), az pH

podtoza osiggneto wartos¢ 6,5, potrzebng do zwigzania enzymu.

3.1.2.2. CHROMAOGRAFIA ENZYMU NA FOSFOCELULOZIE P11

Enzym oczyszczano wedtug zmodyfikowanej (42) metody Sueltera i
wspOtpracownikéw (19). Zamrozone komory miesnia sercowego (o facznej wadze
okoto 10 g) rozdrabniano, a nastepnie homogenizowano (3x przez 20 sekund) w
trzykrotnej objetosci buforu ekstrakcyjnego Smiley'a zawierajacego dodatkowo

inhibitor trypsyny (w stezeniu 1 pug/ml) oraz 1 mM fluorek fenylometylosulfonylu
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(PMSF). Otrzymany homogenat mieszano przez 1 godzine w temperaturze 4°C, po
czym wirowano przez pét godziny przy 18000 x g i nastepnie przesaczano przez
potrojng warstwe gazy. Uzyskany supernatant mieszano przez 40 minut z 2,5g
uprzednio zréwnowazonej fosfocelulozy, pozostawiajagc zawiesine na noc w
temperaturze 4°C. W dniu nastepnym zawiesine mieszano przez 20 minut, po czym
nanoszono na kolumne szklang o wymiarach 1,3 x 20 cm.

Zaadsorbowany enzym eluowano z kolumny, najpierw 15 ml 0,4 M KCl,
potem 15 ml 0,75 M KCl, a nastepnie 32 ml chlorku potasu w 0,75-2 M gradiencie
stezen (16 ml 0,75 M, 16 ml 2 M), przy szybkosci wyptywu eluatu z kolumny okoto
7 mi/h.

3.2. POMIARY KINETYCZNO-REGULACYIJNE DEAMINAZY AMP

3.2.1. 0ZNACZANIE AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNE)]

Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano metodq fenolowo-podchlorynowq
Chaney'a i Marbacha (76), oparta na kolorymetrycznej ocenie powstajgcego w
trakcie reakcji barwnej indofenolu.

Mieszanina reakcyjna (o objetosci koficowej 0,5 ml) zawierata: 0,05 M bufor
bursztynianowy o pH 6,5 oraz 0,1 M roztwor substratu (5'AMP) odpowiednio w
proporcjach 9:1. Po ustaleniu sie temperatury (30°C), reakcje rozpoczynano
dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej 50 pl eluatu. Reakcje przerywano po uptywie
15 minut dodajac do mieszaniny reakcyjnej kolejno 1 ml odczynnika fenolowego
(38,7 ml fenolu i 0,2 g nitroprusydku sodu w 2 litrach wodnego roztworu) i 1 ml
odczynnika podchlorynowego (21 ml antyforminy i 20 g NaOH w 2 litrach wodnego
roztworu). Nastepnie prébki inkubowano przez 50 minut w temperaturze 50°C, po
czym w kazdej z nich mierzono przy pomocy kolorymetru Epoll2 absorbancje w
620 nm.

Eluowane gradientem stezen KCl frakcje o najwyzszej aktywnosci
specyficznej zlewano i uzywano do pomiardw kinetycznych. W uzywanych do
pomiarow kinetycznych preparatach enzymatycznych nie wykazano aktywnosci
deaminazy adenozyny.

Wplyw pH na aktywno$¢ enzymu badano w przedziale pH 6,2-7,2. Prébki

inkubacyjne o objetosci koncowej 0,5 ml, zawieraty 2,5 mM AMP oraz bufor
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kakodylanowy o odpowiednim pH. Reakcje rozpoczynano dodaniem do mieszaniny
inkubacyjnej roztworu enzymu zawierajacego 2 pg biatka. AktywnoS¢ enzymatyczng

mierzono w sposob opisany powyzej.

3.2.2. 0ZNACZANIE STEZENIA BIALKA

Stezenie biatka w probkach oznaczano metodg Coomasie BG, uzywajac
roztworu wyjsciowego o sktadzie: 0,33 g Coomasie BG (G 250), 66,67 ml 85%
HsPO,, 33,33 ml alkoholu etylowego. Roztwér roboczy (zawierajacy 3 ml roztworu
wyjsciowego, 8 ml 85% HsPO, oraz 3,75 ml alkoholu etylowego) rozcieficzano wodq
destylowang do objetosci koficowej 100 ml i nastepnie przesaczano.
Przygotowywane do oznaczen probki (zawierajace 1 ml roztworu roboczego i 10
preparatu enzymatycznego) inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut,

po czym mierzono ich absorbancje z wykorzystaniem kolorymetru Epoll2 w 578 nm.

3.2.3. 0ZNACZANIE PARAMETROW KINETYCZNYCH

Przygotowane do pomiaréw kinetycznych mieszaniny inkubacyjne o objetosci
koncowej 0.5 ml zawieraty: okreSlone objetosci 0.05 M buforu bursztynianowego o
pH 6.5, substratu - 5’AMP (w stezeniach odpowiednio 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 9,6; 12,8;
25,6 i 51,2mM) oraz efektorbw — ATP, ADP i ortofosforanu (odpowiednio w
stezeniach 1 mM, 1 mM i 2,5 mM). Do tak przygotowanych mieszanin dodawano
roztwdr enzymu (zawierajacy okoto 2 g biatka) rozpoczynajac pomiary aktywnosci.
Préby Slepe zawieraty rozpuszczone w buforze bursztynianowym najwyzsze stezenia
substratu, ewentualnie takze efektor i/lub enzym.

Odczytywane ekstynkcje, pomniejszone o ekstynkcje préb Slepych,
przeliczano na jednostki aktywnosci enzymatycznej, biorac pod uwage uprzednio
wyznaczony wspotczynnik dla odczynnika fenolowego. Parametry kinetyczne reakcji
(szybko$¢ maksymalng reakcji - Vinax, Statg potwysycenia enzymu substratem — Sgs ,

oraz wspotczynnik kooperatywnosci - ny) obliczano za pomocg programu SigmaPlot.
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3.2.4. GENEROWANIE ZMIAN LtADUNKU ENERGETYCZNEGO
ADENYLANOW

tadunek energetyczny adenylanéw generowano zgodnie z metodg opisang
przez Solano i Coffee (77).

Dla realizacji tego celu przygotowywano dwa zestawy probek, z ktorych
pierwszy to proby Slepe - nie zawierajqce enzymu. W zestawie drugim wyjSciowe
roztwory AMP i ATP (2,5 mM w buforze bursztynianowym o pH 6,5), o objetosci
koncowej 1 ml mieszano wzajemnie w zmieniajacych sie proporcjach (rozpoczynajac
od 10 czesci ATP, poprzez 9 czesci ATP / 1 cze$¢ AMP az do 1 czesci ATP / 9 czesci
AMP i w koncu 10 czesci AMP), po czym do kazdej z prob dodawano 0,1 ul 5 M
MgCl, oraz 0,1 pg miokinazy. W celu osiggniecia rownowagi stezen ATP, ADP i AMP
przygotowane W powyzszy sposdb mieszaniny inkubowano przez 2 godziny w
temperaturze 30°C. Nastepnie do kazdej z nich dodawano 50 pl roztworu
(zawierajacego okoto 2 pg biatka) enzymu rozpoczynajac pomiar aktywnosci

enzymatycznej.

