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1

IIJTRODUCTIOH

T he m a r k e d  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  o n  c a r d i a c  f u n c ­

t i o n  p o i n t  t o  a n  i m p o r t a n t  r o l e  o f  s y m n a t h e t i c  i n n e r v a t i o n  

i n  r e r u l a t i n f r  t h e  h e a r t  b e a t .  The  f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  

c a r d i o v a s c u l a r  e f f e c t s  o f  a d r e n a l  e x t r a c t s  w a s  made b y  

O l i v e r  a n d  S c h a f e r  ( 1 )  i n  1 8 9 5 ,  T h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  e p i n e n h r i n e  a n d  t h o s e  o f  s y m n a t h e t i c  

n e r v e  s t i m u l a t i o n  w a s  n o t e d  s o m e w h a t  l a t e r  b y  E l l i o t  ( 2 ) ,  

E x p e r i m e n t a l  n r o o f  o f  c h e m i c a l  n e u r o t r a n s m i s s i o n ,  h o w e v e r ,  

w a s  n o t  p r o v i d e d  u n t i l  p u b l i c a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  

L o e w i  ( 3 )  a n d  b y  C an n on  a n d  U r i d i l  ( 4 )  i n  1 9 2 1 ,  D e s n i t e  

r e c o g n i t i o n  a t  t h a t  t i m e  o f  t h e  a b i l i t y  o f  c a t e c h o l a m i n e s  

t o  i n c r e a s e  h e a r t  r a t e  ( 3 )  a n d  t o  m o d i f y  s y s t o l i c  e j e c ­

t i o n  p a t t e r n s  ( 5 )  t h e  m a j o r  e f f o r t s  o f  t h e  s u c c e e d i n g  

d e c a d e s  i n  r e s e a r c h  o n  t h e  c o n t r o l  o f  c a r d i a c  p e r f o r m a n c e  

l a y  i n  o t h e r  d i r e c t i o n s  ( R ) .  I n  t h e  l a s t  t w e n t y  y e a r s ,  

h o w e v e r ,  r e c o g n i t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  c h a n g e s  i n  m y o c a r d i a l  

c o n t r a c t i l i t y  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  c a r d i a c  f u n c t i o n  h a s  

l e d  t o  i n t e n s e  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  

on  t h e  h e a r t .  T a b l e  1 p r e s e n t s  a  r e c e n t  l i s t i n g  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  o n  i s o l a t e d  c a r d i a c  m u s c l e  a n d  

t h e  i n t a c t  h e a r t .



TABLE 1 P a r a l l e l  A c t i o n s  o f  C a t e c h o l a m i n e s  on C a r d i a c  M u s c l e  and  I n t a c t  H e a r t

I n o t r o p y

C h r o n o t r o p y

C o n d u c t i o n

E n e r g e t i c s

C a r d i a c  M u s c l e

I s o m e t r i c  c o n t r a c t i o n s

t R a t e  o f  t e n s i o n  d e v e l o p m e n t  
( + d P / d t )  

t R a t e  o f  T e n s i o n  d e c a y  
( - d P / d t )

+T w i t c h  d u r a t i o n  
tT im e  t o  p e a k  t e n s i o n  (TFT)  
^ R e l a x a t i o n  t i m e  (RT)  
t P e a k  c o n t r a c t i l e  t e n s i o n

I s o t o n i c  c o n t r a c t i o n s

t M a g n i t u d e  o f  s h o r t e n i n g

t R a t e  o f  s h o r t e n i n g  
+T w i t c h  d u r a t i o n

t R a t e  o f  d i a s t o l i c  d e p o l a r ­
i z a t i o n  

A c t i v a t i o n  o f  l a t e n t  p a c e ­
maker c e l l s

+R e f r a c t o r y  p e r i o d  o f  a t r i o ­
v e n t r i c u l a r  n o d e  

t C o n d u c t i o n  v e l o c i t y  i n  H i s -  
P u r k i n j e  f i b e r s

^ A c t i v a t i o n  h e a t

I n t a c t  H e a r t

t R a t e  o f  i s o v o l u m i c  p r e s s u r e  r i s e  
( + d P / d t )

t R a t e  o f  i s o v o l u m i c  p r e s s u r e  f a l l  
( - d P / d t )

^ D u r a t i o n  o f  s y s t o l e  
l l s o v o l u m i c  c o n t r a c t i o n  t i m e  
^ I s o v o l u m i c  r e l a x a t i o n  t i m e  
t P e a k  p r e s s u r e

t S t r o k e  v o l u m e ,  e n d - s y s t o l i c  v o l u m e ,  
t  e j e c t i o n  f r a c t i o n
t R a t e  o f  v o l u m e  e j e c t i o n  ( d V / d t )  
t E j e c t i o n  t i m e

t H e a r t  r a t e

E c t o p i c  b e a t s

F a c i l i t a t e d  a t r i o v e n t r i c u l a r  c o n d u c t i o n  

G r e a t e r  s y n c h r o n y  o f  c o n t r a c t i o n

t O x y g e n  c o n s u m p t i o n

R e p r o d u c e d  f r o m  r e f e r e n c e  7 4
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The d i s c o v e r y  t h a t  a  h o r m o n e  p r o d u c e s  a n  e f f e c t  r a i s e s  

t h e  q u e s t i o n  o f  how  s u c h  a  r e s p o n s e  i s  p r o d u c e d .  I t  i s  a  

n r e m i s e  o f  m o l e c u l a r  e n d o c r i n o l o g y  t h a t  t h e  i n i t i a l  e v e n t  

l e a d i n g  t o  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  t a r g e t  t i s s u e  i n v o l v e s  t h e  

b i n d i n g  o f  t h e  h o r m o n e  t o  a  s p e c i f i c  r e c e n t o r .  T h i s  r e ­

c e p t o r  c o n c e n t  w a s  o r i g i n a l l y  s u g g e s t e d  b y  s t u d i e s  o f  d r u g  

a c t i o n s  o n  t h e  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n  w h i c h  p r o m p t e d  L a n g l e y ' s  

s u g g e s t i o n  ( 7 )  t h a t  a  s p e c i f i c  " r e c e p t o r  s u b s t a n c e "  m e d i a t e s  

t h e  a c t i o n  o f  n e u r o h u m o r s .  C o n c u r r e n t l y ,  t h e  c o n c e n t  o f  

s p e c i f i c  r e c e p t o r s  w a s  i n v o k e d  b y  E h r l i c h  i n  d e s c r i b i n g  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  t o x i n s  w i t h  c e l l s  ( 8 ) ,  an d  a n t i g e n s  w i t h  a n t i ­

b o d i e s  ( 9 ) ,

T he  f i r s t  c o m p r e h e n s i v e  r e v i e w  o f  r e c e p t o r s  w a s  t h a t  

o f  A . J . C l a r k  ( 1 0 )  who c o n c l u d e d  t h a t  " t h e  m o r e  a c c u r a t e  

n u a n t i t a t i v e  d a t a  c a n  b e  i n t e r p r e t e d  a s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  d r u g  a n d  s p e c i f i c  r e c e p t o r s ,  

w h i c h  l a t e r  i n  a  l a r p e  n u m b e r  o f  c a s e s  c a n  b e  i n t e r p r e t e d  

a s  b e i n g  s i t u a t e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e " .  The  r e c e n t o r  c o n ­

c e n t  d o e s  much t o  e x p l a i n  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  h o r m o n a l  e f ­

f e c t s ,  t h e  r e l a t i o n  o f  h o r m o n e  c o n c e n t r a t i o n  t o  t h e  m a g n i ­

t u d e  o f  t h e  o b s e r v e d  r e s p o n s e  a n d  t h e  a b i l i t y  o f  d r u g s  t o  

b l o c k  s e l e c t i v e l y  t h e  e f f e c t s  o f  h o r m o n e .  No i n s i g h t ,  how ­

e v e r ,  i s  p r o v i d e d  a s  t o  how  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  t a r g e t  

t i s s u e  i s  r e l a t e d  t o  e v e n t s  t a k i n g  p l a c e  w h en  t h e  h o r m o n e  

b i n d s  t o  t h e  r e c e p t o r .
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T he  s e c o n d  m e s s e n g e r  h y p o t h e s i s ,  f o r m u l a t e d  b y  S u t h e r ­

l a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 1 ) ,  p r o v i d e d  a  m o d e l  e x p l a i n i n g  how  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  a  h o r m o n e  w i t h  a  r e c e n t o r  o n  t h e  o u t e r  s u r ­

f a c e  o f  t h e  c e l l  c a n  a f f e c t  m e t a b o l i c  e v e n t s  w i t h i n  t h e  c e l l .  

T he c o n c e p t  i s  b a s e d  o n  s t i m u l a t i o n  b y  t h e  h o r m o n e  o f  t h e  

e n z y m e  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  T h i s  e n z y m e  c a t a l y z e s  t h e  c o n ­

v e r s i o n  o f  ATP t o  3 * - 5 '  c y c l i c  w h i c h  h a s  t h e  a b i l i t y  t o

s t i m u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  a  c l a s s  o f  c y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  

o r o t e i n  k i n a s e s  w i t h i n  t h e  c e l l .  The  p r o c e s s  i s  i l l u s t r a t e d  

s c h e m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  1 ,

S i m p l y  s t a t e d  t h e  h y p o t h e s i s  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  h o r ­

mone r e c e n t o r  i s  p a r t  o f ,  o r  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h ,  t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m .  T he  h o r m o n e - r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n  

m o d i f i e s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  t h e r e b y  l e a d i n g  t o  a  

c h a n g e  i n  t h e  c y c l i c  AMP c o n t e n t  o f  t h e  c e l l .  T h i s  m o d e l  

r e g a r d s  t h e  h o r m o n e  a s  t h e  f i r s t  m e s s e n g e r  a n d  c y c l i c  AMP 

a s  t h e  s e c o n d  m e s s e n g e r  w h i c h  t r a n s f e r s  t h e  i n f o r m a t i o n  

c a r r i e d  b y  t h e  h o r m o n e  t o  t h e  i n t e r n a l  m e c h a n i s m  o f  t h e  

c e l l .

I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h a t  t h e  r e s o o n s e  t o  a  h o r m o n e  

i n  a  g i v e n  t i s s u e  i s  i n d e e d  m e d i a t e d  b y  c y c l i c  AMP a c t i n g  

a s  a  s e c o n d  m e s s e n g e r ,  t h e  f o l l o w i n g  c r i t e r i a  m u s t  b e  

s a t i s f i e d  (12) .
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F i g u r e  1 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s e c o n d  m e s s e n g e r  
c o n c e p t .  R e p r o d u c e d  f r o m  I i o b i s o n  e_t a l ( ( 1 5 1 ) .
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F i r s t l y :  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  b r o k e n  c e l l  n r e n a r a t i o n s  

s h o u l d  r e s n o n d  t o  t h e  sa m e  h o r m o n e s  w h i c h  n r o d u c e  b i o l o g i c a l  

r e s p o n s e s  i n  i n t a c t  t i s s u e .  I n  c a s e s  w h e r e  a  n u m b e r  o f  h o r ­

mone a n a l o g s  a r e  a v a i l a b l e  t h e  o r d e r  o f  n o t e n c v  s h o u l d  b e  

t h e  sam e i n  v i t r o  a s  i n  v i v o .  S i m i l a r l y ,  i f  c o m n e t i t i v e  

a n t a g o n i s t s  a r e  a v a i l a b l e  t h e y  s h o u l d  h e  e f f e c t i v e  i n  v i t r o  

a s  w e l l  a s  i n  v i v o .

S e c o n d l y :  s i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y c l i c  AMP i s  a l s o  

m o d i f i e d  b y  c h a n p e s  i n  n h o s n h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  t h a t  c o n ­

v e r t s  c y c l i c  AMP t o  5 * -AMP, t h e  a c t i o n s  o f  h o r m o n e s  w h i c h  

s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s h o u l d  b e  p o t e n t i a t e d  b y  d r u p s  

t h a t  i n h i b i t  n h o s n h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y .  T h i s  c r i t e r i o n  i s  

s u b j e c t  t o  s e v e r a l  o u a l i f i c a t i o n s .  I n  o r d e r  f o r  a  n h o s n h o ­

d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r  t o  p o t e n t i a t e  t h e  r e s o o n s e  t o  a  h o r m o n e  * 

n h o s n h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  m u s t  b e  p r e s e n t  i n  t h e  b r o k e n  

c e l l  n r e n a r a t i o n .  I t  i s  a l s o  n e c e s s a r y  t h a t  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  h o r m o n e  i s  l o w  e n o u p h  s o  t h a t  t h e  m a x i m a l  r e s n o n s e  

i s  n o t  e l i c i t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n ­

h i b i t o r ,  a n d  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n ­

h i b i t i o n  i s  n o t  o b s c u r e d  b y  o t h e r  e f f e c t s  o f  t h e  d r u p .

T h i r d l y :  t h e  l e v e l  o f  c y c l i c  AMP i n  i n t a c t  t i s s u e  

s h o u l d  c h a n g e  i n  r e s n o n s e  t o  h o r m o n a l  s t i m u l a t i o n .  O p t i m a l ­

l y  t h e s e  s t u d i e s  s h o u l d  b e  d o n e  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  a  

n h y s i o l o p i c a l  r e s p o n s e  c a n  b e  m o n i t o r e d  s i m u l t a n e o u s l y .  The  

i n c r e a s e  i n  c y c l i c  AMP s h o u l d  n r e c e d e  o r  a t  l e a s t  a r o e a r  

c o n c o m i t a n t  t o  t h e  p h y s i o l o r / i c a l  r e s p o n s e .
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F i n a l l y :  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  

a p p l i c a t i o n  o f  e x o g e n o u s  c y c l i c  AMP o r  a  s u i t a b l e  a n a l o g  c a n  

m i m i c  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  h o r m o n e .

