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Niedoboér deaminazy AMP jest jedna z najczgstszych enzymopatii. Defekt dziedziczony
jest w sposob autosomalny recesywny i najczesciej jest skutkiem mutacji punktowej C34T
(Gln—Stop) genu AMPD1, kodujacego izozym miesniowy deaminazy AMP. Jednym z me-
tabolicznych nastepstw tej mutacji wydaje si¢ by¢ wzmozona produkcja adenozyny przez
migsnie szkieletowe. Wzrost stezenia adenozyny w krwiobiegu powoduje rozkurcz naczyn
tetniczych, takze wiencowych, przyczyniajac si¢ przez to do polepszenia rokowania i tagod-
niejszego przebiegu przewleklej niewydolnosci serca. Przedstawione wyniki badan wskazuja,
ze w sercu dziecka z mutacja C34T genu AMPD]1 aktywno$¢ deaminazy AMP jest obnizona,
a wlasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-regulacyjne enzymu zmodyfikowane. Sprzy-
jac to moze lokalnemu wzrostowi produkcji adenozyny przez pracujacy migsien sercowy.

Deaminaza AMP (AMP-aminohydrolaza — EC 3.5.4.6.) katalizuje reakcj¢ deaminacji kwasu
adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego (IMP).

U czlowieka enzym ten kodowany jest przez rodzing trzech niezaleznych genow (AMPDI,
AMPD2, AMPD3) odpowiedzialnych za syntez¢ izoenzymdw: migSniowego (M), watrobowego
(L) i erytrocytarnego (E) [8].

W migéniu szkieletowym czlowieka dorostego ekspresja genu AMPDI wyraznie dominuje.
W mig$niu tym aktywno$¢ deaminazy AMP wielokrotnie przewyzsza aktywno$¢ tego enzymu w
pozostalych tkankach. W migsniu szkieletowym znaczenie fizjologiczne katalizowanej przez de-
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aminazg AMP reakcji wigze si¢ glownie z funkcjonowaniem cyklu nukleotydow purynowych [7].
W ramach tego cyklu, we wspotdziataniu z miokinaza, deaminaza AMP uczestniczy w odtworzeniu
zuzywajacego si¢ ATP, zapewniajac energi¢ we wstgpnym okresie aktywnosci ruchowej miesnia.
Niedobor deaminazy AMP zaliczany jest do najczestszych enzymopatii [3]. Defekt ten, w po-
staci homo- lub heterozygotycznej, wystepuje u okoto 20% populacji ludzkiej. Wyr6ézniamy dwie
postaci enzymopatii: pierwotng i wtorng. Posta¢ wtorna ma charakter niespecyficzny i jest skutkiem
uszkodzenia migsni szkieletowych w przebiegu roznych schorzen uktadu migsniowego i nerwowe-
go. U o0s6b tych, poza obnizeniem aktywnosci deaminazy AMP obserwuje si¢ rOwniez obnizenie
aktywnosci innych enzymow migsniowych, takich jak kinaza kreatyny czy kinaza adenylanowa [2].
Posta¢ pierwotna enzymopatii, dziedziczona w sposéb autosomalny, recesywny, jest nastep-
stwem mutacji w chromosomie 1 (1p13-p21), zawierajacym gen kodujacy izozym mig$niowy
[10]. Osoby dotknigte ta postacia enzymopatii uskarzajg si¢ czasami na przykurcze i powysitko-
we bole migsniowe. Zmiany genetyczne w tej postaci defektu sg najczgséciej skutkiem mutacji
punktowej C34T (GIn12—Stop), w kodonie 12 eksonu 2. U homozygoty mutacja ta tworzac
kodon STOP przedwczesnie konczy proces translacji i powoduje synteze¢ nieaktywnego enzymu.
W migsniu sercowym rola katalizowanej przez deaminazg AMP reakcji wigze si¢ gldwnie
z utrzymywaniem w komorce sercowej odpowiedniego st¢zenia nukleotydow adenylowych
oraz z utrzymaniem prawidlowych wartosci tadunku energetycznego adenylanow (LEA). W
mies$niu sercowym ekspresji podlegaja wszystkie trzy geny rodziny kodujacej enzym, jednakze
w poroéwnaniu z migsniem szkieletowym, ekspresja genu AMPD] jest tutaj tylko nieznaczna.
Deaminaz¢ AMP z serca ludzkiego wyizolowano po raz pierwszy w 1979 roku [5]. Badania
pdzniejsze z uzyciem zmodyfikowanej procedury preparatywnej [9] uwidocznity, w wyply-
wajacym podczas chromatografii enzymu eluacie aktywno$¢ o kinetyce sigmoidalnej, z silnie
zaznaczonym regulacyjnym wptywem ATP, ADP oraz ortofosforanu.