3.3. ELEKTROFOREZA ENZYMU W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM W
WARUNKACH DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)

3.3.1 ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY ENZYMU

Rozdziaty elektroforetyczne enzymu prowadzono w aparacie Hoefer SE250 z
zastosowaniem Zelu nieciagtego, sktadajacego sie z 5% Zelu gérnego i 10% Zzelu
dolnego. Zel dolny zawierat: 5,9 ml H,O, 5 ml 30% roztworu akrylamidéw (29,2 g
akrylamidu, 0,8 g NN'metylenobisakrylamidu w 100 ml H,0), 3,8 ml 1,5 M Tris o pH
8,8, 150 yl 10% SDS, 150 ul 10% APS (nadsiarczan amonu) oraz 6 ul TEMED
(NNN'N’'-tetraetyloetylenodiamina). Dla przyspieszenia procesu polimeryzacji wylany
zel nawarstwiano woda, ktérg po spolimeryzowaniu zelu usuwano. Plytki ze
spolimeryzowanym zelem dolnym umieszczano w aparacie do elektroforezy, po
czym wylewano na niego zel gérny o sktadzie: 2,7 ml H,O, 670 ml 30% roztworu
akrylamidéw, 500 ul 0,5M TRIS pH 6,8, 40 ul 10% SDS, 40 ul 10% APS, 4yl
TEMED, nastepnie naktadano potrzebny dla wytworzenia studzienek grzebien. Po
spolimeryzowaniu zelu i usunieciu grzebienia, ptytki z zelem zalewano buforem

elektrodowym o pH 8,3 (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0.1% SDS) rozpoczynajac
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elektroforeze. Elektroforeze prowadzono przez 105 minut, stosujac przez 30 minut
prad o napieciu 100V, a nastepnie przez 75 minut prad o napieciu 120V.

3.3.2 BARWIENIE BIALEK W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM BARWNIKIEM
FAST COOMASIE

Po zakonczonej elektroforezie i usunieciu zelu gdérnego, dla utrwalenia zelu
dolnego wytrzasano go przez okoto 20 minut w roztworze Fast Coomasie (8% Fast
Coomasie, 50% alkohol metylowy, 10% lodowaty kwas octowy) w temperaturze
pokojowej.

W celu odbarwienia utrwalonego zelu wytrzasano go przez 30 minut w
rozworze odbarwiajgcym (5% alkohol metylowy, 1% lodowaty kwas octowy), po

czym przeptukiwano wodg destylowang, suszono i archiwizowano.

3.4. IDENTYFIKACJA ENZYMU METODA WESTERN BLOTTING
3.4.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK

Wazace 0,1 g fragmenty tkanki umieszczano w 1 ml buforu ekstrakcyjnego z
dodatkiem 10 pl koktajlu inhibitorow proteaz (104 mM AEBSF, 70 uM aprotynina,
2 mM leupeptyna, 4 mM bestatyna, 1,5 mM pepstatyna A, 1,4 mM E-64), po czym
homogenizowano w recznym homogenizatorze szklano-teflonowym, odwirowywano
(20 minut w 3000 x g), a nastepnie w otrzymanym supernatancie oznaczano
stezenie biatka. Proby zawierajace po 10 pg biatka zawieszano w buforze lizujgcym
(4% SDS, 20% glicerol, 10% B-merkaptoetanol, 0,125 M Tris-HCI o pH 6,8, 0,04%
btekit bromofenolowy) w proporcji 1:1, inkubowano przez 5 minut we wrzacej fazni
wodnej, odwirowywano przez 1 minute przy 3000 x g, po czym nanoszono na zel i

rozpoczynano elektroforeze.

3.4.2. TRANSFER BIALEK Z ZELU NA MEMBRANE
Membrane PVDF (Millipore Immobilon-P, 0,45 um, typ filtru PVDF)

przycinano do rozmiaréw zelu dolnego, po czym zanurzano w alkoholu metylowym i

moczono 5 minut w wodzie destylowanej. Po przeprowadzeniu rozdziatu
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elektroforetycznego i usunieciu zelu gdérnego, zel dolny umieszczano w ramce
aparatu do transferu i zanurzano w schtodzonym buforze do transferu (25 mM Tris,
190 mM glicyna, pH 8,3) uktadajac ,kanapke” ztozong z gabki, papieru filtracyjnego
(mini trans-blot firmy BIO-RAD), membrany PVDF, Zelu poliakrylamidowego oraz
papieru filtracyjnego.

Nastepnie ramke przektadano do wypetnionego schtodzonym buforem do
transferu aparatu do elektrotransferu (firmy BIO-RAD), rozpoczynajac
elektrotransfer. Elektrotransfer prowadzono 16 godzin, stosujac prad o napieciu
20 V i natezeniu 400 mA.

3.4.3. WESTERN BLOTTING

Po zakonczeniu elektrotransferu, w celu zablokowania miejsc wigzacych
niespecyficznie biatko, membrane inkubowano przez 1 godzine w 100 ml 5%
roztworu mleka w buforze PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM Na,HPOQ,,
1,5mM KH,PO4, pH 7,2). Tak przygotowang membrane inkubowano przez 24
godziny, w temperaturze 4°C, w 10 ml 5% roztworu mleka w PBS z dodatkiem
(rozcienczonych w stosunku 1:2500) przeciwciat poliklonalnych (otrzymanych od dr
R. Sabina z Medical College of Wisconsin, USA), skierowanych przeciwko
rekombinowanej izoformie miesniowej deaminazy AMP cztowieka. Dla usuniecia
niezwigzanych przeciwciat, membrane przeptukiwano trzykrotnie przez 10 minut w
100 ml PBS, po czym inkubowano przez 1 godzine w 5% roztworze mleka w PBS z
dodatkiem przeciwciat (rozcienczonych w stosunku 1:2000) sprzezonych z alkaliczng
fosfataza, skierowanych przeciwko IgG krdliczym. Tak przygotowang membrane
ptukano trzykrotnie przez 10 minut w roztworze PBS, po czym inkubowano przez 5
minut w buforze APB (0,1 M Tris-HCI o pH 9,5, 0,1 M NaCl). Immunodetekcje
prowadzono w obecnosci rozcienczonego (w stosunku 1:100) substratu
chemiluminescencyjnego (25 mM CDP-Star). Po zakonczeniu immunodetekgji
membrane zawijano w przezroczystg folie i eksponowano 15 minut wobec kliszy
XAR-5 Kodak.

Dla identyfikacji pozostatych izoform (watrobowej i erytrocytarnej)
deaminazy AMP cziowieka, zaadsorbowane na membranie przeciwciata przeciwko
izoformie miesniowej zrywano, inkubujac membrane przez 30 minut w temperaturze

50°C w roztworze zawierajacym 100 mM (-merkaptoetanol, 2% SDS i 62,5 mM Tris-
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HCl o pH 6,7. Nastepnie membrane ptukano dwukrotnie przez 10 minut roztworem
PBS, po czym przez 30 minut w 5% roztworze mleka w PBS.

Tak przygotowang membrane inkubowano kolejno z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko rekombinowanym izoformom AMPD2 i AMPD3, powtarzajac
opisang juz procedure od etapu inkubacji membrany z wiasciwym rodzajem
przeciwciat. Na koniec, dla oszacowania ilosci naniesionych ekstraktéw, membrane
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzine z przeciwciatami

(rozcienczonymi w stosunku 1:250) skierowanymi przeciwko aktynie.

3.5. ANALIZA GENOTYPU AMPD1

Analize genotypu AMPD1 przeprowadzono w Heart Science Centre, Imperial
College, Harefield Hospital, Anglia. Dla wykazania mutacji C34T w genie AMPDI
wykorzystywano DNA wyizolowany z mie$nia sercowego. Startery dla amplifikacji
(metoda PCR) eksonu 2, zaprojektowano w oparciu o sekwencje genomowg AMPD1
(GI:886260). Amplifikacje docelowego DNA przeprowadzano (w warunkach
zalecanych przez producenta) przy uzyciu polimerazy HotStar Taq (1.5U). Obecnos¢
mutacji C34T w amplifikowanym DNA potwierdzano za pomoca analizy SSCP (single
stranded conformational polymorphism) oraz metody RFLP (restriction fragment

lenght polymorphism).

3.6. ODCZYNNIKI I INNE MATERIALY

Sigma-Aldrich Co

Akrylamidy, 5'-AMP, ATP, B-merkaptoetanol, btony fotograficzne KODAK XAR-5,
Immobilon P, glicyna, kolumny chromatograficzne do rozdziatu biatek, mieszanina
inhibitoréw proteaz, miokinaza, przeciwciata krélicze anty-aktyna, przeciwciata kozie

anty-krdlicze, SDS, Tris.