C a t e c h o l a m i n e - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  

c a r d i a c  m u s c l e  w a s  f i r s t  r e p o r t e d  i n  1 9 5 8  b y  S u t h e r l a n d  a n d  

H a l l  ( 1 3 ) ,  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  w e r e  a b l e  t o  d e t e c t  m e a ­

s u r a b l e  a m o u n t s  o f  c y c l i c  AMP i n  t h e  i n c u b a t i o n  m ed iu m  o f  

a  c a r d i a c  p a r t i c u l a t e  p r e p a r a t i o n  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e  h o r m o n e  e p i n e p h r i n e .  L a t e r  r e p o r t s  b y  Murad e_t a l ,

( 1 4 ,  1 5 )  p r e s e n t e d  a  m ore  c o m p l e t e  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  

c a t e c h o l a m i n e s  o n  c y c l i c  AMP f o r m a t i o n ,  U s i n p  a  p a r t i c u l a t e  

p r e p a r a t i o n  o f  c a n i n e  v e n t r i c u l a r  m u s c l e ,  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  

t e s t e d  a  s e r i e s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  f o r  r e l a t i v e  p o t e n c y  i n  

s t i m u l a t i n g  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  a b i l i t y  

o f  t h e  c o m p e t i t i v e  b e t a  b l o c k i n g  a p e n t  d i c h l o r o i s o p r o t e r e n o l  

( D G I) t o  i n h i b i t  t h i s  e f f e c t .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  v e r y  

s i m i l a r  t o  t h o s e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  b y  M a y er  a n d  Moran ( 1 8 )  

when m e a s u r i n g  c o n t r a c t i l e  f o r c e  a n d  p h o s p h o r y l a s e  a  c o n ­

t e n t  i n  v i v o , I n  b o t h  s t u d i e s  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  m e a s u r e d  

r e s n o n s e  w a s  d e p e n d e n t  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  b e t a  

a d r e n e r g i c  a p o n i s t  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  i n c r e a s e  i n  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  a n d  t h e  r i s e s  i n  c o n ­

t r a c t i l e  f o r c e  a n d  p h o s p h o r y l a s e  a  a c t i v i t y  p r o d u c e d  b y  

t h e  a d d i t i o n  o f  c a t e c h o l a m i n e  c o u l d  b e  b l o c k e d  b y  D C I ,

O t h e r  s t u d i e s  o f  t h e  e f f e c t  o f  b e t a  a d r e n e r p t i c  b l o c k i n g  

a g e n t s  b y  R o b i s o n  ert a l ,  ( 1 7 )  l e n d  f u r t h e r  s u p p o r t  t o  t h e



8

h y p o t h e s i s  t h a t  i n t e r a c t i o n  o f  a d r e n e r s i c  a g o n i s t s  w i t h  

t h e i r  r e c e n t o r  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c y c l i c  AMP l e v e l  

i n  t h e  h e a r t .

F u l f i l l m e n t  o f  S u t h e r l a n d * s  s e c o n d  c r i t e r i o n  f o r  t h e  

e s t a b l i s h m e n t  o f  c y c l i c  AMP m e d i a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  

e n i n e n h r i n e  o n  t h e  h e a r t ; n o t e n t i a t i o n  o f  t h e  m y o c a r d i a l  

r e s n o n s e  t o  e n i n e n h r i n e  b y  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r s ,  i s  

c o m n l i c a t e d  b y  t h e  n o n s n e c i f i c  e f f e c t s  o f  t h e  n h o s o h o d i e s t e r -  

a s e  i n h i b i t o r s .  T h e o n h y l l i n e  w a s  f o u n d  t o  n o t e n t i a t e  t h e  

i n o t r o n i c  r e s n o n s e  t o  n o r e n i n e n h r i n e  ( 1 8 )  a s  w e l l  a s  t o  i n ­

c r e a s e  t h e  f o r c e  o f  c o n t r a c t i o n  w h en  a d m i n i s t e r e d  a l o n e  ( 1 9 ) .  

The  r e s n o n s e  t o  t h e o n h ? / ' l l i n e , h o w e v e r , i s  a s s o c i a t e d  w i t h  

a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t i m e  t o  n e a k  t e n s i o n ,  a  d e c r e a s e  i n  t h e  

r a t e  o f  r e l a x a t i o n  a n d  a n  o v e r a l l  p r o l o n g a t i o n  o f  s y s t o l e  

( 2 0 )  w h i c h  i s  n u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  r e s n o n s e  t o  

c a t e c h o l a m i n e s  ( 2 1 ) .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  may b e  e x n l a i n e d  

b y  t h e  f i n d i n g  t h a t  m e t h y l x a n t h i n e s  i n t e r f e r e  w i t h  c a l c i u m  

r e t e n t i o n  b y  t h e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  ( 2 2 ,  2 3 ) .  T h e  

e f f e c t s  o f  t h e  n h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r s  w o u l d  t h e r e f o r e  

r e p r e s e n t  a  b a l a n c e  o f  d i f f e r e n t  e f f e c t s ,  n i i n k s  ^ t  a l .

( 2 4 )  h a v e  s u s p e c t e d  t h a t  m e t h y l x a n t h i n e s  n r o d u c e  a t  l e a s t  

t w o  d i f f e r e n t  r e s n o n s e s :  1 )  a n  i n c r e a s e  i n  s a r c o l e m m a l

c a l c i u m  f l u x  ( w h i c h  i s  o e r h a o s  c y c l i c  AMP m e d i a t e d )  a n d  2 )  

a  d i r e c t  i n h i b i t i o n  o f  c a l c i u m  a c c u m u l a t i o n  b y  t h e  s a r c o ­

n l a s m i c  r e t i c u l u m .
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D e v e l o n m e n t  o f  a  n o t e n t  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r ,

Ro 7 - 3 9 5 6  ( 4 - ( 3 , 4 - d i m e t h o x y b e n z y l - ? - i m i d a z o l i d i n o n e )  w h i c h  

i s  c h e m i c a l l y  u n r e l a t e d  t o  t h e  m e t h y l x a n t h i n e s ,  n r o v i d e d  a  

n e w  t o o l  w h i c h  i s  a n n a r e n t l y  f r e e  o f  s i d e  e f f e c t s  ( 2 5 ) ,  

T s i e n  e t  a d ,  ( 2 6 )  shower!  t h a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  

a q e n t  w e r e  a b l e  t o  m i m i c  t h e  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  o n  

t h e  l e v e l  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  n l a t e a u  n h a s e  o f  t h e  a c t i o n  

p o t e n t i a l  o f  P u rk in . - j e  f i b e r s  a s  w e l l  a s  t o  a c c e l e r a t e  t h e  

n a c e m a k e r  n o t e n t i a l  w h i c h  f o l l o w s  r e n o l a r i z a t i o n .

An a l t e r n a t i v e  a n p r o a c h  w a s  u t i l i z e d  b y  K u k o v e t z  a n d  

pfcch ( 2 7 )  who f o u n d  t h a t  i m i d a z o l e ,  w h i c h  h a s  t h e  a b i l i t v  

t o  s t i m u l a t e  n h o s n h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  i n  v i t r o , w a s  a b l e  

t o  i n h i b i t  t h e  n o s i t i v e  i n o t r o n i c  e f f e c t  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  

a s  w e l l  a s  t h e  r e s n o n s e  t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a t e c h o l ­

a m i n e ,  I n  g e n e r a l ,  t h e r e f o r e ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

e f f e c t s  o f  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r s  o n  t h e  h e a r t  a r e  

c o m e s t i b l e  w i t h  t h e  s e c o n d  m e s s e n g e r  h y n o t h e s i s ,

S u t h e r l a n d ' s  t h i r d  c r i t e r i o n  f o r  t h e  e s t a b l i s h m e n t  

o f  c y c l i c  AMP a s  a  s e c o n d  m e s s e n g e r ;  a  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

t i s s u e  c y c l i c  AMP a n d  t h e  n h y s i o l o p i c  r e s n o n s e  t o  h o r m o n e ,  

l e d  t o  c o n s i d e r a b l e  c o n t r o v e r s y .  The e f f e c t  o f  e n i n e n h r i n e  

t o  i n c r e a s e  t h e  c y c l i c  AMP c o n t e n t  o f  n c r f u s e d  h e a r t s  w a s  

f i r s t  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  r a t  b y  0 y e  e t  a l ,  i n  1 9 6 4  ( 2 8 )  

a n d  i n  t h e  r a b b i t  b y  H a m m e r m e i s t e r  e t  a l ,  i n  1 9 6 5  ( 2 9 ) ,

I n  t h e  o r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  (9ye e t  al^, n o  d i s s o c i a t i o n  i n  

t h e  i n c r e a s e s  i n  c y c l i c  AMP, n h o s n h o r y l a s e  a  a c t i v i t y  o r
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c o n t r a c t i l i t y  w a s  a p p a r e n t .  I n  l a t e r  w o r k  f r o m  t h e  same  

l a b o r a t o r y ,  h o w e v e r ,  ( 3 0 )  t h e  r i s e  i n  c y c l i c  AMP c l e a r l y  

p r e c e d e d  t h e  i n c r e a s e  i n  c o n t r a c t i l e  f o r c e  o r  p h o s p h o r y l a s e  

a  a c t i v i t y ,  A s i m i l a r l y  r a p i d  r i s e  i n  c y c l i c  AMP c o n t e n t  

a f t e r  e x p o s u r e  t o  e p i n e p h r i n e  w a s  a l s o  n o t e d  b y  C h e u n g  a n d  

W i l l i a m s o n  ( 3 1 )  who r e p o r t e d  t h e  i n c r e a s e  i n  c y c l i c  AMP 

n o t  o n l y  p r e c e d e d  t h e  r i s e  i n  c o n t r a c t i l e  f o r c e  b u t  t h a t  

c h a n g e s  I n  p h o s p h o r y l a s e  f o l l o w e d  b o t h  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s .  

F u r t h e r  e v i d e n c e  o f  t h i s  s e q u e n c e  o f  e v e n t s ,  n r e -  

s e n t e d  b y  Y / i l l i a m s o n  ( 3 2 )  a n d  M a y er  ej; a l_ ,  ( 3 3 ) ,  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  e f f e c t s  on c o n t r a c t i l i t y  a n d  g l y c o g e n o l y s i s  e i t h e r  

f o l l o w e d  a  d i f f e r e n t  t i m e  c o u r s e  o r  d i f f e r e d  g r e a t l y  i n  

s e n s i t i v i t y  t o  t h e  e f f e c t o r .  E x p e r i m e n t s  b y  Drummond e t  a l . 

( 3 4 )  t h a t  c o m p a r e d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  c y c l i c  AMP a c c u m u l a t i o n  

w i t h  n h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  a c t i v a t i o n  s h o w e d  t h a t  t h e s e  

e v e n t s  o c c u r e d  a l m o s t  s i m u l t a n e o u s l y ,  t h e  i n o t r o p i c  r e s p o n s e  

t o  e p i n e p h r i n e  o c c u r i n g  s e v e r a l  s e c o n d s  l a t e r .  A s i m i l a r  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c y c l i c  AMP c o n t e n t  a n d  p h o s p h o r y l a s e  

b k i n a s e  a c t i v i t y  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  Namm a n d  M ayer  ( 3 5 ) .  

T h e s e  r e s u l t s  i m p l y  t h a t  t h e  c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

t o  p h o s p h o r y l a s e  a  i s  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  g l y c o -  

g e n o l y s i s ,  a n d  t h e r e f o r e ,  t h e  l a g  o f  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v a ­

t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  i n o t r o p i c  r e s p o n s e  c a n n o t  b e  t a k e n  a s  

e v i d e n c e  f o r  s e p a r a t e  m e d i a t o r y  m e c h a n i s m s  f o r  t h e  t w o  

e f f e c t s .
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S e v e r a l  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  f a i l  t o  s u p p o r t  t h e  c o n c e n t  

t h a t  c y c l i c  A?iP m e d i a t e s  t h e  i n o t r o p i c  r e s n o n s e  t o  t h e  c a t e ­

c h o l a m i n e s ,  M a y e r  e t  a l ,  ( 3 6 )  r e n o r t e d  t h a t  ^ l u c a ^ o n ,  w h i c h  

n r o d u c e s  b o t h  n o s i t i v e  i n o t r o n i c  a n d  c h r o n o t r o p i c  e f f e c t s  

( 3 7 - 3 9 ) ,  c a u s e d  i n c r e a s e s  i n  b o t h  n h o s p h o r y l a s e  a  a n d  c o n ­

t r a c t i l e  a m p l i t u d e  b e f o r e  a n  i n c r e a s e  i n  c y c l i c  AMP c o u l d  

b e  d e t e c t e d .  S h a n f e l d  £ t  a l ,  ( 4 0 )  r e n o r t e d  a  d i s s o c i a t i o n  

b e t w e e n  i n c r e a s e s  i n  c y c l i c  AMP a n d  t h e  n o s i t i v e  i n o t r o n i c  

e f f e c t  o f  n o r e n i n e n h r i n e  b y  t h e  d r u ^  N - i s o o r o p y l  m e t h o x a m i n e  

( I MA ) .  When IMA w a s  n r e s e n t ,  n o r e n i n e n h r i n e  die]  n o t  i n ­

c r e a s e  e i t h e r  c a r d i a c  c y c l i c  AMP o r  n h o s n h o r v l a s e  a c t i v i t y  

a l t h o u g h  t h e  i n c r e a s e  i n  c o n t r a c t i l e  f o r c e  w a s  n o t  i m o a i r e d .  