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie niektoérych wiasciwosci kinetyczno-regulacyjnych
deaminazy AMP serca dziecka z mutacja C34T w genie AMPDI1 z takimi samymi wtasciwo-
$ciami enzymu wyizolowanego z serca dziecka o prawidlowym genotypie AMPD1.

MATERIAL I METODY

Materiatem do izolacji enzymu byty serca dzieci, zmartych $miercig nagla, pozyskiwane w
trakcie autopsji przeprowadzanych w Zaktadzie Medycyny Sadowej GUMed, w czasie 12-24
godzin po $mierci. W homogenacie jednego z serc dziecigcych aktywnos$¢ deaminazy AMP
okazala si¢ wyraznie nizsza od przecigtnej. Przeprowadzona analiza genotypowa tkanki wy-
kazata w obrebie genu AMPD1 obecno$¢ mutacji (C34T), o charakterze heterozygotycznym.

Oczyszczanie enzymu

Enzym oczyszczano wedle zmodyfikowanej procedury Sueltera [9]. Zamrozone mig-
$nie komor serca (o tacznej masie okoto 10 g) rozdrabniano, a nastgpnie homogenizowa-
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no w trzykrotnej objetosci buforu ekstrakcyjnego Smiley’a (0,18 M KCI, 0,054 M KH,PO,,
0,035 M K,HPO,, 1 mM merkaptoetanol), zawierajacego dodatkowo inhibitor trypsyny oraz
fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF). Otrzymany homogenat mieszano przez 1 godzing
w temperaturze 4 °C, po czym odwirowywano przez pot godziny przy 18000xg i nast¢pnie
przesaczano przez potrojng warstwe gazy. Uzyskany supernatant mieszano przez 40 minut z
2,5 g uprzednio zréwnowazonej (doprowadzonej do pH 6,5) fosfocelulozy, po czym nano-
szono na kolumne o wymiarach 1,3 cm x 20 cm. Zaadsorbowany na fosfocelulozie enzym
przeptukiwano 0,4 M i 0,75 M roztworem chlorku potasu, a nastgpnie wyphlukiwano z kolumny
0,75-2 M gradientem stgzen tej soli, przy szybkosci wypltywu okoto 7 ml/h.

Do do$wiadczen uzywano roztwor otrzymany ze zlania frakcji o najwyzszej aktywnosci
specyficznej. W wyniku przeprowadzonej chromatografii uzyskano kilkunastokrotnie oczysz-
czone preparaty enzymatyczne o aktywnosci specyficznej 1,41 0,5 pmola/min/mg biatka, odpo-
wiednio dla enzymu pochodzacego z serca o genotypie AMPD1 prawidtowym i zmutowanym.