Medical College of Wisconsin, USA

Przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko rekombinowanej izoformie

miesniowej, watrobowej i erytrocytarnej deaminazy AMP cztowieka.
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P PARK SCIENTIFIC LIMITED Northampton, U.K.

Fosfoceluloza P-11

SERVA

Coomasie Brillant Blue G-250

BIO-RAD

APS, papier filtracyjny mini trans-blot, TEMED

Polskie Odczynniki Chemiczne

96% alkohol etylowy, alkohol metylowy, fenol, HCI, H,SO,, HsPO, KCl, KOH,

KH,PO,4, NaCl, NaOH, Na,HPO,, MgCl,, kwas octowy lodowaty

Boehringer Mangeim GmbH

PMSF, inhibitor trypsyny

Roche Diagnostics GmbH

substrat CDP-Star
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4. WYNIKI

4.1. WEASCIWOSCI CHROMATOGRAFICZNE ENZYMU

Enzym izolowano z komdr serc ludzkich pobranych w okresach: ptodowym,
noworodkowym, dzieciecym i dojrzatym rozwoju osobniczego. Tabela I przedstawia
$rednie aktywnosci deaminazy AMP w homogenatach serc ludzkich we

wspomnianych okresach ontogenezy.

Tabela I

Aktywno$¢ deaminazy AMP w homogenatach serc ludzkich.

Aktywno$¢ specyficzna
Okres deaminazy AMP
rozwoju w homogenacie serca
osobniczego ludzkiego
[umol/min/mg]
ptodowy 0,07 (= 0,03)
noworodkowy 0,09 (= 0,03)
dzieciecy 0,07 (£ 0,01)
dojrzaty 0,07 (= 0,01)

Ryciny 1-4 przedstawiajq rozdziaty chromatograficzne deaminazy AMP serca
ludzkiego w badanych okresach ontogenezy. Jak wynika z przedstawionych rycin
rozdziatly chromatograficzne enzymu w poszczegdlnych etapach ontogenezy
przebiegaty podobnie, pozwalajac wyrozni¢ w kazdym z nich dwa, oddzielone od
siebie szczyty aktywnosci: jeden wyptukiwany 0,75 M chlorkiem potasu -
reprezentujagcy enzym mato aktywny, czeSciowo zdegradowany oraz drugi,
wyptukiwany 1,2 -1,5M gradientem chlorku potasu - reprezentujacy bardziej
aktywny enzym w duzym stopniu oczyszczony, niezdegradowany lub zdegradowany

przez enzymy proteolityczne w stopniu nieznacznym.
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Rycina 1.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce ptodu) — chromatografia na kolumnie z

fosfoceluloza.

Objetosc¢ zbieranych frakcji = 1,2 ml.
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Rycina 2.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce noworodka) - chromatografia na kolumnie z

fosfoceluloza.

Objetos¢ zbieranych frakcji = 1,2 ml.
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Rycina 3.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce dziecka) - chromatografia na kolumnie z

fosfoceluloza.

Objetosc¢ zbieranych frakcji = 1,2 ml.
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Rycina 4.
Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce cztowieka dorostego) - chromatografia
kolumnie z fosfoceluloza.

Objetos¢ zbieranych frakcji = 1,2 ml.
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W wyniku przeprowadzonej chromatografii na fosfocelulozie oczyszczono
enzym blisko dwudziestokrotnie uzyskujac preparaty enzymatyczne o aktywnosciach

specyficznych przedstawionych w Tabeli II.

Tabela 1II

Aktywnosci preparatow enzymatycznych uzyskanych po chromatografii na
fosfocelulozie.

Okres Aktywno$¢ specyficzna
rozwoju deaminazy AMP
osobniczego [umol/min/mg]
ptodowy 1,4(x0,1)
noworodkowy 2,5(x0,1)
dzieciecy 1,4(x0,2)
dojrzaty 09(x0,1)

4.2, WEASCIWOSCI KINETYCZNO — REGULACYINE IZOLOWANEGO

ENZYMU
4.2.1. KINETYKA WYSYCENIA ENZYMU SUBSTRATEM

Ryciny 5 - 8 ilustrujg wtasciwosci kinetyczno—regulacyjne deaminazy AMP
serca ludzkiego w réznych okresach rozwoju osobniczego.

Jak wynika z przedstawionych ponizej rycin, mierzona w warunkach
kontrolnych (w nieobecnosci efektoréow allosterycznych) sigmoidalna kinetyka
wysycenia enzymu substratem charakteryzowata enzym, w kazdym z badanych

okreséw ontogenezy.

30



Aktywnosc¢ specyficzna [umol/min/mg]

O T T T T T
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AMP [mM]

Rycina 5.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce ptodu) - kinetyka wysycenia enzymu
substratem.

Oznakowanie krzywych kinetycznych: O brak efektora (warunki kontrolne),
A obecno$¢ 1 mM ATP, V¥ obecno$¢ 1 mM ADP, @ obecnosc 2,5 mM Pi.
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Aktywnos$¢ specyficzna [umol/min/mg]

60

AMP[mM]

Rycina 6.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce noworodka) - kinetyka wysycenia enzymu
substratem.

Oznakowanie krzywych kinetycznych: O brak efektora (warunki kontrolne),
A obecnos¢ 1 mM ATP, ¥ obecno$¢ 1 mM ADP, @ obecno$¢ 2,5 mM Pi.
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Aktywnos$¢ specyficzna [pmol/min/mg]
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0 10 20 30 40 50 60

AMP[mMM]

Rycina 7.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce dziecka) - kinetyka wysycenia enzymu
substratem.

Oznakowanie krzywych kinetycznych: O brak efektora (warunki kontrolne),
A obecno$¢ 1 mM ATP, ¥ obecno$¢ 1 mM ADP, @ obecno$¢ 2,5 mM Pi.
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Aktywnos$¢ specyficzna [umol/min/mg]

O T T T T T
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AMP [mM]

Rycina 8.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce cztowieka dorostego) - kinetyka wysycenia
enzymu substratem.

Oznakowanie krzywych kinetycznych: O brak efektora (warunki kontrolne),
A obecnos¢ 1 mM ATP, ¥ obecno$¢ 1 mM ADP, @ obecnos¢ 2,5 mM Pi.
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Tabela III przedstawia wartosci parametrow kinetycznych reakcji
katalizowanej przez deaminaze AMP serca ludzkiego, w badanych okresach rozwoju
osobniczego, mierzone w nieobecnosci i w obecnosci najwazniejszych efektorow
allosterycznych enzymu.

Jak wynika z Tabeli III, w nieobecnosci efektoréw allosterycznych wartosci
statej potwysycenia (Sy5) dla enzymu wyizolowanego z serca ptodu, noworodka oraz
dziecka byty nizsze od wartosci tej statej wyznaczonej dla enzymu wyizolowanego z
serca cztowieka dorostego. Obecno$¢ efektordw allosterycznych (ATP, ADP,
ortofosforan) modyfikowata wyraznie wartosci statej pétwysycenia, wptywajac tylko
nieznacznie na szybko$¢ maksymalng reakcji. Szybko$¢ maksymalna reakcji
katalizowanej przez deaminaze AMP wyizolowang z serca noworodka znaczaco
przewyzszata, w kazdych warunkach, wartosci tego parametru wyznaczone dla
enzymu wyizolowanego z serca ludzkiego w pozostatych okresach rozwoju

osobniczego.
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Tabela III.
Deaminaza AMP serca ludzkiego - wptyw efektoréw allosterycznych na wartosci liczbowe parametrow kinetycznych reakcji w réznych okresach
rozwoju osobniczego cztowieka.

