Ann. Acad. Med. Gedan., 2007, 37, 45-51

KRYSTIAN KALETHA!, MARIE THEBAULT? JEAN-PAUL RAFFIN?,
IWONA RYBAKOWSKA', JERZY KLIMEK*

DEAMINAZA AMP MIESNIA SERCOWEGO RYBY
CHRZESTNOSZKIELETOWEJ

AMP-DEAMINASE FROM CARDIAC MUSCLE
OF ELASMOBRANCH FISH

1Zaktad Biochemii i Fizjologii Klinicznej AM w Gdansku
kierownik: prof. dr Krystian Kaletha
2Uniwersytet Bretanii Zachodniej, Plouzane, Francja
3Laboratorium Badania Srodowiska Morskiego, Brest, Francja
“Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej AM w Gdansku
kierownik: prof. dr Jerzy Klimek

W przedstawianej pracy opisano niektore wlasciwosci fizykochemiczne deaminazy AMP
oczyszczonej z migs$nia sercowego ryby chrzgstnoszkieletowej — raja ciernista (Raja clavata).
W nieobecnoéci efektoréw allosterycznych, oczyszczony enzym wykazywat hiperboliczna
kinetykg wysycenia substratem z warto$cia statej potwysycenia (S, 5) okoto 1,7 mM. Milimo-
lowe stgzenie di- i trifosfonukleotydow adeninowych (ATP i ADP) stymulowaty aktywnos¢
oczyszczonego enzymu, podczas gdy nieorganiczny fosforan (Pi) aktywno$¢ t¢ hamowat.
Regulacyjny wptyw wymienionych efektoréw byt znaczacy i polegat w gtéwnej mierze
na modyfikacji wartosci liczbowej statej potwysycenia. W przeciwienstwie do nukleoty-
dow adeninowych, milimolowe stezenie trifosfonukleotydu guaninowego (GTP), oprocz
statej polwysycenia, modyfikowato takze szybko$¢ maksymalng (V) katalizowane;j re-
akcji enzymatycznej. Elektroforeza oczyszczonego enzymu na zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) wykazata obecnos¢ fragmentéw biatkowych
o zblizonej masie (70 i 80 kDa), odpowiadajacych najpewniej podjednostkom sktadowym
enzymu. Opisane wlasciwosci fizyko-chemiczne oczyszczonego enzymu przypominaja
bardzo te opisane uprzednio dla deaminazy AMP wyizolowanej z mig$nia sercowego ryby
kostnoszkieletowej, sugerujac podobienstwo strukturalne kodujacych je genow.

Deaminaza AMP (AMP-aminohydrolaza, EC 3.5.4.6) katalizuje reakcj¢ hydrolitycznej dea-
minacji kwasu adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego (IMP). Fizjologiczna rola enzymu
zwigzana jest gldwnie z regulacja wartosci tadunku energetycznego adenylanow (LEA) oraz
regulacja pojemnosci puli nukleotydow purynowych w tkankach ssakéw [3].
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Izozymy deaminazy AMP u czlowieka i szczura [11], kodowane sg przez rodzing trzech
niezaleznych genow [10]. Deaminaza AMP obecna w migséniu szkieletowym ssakow, (w tym
czlowieka i szczura) jest szczegolnie aktywna [9]. Wynika to nie tylko ze specyficznych wias-
ciwosci kinetyczno-regulacyjnych enzymu mig$niowego, ale takze z wysokiego poziomu eks-
presji genu ampdl kodujacego izozym mig$niowy w tej tkance [15]. W mig$niu sercowym
ssakow (takze cztowieka i szczura) aktywno$¢ deaminazy AMP jest znacznie nizsza [5, 6]
i wynika gléwnie z niskiego poziomu ekspresji genu ampdl. W migsniu sercowym szczura
i cztowieka poza genem ampdl ma rowniez miejsce niewielka ekspresja pozostatych genow
(ampd2, ampd3) kodujacych deaminazg AMP [9, 14].

Informacji na temat ekspresji genu(6w) kodujacego(ych) deaminazg AMP w mig$niach
szkieletowym i sercowym ryb dotad nie opublikowano. W migéniu sercowym ryby kostno-
szkieletowej (pstrag tgczowy — Salmo gairdneri), aktywno$¢ deaminazy AMP, cho¢ kilkukrotnie
nizsza anizeli w migéniu szkieletowym, jest jednak (w poréwnaniu z mig¢$niem sercowym
ssakow) stosunkowo wysoka [7, 15]. Niezaleznie od tego, wyizolowany z serca tej ryby enzym
posiada bardzo podobny do enzymu wyizolowanego z migéni szkieletowych, profil regulacyjny
[7]. Podobienstwo powyzsze moze wskazywac na wspodlne genetyczne zrédto wymienionych
enzymow.

