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W ontogenezie cztowieka sktad izozymowy deaminazy AMP w migéniu szkieletowym
ulega zmianom. Prezentowane w pracy wyniki sugeruja, ze ontogenetycznie uwarunkowa-
ne zmiany sktadu izozymowego deaminazy AMP zachodzg réwniez migéniu sercowym.

Deaminaza AMP (AMP — aminohydrolaza — EC 3.5.4.6.) katalizuje nieodwracalng, hydro-
lityczna deaminacj¢ kwasu adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego (IMP).

U cztowieka deaminaza AMP kodowana jest przez rodzine¢ trzech, niezaleznych genow,
odpowiedzialnych za syntezg¢ izoenzymdéw: mig¢sniowego (M, AMPDI1), watrobowego (L,
AMPD?2) oraz erytrocytarnego (E, AMPD3) [7].

W migsniach szkieletowych ssakow, gdzie aktywnos¢ deaminazy AMP jest wielokrotnie
wyzsza anizeli w pozostatych tkankach i narzadach, znaczenie fizjologiczne katalizowanej przez
deaminaz¢ AMP reakcji wiaze si¢ gtdwnie z funkcjonowaniem cyklu nukleotydow purynowych
[6]. W migéniu sercowym natomiast, wydaje si¢ ona by¢ zwigzana bardziej z utrzymywaniem
wiasciwej puli nukleotydow adenilowych oraz prawidtowych wartoéci tadunku energetycznego
adenylanow (LEA).

Deaminazg¢ AMP z serca ludzkiego wyizolowano w roku 1979 [4]. Zaadsorbowany na
fosfocelulozie enzym, wyptywat z kolumny w jednym szczycie aktywnosci i w obecnosci
100 mM KCI prezentowal sigmoidalng kinetyke wysycenia, ze stata potwysycenia okoto
7 mM. Obecno$¢ 1 mM ATP zmieniata sigmoidalny ksztatt krzywej kinetycznej na hiperbo-
liczny obnizajac wartos$c¢ tej statej do okoto 3 mM. 2 mM ortofosforan sigmoidalnos¢ krzywej
poglebial, podwyzszajac wartos$¢ statej potwysycenia do okoto 8 mM. Badania pdzniejsze
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z uzyciem zmodyfikowanej procedury preparatywnej [8], uwidocznity w wyplywajacym z
kolumny eluacie dwa szczyty aktywnosci, z ktérych pierwszy mato aktywny wyplywat przy
0,75 M stezeniu KCl, za$ drugi zasadniczy wyplywal z kolumny w 0,75-2 M gradiencie
stezenia tej soli [8].

W rozwoju ontogenetycznym cztowieka, w migsniu szkieletowym zaobserwowa¢ mozna
stopniowa zmiang sktadu izozymowego deaminazy AMP. Pojawiajace si¢ kolejno formy enzy-
mu embrionalna i ptodowa, w miar¢ dojrzewania tkanki, zastagpione zostaja ostatecznie przez
forme dojrzatg [3]. O sktadzie izozymowym deaminazy AMP w mig¢$niu sercowym ssakow oraz
formach rozwojowych tego enzymu wiadomo niewiele. Badania autoréw japonskich wykazaty,
ze w pierwszych tygodniach Zycia pozaptodowego, sktad izozymowy deaminazy AMP serca
szczura ulega wyraznym zmianom, pozwalajac wyrdzni¢ trzy, chromatograficznie odmienne
formy enzymu w okresie noworodkowym, przechodzace w pdzniejszym okresie zycia w jedna,
chromatograficznie jednorodng izoforme dojrzata, znajdowana w sercu szczura dorostego [9].

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest zbadanie aktywnosci oraz wlasciwosci chromatograficznych i
kinetyczno-regulacyjnych deaminazy AMP, wyizolowanej z serca ludzkiego w trzech réznych
etapach rozwoju osobniczego cztowieka.

MATERIAL I METODY

Przeprowadzone badania uzyskaly wczesniejsza zgode Niezaleznej Komisji Etyki Badan
Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku nr NKEBN/413/2000.

Materiatem do izolacji enzymu byly serca osob dorostych (5 0s6b w wieku od 40 do 45 lat),
pozyskane podczas autopsji przeprowadzanej (12-24 godziny po naglej $mierci) w Zaktadzie
Medycyny Sadowej GUM lub serca noworodkéw (5 osob w wieku do jednego miesiaca) i
ptodow (15 ptodow w 27-28 tygodniu) pozyskanych podczas autopsji przeprowadzanej (12-24
godziny po $mierci) w II Klinice Potoznictwa i Ginekologii GUM. Pozyskane tkanki zamra-
zano w temperaturze -70°C, zapobiegajac w ten sposob spadkowi aktywnoS$ci enzymatycznej,
a potem po uprzednim rozmrozeniu, uzywano dla celow preparatywnych.