So.s Vmax Ny
(mM) (pmol/min)
Grupa wiekowa
\ I II III v I II III v I II III IV

Dodany efektor
Brak efektora (kontrola) 6,5 6,6 7,3 9,6 2,6 4,6 2,4 2,5 2,1 2,2 2,3 1,5
ATP 0,9 1,2 1,3 1,0 2,5 4,9 2,5 2,5 1,1 1,0 1,2 0,9
ADP 2,7 2,3 3,0 2,2 2,6 4,4 2,2 2,0 1,3 1,4 1,0 1,1
Pi (ortofosforan) 14,3 8,2 11,4 12,2 2,5 3,7 2,3 2,4 2,2 1,8 2,2 1,9

I - enzym wyizolowany z serca ptodu, II - enzym wyizolowany z serca noworodka, III - enzym wyizolowany z serca dziecka,
IV - enzym wyizolowany z serca dorostego cztowieka.
Wartosci S.D. nie przekraczaty 10% wartosci wyliczonych srednich.
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Rycina 9 przedstawia regulacyjny wptyw efektoréw allosterycznych na
aktywnos$¢ deaminazy AMP serca ludzkiego, mierzony w 0,8 mM stezeniu substratu.

2,0

15

1,0

0,5

Aktywnos¢ specyficzna [Hmol/min/mg]

0,0

Pi ADP

ATP K

Rycina 9.

Deaminaza AMP serca ludzkiego — regulacyjny wptyw efektorow allosterycznych na
aktywnos¢ enzymu w réznych okresach ontogenezy.

Enzym wyizolowany z serca: I — ptodu, II — noworodka, III — dziecka, IV - cztowieka
dorostego. K — reakcja enzymu w nieobecnosci efektorow (warunki kontrolne).

Aktywno$¢ enzymu mierzono w 0,8 mM stezeniu substratu.

Jak wynika z ryciny 9 w badanym stezeniu substratu uwidocznit sie silny
aktywujacy wptyw ATP oraz stosunkowo niewielki, stabo widoczny hamujacy wptyw
ortofosforanu. Aktywujacy wptyw ATP (szczegdlnie wyrazny w okresie ptodowym,

noworodkowym i dzieciecym) w okresie dojrzatym rozwoju osobniczego ulegt
wyraznemu ostabieniu.
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4.2.2. WPLYW ZMIAN STEZENIA JONOW WODOROWYCH (pH)

Rycina 10 przedstawia wptyw zmian pH na aktywno$¢ deaminazy AMP serca

ludzkiego w badanych okresach rozwoju osobniczego.
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Rycina 10.

Deaminaza AMP serca ludzkiego - wptyw zmian stezenia jondw wodorowych na
aktywnos¢ enzymu.

Enzym wyizolowany z serca: ptodu O , noworodka A , dziecka\/ ,cztowieka
dorostego @.

Aktywnos$¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym przy 2,5 mM stezeniu
substratu.

Wartosci przedstawione na rycinie stanowig srednie z trzech niezaleZznych pomiarow.
Wartosci S.D. miescity sie w zakresie + 10% wartosci wyliczonych srednich.

Jak wynika z powyzszej ryciny optimum aktywnosci enzymu wyizolowanego z
serca ptodu, dziecka oraz cziowieka dorostego przypadato na pH 6,4. W
przeciwienstwie do tego enzym wyizolowany z serca noworodka optimum
aktywnosci wykazywat w pH 6,6. W pH wyzszych od optymalnego, aktywnos$¢
enzymu wyizolowanego z serca noworodka gwattownie malata, osiggajac wartosci

nizsze od obserwowanych w okresie ptodowym i dzieciecym.
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4.2.3. WPLYW ZMIAN WARTOSCI tADUNKU ENERGETYCZNEGO ADENYLANOW
(LEA)

Rycina 11 przedstawia wptyw zmian wartosci fadunku energetycznego
adenylanéw (LEA) na aktywnoS¢ deaminazy AMP serca ludzkiego w badanych

etapach rozwoju osobniczego.

Aktywnosc¢ specyficzna [umol/min//mg]

1
0,0 0,2 0.4 0.6 0g 085095 |0

LEA

Rycina 11.

Deaminaza AMP serca ludzkiego - wptyw zmian wartosci tadunku energetycznego
adenylanéw (LEA) na aktywno$¢ enzymu.

Enzym wyizolowany z serca: ptodu O , noworodka A , dziecka\/ ,cztowieka
dorostego @.
Wartosci przedstawione na rycinie stanowig srednie z trzech niezaleZznych pomiarow.
Wartosci S.D. miescity sie w zakresie + 10% wartosci wyliczonych srednich.

Jak wynika z przedstawionej powyzej ryciny, w przedziale fizjologicznych
zmian tEA (0,85 - 0,95), aktywno$¢ deaminazy AMP wyizolowanej z serca
noworodka zmieniata sie gwattowniej niz zaobserwowano to w pozostatych okresach

rozwoju osobniczego.
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4.3. SKLAD PODIJEDNOSTKOWY I ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA
ENZYMU

ST I II I 1v

kDa

94 —

67 — ) T D )
43 L Jp— o -'I‘“‘
30 ~

20,1 -

Rycina 12.

Deaminaza AMP serca ludzkiego - elektroforeza homogenatdw miesnia sercowego w
badanych okresach rozwoju osobniczego.

Oznaczenia Sciezek:

ST — wzorce masowe (94 kDa fosforylaza b, 67 kDa albumina, 43 kDa ovalbumina,
30 kDa anhydraza weglanowa, 20,1 kDa inhibitor trypsyny),

I — homogenat serca ptodu, II —homogenat serca noworodka, III —homogenat
serca dziecka, IV - homogenat serca dorostego cziowieka.

Na zel naniesiono po 10ug biatka.

Jak pokazano na rycinie 12 rozdziaty elektroforetyczne homogenatéw serca
ludzkiego w badanych okresach rozwoju osobniczego miaty podobny wyglad.

Nie wykazywaly rdznic takze rozdziaty elektroforetyczne preparatow
enzymatycznych uzyskanych w wyniku chromatografii na fosfocelulozie (Ryc. 13). W
kazdym z nich uwidocznita sie obecnos¢ biatka o masie czasteczkowej okoto 68 kDa.
Biatku temu towarzyszyly inne biatka, o nizszych masach czasteczkowych, bedace
Sladami zanieczyszczenia lub/i produktami czeSciowej degradacji biatka o

najwiekszej masie czasteczkowej.
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Rycina 13.
Deaminaza AMP serca ludzkiego - rozdziat elektroforetyczny preparatéw

enzymatycznych w badanych okresach ontogenezy.

Oznaczenia Sciezek:

ST - standardy (94 kDa fosforylaza b, 67 kDa albumina, 43 kDa ovalbumina, 30 kDa
anhydraza weglanowa, 20,1 kDa inhibitor trypsyny), I — enzym z serca ptodu, II —
enzym z serca noworodka, III —enzym z serca dziecka, IV - enzym z serca
cztowieka dorostego.

Na zel naniesiono po 5ug biatka.

Rycina 14 przedstawia analize Western blotting uwidocznionych na
poprzedniej rycinie biatek ze specyficznymi przeciwciatami dla izoformy miesniowej
enzymu (AMPD1). Reakcja immunologiczna przeciwciat z biatkiem o masie
czasteczkowej okoto 68 kDa byla ewidentna. Pozostate uwidocznione w
elektroforezie biatka (Ryc. 13) nie wykazywaty reakcji z przeciwciatami anty-AMPD1.

ST E

o -

Rycina 14.

Deaminaza AMP serca ludzkiego (serce cztowieka dorostego) — reakcja enzymu z
rekombinowanymi przeciwciatami anty-AMPD1.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, E —enzym wyizolowany z serca
dorostego cztowieka.
Na Zel naniesiono po 10ug biatka.
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Rycina 15 przedstawia reakcje immunologiczng (analiza Western blotting)
homogenatéw serc ludzkich z rekombinowanymi przeciwciatami anty-AMPD1.
Jedynym biatkiem homogenatu reagujagcym z wymienionymi przeciwciatami byto

biatko o masie czasteczkowej 68 kDa.

ST I II III v

72kDa —* _— -~ - <«— 68 kDa

AMPD1
40kDa v i <«— 42 kDa
3 aktyna
Rycina 15.
Deaminaza AMP serca ludzkiego — reakcja homogenatu serca ludzkiego z

rekombinowanymi przeciwciatami anty-AMPD1.