Pomiary kinetyczne

Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano metodg fenolowo-podchlorynowg Chaney’a i Marba-
cha [1]. Mieszanina reagujaca (o objetosci koncowej 0,5 ml) zawierata rozpuszczony w 0,05
M buforze bursztynianowym, pH 6,5 substrat (5-AMP), o stgzeniach: 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 9,6;
12,8; 25,6 i 51,2 mM), oraz, ewentualnie, efektory (ATP, ADP i ortofosforan odpowiednio
w stezeniach 1,1 oraz 2,5 mM). Proby $lepe zawieraly najwyzsze st¢zenia substratu, oraz
ewentualnie, efektor lub enzym. Reakcje rozpoczynano dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej
roztworu enzymu, zawierajacego 2 ug bialka. Po uptywie 15 min reakcj¢ przerywano, dodajac
do mieszaniny reagujacej 1 ml odczynnika fenolowego.

Parametry kinetyczne reakcji (szybkos¢ maksymalng reakcji-Vmax, stala potwysycenia
enzymu substratem — S, s oraz wspotczynnik kooperatywnosci — ny) obliczano korzystajac z
programu Sigma Plot.

W celu wykazania mutacji C34T w genie AMPD1 wykorzystywano DNA wyizolowany
z mig$nia sercowego. Startery zaprojektowano w oparciu o sekwencj¢ genomowg AMPDI1
(GI:886260). Amplifikacje docelowego DNA przeprowadzano (w warunkach zalecanych przez
producenta) przy uzyciu polimerazy HotStar Taq (1,5 U). Obecnos$¢ mutacji C34T w ampli-
fikowanym DNA potwierdzano za pomocg analizy SSCP (single stranded conformational
polymorphism) oraz metody RFLP (restriction fragment lenght polymorphism).

WYNIKI

W tabeli [ porownano $rednig aktywnos¢ deaminazy AMP w homogenatach oraz aktywnos¢
oczyszczonego enzymu serc dzieci o genotypie AMPD] prawidtowym z aktywnoscig homoge-
natu serca dziecka o genotypie zmutowanym. Jak to wynika z przedstawionych w tabeli danych,
aktywno$¢ deaminazy AMP w homogenacie serca dziecka o genotypie AMPD1 zmutowanym
byta wyraznie nizsza i stanowita okoto 75% aktywnosci znajdowanej w homogenatach serc
dzieci o genotypie prawidtowym.
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Tabela I. Aktywnos¢ deaminazy AMP w homogenatach serca dziecka
Table I. AMP-deaminase activity in child heart homogenates

) Aktywnos¢ specyﬁc.zna deaminazy AMP Enzym oczyszczony
Serce dziecka w homogenacie tkankowym . .
: e P Specific activity
Child heart Specific activity i
[wmol/min/mg] [wmol/min/mg]
P 0,07 £ 0,01 1,4
HT 0,05 0,5

P —homogenat serca dziecka o prawidtowym genotypie AMPD1 / the homogenate prepared from cardiac
muscle of the normal genotype of AMPD]

HT - homogenat serca dziecka o nieprawidtowym genotypie AMPD1 (mutacja C34T w genie
AMPDY) / the homogenate prepared from cardiac muscle of the AMPDI C34T mutation
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Ryc. 1A. Chromatografia deaminazy AMP na kolumnie z fosfoceluloza. Enzym izolowany z serca
dziecka o prawidlowym genotypie AMPD

Fig. 1A. Chromatography of AMP-deaminase on a phosphocellulose column. Enzyme isolated from child heart
with normal genotype AMPD

Na rycinie 1A i ryc. 1B zilustrowano wlasciwosci chromatograficzne deaminazy AMP
wyizolowanej z serc dzieci o genotypie AMPD1 prawidlowym (A) i zmutowanym (B). Jak
to wynika z przedstawionych profili, enzym serca dziecka o genotypie zmutowanym, w po-
réwnaniu z tym samym, pochodzacym z serca dziecka o genotypie prawidtowym, uformowat
szczyt aktywnosci mniej zwarty, bardziej rozmyty.
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Ryc. 1B. Chromatografia deaminazy AMP na kolumnie z fosfoceluloza. Enzym izolowany z serca
dziecka o zmutowanym genotypie AMPD

Fig. 1B. Chromatography of AMP-deaminase on a phosphocellulose column. Enzyme isolated from child heart
with mutation in genotype AMPD