Zamrozone komory mig$nia sercowego (o tacznej masie okoto 10 g) rozdrabniano, a nastep-
nie homogenizowano w trzykrotnej objetosci buforu ekstrakcyjnego Smiley’a, zawierajacego
dodatkowo inhibitor trypsyny (w stezeniu 1 pg/ml) oraz 1 mM fluorek fenylometylosulfonylu
(PMSF). Oczyszczanie enzymu prowadzono wedle zmodyfikowanej metody Sueltera opisanej
uprzednio [8]. Zaadsorbowany na fosfocelulozie enzym przeptukiwano 0,4 M i 0,75 M KCl,
a nastgpnie eluowano 0,75-2 M gradientem stezen chlorku potasu, przy szybkosci wyptywu
okoto 7 ml/h.

W wyniku chromatografii na fosfocelulozie wyekstrahowany z migs$nia sercowego enzym
oczyszczony zostal blisko dwudziestokrotnie, a uzyskane w wyniku tego procesu preparaty
enzymatyczne (otrzymane ze zlania najbardziej aktywnych frakcji eluatu) prezentowaly aktyw-
nos$¢ specyficzng wynoszaca odpowiednio blisko 1,4; 2,5 1 0,9 pmol uwolnionego amoniaku na
minute, na miligram biatka dla preparatu pochodzacego z serca ptodu, noworodka i dojrzatego
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czlowieka. Uzyskane preparaty enzymatyczne wykazywaly duza aktywno$¢ substratowa nie
rozktadajgc, w stopniu dla pomiaréw kinetycznych istotnym, adenozyny w stezeniu 10 mM.

Aktywnos$¢ enzymatyczng oznaczano metodg fenolowo-podchlorynowg Chaney’a i Mar-
bacha [1].

Mieszanina reagujaca (o objetosci koncowej 0,5 ml) zawierata: rozpuszczony w 0,05 M
buforze bursztynianowym, pH 6,5 substrat (5°AMP) oraz efektory (ATP, ADP, ortofosforan).
Po ustaleniu si¢ temperatury (30°C), reakcje rozpoczynano dodaniem do mieszaniny inkuba-
cyjnej 50 pl roztworu enzymu.

Parametry kinetyczne reakcji (szybko$¢ maksymalng reakcji — V., , stalg potwysycenia
enzymu substratem — S, 5) obliczano przy uzyciu programu SigmaPlot.

Roznice pomigdzy aktywnosciami oraz parametrami kinetycznymi w badanych grupach
byty oznaczane poprzez One-Way Anova Variance (ANOVA). Dla dalszego okre$lania istot-
nosci roznic uzyto testu post-hoc Tukey’a przyjmujac granice réznicy istotnej statystycznie
p<0,05.

WYNIKI

Tabela I przedstawia $rednie aktywnosci deaminazy AMP w homogenatach serc ludzkich:
ptodowego, noworodkowego i dojrzatego okresu ontogenezy. Jak to wynika z przedstawionych
w tabeli danych, $rednia aktywno$¢ specyficzna enzymu w sercu noworodka jest najwyzsza
sposrod aktywno$ci znajdowanych w sercu ptodu oraz cztowieka dorostego.

Rycina 1A-C przedstawia rozdziaty chromatograficzne deaminazy AMP serca ludzkiego
w wymienionych okresach rozwoju osobniczego. Jak wynika z przedstawionych na rycinie
chromatografii, elucja zaadsorbowanego na fosfocelulozie enzymu w poszczeg6lnych eta-
pach ontogenezy prezentowata podobny profil, tzn. pozwolita wyrdzni¢ w kazdym z nich
dwa szczyty aktywnosci, z ktorych pierwszy, wyplukiwany 0,75 M chlorkiem potasu, mato
aktywny, reprezentowat enzym w duzej mierze zdegradowany, natomiast drugi, wyptukiwany

Tabela I. Aktywno$¢ deaminazy AMP w homogenatach serc ludzkich

Table I. AMP-deaminase activity in the human heart homogenates

Aktywno$¢ specyficzna deaminazy AMP
Okres rozwoju osobniczego/ w homogenacie serca ludzkiego/
Developmental period Specific activity
[nmol/min/mg]
ptodowy / fetal 0,07 (£ 0,03)
noworodkowy / neonatal 0,09 (£ 0,03)
dojrzaly / mature 0,07 (£ 0,01)

Uzyskane wyniki stanowia wartos$¢ $rednig (+SD) z pieciu niezaleznych preparatyk. Wartosci przed-
stawione w tabeli nie wykazaly roznic istotnych statystycznie p>0,05.