Oznaczenia $ciezek: ST — wzorce masowe, I-—homogenat serca ptodu, II -
homogenat serca noworodka, III — homogenat serca dziecka, IV - homogenat serca
cztowieka dorostego.

Na zel naniesiono po 10ug biatka.

Ryciny 16 i 17 przedstawiajg reakcje immunologiczng (analiza Western
blotting) homogenatéw serc ludzkich z rekombinowanymi przeciwciatami anty-
AMPD2 (Ryc. 16) i anty-AMPD3 (Ryc. 17). Podobnie jak w poprzednim przypadku
jedynym biatkiem obecnym w homogenatach reagujacym z tymi przeciwciatami byto
biatko o masie czasteczkowej 68 kDa. Zaobserwowane rdznice w intensywnosci
prazkdow mogty wskazywaé na zréznicowany poziom ekspresji izoformy deaminazy

AMP w poszczegdlnych homogenatach (Ryc. 18).
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Rycina 16.
Deaminaza AMP serca ludzkiego — reakcja homogenatu serca ludzkiego z

rekombinowanymi przeciwciatami anty-AMPD2.
Oznaczenia $ciezek: ST — wzorce masowe, I-—homogenat serca ptodu, II -
homogenat serca noworodka, III — homogenat serca dziecka, IV - homogenat serca

cztowieka dorostego.
Na Zel naniesiono po 10ug biatka.
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Rycina 17.

Deaminaza AMP serca ludzkiego — reakcja homogenatu serca ludzkiego z
rekombinowanymi przeciwciatami anty-AMPD3.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, I—homogenat serca ptodu, II-—
homogenat serca noworodka, III — homogenat serca dziecka, IV - homogenat serca
dorostego cztowieka.

Na Zel naniesiono po 10ug biatka.

Przedstawiona na rycinie 18 analiza densytometryczna, wynikow badan
Western blotting sugeruje, ze w przebiegu ontogenezy poziomy izoform deaminazy
AMP w sercu ludzkim ulegajg zmianom, a interesujacq cechg tych zmian wydaje sie
by¢ malejacy w kolejnych okresach ontogenezy poziom izoformy miesniowej,

narastajacy poziom izoformy watrobowej i doS¢ niezmieniony poziom izoformy

erytrocytarnej.
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Rycina 18.

Deaminaza AMP serca ludzkiego — wzgledne poziomy izoformy A) mieSniowej
(AMPD1), B) watrobowej (AMPD2), C) erytrocytarnej (AMPD3) w homogenatach
serca w badanych okresach rozwoju osobniczego.

Wzgledny poziom izoform deaminazy AMP oszacowano na podstawie zawartoSci
aktyny w probie.

Oznaczenia: I - homogenat serca ptodu, II —homogenat serca noworodka, III —
homogenat serca dziecka, IV - homogenat serca dorostego cztowieka.
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4.4. DEAMINAZA AMP SERCA LUDZKIEGO — WEASCIWOSCI ENZYMU
WYIZOLOWANEGO Z SERCA DZIECKA O ZMUTOWANYM GENOTYPIE
AMPD

W jednym przypadku aktywnos¢ deaminazy AMP w homogenacie tkankowym
byfa nizsza od przecietnej. Przeprowadzona analiza genotypowa tej tkanki wykazata
obecno$¢ mutacji C34T w genie AMPDI1, ze wzgledu na ktérg dawca materiatu

okazat sie heterozygota.

4.4.1. WLASCIWOSCI CHROMATOGRAFICZNE ENZYMU

Tabela IV przedstawia aktywno$¢ deaminazy AMP w homogenacie
tkankowym serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym i zmutowanym.

Tabela IV
Aktywnos$¢ deaminazy AMP w homogenatach serca dziecka.

Okres Aktywno$¢ specyficzna
rozwoju deaminazy AMP
osobniczego w homogenacie tkankowym
[umol/min/mg]
dzieciecy - P 0,07 (x 0,01)
dzieciecy - HT 0,05

P — homogenat serca dziecka o prawidtowym genotypie AMPD,
HT - homogenat serca dziecka o nieprawidtowym genotypie AMPD (mutacja
C34T w genie AMPDI).
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Deaminaza AMP serca dziecka o zmutowanym genotypie AMPD — chromatografia

enzymu na kolumnie z fosfoceluloza.

Insert A) przedstawia odpowiednig chromatografie deaminazy AMP serca dziecka o

prawidtowym genotypie AMPD (Ryc. 3).
Objetos¢ zbieranych frakcji = 1,2 ml.
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Na rycinie 19 poréwnano wiasciwosci chromatograficzne deaminazy AMP
wyizolowanej z serca dziecka o genotypie AMPD zmutowanym i prawidtowym
(insert). Jak wynika z przedstawionej ryciny uwolniony z fosfocelulozy enzym serca
dziecka o zmutowanym genotypie byt mniej aktywny, a uformowany przez ten
enzym szczyt aktywnosci bardziej rozmyty.

Jak wida¢ w Tabeli V, otrzymane preparaty enzymatyczne po oczyszczeniu

na fosfocelulozie posiadaty znacznie réznigce sie aktywnosci.

Tabela V

Aktywnosci preparatow enzymatycznych uzyskanych po chromatografii na
fosfocelulozie.

Okres Aktywno$¢ specyficzna
rozwoju deaminazy AMP
osobniczego [umol/min/mg biatka]
dzieciecy - P 1,4(x0,2)

dzieciecy - HT 0,5

P — preparat enzymatyczny serca dziecka o prawidtowym genotypie AMPD,
HT - preparat enzymatyczny serca dziecka o zmutowanym genotypie AMPD.

4.4.2. WEASCIWOSCI KINETYCZNO — REGULACYJINE ENZYMU

4.4.2.1. KINETYKA WYSYCENIA ENZYMU SUBSTRATEM

Rycina 20 oraz Tabela VI ilustrujg wtasciwosci kinetyczno-regulacyjne

deaminazy AMP wyizolowanej z serca dziecka o zmutowanym genotypie AMPD.
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Rycina 20.

Deaminaza AMP serca dziecka o zmutowanym genotypie AMPD — wilasciwosci
kinetyczno-regulacyjne enzymu.

Insert A) przedstawia witasciwosci kinetyczno-regulacyjne deaminazy AMP serca
dziecka o prawidtowym genotypie AMPD (Ryc. 7).

Oznakowanie krzywych kinetycznych - O krzywa kontrolna, A krzywa w obecnosci
1 mM ATP, ¥ krzywa w obecnosci 1 mM ADP, ® krzywa w obecnosci 2,5 mM Pi.
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Tabela VI

Wptyw efektoréw allosterycznych na wartosci parametréw kinetycznych reakgcji
katalizowanej przez deaminaze AMP serca dziecka o genotypie prawidiowym (P) i
zmutowanym (HT).

So.5 Vmax NK
(mM) (pmol/min)

Grupa P HT P HT P HT

Dodany efektor
Brak efektora 7,3 12,5 2,4 1,9 2,3 0,8

(kontrola)

ATP 1,3 0,8 2,5 1,7 1,2 1,0
ADP 3,0 1,5 2,2 1,6 1,0 1,3
Pi 11,4 8,4 2,3 1,6 2,2 2,5

Przedstawione wartosci stanowig srednie z trzech niezaleZznych oznaczen. Wartosci
S.D. dla tych oznaczeri miescily sie w zakresie + 10% wartosci srednich.