Tabela II. Wplyw efektorow allosterycznych na wartosci parametrow kinetycznych reakcji katali-
zowanej przez deaminaz¢ AMP serca dziecka o genotypie prawidtowym (P) i zmutowanym (HT)

Table II. Effect of allosteric effectors on kinetic parameter of heart AMP-deaminase; P — normal genotype of
AMPDI, HT — heterozygous of AMPD1

Vmax
Sos (umol/min/mg bialka) n,
(mM) . .
(umol/min/mg protein)

Grupa

Group
Dodany efektor P HT P HT P HT
Effector added
Brak efektora / Control 7,3 12,5 2.4 1,9 2,3 0,8
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 wartos$ci stanowia $rednie z trzech niezaleznych oznaczen. Warto$ci SD dla tych
oznaczen miescity si¢ w zakresie £10% wartoSci $rednich

The data represents the mean of three independent experiments. SD did not exceed 10% of the mean value
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W tabeli II poréwnano wtasciwosci kinetyczno-regulacyjne deaminazy AMP wyizolowanej
z serc dzieci o porownywanych genotypach AMPDI1. Jak to wynika z przedstawionych w tabeli
danych, krzywa wysycenia enzymu substratem dla deaminazy AMP pochodzacej z serca dziecka
o genotypie AMPDI1 zmutowanym, prezentowala profil nieregularnej hiperboli (ny= 0,8), ze
stata potwysycenia (S,s) prawie dwukrotnie wyzsza (12,5 mM) od wartosci Sys wyliczonej
dla enzymu pochodzacego z serca dziecka o prawidlowym genotypie AMPDI1 (7,3 mM). W
obecnosci 1 mM stezen ATP i ADP, ale takze w obecnosci 2,5 mM ortofosforanu wartosci Sy 5
wyliczone dla enzymu pochodzacego z serca dziecka o genotypie AMPDI zmutowanym byty
wyraznie nizsze od odpowiednich stalych wyznaczonych dla enzymu pochodzacego z serca
dziecka o prawidlowym genotypie AMPD].

DYSKUSJA

W migéniu szkieletowym ludzi dorostych o zmutowanym (mutacja C34T) genotypie
AMPD1, ekspresji izozymu mig$niowego deaminazy AMP (izozymu M, AMPD1) praktycznie
nie ma (u homozygot), albo tez jest ona wyraznie obnizona (u heterozygot) [10]. W mig$niu
sercowym cztowieka dorostego o prawidlowym genotypie AMPD1 ekspresja izozymu mig-
$niowego zachodzi, lecz w poréwnaniu z migsniem szkieletowym, jest niewielka. To samo
dotyczy najpewniej serca kilkunastoletniego dziecka.

Ekspresja genu AMPDI, i co za tym idzie poziom izozymu AMPDI1 w sercu cztowieka,
cho¢ ilosciowo niewielkie, ze wzgledu na wtasciwos$ci kinetyczno-regulacyjne, jakie izozym
ten prezentuje, moga dla metabolizmu serca by¢ jednak istotne. Jak to wynika z tabeli I, w
homogenacie serca dziecka o nieprawidtowym genotypie AMPD] aktywno$¢ deaminazy AMP
jest rzeczywiscie obnizona, za§ wlasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-regulacyjne prezen-
towane przez operujacy w tym sercu enzym, wyraznie zmodyfikowane (ryc. 1, tabela II). Istota
tej modyfikacji jest zwigkszona podatnos¢ na aktywujacy wplyw nukleotydéw adeninowych,
oraz zmniejszona podatno$¢ na hamujace oddziatywanie ortofosforanu.

W sercu cztowieka udziat wymienionych enzymow w degradacji AMP jest mniej zr6znico-
wany. W niedokrwionym sercu ludzkim okoto 70% AMP ulega przeksztatceniu do adenozyny,
za$ tylko 30% do kwasu inozynowego. Jednak nawet w tych warunkach rola deaminazy AMP
w metabolizmie energetycznym serca pozostaje nadal znaczaca.