S i m i l a r l y ,  B e n f e y  a n d  C a r o l i n  r e n o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  n h e n v l -  

e n h r i n e  i n c r e a s e d  t h e  f o r c e  o f  c o n t r a c t i o n  i n  r a b b i t  a n d  

c h i c k e n  h e a r t s ,  i t  d i d  n o t  i n c r e a s e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i ­

t y  i n  n a r t i c u l a t e  n r e n a r a t i o n s  o f  t h e s e  t i s s u e s  ( 4 1 ) .

D o n a m i n e  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  i n e f f e c t i v e  i n  i n c r e a s i n g  

c y c l i c  AMP c o n t e n t  o f  h e a r t  s l i c e s  o r  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  i n  r a b b i t  h e a r t  h o r a o ^ e n a t e s  ( 4 3 ) .  The  i n o t r o n i c  e f ­

f e c t s  o f  p h e n y l e p h r i n e  a n d  d o n a m i n e  h a v e  b e e n  w e l l  c h a r a c t ­

e r i z e d  ( 4 3 - 4 3 ) .

T he  c o n c e n s u s  o f  o p i n i o n  h a s  r e t u r n e d  t o  f a v o r  c y c l i c  

AMP a s  a n  i m p o r t a n t  m e d i a t o r  o f  t h e  i n o t r o n i c  e f f e c t s  o f  t h e  

c a t e c h o l a m i n e s .  I n  t h e  d i s c u s s i o n  o f  t h e i r  r e s u l t s ,  M a y er  

e t  a l ,  ( 3 6 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e i r  d a t a  w e r e  n o t  c o n c l u s i v e  

i n a s m u c h  a s  t h e i r  a s s a y  f o r  c y c l i c  AMP c o n t e n t  w a s  n o t  a s
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s e n s i t i v e  a s  t h e i r  c o n t r a c t i l e  f o r c e  m e a s u r e m e n t s .  T h e  l a s  

i n  c y c l i c  AMP c h a n g e s ,  t h e r e f o r e ,  c o u l d  r e s u l t  f r o m  f a i l u r e  

t o  d e t e c t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u c l e o t i d e  t h a t  w a s  s t i l l  l a r r . e  

e n o u s h  t o  n r o d u c e  a  n h v s i o l o r r i c  r e s n o n s e .

M c N e i l l  a n d  V e r n a  ( 4 6 )  n o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  f a i l u r e  o f  

D e n f e v  t o  d e t e c t  a n  e f f e c t  o f  n h e n y l e n h r i n e  o n  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  m i r h t  b e  du e  t o  t i s s u e  d i s r u n t i o n .  When 

m e a s u r e m e n t s  w e r e  made o f  c y c l i c  AMP c o n t e n t  o f  w h o l e  h e a r t s ,  

n h e n y l e n h r i n e  w a s  f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e ,  a l b e i t  a t  much h i g h ­

e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  r e n u i r e d  t o  e l i c i t  r e s n o n s e s  w i t h  n o r ­

e n i n e n h r i n e .  S i m i l a r  i n c r e a s e s  i n  c y c l i c  n u c l e o t i d e  c o n t e n t  

b y  n h e n y l e n h r i n e  o r  d o p a m i n e  w e r e  r e n o r t e d  b y  O s n e s  e_t a l , 

( 4 7 ,  4 8 ) .  The l a t t e r  y r o u n  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  w h en  t h e  

t i s s u e  w a s  t r e a t e d  w i t h  t h e  b e t a  b l o c k i n g  a p e n t  n r o n r a n o l o l ,  

p h e n y l e n h r i n e  s t i l l  p r o d u c e d  a  n o s i t i v e  i n o t r o n i c  e f f e c t  

e v e n  t h o u g h  t h e  i n c r e a s e  i n  c y c l i c  AMP w a s  f u l l y  i n h i b i t e d .  

T h i s  l a t t e r  i n o t r o n i c  e f f e c t  i s  a t t r i b u t a b l e  t o  a n  a l p h a  

a d r e n e r y i c  c o m p o n e n t  t o  t h e  e f f e c t s  o f  p h e n y l e n h r i n e  a s  

dchu m an  e_t al^, ( 4 9 )  r e n o r t e d  t h a t  t h e  a l p h a  a p o n i s t  

m e t h o x a m i n e  a l o n e  i n c r e a s e d  t h e  c o n t r a c t i l e  f o r c e  o f  r a b ­

b i t  p a p n i l l a r y  m u s c l e  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  c y c l i c  

AiIP c o n t e n t .  I n  t h e  n r e s e n c e  o f  t h e  n h o s n h o d i e s t e r a s e  i n ­

h i b i t o r  n a n a v e r i n e ,  m e t h o x a m i n e  i n c r e a s e d  c o n t r a c t i l e  f o r c e  

w h i l e  c y c l i c  AMP c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d .  The  i n o t r o n i c  

r e s n o n s e  t o  a l p h a  a d r e n e r g i c  a y o n i s t s  t h e r e f o r e  a n n e a r s  t o  

b e  m e d i a t e d  b y  m e c h a n i s m s  i n d e p e n d e n t  o f  c y c l i c  AMP. The
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d i f f e r e n c e  i n  m e c h a n i s m  i s  a l s o  r e f l e c t e d  i n  q u a l i t a t i v e  

d i f f e r e n c e s  i n  e f f e c t s  on  t h e  s h a p e  o f  t h e  i s o m e t r i c  t e n s i o n  

d e v e l o p m e n t  c u r v e s ,  a s  p h e n y l e n h r i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

n r o n r a n o l o l  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  d u r a t i o n  o f  s y s t o l e  

( 5 0 ) ,  w h i c h  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s h o r t e n i n g  o f  s y s t o l e  a s ­

s o c i a t e d  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  b e t a  a q o n i s t s  ( s e e  b e l o w ) .  The  

f a i l u r e  o f  IMA t o  i n h i b i t  t h e  i n o t r o n i c  r e s n o n s e  t o  n o r ­

e n i n e n h r i n e  may p e r h a p s  a l s o  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  w e l l  known  

a l p h a  a d r e n e r g i c  a c t i v i t y  o f  n o r e p i n e p h r i n e .

I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  m o s t  e v i d e n c e  f a v o r s  t h e  h y p o ­

t h e s i s  t h a t  c y c l i c  AMP m e d i a t e s  t h e  e f f e c t s  o f  b e t a  a d r e n e r g i c  

s t i m u l a t i o n  i n  t h e  h e a r t  a n d  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a d r e n e r -  

p i c  a m i n e s  w i t h  c a r d i a c  a l p h a  r e c e p t o r s  p r o d u c e  a  n o s i t i v e  

i n o t r o p i c  e f f e c t  b y  a  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m  t h a t  d o e s  n o t  r e ­

q u i r e  c y c l i c  AMP,

A t t e m p t s  t o  f u l f i l l  t h e  f o u r t h  r e q u i r e m e n t  o f  S u t h e r ­

l a n d  e t  a l t d u p l i c a t i o n  o f  t h e  r e s n o n s e  t o  a d r e n e r q i c  

s t i m u l a t i o n  b y  t r e a t m e n t  w i t h  c y c l i c  AMP o r  i t s  a n a l o g s ,  

b e q a n  i n  1 9 6 5 .  A t  t h a t  t i m e  R o b i s o n  ej: a l ,  ( 5 1 )  r e p o r t e d  

t h e  f a i l u r e  o f  c y c l i c  AMP a n d  s e v e r a l  o f  i t s  d e r i v i t i v e s  t o  

e l i c i t  a  p o s i t i v e  i n o t r o p i c  r e s n o n s e  i n  p e r f u s e d  r a t  h e a r t s .  

L a t e r  a t t e m p t s  b y  t h a t  g r o u n  w e r e  a l s o  u n s u c c e s s f u l  ( 1 7 ) ,  

n e r h a n s  b e c a u s e  o f  t h e  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n u c l e o t i d e  

t h a t  w e r e  u s e d  f o r  t h o s e  s t u d i e s .
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The  f i r s t  r e p o r t  o f  c a r d i o v a s c u l a r  e f f e c t s  o f  c y c l i c  

AMP a n n e a r e d  I n  19GG when L e v i n e  a n d  V o p e l  ( 5 2 )  f o u n d  a n  

I n c r e a s e  i n  h e a r t  r a t e ,  c a r d i a c  o u t n u t  a n d  b l o o d  p l u c o s e  

a f t e r  i n j e c t i o n  o f  l a r ^ e  d o s e s  o f  c y c l i c  AMP i n t o  

u n a n e s t h e t i z e d  d o r s ,  w h e r e a s  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  f o l ­

l o w e d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  2 * 3 ' -AMP, 5 * -AMP o r  ATP,  S i m i l a r  

r e s n o n s e s  w e r e  e l i c i t e d  b y  c y c l i c  AMP i n  human n a t l e n t s  

( 5 3 ,  5 4 ) ,  The  a u t h o r s  o f  t h e  c l i n i c a l  s t u d i e s  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e s e  w e r e  d i r e c t  e f f e c t s  o n  t h e  h e a r t  a n d  n o t  d u e  t o  

r e f l e x  a c t i o n .  T h i s  h y n o t h e s i s  w a s  s u b s t a n t i a t e d  b y  s t u d i e s  

o f  t h e  e f f e c t s  o f  d i b u t y r y l  c y c l i c  AMP ( d b - c y c l i c  AMP) o n  

i s o l a t e d  n e r f u s e d  h e a r t s  f r o m  t h e  a u i n e a  n l y  ( 5 5 )  a n d  r a t  

( 5 5 - 5 8 ) .  S k e l t o n  e_t ad^, ( 5 9 )  n o t e d  t h a t  t h e  i n c r e m e n t s  i n  

t e n s i o n  a n d  r a t e  o f  t e n s i o n  d e v e l o n m e n t  i n  i s o l a t e d  c a t  

n a n l l l a r y  m u s c l e  c a u s e d  b y  a  m a x i m a l l y  e f f e c t i v e  d o s e  o f  

d b - c y c l i c  AMP w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  p r o d u c e d  b y  o n t i m a l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  n o r e p i n e p h r i n e .  A h r e n  e t  a l ,  ( 5 8 )  

s h o w e d  t h a t  d b —c y c l i c  AMP c o u l d  m i m i c  t h e  m e t a b o l i c  e f f e c t s  

o f  e n i n e n h r i n e  a s  w e l l .

I n  a l l  o f  t h e s e  s t u d i e s  t h e r e  w a s  a d e l a y  o f  s e v e r a l  

m i n u t e s  b e f o r e  a n y  c h a n g e  i n  t h e  m e a s u r e d  p a r a m e t e r  w a s  

o b s e r v e d .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  r e s n o n s e s  t o  n o r e n i n e n h r i n e  

w e r e  much m o re  r a n i d ,  m a x i m a l  e f f e c t s  b e i n r  s e e n  a f t e r  l e s s  

t h a n  o n e  m i n u t e .  M e a s u r e m e n t s  o f  t h e  e n t r y  o f  l a b e l e d  

d b - c y c l i c  AMP i n t o  p e r f u s e d  r a t  h e a r t s  i n d i c a t e d  t h a t  c e l l  

m em brane p e r m e a b i l i t y  t o  t h i s  n u c l e o t i d e  w a s  v e r y  l o w  s o
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t h a t  so m e  t i m e  w o u l d  b e  r e q u i r e d  t o  a c h i e v e  a  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c t i v e  l e v e l  ( 6 0 ) .  I n  c o n t r a s t ,  c u l t u r e d  i s o l a t e d  r a t  h e a r t  

c e l l s  s h o w e d  a n  i m m e d i a t e  p o s i t i v e  c h r o n o t r o p i c  r e s p o n s e  t o  

d b - c y c l i c  AMP ( 6 1 ) .  T h i s  r a p i d  e f f e c t  v/as a t t r i b u t e d  t o  

t h e  t r y n s i n  t r e a t m e n t  o f  t h e  h e a r t  c e l l s  p r i o r  t o  c u l t u r e .

A l t h o u g h  s t u d i e s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  o r  

p h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r s  o n  t h e  p a c e m a k e r  c u r r e n t  o f  

c a r d i a c  P u r k i n . l e  f i b e r s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  

t h a t  c y c l i c  AMP m e d i a t e s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  a g e n t s ,  a t ­

t e m p t s  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  a b i l i t y  o f  d i b u t y r y l  ( 6 3 )  o r  

m o n o b u t y r y l  ( 63 , 6 4 )  c y c l i c  AMP t o  m i m i c  t h e  a c t i o n  o f  

e n i n e n h r i n e  o n  t h e  p a c e m a k e r  c u r r e n t  h a v e  n o t  s u c c e e d e d .