Jak wynika z przedstawionych na rycinie 20 oraz w Tabeli VI danych, krzywa
wysycenia enzymu substratem dla deaminazy AMP z serca dziecka o zmutowanym
genotypie AMPD prezentowata profil nieregularnej hiperboli (ny=0,8), ze stalg
potwysycenia (Sps) niemal dwukrotnie wiekszg od statej pétwysycenia wyznaczonej
dla enzymu serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym. W obecnosci 1 mM ATP,
1 mM ADP oraz w obecnosci 2,5 mM ortofosforanu wartosci Sps wyznaczone dla
enzymu pochodzacego z serca dziecka o zmutowanym genotypie AMPD byly
wyraznie nizsze od odpowiednich statych wyznaczonych dla enzymu pochodzacego z
serca dziecka o prawidtowym genotypie AMPD.
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4.4.2.2. WPLYW ZMIAN STEZENIA JONOW WODOROWYCH (pH)

Rycina 21 przedstawia wptyw pH na aktywno$¢ deaminazy AMP

wyizolowanej z serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym i zmutowanym.
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0,4 1

0,2 1

Aktywnosc¢ specyficzna [umol/min/mg]

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

pH

Rycina 21.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym O i zmutowanym
® - wplyw zmian pH.

Aktywno$¢ enzymu mierzono w 0,1 M buforze kakodylanowym przy 2,5 mM stezeniu
substratu.

Symbole przedstawione na rycinie stanowig srednie z trzech niezaleznych oznaczeri,
Wartosci S.D. dla tych oznaczeri miescity sie w zakresie +10% wyliczonych wartosci
srednich.

Jak wynika z ryciny 21 deaminaza AMP wyizolowana z serca dziecka o
genotypach prawidtowym i zmutowanym reagowata podobnie na zmiany stezenia

jondw wodorowych, wykazujac optimum aktywnosci w pH bliskim 6,4.
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4.4.2.3. WPLYW ZMIAN WARTOSCI LADUNKU ENERGETYCZNEGO ADENYLANOW (LEA)

Rycina 22 ilustruje wptyw zmian wartosci LEA na aktywno$¢ deaminazy AMP
serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym i zmutowanym.
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Rycina 22,

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypie prawidtowym O i zmutowanym @ -
wptyw zmian wartosci fadunku energetycznego adenylandéw (LEA) na aktywnosc¢
enzymu.

Symbole przedstawione na rycinie stanowig srednie z trzech niezaleZznych oznaczeri,
Wartosci S.D. dla tych oznaczeri miescity sie w zakresie +10% wyliczonych wartosci
srednich.

Jak wynika z ryciny 22 deaminaza AMP wyizolowana z serca dziecka o
zmutowanym genotypie, w poréwnaniu z enzymem wyizolowanym z serca dziecka o
prawidlowym genotypie, reagowata w sposdb umiarkowany na zmiany wartosci
LEA. Podobne rdznice w sposobie reagowania obydwu enzymdéw na zmiany LEA
obserwowano w przedziale fizjologicznych zmian wartosci tego tadunku (0,85-0,95).
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4.4.3. ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY ORAZ ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA
ENZYMU

Rycina 23 przedstawia rozdziat elektroforetyczny deaminazy AMP serca

dziecka o genotypie AMPD prawidtowym i zmutowanym.

ST HT P
k
Da 94
67
43
|
30
—

Rycina 23.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypie AMPD prawidtowym (P) i zmutowanym
(HT) — rozdziat elektroforetyczny enzymu.

Oznaczenia $ciezek: ST — wzorce masowe, , P — enzym wyizolowany z serca dziecka
o prawidtowym genotypie, HT — enzym wyizolowany z serca dziecka o zmutowanym
genotypie (heterozygota).

Na Zel naniesiono po 10ug biatka.

Jak pokazano na rycinie 23, elektroforeza kazdego z wymienionych enzymow
uwidocznita w zelu biatko o masie czasteczkowej 68 kDa, reagujace z przeciwciatami
anty-AMPD1 (Ryc. 24). Nasilenie intensywnosci prazkéow byto proporcjonalne do

ilosci enzymu uwidocznionego w trakcie elektroforezy.
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ST HT P

72 kDa

Rycina 24.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypie prawidtowym (P) i zmutowanym (HT) —
reakcja enzymu z przeciwciatami anty-AMPD1.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, P — enzym wyizolowany z serca dziecka o
prawidtowym genotypie, HT — enzym wyizolowany z serca dziecka o zmutowanym
genotypie (heterozygota).

Na zel naniesiono po 10ug biatka.

Ryciny 25 A- 27 A przedstawiajq reakcje homogenatéw tkankowych serca
dziecka o genotypie AMPD prawidtowym i zmutowanym, z rekombinowanymi,
specyficznymi dla poszczegolnych izoform deaminazy AMP przeciwciatami (analiza
Western blotting).

Analiza densytometryczna (Ryc. 25 B - 27 B) uzyskanych wynikdw pozwolita
oszacowac intensywno$¢ odpowiedzi immunologicznej homogenatu tkankowego
serca dziecka o zmutowanym genotypie z przeciwciatami anty-AMPD1, anty-AMPD2,
anty-AMPD3, odpowiednio na 60, 60 i 90% odpowiedzi immunologicznej

homogenatu serca dziecka o prawidtowym genotypie.
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Rycina 25.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypie prawidtowym i zmutowanym
A) reakcja homogenatu tkankowego z przeciwciatami anty — AMPD1
B) oszacowanie densytometryczne intensywnosci reakcji immunologiczne;j.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, P - genotyp prawidtowy, HT — genotyp
nieprawidtowy (heterozygota). Proby zawieraty po 10ug biatka catkowitego.
Wzgledny poziom izoformy miesniowej deaminazy AMP oszacowano na podstawie
zawartosci aktyny w probie.
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Rycina 26.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypach prawidtowym i zmutowanym
A) reakcja homogenatu tkankowego z przeciwciatami anty — AMPD2
B) oszacowanie densytometryczne intensywnosci reakcji immunologiczne;j.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, P — genotyp prawidtowy, HT — genotyp
nieprawidtowy (heterozygota). Préby zawieraty po 10ug biatka catkowitego.
Wzgledny poziom izoformy watrobowej deaminazy AMP oszacowano na podstawie
zawartosci aktyny w probie.
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Rycina 27.

Deaminaza AMP serca dziecka o genotypach prawidtowym i zmutowanym
A) reakcja homogenatu tkankowego z przeciwciatami anty — AMPD3
B) oszacowanie densytometryczne intensywnosci reakcji immunologiczne;j.

Oznaczenia Sciezek: ST — wzorce masowe, P - genotyp prawidtowy, HT — genotyp
nieprawidtowy (heterozygota). Préby zawieraty po 10ug biatka catkowitego.

Wzgledny poziom izoformy erytrocytarnej deaminazy AMP oznaczonej na podstawie
zawartosci aktyny w probie.
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5. DYSKUSJA

Podczas rozdziatu chromatograficznego izolowanych deaminaz AMP z serca
ptodu, noworodka, dziecka i cziowieka dorostego zaobserwowano w eluatach z
kolumny dwa, wyraznie od siebie oddzielone szczyty aktywnosci (Ryc. 1 — 4).
Wyptukiwany stepem KCI szczyt pierwszy, wykazywat niskg aktywnos$¢ specyficzng i
zawierat tylko niewielkg cze$¢ uwolnionej aktywnosci. Wyptukiwany gradientem KCl
szczyt drugi, zasadniczy, byt bardziej aktywny i zawierat wiekszo$¢ uwolnionej
aktywnosci.

Odmiennie w stosunku do profili elucyjnych deaminazy AMP wyizolowanej z
serca ptodu, dziecka i cztowieka dorostego (Ryc. 1, 3, 4), przedstawiat sie profil
elucyjny enzymu wyizolowanego z serca noworodka (Ryc. 2). Uwolniona gradientem
KCl aktywno$¢ byta tutaj wyraznie wyzsza (Tabela II), a enzym eluowat z
fosfocelulozy pdzniej (frakcje 45-66) niz obserwowano to w innych okresach
rozwojowych (frakcje 37-48).