Zgodnie z prezentowanymi obecnie pogladami kardioprotekcyjna rola mutacji C34T w ge-
nie AMPD1 wynika z towarzyszacej jej wzmozonej produkcji adenozyny [4]. Produkcja ta jest
wynikiem skierowania, w warunkach niedoboru migsniowej deaminazy AMP, katabolizmu AMP
na alternatywny szlak przemian z udziatem 5'nukleotydazy wytwarzajacej adenozyng (ryc. 2). Z
przeprowadzonych, na populacji ludzkiej badan wynika, Ze chociaz powysitkowy wzrost stezenia
adenozyny we krwi zauwazalny jest jedynie u os6b homozygotycznych, to jednak znaczaca w tej
sprawie moze by¢ rowniez wigksza produkcja lokalna. Zatem nie tylko ogdlnoustrojowy (maja-
cy swe zrodto w migsniach szkieletowych), ale takze i lokalny (majacy swe zroédto w migsniu
sercowym) wzrost produkcji adenozyny moze przyczyniac si¢ do poprawy metabolizmu energe-
tycznego serca wpltywajac w ten sposob na przezywalno$¢ chorych z niewydolnoscia serca [6].

Przedstawione w pracy wyniki wskazujg na obnizenie aktywnosci deaminazy AMP w ser-
cu o zmutowanym genotypie AMPD (0,07 pmol/min/mg biatka u osobnika zdrowego wobec
0,05 pmol/min/mg biatka u osobnika z mutacjg).
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Ryc. 2. Metaboliczne nastgpstwa mutacji C34T genu AMPD1 (wedtug Kaletha K. 1 in. [4]).
Fig. 2. Metabolic consequences of C34T mutation in gene AMPD] (according to Kaletha K. et al. [4])

WEOKNO MIESNIOWE

Obnizenie aktywnosci i zaobserwowane modyfikacje wlasciwosci kinetyczno-regulacyjnych
enzymu [11], jakkolwiek wyrazne, dotycza jednak tylko jednego przypadku. Poszukiwanie
nastgpnych przypadkéw mutacji pozwoli z pewnos$cig uzyska¢ odpowiedz bardziej pewng i
jednoznaczng w tej kwestii.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja na dos¢ wyrazne obnizenie aktywnosci deaminazy AMP w
sercu osobnika o zmutowanym genotypie C34T.

Wyizolowany z takiego serca enzym wykazuje odmienne w stosunku do enzymu pocho-
dzacego z serca osobnika zdrowego wtasciwosci chromatograficzne i kinetyczno-regulacyjne.

Czy opisane powyzej zmiany wlasciwosci enzymu moga mie¢ znaczenie prognostyczne dla
rozwoju niewydolnosci serca pozostaje sprawg do dalszych badan eksperymentalnych i klinicznych.
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AMP-DEAMINASE FROM CHILD HEART WITH AMPDI1 MUTATION
— CHROMATOGRAPHY AND REGULATORY PROPERTIES OF NORMAL ENZYME
AND AFFECTED BY A MUTATION ENZYME

Summary

Deficiency of AMP-deaminase is one of the most frequent enzymopaties. The disorder has autosomally
recessive character and most offen is a result of C34T point mutation (Gln—Stop) in AMPD2 gene, coding
muscle isozyme of AMP-deaminase. One of the metabolic consequences of this mutation is increased
production of adenosine by affected skeletal muscles. The augmented level of adenosine in circulation
causes relaxation of arterial vessels, improving the course and prognosis of patients with chronic heart
insufficiency. The presented data indicate that in C34T mutation affected AMPD1 cardiac muscle, the
activity of AMP-deaminase is significantly decreased and chromatography and kinetic properties of the
enzyme significantly modified. This may intensify the local production of adenosine by the working
cardiac muscle.
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