T h i s  i s  e s p e c i a l l y  n u z z l i n g  a s  m o n o b u t y r y l  c y c l i c  AMP h a s  

p r o f o u n d  e f f e c t s  on  t h e  p l a t e a u  ( C a l c i u m )  c u r r e n t s  o f  t h e  

sam e p r e p a r a t i o n  ( P . 6 ) .  The f a c t  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

d u p l i c a t e  t h e  p a c e m a k e r  e f f e c t s  o f  e p i n e p h r i n e  b y  i n t r a ­

c e l l u l a r  i o n t o p h o r e s i s  o f  c y c l i c  AMP i n t o  P u r k i n j e  f i b e r s  

( o b )  o r  s i n o - a t r i a l  n o d e  ( 66 ) s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  p e r h a p s  

som e d i f f e r e n c e  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  d i b u t y r y l  o r  m on o­

b u t y r y l  c y c l i c  AMP t h a t  l i m i t s  t h e i r  a c c e s s  t o  o r  e f f e c t s  on  

t h e  r e l e v a n t  s i t e  o f  a c t i o n  w i t h i n  t h e  c e l l .

b t u d i e s  o n  t h e  i n o t r o p i c  e f f e c t s  o f  e p i n e p h r i n e  a n d  

c y c l i c  AMP h a v e  p r o v e d  m ore  a m e n a b l e  t o  a n a l y s i s .  M o s t  

i n v e s t i g a t o r s  now  b e l i e v e  t h a t  m y o c a r d i a l  c o n t r a c t i l i t y  i s  

d e t e r m i n e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  b y  t h e  a m o u n t  o f  c a l c i u m

d e l i v e r e d  t o  t h e  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  d u r i n g  s y s t o l e  ( 6 7 ) ,



16

I t  I s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  c a t e c h o l a m i n e s  i n c r e a s e  t h e  

a m p l i t u d e  o f  a  s l o w  i n w a r d  c u r r e n t  c a r r i e d  l a r g e l y  b y  

c a l c i u m  i o n s  d u r i n g  t h e  p l a t e a u  p h a s e  o f  t h e  c a r d i a c  a c t i o n  

p o t e n t i a l  ( 6 8 - 7 0 ) .  T h i s  i n c r e a s e  i n  t h e  s l o w  i n w a r d  c u r ­

r e n t  a p p e a r s  t o  b e  m e d i a t e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s p e c i f i c  

c o n d u c t a n c e  o f  t h e  m em b ran e  f o r  c a l c i u m  w i t h  n o  c h a n g e  i n  

t h e  a s s o c i a t e d  m em brane  p a r a m e t e r s  ( 6 9 ) ,  The e f f e c t  o f  

c a t e c h o l a m i n e s  o n  t h i s  i o n i c  c h a n n e l  h a s  b e e n  d u p l i c a t e d  

b y  s u p e r f u s i o n  w i t h  mono ( 6 0 , 7 1 )  a n d  d i b u t y r y l  c y c l i c  AMP 

( 6 9 )  a s  w e l l  a s  i n t r a c e l l u a r l y  a p p l i e d  c y c l i c  AMP ( 6 5 ) .

T he  i n d e p e n d e n t  e f f e c t  o f  e p i n e p h r i n e  t o  i n c r e a s e  t h e  

r a t e  o f  r e l a x a t i o n  o f  c a r d i a c  m u s c l e  h a s  a l s o  b e e n  s t u d i e d  

( 7 2 - 7 4 ) .  A d i r e c t  r e l a x a n t  e f f e c t  o f  d b - c y c l i c  AMP o n  c a t  

p a p i l l a r y  m u s c l e  i n  p o t a s s i u m - i n d u c e d  c o n t r a c t u r e  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  b y  I l e i n e r t z  e t  a l ,  ( 7 5 ) .  The a d d i t i o n  o f  c y c l i c  

AMP i t s e l f  w a s  a l s o  f o u n d  t o  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  r e l a x a ­

t i o n  i n  " s k i n n e d "  c a r d i a c  f i b e r s  ( 7 6 ) .  The m e c h a n i s m  b y  

w h i c h  c y c l i c  AMP i n c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  r e l a x a t i o n  h a s  b e e n  

i d e n t i f i e d .  E n tm a n  e t  a l_ ,  ( 7 7 )  r e p o r t e d  a n  e f f e c t  o f  

c y c l i c  AMP t o  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  c a l c i u m  s e q u e s t r a t i o n  

b y  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  v e s i c l e s  ( m i c r o s o m e s )  i s o l a t e d  

f r o m  c a n i n e  c a r d i a c  m u s c l e .  T h i s  w a s  p a r t l y  c o n f i r m e d  b y  

S h i n e b o r n e  a n d  W h i t e  ( 7 8 )  who f o u n d  t h a t  o n l y  v e r y  h i g h  

( 1  mM) c o n c e n t r a t i o n s  o f  c y c l i c  AMP p r o d u c e d  t h i s  e f f e c t .  

K i r c h b e r g e r  e t  a l ,  ( 7 9 )  f o u n d  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r o t e i n  k i n a s e  much l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  t h e  n u c l e o t i d e  w e r e  r e q u i r e d  t o  s t i m u l a t e  c a l c i u m  t r a n s p o r t ,  

h a l f  m a x i m a l  a c t i v a t i o n  b e i n g  s e e n  a t  2 x  1 0 “ ? m c y c l i c  AMP.
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T h i s  v a l u e  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  a p p a r e n t  Km f o r  c y c l i c  AMP 

s t i m u l a t i o n  o f  o h o s o h o r y l a t i o n  o f  c a r d i a c  m i c r o s o m e s  b y  

p r o t e i n  k i n a s e .  An i n t r i n s i c  n r o t e i n  k i n a s e  o f  c a r d i a c  

m i c r o s o m e s  w a s  a l s o  i d e n t i f i e d  b y  L a R a i a  a n d  M o r k in  ( 8 0 )  

a n d  Wray e t  a l ,  ( 8 1 ) .  T h i s  i n t r i n s i c  n r o t e i n  k i n a s e  i s  

a b l e  t o  n h o s n h o r y l a t e  a  s u b s t r a t e  i n  t h e  s a r c o n l a s m i c  

r e t i c u l u m  ( 8 1 ) .  I t  n o w  a p p e a r s  t h a t  a  t h e  p h o s n h o r y l a t e d  

s u b s t r a t e  t h a t  m e d i a t e s  t h e  r e l a x a n t  e f f e c t  o f  c a t e c h o l a m i n e s  

i s  a  2 2 f OOO d a l t o n  n r o t e i n ,  p h o s n h o r y l a t i o n  o f  w h i c h  i s  

s t r o n g l y  c o r r e l a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  c a l c i u m  t r a n s p o r t  a c t i v i t y  

b y  c a r d i a c  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  v e s i c l e s  ( 8 2 - 8 4 ) ,  C o n ­

v e r s e l y ,  when t h e  2 2 , 0 0 0  d a l t o n  n h o s p h o p r o t e i n  i n  t h e s e  mem­

b r a n e s  i s  d e p h o s p h o r y l a t e d ,  t h e  r a t e  o f  c a l c i u m  t r a n s n o r t  

f a l l s  t o  c o n t r o l  v a l u e s  ( 8 5 ) .

A n o t h e r  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  c y c l i c  AMP may i n f l u e n c e  

c o n t r a c t i l i t y  i s  b y  t h e  n h o s n h o r y l a t i o n  o f  c o n t r a c t i l e  n r o ­

t e i n  s .  T r o p o n i n  h a s  b e e n  p h o s n h o r y l a t e d  b y  p a r t i a l l y  n u r i -  

f i e d  c y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  n r o t e i n  k i n a s e  ( 8 6 ,  8 7 )  a n d  b y  a  

k i n a s e  e n d o g e n o u s  t o  t h e  n a t i v e  t r o n o n i n - t r o p o m y o s i n  c o m p l e x  

( 8 8 ) ,  P h o s n h o r y l a t i o n  o f  c a r r l i a c  t r o p o n i n  a n p e a r s  t o  d e c r e a s e  

t h e  c a l c i u m  s e n s i t i v i t y  o f  a c t o m y o s i n  A’i’P a s e  ( 8 9 ,  9 0 ) ,  A l ­

t h o u g h  t h e s e  d a t a  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  r a t e  o f  

t e n s i o n  d e v e l o p m e n t  s e e n  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  c a t e c h o l a m i n e s ,  

t h e r e  i s  a s  y e t  n o  p r o o f  o f  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  r e l e v e a n c e .
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The w i d e  r a n g e  o f  p r o c e s s e s  s e n s i t i v e  t o  c h a n g e  i n  

m y o c a r d i a l  c y c l i c  AiiP m a k e s  s t u d i e s  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  

c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l i c  a n d  f a c t o r s  t h a t  r e g u l a t e  i t s  

i n t e r a c t i o n  v / i t h  t h e  c a t e c h o l a m i n e s  o f  c e n t r a l  i m p o r t a n c e  

t o  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  c a r d i a c  f u n c t i o n .  Xn v i e w  o f  t h e s e  

c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  v/ork p r e s e n t e d  h e r e  w a s  a i m e d  t o w a r d  

t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  o f  a  h o r m o n e  s e n s i t i v e  

c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e .

The f i r s t  o b , j e c t i v e  o f  t h e s e  s t u d i e s  i s  t h e  l o c a l i z a -  

t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  w i t h i n  t h e  c a r d i e  c e l l .  Am in e  

a n d  n o l y n e o t i d e  h o r m o n e s  t h a t  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a r e  g e n e r a l l y  a g r e e d  t o  i n t e r a c t  v / i t h  r e c e p t o r s  o n  t h e  

n l a s m a  m e m b r a n e ,  a n d  c a r d i a c  m em b ran e  p r e p a r a t i o n s  e n r i c h e d  

i n  s a r c o l e m a  ( p l a s m a  m e m b r a n e )  m a r k e r s  s h o w  a  h i g h l y  a c t i v e ,  

h o r m o n e  s e n s i t i v e ,  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( 9 1 - 9 4 ) .  O t h e r  s t u d i e s ,  

h o w e v e r ,  h a v e  s h o w n  t h a t  an  e p i n e n h r i n e - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  i s  c o o u r i f i e d  v / i t h  m e m b r a n e s  e n r i c h e d  i n  A T P - d e p e n d -  

e n t  c a l c i u m  t r a n s p o r t  a c t i v i t y ;  t h e  l a t t e r  b e i n g  a  m a r k e r  

f o r  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( 7 7 ,  9 b ,  9 0 ) .  T h i s  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  i s  u n l i k e l y  t o  b e  d u e  t o  c o n t r a m i n a t i o n  b y  

s a r c o l e m m a  a s  p r e p a r a t i o n s  s h o w i n g  b o t h  t h e  h i g h e s t  c a l c i u m  

t r a n s p o r t  a c t i v i t y  a n d  t h e  h i g h e s t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

w e r e  v i r u a l l y  f r e e  o f  (N a  + l i ) * A T P a s e  a n d  o u a b a i n - b i n d i n n ;  

s i t e s ,  w h i c h  a r e  m a r k e r s  f o r  t h e  s a r c o l e m m a .
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E v i d e n c e  f r o m  c y t o c h e m i c  s t u d i e s  o e r f o r m e d  b y  S h u l z e  

e t  al^, s u r g e s t  t h a t  t h e r e  a r e  tw o  c l a s s e s  o f  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  i n  c a r d i a c  m u s c l e  ( 9 7 ) .  T h e s e  s t u d i e s  w e r e  b a s e d  

on  t h e  n r o n e r t y  o f  l e a d  i o n s  t o  p r e c i p i t a t e  w i t h  p y r o p h o s ­

p h a t e  v / h i c h  i s  o n e  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

r e a c t i o n .  When v e n t r i c u l a r  s l i c e s  w e r e  i n c u b a t e d  v / i t h  l e a d  

a n d  t h e n  e x a m i n e d  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o n e  p r e c i p i t a t e  

w a s  f o u n d  a l o n r  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e ,  T t u b u l e s ,  s u b s a r c o l e m -  

mal c i s t e r n a e ,  a n d  t h e  n l a c e s  o f  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  T 

t u b u l e s  a n d  t h e  s a r c o n l a s m i e  r e t i c u l u m .  I n c u b a t i o n  o f  t h e  

t i s s u e  v / i t h  e i t h e r  e n i n e n h r i n e ,  p l u c a d o n ,  o r  JJaF, a n e n t s  

v / h i c h  s t i m u l a t e  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  i n c r e a t e d  t h e  

d e n s i t y  o f  a l l  l e a d  d e n o s i t s .  On t h i s  b a s i s  S u l z e  e_t a l ,  

c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  a r e  tw o  s i t e s  o f  c a t e c h o l a m i n e -  

s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  t h e  c a r d i a c  v e n t r i c u l a r  c e l l ;  

o n e  on  t h ^  n l a s m a  m em b ran e  a n d  t h e  o t h e r  on t h e  s u b s a r c o l e m -  

mal c i s t e r n a e  a n d  t h e  s a r c o n l a s m i e  r e t i c u l u m .