The results represent the mean values (+SD) of five independent preparative runs. Values in the table showed
no significant differences, p>0.05.
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Ryec. 1. Chromatografia na kolumnie z fosfoceluloza. A — deaminaza AMP serca ptodu; B — deami-
naza AMP serca noworodka; C — deaminaza AMP serca czlowieka dorostego

Fig. 1. Chromatography on a phosphocellulose column. A — AMP-deaminase from the human fetus heart; B —
AMP-deaminase from the human neonate heart; C — AMP-deaminase from the human mature heart
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gradientem stezen tej soli i bardziej aktywny, reprezentowal enzym nie zdegradowany lub
nieznacznie zdegradowany.

Tabela II przedstawia wartoSci parametréw kinetycznych reakcji katalizowanej przez de-
aminaz¢ AMP serca ludzkiego, w badanych okresach ontogenezy, pomierzone w nieobecnos$ci
i w obecnosci najwazniejszych modulatoréw jego aktywnosci. Jak to wynika z tabeli II, w
nieobecnosci efektorow allosterycznych wartosci statej potwysycenia (S,s) wyliczone dla
enzymu wyizolowanego z serca ptodu i noworodka byly istotnie nizsze (p< 0,001) od warto-
$ci tej statej wyliczonej dla enzymu wyizolowanego z serca cztowieka dorostego. Obecno$é
efektorow allosterycznych (ATP, ADP, ortofosforan) modyfikowata w poszczegdlnych grupach
glownie warto$¢ stalej potwysycenia, wplywajac na szybkos¢ maksymalna reakcji jedynie
nieznacznie. W przypadku enzymu wyizolowanego z serca noworodka, szybko$¢ maksymalna
reakcji katalizowanej przez deaminazg AMP przewyzszala znaczaco (p<0,001), niezaleznie od
braku czy tez obecnosci efektorow allosterycznych, wartosci tego parametru wyznaczone dla
enzymu pochodzacego z serca ludzkiego w innych okresach ontogenezy.

DYSKUSJA

Cechg charakterystyczng metabolizmu serca jest duzy dobowy obrét energii oraz koniecz-
no$¢ statej, niezaktdconej regeneracji zuzywajacego si¢ ATP [2]. W prawidlowo ukrwionym
migsniu sercowym resynteza ATP przebiega sprawnie i polega na fosforylacji ADP przy udziale
energii uwolnionej podczas proceséw utleniania kwaséw tluszczowych i glukozy. W pracuja-
cym sercu degradacja i regeneracja ATP sa ze soba Scisle sprzezone, a wytwarzany podczas
reakcji miokinazowej AMP moze ulega¢ nastepnie deaminacji do IMP, w reakc;ji katalizowanej
przez deaminaz¢ AMP, albo tez defosforylacji do adenozyny, w reakcji katalizowanej przez
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Tabela II. Deaminaza AMP serca ludzkiego w rdznych okresach rozwoju osobniczego cztowieka —
wplyw efektorow allosterycznych na wartosci liczbowe parametrow kinetycznych reakcji

Table II. Human heart AMP-deaminase in ontogenesis — regulatory effect of important allosteric effectors

Vmax

: S%;[ : [mmol/min/mg biatka]

m
Dodany efektor [mmol/min/mg of protein]
Effector added Grupa wiekowa / Age

| II III 1 II 111

Brak efektora 651 6.61 9.6 Mwzel 11T+ 26! 4.6 vzl LI 9.5
Control ’ ’ ’ ' ) '
ATP 09 | 12 1,0 251 | 49met | o 5w
ADP 2’7 2’3 2,2 2’6 Iwzgl IIT** 4’4 ITwzgl LIT* 2’0 I
Pi Orthophosphate 14,3 8,2 12,2 2,51 3,7 lwzel L 2,4

I — enzym wyizolowany z serca ptodu, Il — enzym wyizolowany z serca noworodka, III — en-
zym wyizolowany z serca dorostego czlowieka. Wartosci SD nie przekraczaly 10% wartosci wy-
liczonych $rednich. Statystyczna istotno$¢ roznic zostata wykazana: w nieobecnosci efektorow dla
stalej potwysycenia S, 5 e MI* p<(0,001 oraz porownujac warto$ci szybkos$ci maksymalnej reakcji
Vimax €1Zymu okresu noworodkowego w stosunku do pozostatych grup v, "2 " p<0,001 oraz
Vmax Iwzgl I11** p<0,05

I — enzyme from the fetus heart, II — enzyme from the neonate heart, Il — enzyme from the mature heart. SD
values did not exceed £10% of the calculated values. Statistical significance of differences when compared S 5
— half saturation constant in the absence of effectors S, s "™ 1" p<0.001 and when compared v,,,, — maximum
velocity of reaction between neonatal and other groups vy, "7 1" p<0.001 oraz vy, "¢ " p<0.05.