Wiasciwosci kinetyczno-regulacyjne wszystkich rozwojowych form deaminazy
AMP, charakteryzowata podobna kinetyka wysycenia enzymu substratem oraz
podobny profil regulacyjny. W kazdym z przypadkdw zaobserwowaé sie dato
wyrazny, aktywujacy wptyw ATP i ADP oraz hamujacy wptyw ortofosforanu.
Widocznym znakiem regulacyjnego wptywu ATP lub ADP byfa hiperbolizacja krzywej
wysycenia enzymu substratem oraz spadek wartosci statej potwysycenia (Sgs).
Natomiast w obecnosci ortofosforanu nastepowato pogtebienie sigmoidalnego
charakteru tej krzywej oraz wzrost wartosci statej Sps (Tabela III). Poréwnanie
wiasciwosci regulacyjnych form rozwojowych deaminazy AMP, badanych w 0,8 mM
stezeniu substratu, pozwolito uwidoczni¢ bardziej wyraznie réznice w oddziatywaniu
efektorow allosterycznych na formy rozwojowe enzymu (Ryc.9).

Jak to pokazujq Ryciny 10 i 11, na aktywnos$¢ rozwojowych form deaminazy
AMP mialy takze wptyw pH S$rodowiska inkubacyjnego (Ryc. 10) oraz wartoSci
tadunku energetycznego adenylanow (LEA) (Ryc. 11).

Przedstawione powyzej odmiennosci w zachowaniu enzymu wyizolowanego z
serca noworodka sugeruja, ze w rozwoju osobniczym cztowieka deaminaza AMP z
serca zmienia swoj sktad izozymowy, podobnie jak obserwuje sie w przypadku
enzymu z serca szczura (75) oraz miesnia szkieletowego szczura (66,69) i cztowieka
(65).
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Z badan przeprowadzonych na enzymie rekombinowanym wiadomo, ze masa
~podjednostkowa” natywnej deaminazy AMP jest rdézna i w zaleznosci od rodzaju
izozymu, wynosi od 88 do 101 kDa (13,78,79).

Przedstawione w pracy wyniki badan elektroforetycznych podobnego
zréznicowania ,podjednostkowej” masy czasteczkowej enzymu sercowego jednak
nie wykazaty. Na kazdym z etapdw ontogenezy elektroforeza enzymu po
chromatografii uwidaczniata biatko o masie czasteczkowej okoto 68 kDa (Ryc. 13).
Obecnie wiadomo (14), ze biatko o tej masie reprezentuje najpewniej podjednostke
Jkadtubowq” enzymu, zredukowang o labilny, izozymowo specyficzny fragment N-
terminalny. Pomimo identycznych lub bardzo podobnych wynikéw elektroforezy,
przeprowadzona na ich podstawie analiza Western blotting, data rdozne wyniki.
Réznice dotyczyty natezenia reakcji uwidocznionego w elektroforezie biatka, ze
specyficznymi przeciwciatami dla poszczegdinych izoform deaminazy AMP (Ryc. 15-
17). Sugerujq one zréznicowany, zmieniajacy sie w przebiegu ontogenezy udziat
izoform w tworzeniu aktywnosci ogdlnej. To za$, z uwagi na odmienne wiasciwosci
kinetyczno-regulacyjne izoform, mogtoby sugerowac, zachodzace w trakcie rozwoju
osobniczego zmiany w specyfice metabolicznej serca. Przyjmujac powyzsze
zatozenia mozna wiec przypuszczalé, ze wysokie poziomy wykazujacej wysokq
sprawno$¢ katalityczng (niska wartoS¢ Sos wobec substratu) izoformy miesniowej
(AMPD1) w sercu noworodka i dziecka, odpowiadajg specyfice metabolicznej serca
w tych okresach rozwojowych. W sercu cztowieka dorostego, ktdrego specyfika
metabolizmu by¢ moze jest juz inna, dla katabolizmu energetycznego serca, bardziej
odpowiednia by¢ moze mniej sprawna katalitycznie izoforma watrobowa (wysoka
wartos$¢ So s wobec substratu) (Ryc. 18).

Charakterystyczng cechga metabolizmu energetycznego serca jest duzy
dobowy obrot energii i dla podtrzymania funkcji serca zasoby komoérkowego ATP
muszg by¢ zatem ciggle uzupetniane (80-82).

Resynteza ATP w miesniu sercowym przebiega podobnie jak w miesniu
szkieletowym i moze dokonywaé sie w wyniku: 1) fosforylacji ADP (w reakcji
katalizowanej przez miokinaze); 2) defosforylacji fosfokreatyny (w reakcji
katalizowanej przez kinaze kreatyny); 3) glikolizy (ktorej zrédtem moze by¢ glukoza
pochodzaca z rozktadu pokarmowych weglowodandéw lub miesniowego glikogenu),
lub tez 4) B-oksydacji wolnych kwaséw ttuszczowych. Bezposrednim Zzrddiem

komdérkowego ATP w mieSniach jest fosfokreatyna (fosfagen), ktorej
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natychmiastowa defosforylacja zapobiega obnizeniu komoérkowego stezenia ATP w
stanach nagtego zapotrzebowania energetycznego tkanki (83).

Cykiaza adenylanowa

— » CAMP

P-P
ATPaza
Fosfodiesteraza

Kinaza adenylanowa Fosfataza
(miokinaza) )
'\/
AMP
Deaminaza AMP 5 "-nukleotydaza
Pi
NG

IMP Adenozyna

5 “-nukletydaza eam/naza adenozyny
k/

Inozyna

Fosforylaza
P-ryboza
Hipoksantyna

Rycina 4. Degradacja nukleotyddw purynowych w sercu (wg. M. Zydowo, Int. J.
Biochem 1976 (84)).

Zachodzaca podczas pracy serca hydroliza ATP oraz jego resynteza s ze
sobg Scisle sprzezone. Utworzony w reakcji katalizowanej przez miokinaze AMP
moze za$ by¢ dalej deaminowany do IMP (deaminaza AMP) lub tez defosforylowany
do adenozyny (5-nukleotydaza) (Ryc. 4).

Degradacja AMP w tkance, wymienionymi wyzej metabolicznymi drogami,
zalezy od gatunkowo i tkankowo zréznicowanej ekspresji oraz od wiasciwosci
kinetyczno-regulacyjnych deaminazy AMP i 5'-nukleotydazy. Sposrdod siedmiu
poznanych dotad izoform 5’-nukleotydazy (85,86) (c-N-IA, c-N-IB, c-N-II, c-N-III,
c-d-N, m-d-N, e-N), w miesniu sercowym ssakow, poza izoformg btonowg (e-N),
wykazano jedynie aktywnosci dwu izoform cytozolowych (c-N-I i c-N-II),
preferujacych jako substrat, odpowiednio AMP i IMP. Izoformy te réznig sie miedzy
sobg specyficznoscig substratowg oraz wiasciwosciami kinetyczno-regulacyjnymi
(87).
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Preferujgcej IMP izoformie c-N-II, ze wzgledu na jej charakterystyke
kinetyczno-regulacyjna, przypisuje sie role w utrzymywaniu komorkowego stezenia
IMP na niskim, mikromolowym poziomie. Kinetyka katalizowanej przez c-N-II
hydrolizy IMP jest hiperboliczna, natomiast hydrolizy AMP sigmoidalna. Aktywatorem
enzymu jest ATP, za$ inhibitorem ortofosforan (88). W nieobecnosci ATP K., dla IMP
oraz AMP przyjmuje wysokie, milimolowe wartosci. Jednak w obecnosci stezen ATP,
spotykanych w prawidtowo ukrwionym kardiomiocycie (stezenie AMP w
kardiomiocycie szczura wynosi okoto 11 mM), wartosci K, malejg do
kilkudziesieciomikromolowych (89-91), a spadkowi temu towarzyszy znaczacy
wzrost szybkosci maksymalnej reakcji. Niezaleznie od tego w opisanych warunkach,
sigmoidalna wobec AMP kinetyka wysycenia enzymu substratem ulega
hiperbolizacji. Opisane powyzej fakty uzasadniajg przeswiadczenie o roli jakg c-N-II
moze petni¢ w katabolizmie energetycznym serca.