O t h e r  a p p r o a c h e s  t o  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  c a t e c h o l a m i n e  

r e c e n t o r  i n  c a r d i a c  m u s c l e  m e a s u r e d  t h e  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l ­

a m i n e s  on  r e s p o n s e s  o t h e r  t h a n  c y c l i c  AITP p r o d u c t i o n ,  i . e .  

m em brane n o t e n t i a l  c h a n g e s  a n d  f o r c e  o f  c o n t r a c t i o n .  S i n c e  

a n  i n t a c t  c e l l  w a s  n e c e s s a r y  f o r  t h e s e  s t u d i e s ,  s p e c i a l  

t e c h n i a u e s  v /e r e  u t i l i z e d  t o  d i f f e r e n t i a l l y  a p p l y  c a t e c h o l ­

a m i n e s  t o  e i t h e r  t h e  o u t s i d e  o r  i n s i d e  o f  t h e  c e l l ,  V e n t n e r  

a n d  c o v / o r k e r s  ( 9 8 ,  9 9 )  f o u n d  t h a t  i s o p r o t e r e n o l  i m m o b i l i z e d



20

o n  r l a s s  b e a d s ,  a n d  n r e s u m a b l y  o n l y  a b l e  t o  I n t e r a c t  w i t h  

e x t r a c e l l u l a r  b i n d i n g  s i t e s ,  n r o d u c e d  a n  i n o t r o n i c  r e s n o n s e .  

T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  i s o n r o t e r e n o l  r e -  

c e n t o r s  w e r e  on  t h e  c e l l  s u r f a c e  a n  i m m o b i l i z a t i o n  d i d  n o t  

r e d u c e  t h e  e f f e c t  o f  i s o n r o t e r e n o l ,  h u t  t h e  s t a b i l i t y  o f  

t h e  " l a s s  b e a d - i s o p r o t e r e n o l  c o m p l e x  h a s  b e e n  q u e s t i o n e d  

b y  Y o n ’’ ( 1 0 0 )  who c a l c u l a t e d  t h a t  e n o u g h  f r e e  dru<~ c o u l d  

h a v e  l e a c h e d  o f f  t h e  " l a s s  t o  a c c o u n t  f o r  t h e s e  e f f e c t s .

R e u t e r  ( 0 9 )  u t i l i z e d  i n t r a c e l l u l a r  i o n t o n h o r e s i s  o f  

n o r e n i n e n h r i n e  a n d  i s o n r o t e r e n o l  a n d  f o u n d  n o  e f f e c t  o n  

e i t h e r  t h e  n a c e m a k e r  a c t i v i t v  o r  t h e  n l a t e a u  l e v e l  o f  t h e  

a c t i o n  n o t e n t i a l  o f  c a r d i a c  ^ u r k i n . i e  f i b e r s .  S i m i l a r  

s t i m u l a t i o n  a f t e r  t h e  e l e c t r o d e  v:as w i t h d r a w n  f r o m  t h e  c e l l  

n r o d u c e d  m a r k e d  a c c e l e r a t i o n  o f  n a c e m a k e r  a c t i v i t y  a n d  i n ­

c r e a s e d  t h e  n l a t e a u  l e v e l  o f  t h e  a c t i o n  n o t e n t i a l .  F a b i a t o  

a n d  F a b i a t o  ( 7 6 ,  1 0 1 )  n r e n a r e d  m e c h a n i c a l l y  s k i n n e d  v e n ­

t r i c u l a r  c e l l s  a n d  f o u n d  t h a t  e n i n e o h r i n e  h a d  n o  e f f e c t  

o n  t e n s i o n  d e v e l o n m e n t  u n l e s s  a t  l e a s t  a  s m a l l  a rea .  o f  t h e  

s a r c o l e m m a  w a s  l e f t  i n t a c t . T h e s e  r e s u l t s  I m n l y  t h a t  

c a r d i a c  b e t a  a d r e n e r s i c  r e c e p t o r s  a n d  t h e r e f o r e  c a t e c h o l ­

a m i n e - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a r e  l o c a l i z e d  on  t h e  

s a r c o l e m m a .

The d i s c r e n a n c i e s  b e t w e e n  t h e  t w o  c o n f l i c t i n g  s r o u n s  

o f  e x o e r i m e n t s ,  o n e  o f  w h i c h  s u p p o r t s  t h e  i d e a  o f  two  

l o c a t i o n s  f o r  c a t e c h o l a m i n e - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  

t h e  o t h e r  l i m i t i n "  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b e t a  r e c e n t o r  t o
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t h e  s a r c o l e m m a ,  may b e  e x p l a i n e d  i f  l a t e n t  e n z y m e  a c t i v i t y  

i n  n o n s a r c o l e m m a l  m e m b r a n e s  b e c o m e s  u n m a s k e d  d u r i n n  i s o l a ­

t i o n  ( 9 1 ) .

The s e c o n d  o b j e c t i v e  o f  t h e s e  s t u d i e s  i s  t o  c h a r a c t e r i z e  

t h e  e f f e c t s  o f  GTP on  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  o f  t h e  s a r c o l e m m a .  

The f i r s t  r e n o r t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h i s  n u c l e o t i d e  w i t h  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a p p e a r e d  i n  1 9 6 3  i n  w h i c h  C r y e r  e t  a l .

( 1 0 2 )  n o t e d  t h a t  GTP i n h i b i t e d  b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i ­

t y  i n  f a t  c e l l s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  r a n ^ i n y  f r o m  5 x 1 0 ” ^ t o

5 x 1 0 “ 4  M. L a t e r  w o r k  b y  U o d b e l l  el;  a l ^  s h o w e d  t h a t

GTP s t i m u l a t e d  b a s a l  a c t i v i t y  o f  t h e  h e p a t i c  a d e n y l a t e  c y c l a s e

a n d  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t h e  r e s p o n s e  o f  t h a t  e n z y m e  t o  y l u c a y o n

( 1 0 3 ) .  T h i s  l a t t e r  e f f e c t  o f  GTP, t o  e n h a n c e  t h e  h o r m o n e  

s e n s i t i v i t y  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  a p p e a r s  t o  b e  a  g e n e r a l  

m e c h a n i s m  a s  s i m i l a r  p h e n o m e n a  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  a d r e n a l  

p l a n d  ( 1 0 4 - 1 0 0 ) ,  b o v i n e  ( 1 0 7 )  a n d  human t h y r o i d  ( 1 0 8 ) ,  frop;  

b l a d d e r  e n i t h e l i a  ( 1 0 9 ) ,  p a n c r e a t i c  i s l e t s  ( 1 1 0 - 1 1 2 ) ,  

p l a t e l e t s  ( 1 1 3 ) ,  f a t  c e l l s  ( 1 1 4 ,  1 1 5 ) ,  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t ­

a r y  ( 1 1 6 ) ,  c a n i n e  h e a r t  ( 1 1 7 ) ,  a n d  a v i a n  ( 1 1 8 ,  1 1 9 )  a n d  

m a m m a l ia n  e r y t h r o c y t e s  ( 1 8 0 ) ,  a s  w e l l  a s  b e i n . 8  a m p l y  c o n ­

f i r m e d  i n  t h e  l i v e r  ( 1 2 1 - 1 2 4 ) .  One n o t a b l e  e x c e p t i o n  t o  

t h i s  r u l e  i s  t h e  v a s o p r e s s i n - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e

o f  t h e  b o v i n e  r e n a l  m e d u l l a  i n  w h i c h  t h e  a c t i o n  o f  t h e  

h o r m o n e  i s  i n h i b i t e d  b y  GTP w h i l e  b a s a l  a c t i v i t y  i s  i n ­

c r e a s e d  ( 1 2 5 ) .
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I n  m o s t  s y s t e m s  s t u d i e d  GTP a l s o  i n c r e a s e s  b a s a l  

a c t i v i t y ,  b u t  t h i s  e f f e c t  i s  u s u a l l y  s l i g h t *  Much l a r s e r  

i n c r e a s e s  i n  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  b o t h  i n  t h e  a b s e n c e  

a n d  n r e s e n c e  o f  h o r m o n e s ,  h a v e  b e e n  e l i c i t e d  b y  t h e  s y n t h e t i c  

a n a l o g s  5 '  ' U j a n v l y l - i m i d o - d i n h o s n h a t e  (GMP-PMP) a n d  

5* r u a n y l y l  ( 6 - y )  m e t h y l e n e  r l i n h o s n h o n a t e  (G P P -C I I ^ - P )  ( 1 0 4 ,

1 0 6 ,  1 1 9 ,  1 2 0 ,  1 2 4 ,  1 2 6 - 1 3 2 ) .  T h e s e  s y n t h e t i c  a n a l o y s  a p ­

p a r e n t l y  b i n d  a t  t h e  sa m e  s i t e  a s  GTP, b u t  d i f f e r  f r o m  t h e  

n a t u r a l l y  o c c u r i n r  n u c l e o t i d e  i n  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  b v  

GMP-PMP a n d  GPP-CH - p  i s  i r r e v e r s i b l e  ( 1 3 3 - 1 3 5 ) .

’>oth t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  c a r d i a c  a d e n v l a t e  c v c l a s e  

a n d  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h i s  e n z y m e  v / i t h  t h e  " u a n y l  n u c l e o ­

t i d e s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d ’/ .  T he  e f f e c t s  o f  

c a t e c h o l a m i n e s  a n d  o t h e r  a g e n t s  knov/n  t o  m o d i f y  a d e n v l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  w e r e  t e s t e d  w i t h  s a r c o l e m n a l  a n d  s a r c o ­

p l a s m i c  r e t i c u l u m  p r e p a r a t i o n s  d e r i v e d  f r o m  t h e  v e n t r i ­

c u l a r  m u s c l e  o f  t h e  " u i n e a  n i y  h e a r t .

The  p r e s e n t  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  GTP o n  t h e  s a r -  

c o l e m m a l  a o e n y l a t e  c y c l a s e  h a d  a l r e a d y  b e e n  b e y u n  w h e n  

t h e  e f f e c t s  o f  GWP-PUP o n  c a n i n e  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

w e r e  r e p o r t e d  b y  L e f k o w i t z  ( 1 2 7 ) .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  

e f f e e t s  o f  n u c l e o t i d e s  o n  t h e  t w o  e n z y m e s  p r o m o t e d  a  m o re  

c o m p l e t e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  g u i n e a  D i p  e n z y m e .  T h e s e  s t u d i e s  

v / h i c h  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  l i y h t  o f  n e w e r  w o r k  b y  H o d b e l l  

a n d  c o - v r a r k e r s  ( 1 3 6 - 1 3 9 ) s t r e s s e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t i m e  

a s  a  v a r i a b l e  a f f e c t i n g  t h e  o b s e r v e r !  r e s p o n s e  t o  a d d er l
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n u c l e o t i d e s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  t e s t i n g  o f  v a r i o u s  rruanyl  

a n d  o t h e r  n u c l e o t i d e s  f o r  e f f e c t  on b a s a l  a c t i v i t y  o f  t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  o f  t h e  p u i n e a  p i p  s a r c o l e m m a ,  s n e c i a l  

a t t e n t i o n  w a s  d e v o t e d  t o  t h e  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  p u a n y l  

n u c l e o t i d e s  w i t h  o t h e r  e n z y m e  l i r a n d s ,  i . e . ,  c a t e c h o l a m i n e s ,  

N aF,  s u b s t r a t e ,  a n d  Hp2 + , C a r e f u l  t i m e  c o u r s e  e x n e r i m e n t s  

w e r e  r o u t i n e l y  e m p l o y e d  i n  a n  e f f o r t  t o  d e v e l o n  a  m ore  c o m -  

o l e t e  k i n e t i c  m o d e l  t h a t  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  

e f f e c  t s .
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METHODS

P r e p a r a t i o n  o f  G u i n e a  Pig; V e n t r i c u l a r  S a r c o l e m m a

S a r c o l e m m a  w a s  p r e p a r e d  f r o m  g u i n e a  nit? v e n t r i c l e s  

b y  a  m o d i f i e d  m e t h o d  o f  T a d a  e t  a l ,  ( 9 1 ) .  A d u l t  f e m a l e  

g u i n e a  D i g s  ( C a v i a  c o b a v a ) w e i g h i n g  3 0 0 - 4 0 0  gm w e r e  

s a c r i f i c e d  b y  a  s h a r p  b l o w  t o  t h e  h e a d  a n d  t h e i r  h e a r t s  

e x c i s e d  a n d  t r i m m e d  o f  t h e  a t r i a  a n d  l a r g e  v e s s e l s .  

V e n t r i c u l a r  t i s s u e  w a s  w a s h e d  i n  i c e - c o l d  2 . 5  mM i m i ­

d a z o l e  -  0 . 2  mM EDTA (pH 7 . 4 ) ,  s u s p e n d e d  i n  f i v e  v o l u m e s  

o f  t h e  sa m e  b u f f e r  a n d  h o m o g e n i z e d  i n  a  V i r t i s  O m n i m i x e r  

a t  f u l l  s p e e d  f o r  1 - 2  s e c .  The  h o m o g e n a t e  w a s  a l l o w e d  

t o  s e t t l e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  f o u r  

l a y e r s  o f  g a u z e .  The  r e m a i n i n g  s l i c e s  w e r e  h o m o g e n i z e d  

a g a i n  i n  t h e  sa m e  b u f f e r  a n d  t h e  p r o c e s s  r e p e a t e d  u n t i l  

a l l  t h e  t i s s u e  w a s  b r o k e n  down t o  s i n g l e  c e l l  f r a g m e n t s  

a s  d e t e r m i n e d  b y  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y .  The  p o o l e d  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x g f o r  3 0  m in  

a n d  t h e  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  10% s u c r o s e  -  0 , 2  mil 

EGTA -  1 0  mil T r i s - H C l  (oH 7 . 5 )  a n d  d i s p e r s e d  g e n t l y  b y  

h a n d  i n  a l l  g l a s s  D o u n c e  h o m o g e n i z e r  v / i t h  a  l o o s e  f i t ­

t i n g  p e s t l e .  The  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x  g  

f o r  3 0  m i n  a n d  r e s u l t i n g  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  

sam e  b u f f e r .  T he  c e l l s  w e r e  a g a i n  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i ­

f u g a t i o n  a t  1 6 0 0  x k f o r  3 0  m i n  a n d  s u s p e n d e d  i n  a n  

e q u a l  v o l u m e  p l u s  2 m l  o f  40% s u c r o s e  -  0 . 2  mM EDTA -
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1 0  mM T r i s - H C l  (pH 7 . 5 )  w i t h  t h e  D o u n c e  h o m o g e n i z e r .