5’-nukleotydazg. Rozmiar degradacji komorkowego AMP z udziatem kazdej z dwoch drog
katabolicznych jest rozny u poszczegoélnych gatunkow ssakow i zalezy od zrdznicowanej
ekspresji genéw kodujacych wymienione enzymy, prezentowanych przez nie wlasciwosci
kinetyczno-regulacyjnych oraz aktualnego st¢zenia substratow i efektoréw (ryc. 2).

W sercu szczura katabolizm AMP przebiega gldownie z udziatem 5’-nukleotydazy, zas w
sercu $winki morskiej, glownie z udziatem deaminazy AMP [5,10]. W sercu cztowieka, udziat
obydwu enzymoéw degradujacych AMP wydaje si¢ by¢ bardziej rownoprawny, jednak w wa-
runkach niedokrwienia defosforylacja AMP zdaje si¢ nad deaminacja tego zwiazku przewazac.

Jak to wynika z przedstawionych na rycinie 1 rozdziatdw chromatograficznych, elucja
deaminazy AMP, wyizolowanej z serca noworodka (ryc. 1B), w porownaniu z enzymem wy-
izolowanym z serca ptodu (ryc. 1A) oraz serca cztowieka dorostego (ryc. 1C), prezentujac
podobny profil przebiegata jednak odmiennie. Uwolniona z podtoza aktywno$¢ specyficzna
enzymu byta nie tylko wyzsza, ale takze uwalniata si¢ ona z kolumny przy wyzszych st¢ze-
niach KCI (frakcje 48-57), anizeli enzym ,,sercowy” w dwu pozostatych okresach ontogenezy.

Wtasciwosci kinetyczno-regulacyjne wszystkich badanych form rozwojowych deamina-
zy AMP, charakteryzowala sigmoidalna kinetyka wysycenia enzymu substratem. W kazdym
przypadku zaobserwowac bylo mozna wyrazny, aktywujacy wptyw ATP i ADP oraz hamujacy
wptyw ortofosforanu. Widocznym znakiem silnie aktywujacego dziatania ATP i ADP byta hi-
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Ryc. 2. Metabolizm nukleotydéw purynowych w sercu (wedtug Zydowo M. [11]). Enzymy: 1 —
ATP-azy, 2 — cyklaza adenylanowa, 3 — fosfodiesteraza, 4 — miokinaza, 5 — fosfataza, 6 — 5'-nu-
kleotydaza, 7 — deamiaza AMP, 8 — deaminaza adenozyny, 9 — fosforylaza nukleozydowa puryn

Fig. 2. Purine nucleotide metabolism in the heart (according to Zydowo M. [11]). Enzymes: 1 — ATP-ases,

2 — Adenylate cyclase, 3 — Phosphodiesterase, 4 — Myokinase, 5 — Phosphatase, 6 — 5'Nucleotidase, 7 — AMP-
-deaminase, 8 — Adenosine deaminase, 9 — Purine nucleotide phosphorylase

perbolizacja krzywej kinetycznej polaczona ze spadkiem wartosci statej potwysycenia (tabela
I1). W obecnosci ortofosforanu widoczne byto natomiast pogltebienie sigmoidalnego charakteru
krzywej kinetycznej i rownoczesny wzrost wartosci statej potwysycenia (tabela II).
Przedstawione w pracy wyniki badan wskazujg wyraznie, ze w trakcie ontogenezy cztowie-
ka, w jej okresie noworodkowym deaminaza AMP staje si¢ bardziej aktywna oraz zmienia swoja
podatnos¢ na oddziatywanie efektorow allosterycznych. Przedstawione powyzej odmiennosci
chromatograficzne i kinetyczne enzymu serca noworodka sugeruja, ze w tym okresie rozwoju
osobniczego czlowieka, podobnie jak to obserwowano w przypadku deaminazy AMP z mig$nia
szkieletowego cztowieka [3], deaminaza AMP moze zmienia¢ swoj sktad izozymowy.
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WNIOSKI

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze w ontogenezie czlowieka, w mig$niu sercowym,
podobnie jak w migéniu szkieletowym, dochodzi najpewniej do zmian w skladzie izozymowym
deaminazy AMP. Najwyzsza aktywnos¢ specyficzna deaminazy AMP w sercu ludzkim wydaje
si¢ przypadac¢ na okres noworodkowy ontogenezy. Czy ma to zwigzek ze zmieniajgcymi si¢
w tym okresie powszechnie, wymogami metabolizmu tkankowego pozostaje sprawg otwartg.
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HUMAN HEART AMP-DEAMINASE IN ONTOGENESIS
Summary
In human ontogenesis the isozymic pattern of skeletal muscle AMP-deaminase changes. The experi-

mental results presented here suggest that the same may concern the heart muscle of human.
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