W przeciwienstwie do c-N-II, gtdwnym aktywatorem preferujgcej AMP
izoformy cytozolowej c-N-I jest ADP. Ortofosforan hamuje aktywno$¢ tego enzymu,
zas ATP na jego aktywno$¢ nie ma wptywu. W nieobecnosci ADP, powinowactwo
c-N-I  wobec AMP jest niskie a K, wykazuje wysokie wartosci
(kilkunastomilimolowe), przewyzszajace wielokrotnie komdrkowe stezenie AMP.
Jednak w warunkach niedokrwienia, gdy komoérkowe stezenia AMP (substratu) i ADP
(aktywatora) wzrastajg, K, izoformy c-N-I wobec AMP znaczaco spada, za$ temu
obnizeniu towarzyszy wzrost szybkos$ci maksymalnej reakcji. Powoduje to, ze w
warunkach niedokrwienia, degradacja komorkowego AMP z udziatem izoformy c-N-I
moze mie¢ znaczenie metaboliczne (87,92). Jest to prawdopodobne tym bardziej,
jesli wzig¢ pod uwage fakt, ze c-N-I w mniejszym stopniu niz c-N-II jest podatna na
inhibicje fosforanowa. Mozna wiec zaktadac¢, ze degradacja AMP w sercu cztowieka
przebiega z udziatem obydwu cytozolowych izoform 5'-nukleotydazy. Doktadniejsza
ocena metabolicznej roli kazdej z izoform wymaga jednak znajomosci nie tylko
aktualnych stezen ATP, ADP, AMP, IMP i ortofosforanu, lecz takze wartosci pH w
komadrce sercowej (91,93).

W niedokrwionym sercu szczura katabolizm AMP przebiega gtdwnie z
udziatem 5'-nukleotydazy (81,94), za$ w niedokrwionym sercu $winki morskiej z
udziatem deaminazy AMP (94). W sercu cztowieka udziat wymienionych enzyméw w
degradacji AMP nie jest tak zréznicowany. Okoto 70% AMP w sercu ludzkim
przeksztatca sie do adenozyny, a tylko okoto 30% do kwasu inozynowego. Mimo to
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udziat deaminazy AMP pozostaje jednak znaczacy w katabolizmie energetycznym
serca, hawet w warunkach niedokrwienia (95).

W miesniu szkieletowym cztowieka dorostego o prawidtowym genotypie
AMPD ekspresja izoformy AMPD1 jest wyraznie dominujaca. U ludzi dorostych z
nieprawidlowym genotypem AMPD (z mutacjq C34T), izoformy AMPD1 w miesniu
szkieletowym praktycznie nie ma (u homozygoty), lub tez jej poziom jest wyraznie
obnizony (u heterozygoty) (48). W miesniu sercowym cztowieka dorostego o
prawidtowym genotypie AMPD ekspresja izoformy AMPD1 zachodzi, lecz w
poréwnaniu z miesniem szkieletowym, jest ona niewielka. W sercu dziecka o
zmutowanym genotypie AMPD, poziom izoformy AMPD1, w stosunku do poziomu
obserwowanego w sercu dziecka o prawidtowym genotypie, jest znaczaco obnizony
(Ryc. 25). Co ciekawe w sercu tym obnizony jest rowniez poziom izoformy AMPD2
(Ryc. 26), zas poziom izoformy AMPD3 pozostaje niezmieniony (Ryc. 27).

Zgodnie z prezentowanymi obecnie pogladami kardioprotekcyjny wptyw
mutacji C34T w genie AMPDI, jest nastepstwem obnizonej aktywnosci deaminazy
AMP oraz zwigzanej z tym wzmozonej produkcji adenozyny. Z przeprowadzonych,
na populacji o prawidlowym i zmutowanym genotypie AMPD badan wynika, ze
powysitkowy wzrost stezenia adenozyny we krwi krazacej, staje sie zauwazalny
jedynie u o0sob z homozygotyczng odmiang mutacji C34T. Zatem nie tylko
ogolnoustrojowa (majaca zrodto w miesniach szkieletowych), ale i lokalna (majaca
zrodto w miesniu sercowym) nadprodukcja adenozyny odgrywa role w poprawie
przezywalnosci 0sob z niewydolnoscig serca (96,97).

Przedstawione w rozprawie wyniki doSwiadczen wskazuja, ze w przebiegu
ontogenezy, w miesniu sercowym cztowieka, podobnie jak w ludzkim miesniu
szkieletowym, skfad izozymowy deaminazy AMP ulega zmianie. Szczegdtowy obraz
tych zmian bedzie jasny i petny dopiero po wykonaniu dalszych badan
metabolicznych i molekularnych, pozwalajacych scharakteryzowac specyfike
metabolizmu sercowego w réznych okresach rozwoju osobniczego oraz oceni¢ role

izoform 5'-nukleotydazy i deaminazy AMP w tym metabolizmie.
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6. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciggnaé nastepujace

whnioski:

1. Deaminaza AMP serca noworodka prezentuje odmienne niz w pozostatych
okresach rozwoju osobniczego wilasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-
regulacyjne. Zaobserwowane rdéznice wskazujg na zachodzacg w tym okresie

ontogenezy zmiane skfadu izozymowego enzymu.

2. W tworzeniu aktywnosci deaminazy AMP w sercu ludzkim uczestniczg
wszystkie trzy (AMPD1, AMPD2, AMPD3) izozymy. Stopien ich uczestnictwa jest
jednak zroznicowany i w trakcie ontogenezy podlega zmianom. Zmiany te

odzwierciedla¢ mogg specyfike metaboliczng serca w kolejnych etapach ontogenezy.

3. W sercu dziecka o zmutowanym genotypie AMPD (heterozygota ze
wzgledu na mutacje C34T) aktywnoS¢ deaminazy AMP jest obnizona, za$
wyizolowany z tego serca enzym, prezentuje odmienne, w poréwnaniu z sercem

dziecka o prawidtowym genotypie AMPD, wiasciwosci kinetyczne i regulacyjne.
4. W sercu dziecka o zmutowanym genotypie AMPD obecne sg wszystkie trzy

izozymy enzymu. W porédwnaniu z sercem dziecka o prawidtowym genotypie AMPD

poziomy izoform AMPD1 i AMPD?2 sg tutaj jednak wyraznie obnizone.
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7. STRESZCZENIE

Celem prezentowanej pracy doktorskiej byto zbadanie wiasciwosci fizyko-
chemicznych i immunologicznych deaminazy AMP serca ludzkiego w rdznych
okresach (okres ptodowy, noworodkowy, dzieciecy, dojrzaty) rozwoju osobniczego.
Dodatkowym, celem pracy byto zbadanie wiasciwosci fizyko-chemicznych i
immunologicznych enzymu wyizolowanego z serca dziecka o zmutowanym
genotypie AMPD (mutacja C34T genu AMPDI).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w noworodkowym okresie rozwoju
osobniczego aktywno$¢ oraz niektore wiasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-
regulacyjne deaminazy AMP ulegajg zmianom. Zaobserwowane zmiany wskazujg na
zmieniajacy sie w ontogenezie sktad izozymowy enzymu. Analiza Western blotting
homogenatéw tkankowych ,dojrzewajacego” serca wykazata w nich obecnos¢
wszystkich trzech izozyméw (miesniowego, watrobowego oraz erytrocytarnego)
deaminazy AMP. Zrdznicowany i zmieniajacy sie sktad izozymowy serca ludzkiego
ilustrowa¢ moze zmieniajacq sie w kolejnych etapach ontogenezy specyfike
metaboliczng serca.

W sercu dziecka o zmutowanym genotypie AMPD (mutacja C34T o typie
heterozygotycznym) aktywno$¢ deaminazy AMP jest nizsza, a wyizolowany enzym
wykazywat odmienne niz enzym serca dziecka o prawidlowym genotypie AMPD,
witasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-regulacyjne. Analiza Western blotting
homogenatu tkankowego tego serca wykazata obnizone poziomy izozyméw AMPD1 i

AMPD?2, w stosunku do serca dziecka o prawidtowym genotypie.
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