T h r e e  v o l u m e s  o f  4 0 %  s u c r o s e  - 1 , 3  mM KC1 -  0 , 2 6  mM EDTA -  

1 3  mM T r i s - H C l  (pH 7 . 0 )  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  

s t i r r e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  t o  e x t r a c t  c o n t a m i n a t i n g  c o n t r a c t i l e  

p r o t e i n s .  A f t e r  e x t r a c t i o n  t h e  s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  w i t h  

t h r e e  v o l u m e s  o f  5 mM T r i s - H C l  (pH 7 , 5 )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  

1 6 0 0  x  g f o r  3 0  m i n .  T he  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  h a l f  

t h e  i n i t i a l  v o l u m e  o f  t h e  sam e  b u f f e r  a n d  c e n t r i f u g e d  a g a i n  

a t  1 6 0 0  x  g f o r  3 0  m i n .  The f i n a l  p e l l e t s  w e r e  d i s p e r s e d  

i n  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  ( a s  d i c t a t e d  b y  a s s a y  c o n d i t i o n s )  

w i t h  t h e  D o u n c e  h o m o g e n i z e r .

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s u s n e n d e d  m e m b r a n e s  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  a  b i u r e t  p r o c e d u r e  w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  

a s  s t a n d a r d .

P r e p a r a t i o n  o f  G u i n e a  P i g  C a r d i a c  H l c r o s o m e s

G u i n e a  p i g  c a r d i a c  m i c r o s o m e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  a  m o d i ­

f i e d  m e t h o d  o f  H a r i g a y a  a n d  S c h w a r t z  ( 1 4 0 ) .  V e n t r i c u l a r  

t i s s u e  w a s  m i n c e d  w i t h  s c i s s o r s  a n d  h o m o g e n i z e d  i n  a  W a r in g  

b l e n d e r  i n  3 0  ml  o f  i c e - c o l d  1 0  mM s o d i u m  b i c a r b o n a t e  f o r  

3 0  s e c  a t  maximum s p e e d .  The h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  

a t  9 , 0 0 0  x g  f o r  1 0  m i n .  The s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  

t h r o u g h  f o u r  l a y e r s  o f  g a u z e  a n d  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  

9 , 0 0 0  x g f o r  2 0  m i n .  T he  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  3 7 , 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .  T he  p e l l e t s  w e r e  

r e s u s p e n d e d  i n  0 . 6  M KC1 -  20  mM T r i s - H C l  (pH 7 . 0 )  a n d
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c e n t r i f u g e d  a t  3 7 , 0 0 0  x  p f o r  an  a d d i t i o n a l  3 0  m i n .  The  

f i n a l  p e l l e t s  v /e re  r e s u s p e n d e d  i n  a  b u f f e r  a o p r o p r i a t e  f o r  

s u b s e q u e n t  a s s a y s  b y  q e n t l e  h o m o g e n i z a t i o n  v / i t h  a  P o t t e r -  

E l v e h j e m  h o m o p e n i z e r  f i t t e d  v / i t h  a  T e f l o n  n e s t l e .

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a s s a y e d  b y  a  b i u r e t  m e t h o d  

v / i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a s  s t a n d a r d .

P r e p a r a t i o n  o f  M i c r o s o m a l  F r a c t i o n s  o f  m u c o s a l  E o i t h e l l a  

o f  t h e  U r i n a r y  b l a d d e r  o f  t h e  T u r t l e  ( P s e u d y m i s  s c r i p t a )  

M i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  o f  m u c o s a l  e n i t h e l i a  v /ere  n r e -  

n a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  S o l i n p e r  e t  a l ,  ( 1 4 1 ) .  A l l  s t e n s  

i n  t h e  n r o c e d u r e  n r i o r  t o  c e n t r i f u q a t i o n  w e r e  c a r r i e d  o u t  

a t  ro o m  t e m n e r a t u r e ;  c e n t r i f u q a t i o n  a n d  l a t e r  p r o c e d u r e s  

v /e r e  p e r f o r m e r ]  a t  4 ° C ,  T h r e e  b l a d d e r s  i n  t h e  f o r m  o f  

c l o s e d  s a c s  v /e r e  i m m e r s e d  i n  C a - f r e e ,  c h o l i n e  R i n p e r  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n , p  2 mil EDTA. The m u c o s a l  s u r f a c e  w a s  

v / a s h e d  3 - 4  t i n e s  i n  t h e  same s o l u t i o n .  The s a c s  v /e r e  t h e n  

f i l l e d  v / i t h  2 0  ml o f  t h e  m o d i f i e d  E D T A - c o n t a i n i n p  K i n p e r  s o l u ­

t i o n  a n d  i m m e r s e d  i n  t h e  same s o l u t i o n  f o r  3 0  m i n ,  D u r i n p  

t h e  i n c u b a t i o n  t h e  s e r o s a l  f l u i d  w a s  p a s s e d  v / i t h  99!3 O p -  

l f,j C 0 2 . The s a c s  v /ere  r e m o v e d  a n d  t h e i r  w a l l s  p e n t l y  

r u b b e d  t o p e t h e r  b e t w e e n  thumb a n d  f o r e f i n p e r  t o  r e l e a s e  

t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n t o  t h e  m u c o s a l  f l u i d .  The c e l l -  

c o n  t a i n i n ^  f l u i d  w a s  r e m o v e d  a n d  c e n t r i f u p e d  a t  1 0 , 0 0 0  x  

r .  f o r  1 5  m i n .  The n e l l e t s  v / e re  h o m o p e n i z e d  i n  a n  a l l - q l a s s  

D o u n c e  h o m o p e n i z e r  a n d  r e s u s o e n d e d  i n  1 0 0  ml o f  a  s o l u t i o n
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c o n t a i n i n g  0 , 2 5  M s u c r o s e ,  1 mM T r i s - E D T A  a n d  0 .1 %  Na 

d e o x y c h o l a t e  (pH 7 , 4 ) ,  T he  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  

a t  1 0 , 0 0 0  x g f o r  1 5  m i n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  r e -  

c e n t r i f u g e d  a t  6 5 , 0 0 0  x  g f o r  1 h r .  T h e  p e l l e t  s o  o b t a i n e d  

w a s  r e s u s p e n d e d ,  h o m o g e n i z e d  i n  t h e  D o u n c e  h o m o p e n i z e r  a n d  

d i l u t e d  t o  50  ml  w i t h  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 , 2 5  M s u c r o s e ,

1 mM T r i s - E D T A  a n d  0 . 0 5 %  Na d e o x y c h o l a t e  ( p H 7 , 4 ) ,  T h i s  

s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0  x g f o r  20  m in  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  6 5 , 0 0 0  x p f o r  1 

h r .  T he  f i n a l  n e l l e t  w a s  h o m o g e n i z e d  a n d  s u s p e n d e d  i n  1 0  ml  

o f  0 . 2 5  M s u c r o s e  -  1 mM EDTA s o l u t i o n  (nH 7 . 4 ) .

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  w a s  d e t e r ­

m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L o w ry  ejt a l ,  ( 1 4 2 )  w i t h  b o v i n e  s e r u m  

a l b u m i n  a s  s t a n d a r d .

P u r i f i c a t i o n  o f  C y c l i c  A M P - D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e

C y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  w a s  p a r t i a l l y  p u r i ­

f i e d  f r o m  b o v i n e  h e a r t s  f o l l o w i n g  t h e  m e t h o d  o f  M i y a m o t o  

e t  a l . ( 1 4 3 )  t h r o u g h  t h e  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  s t e p .  

F r o z e n  b o v i n e  h e a r t s  w e r e  t h a w e d  a n d  t r im m e d  o f  a t r i a ,  l a r g e  

v e s s e l s  a n d  f a t .  The  v e n t r i c u l a r  m u s c l e  w a s  s l i c e d  i n t o  

s m a l l  n i e c e s  a n d  h o m o g e n i z e d  f o r  2 m in  i n  a  W a r i n g  b l e n d e r  

i n  3 v o l u m e s  o f  4 mM EDTA (pH 7 , 0 ) ,  T he  h o m o g e n a t e  w a s  

c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g f o r  3 0  m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  

f i l t e r e d  t h r o u g h  f o u r  l a y e r s  o f  g a u z e .  A c e t i c  a c i d  ( 1  M) 

w a s  a d d e d  d r o p w i s e  t o  t h e  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  u n t i l  a  pH
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o f  4 , 8  w a s  r e a c h e d .  A f t e r  1 0  m in  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  

w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 7 , 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .

T he  s u p e r n a t a n t  w a s  a g a i n  f i l t e r e d  t h r o u g h  f o u r  l a y e r s  o f  

g a u z e  a n d  t h e  pH a d j u s t e d  t o  6 , 5  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 H 

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 , 0 ) ,  T he  v o l u m e  o f  t h e  

s o l u t i o n  w a s  m e a s u r e d  a n d  3 7 , 5  g o f  s o l i d  ammonium s u l f a t e  

w a s  a d d e d  n e r  1 0 0  ml o f  s o l u t i o n .  T h i r t y  m i n u t e s  a f t e r  

t h e  s a l t  w a s  f u l l y  d i s s o l v e d  t h e  s o l u t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  

a t  1 6 , 0 0 0  x  g f o r  2 0  m i n .  The  p e l l e t s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  

a  v o l u m e  o f  5 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  2 ml-I EDTA, pH 7 , 0  

b u f f e r  e q u a l  t o  6 %  o f  t h e  v o l u m e  o f  t h e  i n i t i a l  m u s c l e  

h o m o g e n a t e  a n d  d i a l y z e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  2 0  v o l u m e s  o f  

t h e  sam e s o l u t i o n .  D u r i n g  t h e  d i a l y s i s  p e r i o d  t h e  e x ­

t e r n a l  b u f f e r  w a s  c h a n g e d  t w i c e .  A f t e r  d i a l y s i s  t h e  s o l u ­

t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x g f o r  3 0  m in  a n d  t h e  

p r e c i p i t a t e  d i s c a r d e d .

The s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  t o  a  D E A E - c e l l u l o s e  

c o l u m n  t h a t  h a d  b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  5 mil p o t a s s i u m  P h o s ­

p h a t e  b u f f e r  (pH 7 , 0 ) .  T he  c o l u m n  w a s  t h e n  w a s h e d  w i t h  

2 v o l u m e s  o f  0 , 1  M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  nil 7 , 0 ,  

a n d  t h e  e n z y m e  e l u t e d  w i t h  0 , 3  II p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  p H  

7 , 0 ,  A l l  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r s  c o n t a i n e d  2 mil EDTA, 

A c t i v e  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l i z e d  f o r  14  h o u r s  

a g a i n s t  20  v o l u m e s  o f  5 mM h i s t i d i n e - H C l ,  (p i !  6 , 8 )  w i t h  

tw o  c h a n g e s  o f  t h e  e x t e r n a l  b u f f e r .
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A f t e r  d i a l y s i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n r o t e i n  v /as  d e t e r ­

m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L ow ry  ejt a l ^  ( 1 4 2 )  a n d  0 . 5  ml a l i q u o t s  

w e r e  f r o z e n  i n  a  d r y  i c e - a c e t o n e  m i x t u r e  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

P r e p a r a t i o n  o f  Mp-ATP

D i s o d i u m  ATP w a s  f r e e d  o f  m e t a l  i o n s  b y  c a t i o n  e x c h a n g e  

c h r o m a t o q r a n h y  o n  Dowex 5 0  (H + f o r m ) .  An e q u i m o l a r  a m o u n t  

o f  MjrClg was  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  nH 5 . 8  

w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  T r i s ,

P r e p a r a t i o n  o f  C a l c i u m  EGTA B u f f e r s

I n  some e x p e r i m e n t s  t h e  c a l c i u m  i o n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  

m a i n t a i n e d  v / i t h  a  c a l c i u m - E G T A  b u f f e r  s y s t e m .  T he  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  EGTA r e q u i r e d  t o  m a i n t a i n  a  q i v e n  i o n i c  c a l c i u m  

c o n c e n t r a t i o n  u n d e r  a s s a y  c o n d i t i o n s  w a s  c a l c u l a t e d  a c c o r d ­

i n g  t o  t h e  e q u a t i o n s  o f  K a t z  e t  al_,  ( 1 4 4 )  v / i t h  a  c a l c i u m -  

EGTA b i n d i n g  c o n s t a n t  o f  4 . 4  x 1 0 5 (n i l  6 . 8 )  a s  d e t e r ­

m i n e d  b y  Oqawa ( 1 4 5 ) .