MATERIALY I METODY

Zwierzeta

Ryby chrzgstnoszkieletowe (Raja ciernista) byly odtawiane w wodach Kanatu Angielskiego
i nastgpnie hodowane w basenach o temperaturze wody utrzymywanej w zakresie 1013 °C.
Po u$mierceniu ryby przez dekapitacjg, wypreparowane serce przemywano woda destylowana
i natychmiast zamrazano w ciektym azocie. Dla celéw preparatywnych gromadzono serca
pozyskane z okoto 10-15 ryb.

Opisane w pracy doswiadczenia zostaly przeprowadzone na materiale tkankowym pocho-
dzacym z ryb odlowionych w okresie zimowym (styczen, luty).

Odczynniki
5’-AMP (typ V, z mig$nia szkieletowego konia), ADP, ATP (s6l sodowa) i GTP (sol litu)
firmy Sigma (St. Louis, USA); fosfoceluloza firmy Whatman (Maidstone, UK). Zel polia-
krylamidowy oraz standardy firmy Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Szwecja). Pozostate
odczynniki pochodzity z firmy Merck (Damstadt, Niemcy).

Procedura oczyszczania

Serca rybie (wazace okoto 5-8 g) homogenizowano w trzech objg¢tosciach (v/w) buforu
ekstrakcyjnego (0,18 M KCl, 0,054 M KH,PO,, 0,035 M KH,PO,; pH 6,5), w homogenizatorze
Ultra-Turax, przy maksymalnych obrotach, dwukrotnie przez okres 30 sekund. Otrzymany
homogenat mieszano przez 1 godzing w temperaturze okoto 4 °C, a nastgpnie wirowano przez
30 min przy 18000xg. Przygotowany supernatant mieszano z 2-3 g uprzednio zréwnowazonej
fosfocelulozy, a nastgpnie otrzymang zawiesing mieszano przez 1 godzing w temperaturze
4 °C, przemywajac ja dwukrotnie 25 ml buforu ekstrakcyjnego. Nastgpnie zawiesing fo-
sfocelulozy wlewano do kolumny szklanej (1 x 20 cm), po czym ponownie przemywano
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25 ml 0,4 M KCl, pH 7,0. Nastgpnie zaadsorbowany na fosfocelulozie enzym eluowano 1,5 M
roztworem KCl, pH 7,0, zbierajac frakcje o objgtosci 1,5 ml [7]. Szybkos¢ wyplywu eluatu z
kolumny wynosita 20 ml/godzing.

W wyniku zastosowanej procedury preparatywnej otrzymywano ponad stukrotnie oczysz-
czony enzym, wolny od aktywno$ci deaminazy adenozyny. Aktywnos¢ specyficzna otrzy-
manego preparatu enzymatycznego (mierzona w 10 mM stgzeniu substratu) wynosita okoto
25 uM/min na mg biatka.

Oznaczanie aktywnosci oraz wlasciwosci kinetycznych enzymu

W niskim, 70 uM stgzeniu substratu, pomiar reakcji enzymatycznej prowadzono metoda
spektrofotometryczng Kalckar’a [4]. Objeto$¢ mieszaniny reagujacej, zawierajacej 0,1 M bufor
bursztynianowy, pH 6,5 oraz rozpuszczony w nim substrat (AMP) wynosita 1 ml.

W wyzszych, milimolowych stgzeniach substratu, pomiar reakcji enzymatycznej prowa-
dzono metoda fenolowo-podchlorynowa Chaney’a i Marbach’a [2]. Mieszanina inkubacyjna,
w objgtosci koncowej 0,5 ml zawierata 0,1 M bufor bursztynianowy, pH 6,5, efektory (1 mM
ATP, 1 mM ADP, 1 mM GTP lub 2,5 mM ortofosforan) oraz wzigty w jednym z dziewigciu
stezen (0,2 — 12,8 mM) substrat.

Parametry kinetyczne reakcji enzymatycznej (szybko$¢ maksymalna - Vmax; stata pot-
wysycenia — Sys5; wspotczynnik kooperatywnosci — ny) wyliczano wedle metodyki opisanej
w uprzedniej pracy [7].

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym

Elektroforezg na zelu poliakrylamidowym przeprowadzano na 10% zelu, w obecnosci
0,04 M Tris-u, 0,02 M octanu sodu, 2 mM EDTA i 0,2% SDS-u. Probki gotowano przez
5-10 min, w 100 °C, w buforze zawierajacym 2,5% SDS i 5% merkaptoetanol. Elektroforeze
przeprowadzano przez 10 min przy napigciu pradu 150 V, a nastgpnie proces kontynuowano
przy napigeiu 150 V, dopdki czoto migrujacych biatek nie osiagato konca zelu [12]. Jako
standardéw uzywano biatek wzorcowych firmy Pharmacia.