A d e n y l a t e  C y c l a s e  A s s a y

T he  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  i s o l a t e d  mem­

b r a n e  p r e p a r a t i o n s  w a s  a s s a y e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  

3 a r  a n d  H e c h t e r  ( 1 4 6 )  a s  m o d i f i e d  b y  B a r  ( 1 4 7 ) ,  U n d e r  

s t a n d a r d  a s s a y  c o n d i t i o n s  3 0 - 5 5  y p  o f  m em b ran e  n r o t e i n  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  5 m i n  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f

5 0  vi 1 c o n t a i n i n g  50  mM T r i s  HC1 (pH 7 . 5  a t  3 7 ° C ) ,
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0 . 2  mM ATP, 1 - 2  p C i  [ a 3 2 P ]  ATP, 1 0  mM I1 g C l2# 1 m r / m l  

c r e a t i n e  p h o s p h o k i n a s e , 2 5  mil c r e a t i n e  p h o s p h a t e ,  0 . 5  mM 

c y c l i c  AMP, 1 mM EGTA a n d  1 m g /m l  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n .

The r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  p r o t e i n  a n d  

t e r m i n a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  5 p i  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

20  mM e a c h  o f  ATP,  AMP a n d  c y c l i c  AMP i n  0 . 2  M EDTA 

(pH 7 . 0 )  a n d  t h e  t u b e s  p l a c e d  on  i c e .  When t h e  t i m e  c o u r s e  

o f  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d ,  t h e  t o t a l  r e a c ­

t i o n  v o l u m e  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 0 0  u l .  A f t e r  t h e  s t a r t  o f  

t h e  r e a c t i o n ,  1 0  w i  a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  r e a c ­

t i o n  m i x t u r e s  a n d  t r a n s f e r e d  t o  t u b e s  c o n t a i n i n g  a n  e q u a l  

v o l u m e  o f  a n  i c e - c o l d  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  A  mM e a c h  o f  

ATP, AMP a n d  c y c l i c  AMP i n  4 0  mM EDTA (pH 7 . 0 ) .  T h e  c o n ­

t e n t s  o f  t h e  t u b e s  w e r e  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  t h e  t u b e s  

p l a c e d  o n  i c e .

L a b e l e d  n u c l e o t i d e s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  a p p l i c a t i o n  o f  

5 p i  a l i q u o t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  t o  o o l y e t h y l e n e i m i n e  

( P E I )  i m p r e g n a t e d  c e l l u l o s e  TLC n l a t e s ,  v / h i c h  w e r e  t h e n  

d e v e l o p e d  i n  0 . 2 5  M L i C l .  A f t e r  t h e  p l a t e s  w e r e  d r i e d ,  

c y c l i c  AMP, ATP a n d  AMP s p o t s  v /e re  l o c a t e d  u n d e r  UV 

i l l u m i n a t i o n . T h e s e  w e r e  t h e n  c u t  o u t  a n d  c o u n t e d  i n  

t o l u e n e  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  [ 4 . 0  g PP0 ( 2 , 5 - d i n h e n y -  

l o x a z o l e )  a n d  0 . 2  g P0PQP ( 1 , 4 - b i s  ( 2 -  ( 5 - p h e n y l o x a a o l e ) ) -  

b e n z e n e  / 1 ] w i t h  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o m e t e r .

The r a t i o  o f  c y c l i c  AMP a s s o c i a t e d  r a d i o a c t i v i t y  t o  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  u s e d  a s  a n  e s t i m a t e d  o f  t h e  c o n v e r s i o n  

o f  s u b s t r a t e  t o  c y c l i c  AMP a n d  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f



t h e  e n z y m e  w a s  e x p r e s s e d  a s  p m o l  c y c l i c  AMP p r o d u c e d  p e r  

mg p r o t e i n  p e r  m i n .

To t e s t  t h e  a d e q u a c y  o f  t h e  r e g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  a l i  

q u o t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  a n p l l e d  t o  P E I - i m -  

p r e g n a t e d  c e l l u l o s e  TLC p l a t e s  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  i n  0 . 5  

L i C l  -  2 N f o r m i c  a c i d .  The  p l a t e s  w e r e  d r i e d  a n d  t h e  

n u c l e o t i d e s  v i s u a l i z e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  E s t i m a t e s  o f  

t h e  r a t i o  b e t w e e n  ATP a n d  t o t a l  r a d i o a c t i v e  n u c l e o t i d e  de  

m o n s t r a t e d  t h a t  n e a r l y  90% o f  t h e  s u b s t r a t e  w a s  i n t a o t  a t  

t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,

( Na+ + K+ ) - A T P a s e  A s s a y

The a s s a y  o f  ( N a + + K+ ) - A T P a s e  a c t i v i t y  w a s  c a r r i e d  

o u t  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  S i e g e l  a n d  A l b e r s  ( 1 4 8 ) .  

C a r d i a c  s a r c o l e m m a l  m e m b r a n e s  ( 2 5 - 4 0  y p )  w e r e  i n c u b a t e d  

f o r  5 m in  i n  a  v o l u m e  o f  1 0 0  y l  c o n t a i n i n g  4 0  mM T r i s - H C l  

(nH 7 . 4 ,  3 7 ° C ) , 0 . 1  mil T r i s - E D T A ,  3  mil ATP, 0 . 4  y C i  

[ y 3 2 p ]  3  HgC 1 2 * a n d  e i t h e r  6 0  mil NaCl a l o n e  o r

6 0  ml-I UaCl + 2 b mil KC1.  R e a c t i o n s  w e r e  s t a r t e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  a n d  t e r m i n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

2 5  y l  o f  25% p e r c h l o r i c  a c i d .  The  r e a c t i o n  t u b e s  w e r e  

c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0  x g f o r  2 0  m in  a n d  50  u i  a l i q u o t s  

o f  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a d d e d  t o  c l e a n  t u b e s  

c o n t a i n i n g  3 5  y l  o f  5% ammonium m o l y b d a t e  i n  1 N H^SQ^,  

The c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e s  v /ere  m i x e d  a n d  2 0 0  y l  o f  

i s o b u t a n o l  a d d e d .  The  c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e s  w e r e  m i x e d  

a g a i n  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  5 m in  a t  1 0 , 0 0 0  x g t o
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s e p a r a t e  o r g a n i c  a n d  a q u e o u s  c h a s e s .  A l i q u o t s  ( 1 0 0  y l )  

o f  t h e  o r g a n i c  l a y e r  i n  e a c h  t u b e  w e r e  r e m o v e d  f o r  c o u n t ­

i n g  i n  10  ml o f  B r a y ’ s  s o l u t i o n  ( 0 0  gm n a p h t h a l e n e ,  4  g 

P P 0 ,  0 . 2  g POPOP, 1 0 0  ml m e t h a n o l  a n d  2 0  ml o f  e t h y l e n e  

g l y c o l / 1 ) ,  ( Na+ + K+ ) - A T P a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  

t h e  d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  

KC1, A c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  y m o l e s  o f  P i  

l i b e r a t e d  n e r  h  n e r  mg s a r c o l e m m a l  n r o t e i n .

A s s a y  o f  C a l c i u m  T r a n s p o r t  A c t i v i t y

G u i n e a  n i g  c a r d i a c  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( l  mg) w a s  

i n c u b a t e d  i n  4  ml  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 2 0  mM KC1,

4 0  mil h i s t i d i n e  (pH 6 . 8 ) ,  5 mM p o t a s s i u m  o x a l a t e ,  c a l c i u m -  

EGTA b u f f e r  ( 0 . 1 2 5  mil C a C l 2 , 7 . 5  x 1 0 “ 7  M C a2 + ) ,  a n d  

0 . 3  y C i  4 !̂ Ca. C o n c e n t r a t i o n s  o f  b o v i n e  c a r d i a c  p r o t e i n  

k i n a s e  a n d  c y c l i c  AMP, when  p r e s e n t ,  w e r e  0 . 2  m g /m l  a n d  

1  yi l ,  r e s p e c t i v e l y .

The m e m b r a n e s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  

w h i c h  w e r e  t h e n  n r e i n c u b a t e d  f o r  5 m in  a t  2 5 ° C ,  C a l c i u m  

t r a n s p o r t  w a s  s t a r t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  c a l c i u m  

b u f f e r .  A l i q u o t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w e r e  r e m o v e d  

i n  d i s p o s a b l e  s y r i n g e s  a n d  t h e  r e a c t i o n  s t o p p e d  b y  

f i l t r a t i o n  t h r o u g h  a  0 , 4 5  ym M i l l i n o r e  f i l t e r  h e l d  i n  

a  B w in n y  a d a p t e r .  A l i q u o t s  ( 5 0  y l )  o f  t h e  f i l t r a t e s  

w e r e  r e m o v e d  f o r  c o u n t i n g  i n  5 ml o f  B r a y ' s  s o l u t i o n .  

C a l c i u m  t r a n s p o r t  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d e c r e a s e  i n



r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  f i l t r a t e s  a s  c o m n a r e d  t o  u n f i l t e r e d  

n o r t i o n s  o f  t h e  same r e a c t i o n  m i x t u r e .  R e s u l t s  a r e  e x -  

n r e s s e d  i n  t e r m s  o f  y m o l e s  o f  c a l c i u m  t r a n s n o r t e d  n e r  mrr 

m em brane p r o  t e  i n .
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'. . f  SDLTb

■J h a r a c t a r i ^ a  i;lon oT :a r c o l er,;i”.nl  . e t . -  b e c c o t o r s

The bet . .1 a - r o n n r  i c  r e c e o t o r  a s s o c i a t e d  v ; i t h  t h e  a d e n y l ­

a t e  c , 'clar.e o f  \;ho ■■ i . i inea n i p  v e n t r i c u l a r  m yo ca rd i um  v/at; 

c h u r n c t e r i u e d  i n  s e v e r a l  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  i n  t h e  

f i r  a t ,  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  tv/o s t e r e o - i s o n e r  a o f  c . u n o v h r i n o  

t o  s t i m u l a t e  a  ; e n y l a t o  e y e  l a n e  . a c t i v i t y  o f  t h e  :;arcolc: . : i . ial  

membrane ’ r e p a r a t i o n  i m ?; c o m p a re d  ( t a b l e  b ) . h l t h o u y h  b a n a l  

a c t i v i t ' /  untier t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  v a n  l o  .;( 1 0 “ '̂  , 1 - e  i i .ne -

a h r i n e  p r o d u c e d  a  ' fJ0b i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  c y c l i c  AIiP 

p r o d u c t i o n  ’. /herour,  t h e  name c o n c e n t r a t i o n  ox’ d - e  ' in e  s h r i n e  

■: i  - ■ n o t  s  t i  a u 1 a  ce a ie n y  1 a t c  c yc  1 a s e  ac  t  i v i  t y . f o r  th i s  r e  a — 

s o n  o n l y  t h e  1 - s t e r e o i s o m e r s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  v:crc t e n  t e n  

i n  l a t e r  ox n r i m c n t s .  The e x t e n t  o f  s t i m u l a t i o n  b y  1 -  

e p i n e p h r i n e  u n s  - r e a t l y  r e  one oh b y  a  l i v e - f o l d  e x c e s s  o f  

t h e  b e t a  ; . . . ;rener'  i c  b l o c k i n ' -  a - ' o n t  , l - p r o p r a n o l o l . The 

a n i l i t y  o f  n r o e r a n o l o l  t o  i n h i b i t  t h e  e i ' i ’c c t  o f  1 - e  i n e -  

: b r i n e  n o "- -o n to  t h a t  t h e  r e c e p t o r  i n v o l v e  a i n  t h e  s t i p u ­

l a t i o n  o f  a son:,’’l a t e  c y c l a n e  i s  a  no t a  a h r e n e r y i c  r e c e  t o r .

The e f f e c t s  o f  a e e r i e ; ;  o f  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  v/cre  

c o m p a r e d  t o  e v a l u a t e  t h e  b e t a  r e c e  ' t o r  ’ r o s o r t i e s  o f  t h e  

s a r c o l e n s i a l  ”. r e i ) g r a t i o n r ; ,  b n u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  

( 1 0 “  ̂ b)  o f  i r ; o ' ' r o l ; e r e n o l , o n i n e - ' h r i n o  p n o r o r' i n e ,i h r i n e  , 

d o n n n i n e  and p h e n y l e ?  h r  i n e  '.zero nr! non t o  an nay  t u b e s  and  

t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  a y e n t s  t o  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a n e
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TABLE 2

1 -  a n d  d - E p i n e p h r i n e  a n d  o f  d ,  1 - p r o p r a n o l o l  
S a r c o l e m m a !  A d e n y l a t e  C y c l a s e  A c t i v i t y

E f f e c t s  o f  
o n  C a r d i a c

A d d i t i o n

N one

1 0 " 4  M 1 - e p i n e p h r i n e

1 0 - 4  M d - e p i n e p h r i n e

1 0 - 4  M 1 - e p i n e p h r i n e  +
5 x 1 0 ~ 4  M d ,  1 - p r o p r a n o l o l

A d e n y l a t e  C y c l a s e  A c t i v i t y  
( p m o l  cAMP m g - 1  m i n - 1 )

2 . 2 7 + 1 . 8 3

9 . 5 4 ± 1 . 8 1 *

2 . 2 7 ± 3 . 1 4

3 . 2 0 + 0 . 9 1  +

A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  2 5 ° C  f o r  1 0  m in  i n  a 
m ed iu m  c o n t a i n i n g  2 mM [ a - 3 2 p ] A T P ,  5 mM M gCl2 , 0 . 5  mM 
u n l a b e l e d  c y c l i c  AMP, 2 . 5  m g /m l  s a r c o l e m m a l  p r o t e i n ,  a 
c a l c i u m - E G T A  b u f f e r  ( 1 2 5  pM C a C l 2 , 1 3 8  pM EGTA, 1 0  pM 
C a * + ) a n d  1 0 0  mM i m i d a z o l e  b u f f e r  a t  pH 6 . 8 . T h e  v a l u e s  
o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  a r e  m e a n s  ± SE o f  s i x  
d e t e r m i n a t i o n s .