Oznaczanie stgzenia biatka

Stezenie biatka w homogenacie oznaczano metoda Lowryg¢ego, za$ w roztworach enzyma-
tycznych metoda Bradforda [1], uzywajac albuminy surowiczej jako standardu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Aktywnos$¢ deaminazy AMP w mig$niu sercowym ryby chrzgstnoszkieletowej (Raja cla-
vata) wynosita okoto 0,2 umol/min na miligram biatka i nie roznita si¢ znaczaco od tej znaj-
dowanej w mig$niu sercowym ryby kostnoszkieletowej [7].

Rycina 1 przedstawia profil elucji na kolumnie z fosfoceluloza deaminazy AMP wyizolo-
wanej z migénia sercowego ryby chrzgstnoszkieletowe;j. Jak to wynika z przedstawionej ryciny,
zaadsorbowany na fosfocelulozie enzym wypltywat z kolumny w postaci pojedynczego, dobrze
skorelowanego z wyptywajacym biatkiem szczytu aktywnosci, przypominajac bardzo podobny
w tym wzgledzie profil elucji enzymu wyizolowanego z serca ryby kostnoszkieletowej [7].
W niskim (70 uM) stgzeniu substratu (wynik nie przedstawiony w pracy), deaminaza AMP
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wykazywala najwyzsza aktywno$¢ w przedziale pH 6,6—6,8. W wysokim (10 mM) stezeniu
substratu (wynik nie przedstawiony w pracy), optimum pH nie bylo tak wyraznie zaznaczone,
a najwyzsza aktywnos$¢ enzymu obserwowano w przedziale pH 6,4—7,2. Podobne zaleznos$ci
zmian aktywnosci od zmian pH zaobserwowano uprzednio rowniez dla enzymu wyizolowanego
z migénia sercowego ryby kostnoszkieletowej [7].
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Ryc. 1. Profil elucji deaminazy AMP mig$nia sercowego ryby chrzgstnoszkieletowej na kolumnie z
fosfoceluloza. Frakcje 12—14 zlano i uzywano do dos§wiadczen

Fig. 1. Elution profile of Thornback ray cardiac muscle AMP-deaminase from a phosphocellulose column.
Fractions 12—14 were pooled and used for further experiments
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Ryc. 2. Wplyw stezenia substratu na szybkos$¢ reakcji katalizowanej przez deaminazg AMP migs$nia serco-
wego ryby chrzgstnoszkieletowej w obecnosci i nieobecnosci efektorow allosterycznych. Reakcjg mierzono
w warunkach kontrolnych (o) oraz w obecnosci 1 mM ATP(e), | mM ADP (A) lub 1 mM GTP (m)

Fig. 2. Effect of substrate concentration on velocity of the reaction catalyzed by Thornback ray cardiac muscle

AMP-deaminase. Reaction measured at control conditions (o) and with additions of | mM ATP(e), | mM ADP
(A)and 1 mM GTP (m)
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Tab. 1
Deaminaza AMP migsnia sercowego ryby chrzgstnoszkieletowej - wlasciwosci regulacyjne enzymu

Thornback ray cardiac muscle AMP-deaminase — regulatory effects of some important allosteric effectors

Efektor *Sos Vinax (% kontroli)
Effector added (mM) (% of the control)
Brak (kontrola) 17 100

None (control)

1 mM ATP 0,2 102

1 mM ADP 0,3 96

1 mM GTP 0,8 78

2,5 mM Pi 2,0 106

Wyniki sg $rednig z trzech niezaleznych dos§wiadczen. *Odchylenia nie przekraczaty 10% $redniej wartosci.

The data represent the mean of three independent experiments. *Calculated S.E. values did not exceed 10% of the
mean value.

Wyniki badan przedstawione na rycinie 2 oraz w tabeli I prezentuja wlasciwosci kine-
tyczno-regulacyjne deaminazy AMP wyizolowanej z serca ryby chrzgstnoszkieletowej. Jak
to wynika z danych przedstawionych na rycinie 2, wszystkie wykreslone krzywe kinetyczne
prezentowaly hiperboliczny, lub bardzo zblizony do niego, profil kinetyczny. Obecne w stg-
zeniu jednomilimolowym nukleotydy adeninowe (ATP lub ADP), silnie stymulowaty reakcjg
katalizowana przez deaminaz¢ AMP, powodujac znaczacy spadek wartosci wyjsciowej (1,7
mM) statej potwysycenia do wartosci okoto 0,2 mM (w obecnosci ImM ATP) lub 0,3 mM (w
obecnosci 1mM ADP) (tabela I). W obecnosci 1 mM nukleotydu guaninowego (GTP), spadek
warto$ci wyjsciowej statej potwysycenia byt widoczny, lecz nie tak wyrazny jak w przypad-
ku nukleotydéw adeninowych (tabela I). W przeciwienstwie do nukleotydéw purynowych,
obecny w stezeniu 2,5 mM ortofosforan warto$¢ wyjsciowa statej potwysycenia nieznacznie
podwyzszyt (tabela I), zmieniajac ksztatt kinetycznej krzywej wysyceniowej z hiperbolicznego
na sigmoidalny (wynik nie przedstawiony na rycinie 2).
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18 36 60 67 330 kDa

Ryc. 3. Elektroforeza SDS-PAG deaminazy AMP migs$nia sercowego ryby chrzgstnoszkieletowej. Stan-
dardy biatka: tyreoglobulina (330 kDa), albumina (67 kDa), katalaza (60 kDa), dehydrogenaza kwasu
mlekowego (36 kDa) i ferrytyna (18 kDa) — $ciezka 2. Oczyszczony enzym — Sciezka 1

Fig. 3. SDS-PAG electrophoresis of Thornback ray cardiac muscle AMP-deaminase. Thyreoglobulin (330 kDa),

albumin (67 kDa), catalase (60 kDa), lactic dehydrogenase (36 kDa) and ferritin (18 kDa) were used as standards
(line 2). Line 1- purified enzyme
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Rycina 3, ilustrujaca wynik badania elektroforetycznego, ujawnita obecno$¢ na zelu po-
liakrylamidowym dwoéch fragmentéw bialkowych usytuowanych w sasiedztwie standardu
albuminy (67 kDa). Wspomniane fragmenty biatka posiadaty zblizona masg czasteczkowa (72
i 79 kDa) i prezentowaty najpewniej podjednostki sktadowe enzymu sercowego [14].

Opisane powyzej wlasciwosci regulacyjne deaminazy AMP mig$nia sercowego ryby
chrzgstnoszkieletowej przypominaja te opisane dla enzymu wyizolowanego z migsnia szkie-
letowego tej ryby [8]. Przypominaja one rowniez wiasciwosci fizykochemiczne deaminazy
AMP wyizolowanej z mig$nia sercowego ryby kostnoszkieletowej (pstraga tgczowego — Salmo
gairdneri) [7].

Zaobserwowane podobienstwa wiasciwosci fizykochemicznych prezentowane przez dea-
minaz¢ AMP wyizolowang z migsni (sercowego i szkieletowego) ryb chrzgstnoszkieletowych i
kostnoszkieletowych sa bardzo znaczace i sugeruja wspolne genetyczne pochodzenie enzymu
»migsniowego” u ryb.

PODZIEKOWANIA
Badania te byly finansowane przez Akademi¢ Medyczna w Gdansku (W-186, W-104, W-922).
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K. Kaletha, M. Thebault, J.P. Raffin, I. Rybakowska, J. Klimek
AMP-DEAMINASE FROM CARDIAC MUSCLE OF ELASMOBRANCH FISH
Summary

AMP-deaminase from the cardiac muscle of an elasmobranch fish-Thornback ray (Raja clavata) was
isolated and physico-chemical properties of the purified enzyme were investigated. At optimum pH
(6.6), and in the absence of regulatory ligands (control conditions), AMP-deaminase showed a hyperbo-
lic substrate-saturation kinetics, with half-saturation constant (S,s) value being about 1.7 mM. Adenine
nucleotides (ATP and ADP) activated, while orthophosphate inhibited the activity of Thornback ray fish
cardiac muscle AMP-deaminase, influencing mainly the value of Sys constant. In contrast to the above,
guanine nucleotide (GTP) influenced the enzyme in a more complex way influencing both Sy5 and V.,
values of the reaction. SDS-PAG electrophoresis of Thornback ray fish cardiac muscle AMP-deaminase
revealed the presence of two protein fragments of approximate molecular size of 70 and 80 kDa respec-
tively, representing probably different subunit species of the enzyme. Properties of elasmobranch fish
Thornback ray cardiac muscle AMP-deaminase presented here were compared with these of teleost fish
Raibow trout cardiac muscle AMP-deaminase described previously. The experimental data described here
suggest that one gene is responsible for coding AMP-deaminase in the muscles of both elasmobranch
and teleost fish.
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