* t  »  2 . 8 1 5 ,  P < 0 . 0 1  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l .

+ t  *= 2 . 7 8 2 ,  P < 0 . 0 1  c o m p a r e d  w i t h  1 0 - 4  M 1 - e p i n e p h r i n e .
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a c t i v i t y  was  d e t e r m i n e ' ! .  r e p r e s e n t a t i v e  r e s u l t s  a r e  shown  

i n  F i ~ u r e  2 ,  I n  g e n e r a l  t h e  o r d e r  o i  e f f e c t i v e n e s s  o f  

t h e s e  a g e n t s  v:as: i s o n r o t e r e n o l  > e p i n e p h r i n e  > n o r e p i n e ­

p h r i n e  > c.O'::u:'ino > p h e n y l e p h r i n e ,  i n  none  e x p e r i m e n t s  

( T a b l e  ' 0  c v i n o n h r i n e  was  some w h a t  :;;oro e f f e c t i v e  t h a n  i s o ­

p r o t e r e n o l ,  Vho o r ' i e r  o f  n o t c n o  ■' o f  t h e  o t t e r  a - o n i s t s  was  

ohe same i n  a l l  e x p e r i m e n t s ,

A s i m i l a r  p a t t e r n  o f  e f f e c t i v e n e s s  v;as  s e e n  when  t h e  c o n ­

c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  o f  t h e  d i f f e r e n t  a g o n i s t s  v/ax s t u d i e d  

i n  t h e  r a n ~ e  o f  1 0 “ t o  1 0 “ 'f ( r i " u r o  d ) .  -‘he  c o n c e n t r a t i o n  

o f  dru^ r e q u i r e d  t o  ; ;ro' !uce h a l f  o f  t h e  maximal  r e s p o n s e  t o  

t h a t  dri i" was  used: a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  r e c o  ' t n r  a f f i n i t v  f o r  

t h a t  dru- , I s o p r o t e r e n o l  nhov'Od t h e  h i  ••'host a n a r e n t  a f ­

f i n i t y  f o r  t n o  r e c e s t o r  a s  w e l l  a s  t h e  ■'■rentest  m a x i m a l  e f ­

f e c t ,  v /h ich  was, - e o n  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  l o - J  h .  h - . i n e -  

■ihri.no war; a l m o s t  i s  e f f e c t i v e  a s  i s o '  r o  t e r e n o l  a. t a c o n  —
r ,

ce n t r a l  ion of 10“ " >nt snowed a lower .af f in i ty  for  the

recep to r .  Concentrations of i sopro te renol  or cnino!hrino

a b o v e  1 0 “ ° d v/ere i n h i b  i t o r y .  As, i n  t h e  o x a e r i u e n t : ;  sh o w n

— Ai n  T a b l e  b ,  1C ■ c n i n e s h r i n e  war; s l i g h t l y  more e f C e c t l v e  

i n  i n c r e a s . i n "  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c  t i v i  t y  t han  v/as 1 0 ” ^ . 

i s o n r o t e r e n o l ,  b o r e  n i n e ' . h r i n o  d i e  i t e r ;  a much s m a l l e r  

ma xi ma l  r e s p o n s e ;  i t s  a f f i n i t v  f o r  t h e  r e c e s t o r ,  h o w e v e r ,

•,/as none  w h a t  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  e d n e  s h r i n e .  boo  a mi ne  

n r o d u c e d  s i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  o f  c y c l a s e  a c t i v i t y  o n l y  

a t  c o n c e n t r a t i o n  a b o v e  1 0 _r> b .  The r e s p o n s e  t o  n h o n y l -
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F i g u r e  2 .  C o m p a r i s o n  o f  e f f e c t s  o f  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  on  
s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c  t i v i t y . A d e n y l ­
a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o f  g u i n e a  p iw  s a r c o l e m m a l  
m e m b r a n e s  w a s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  1 0 - 4  M c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i c a t e d  
a g o n i s t s .  B a r s  r e p r e s e n t  t h e  mean ±  SE o f  t h r e e  
r e p l i c a t e s .  R e a c t i o n s  v /e r e  c a r r i e d  o u t  a t  2 5 °C  
f o r  1 0  m in  i n  a  m ediu m  c o n t a i n i n g  2  mii [ a 3 2 p ]  a t p  
5 mil MrC12 i  0 . 5  mM C a C l 2 a n d  50  mi-i HEPES b u f f e r  
a t  pH 7 . 5 ,



TAilLE 3

Jor.U'S.r i  son o f  t h e  f i f e o t : :  o f  O. ' r c n e r ' i e  O. -onie  to on . ".rcolc::",' !  O. fen yl nt e  f v c l a s e  O.c c i v i t y

OhS' t .  1 ■' is:-, i .  f  F
n = 5 n = b n = 0

< j  . 0 . 1  

< 0 . 0 0 1  

< . , . 0 0 1

< 0 . 0 5  

n e

OOff

1 0 . 3 5  ± O , ^  

00.0 0 + 0.09 
1 0 .  'O + 0 . 1 5

1 . 0 9  ± 0 . 5 0  

1 " . ± 0 . 0 .,

1 1 . 1 or*

1 ; . ± 0.5-0

' .  0 .■ ± '5 .  -j  /  

0 0 .  o7  ± ’ . 5 - '  

- 0 . •"> 0 i  1 * - 

O u . i o  ± 1 . .  0 

1 0 . 9 1  + 0 . 9 0

■'1.05 ± 1 . 0 7  

- - . 0 ± ■

5-1. 0 ± 1 . 0  5

o l . b b  ± 1 . 7 0

0 t  .  i  ±  0 . ■

I ; ; T ■■ .1I s . I ,

Zr* t . fj ■>> ,

-j 5 ■ *0 ■ , :'

J . 'J o p "

1

‘The r e s u l t s  a r e  the car1s £ ;"0 o f  the  i n O i c a t e O  nui'.Oor o f  "eter: - i n e . t i o n s . 0.11 v a l u e s  
a r e  e;:”r e s c e  i n  0 : r : n  o f  - ; .o l  c y c l i c  0.. 0 f o r n c O / s i n / : :  n n r c o l e r . n n l  r o t e i n .  f h e  1* v a l u e  ? 
Oor t h e  e f f e c t  o f  e a c h  Oru ,o.ien co: " ".re. to  O u s e l  e n s y s e  a c t i v i t y  './ere i e r i v e e  fro::  
a n a l ” nir; o f  v a r i a n c e  .Oor the  c o v h i n c O  Ts t ' \  o f  t he  t h r e e  en ~eri :  e n i s . O.ssavs s-cre e r f o r v . e i  
un-'er th.e eon ' i t i o u s  l i s f e 1 i n  f i ~ .  Oil  .rtv ■shon ’ r e s e n t ,  c e r e  a t  ID—* 0 f i n a l  c o n ­
c e n t r a t i o n ,  .0 ’ 1 -  i - o  t o  s e r c n o l , "'I -  c h n e " h r i n e , 0 "  = n c r e s i n e ' h i r i n e ,  Of .50 =  0 o " s : - i n e ,
: hf.'VL = "Oon” l e  O r i n o ,  n s  -  n o :  s i - n i f i e a n t .

co
00
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•  Hoprottranol 
o  Eptoophrino

■ Noroptnophrino 
□  Oopomino

of ogoniot

F i g u r e  3 ,  D o s e  r e s n o n s e  r e l a t i o n s h i p  o f  a d r e n e m . i c  a g o n i s t s  
a n d  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  E a c h  
o o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  mean o f  tw o  r e p l i c a t e  d e t e r ­
m i n a t i o n s .  A s s a y s  v /ere  n e r  f o r m e d  u n d e r  t h e  
c o n d i t i o n s  l i s t e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  F i g u r e  2 e x ­
c e p t  t h a t  t h e  n!I w a s  6 . 8 ,
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e p h r i n e  w a s  m i n i m a l  a n d  s o  i s  n o t  i n c l u d e d  i n  F i g u r e  3 ,

The  o r d e r  o f  a f f i n i t y  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  a d r e n e r g i c  r e ­

c e p t o r s  i n  t h i s  t i s s u e  ( T a b l e  4 )  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h a t  

o f  a  t y p i c a l  b e t a  r e c e n t o r .

Pa r t i a l  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  S a r c o p l a s m i c  R e t i c u l u m  A d e n y l ­

a t e  C y c l a s e

The a f f e c t s  o f  b e t a  a p o n i s t s  on s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  w e r e  s t u d i e d  b y  t h e  u s e  o f  a  m i c r o s o m a l  

f r a c t i o n  o f  t h e  ^ u i n e a  n i "  v e n t r i c l e s  a s  a  s o u r c e  o f  e n z y m e .  

M i c r o s o m e s  w e r e  n r e n a r e d  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  " M e t h o d s "  a n d  

w e r e  a s s a y e d  f o r  c a l c i u m  t r a n s p o r t  a c t i v i t y  a s  a  m a r k e r  f o r  

t h e  p r e s e n c e  o f  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  S i g n i f i c a n t  a m o u n t s  

o f  c a l c i u m  w e r e  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 mil p o t a s s i u m  

o x a l a t e  a n d  t h e  r a t e  o f  c a l c i u m  a c c u m u l a t i o n  w a s  a r e a t l y  

e n h a n c e d  b y  o r e i n c u b a t i o n  o f  t h e  m i c r o s o m a l  v e s i c l e s  w i t h  

n r o t e i n  k i n a s e  a n d  c y c l i c  AMP ( F i p u r e  4 ) .  T he  h i p h  c a l c i u m  

t r a n s p o r t  a c t i v i t y  i n d i c a t e s  t h a t  t h e s e  membrane p r e p a r a t i o n s  

c o n t a i n  v e s i c l e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  a b i l i t y  o f  b e t a  a g o n i s t s  a t  l e v e l s  

o f  1 0 “ 4 ;i t o  s t i m u l a t e  t h e  m i c r o s o m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i s  

s h o w n  i n  F i p u r e  5 .  A s  w a s  s e e n  p r e v i o u s l y  w i t h  t h e  s a r c o -  

l e m m a l  e n z y m e ,  i s o p r o t e r e n o l  w a s  m o s t  e f f e c t i v e  i n  s t i m u ­

l a t i n g  m i c r o s o m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  f o l l o w e d  b y  

e n i n e o h r i n e  a n d  n o r e o i n e n h r i n e .  N e i t h e r  n h e n y l e n h r i n e  n o r
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TABLE 4

A n p a r e n t  D i s s o c i a t i o n  C o n s t a n t s  o f  A d r e n e r g i c  A g o n i s t s  
f o r  S a r c o l e m m a l  B e t a  R e c e p t o r s

I s o n r o t e r e n o l 3 X 1 0 - / m

l l o r e n i n e n h r i n e 3 X i o - 7 M

E n i n e n h r i n e 6 X 1 0 - 7 M

D o n a m i n e > 3 X

1O

M

V a l u e s  s h o w n  a r e  m e a n s  d e r i v e d  f r o m  t h r e e  d o s e  r e s o o n s e  
e x p e r i m e n t s  o f  t h e  t y n e  r e p r e s e n t e d  b y  F i g u r e  3 .



F i g u r e  4 .  C a l c i u m  t r a n s n o r t  a c t i v i t y  o f  g u i n e a  D i g  c a r d i a c  
s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  C a l c i u m  t r a n s n o r t  w a s  
a s s a y e d  a s  d e c r i b e d  i n  " M e t h o d s "  i n  t h e  p r e s e n c e  
a n d  a b s e n c e  o f  0 . 2  m g /m l  n r o t e i n  k i n a s e  a n d  1 uM 
c y c l i c  AMP.
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F i g u r e  5 .  C o m p a r i s o n  o f  e f f e c t s  o f  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  
on  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l a t e  c y c l a s e  
a c t i v i t y .  A d e n y l a t e  c y c l a s e  w a s  m e a s u r e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 - 4  M c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  t h e  i n d i c a t e d  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s .  
B a r s  r e p r e s e n t  t h e  mean + SE o f  f o u r  r e p l i c a t e s .  
The  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  F i g u r e  2 .
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d o o a n i n e  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  :v,. i cro: . ’0:;,.'i l  a d e n y l a t e  

e y e l a n e  a c  t  i v i  t''’, A i  to  mo t s  t o  r i n d  c o n  d i t i o n r ;  t h a t  v/oul  d 

i n c r e n n e  t h e  e x t e n t  o i ‘ o t i u u l a t i o n  Ay t h o s e  d a t a  a b r e n e r y i c  

a ' o n i r ; t r ;  an'l  a l i o ’.: more a c c u r a t e  d o s e  — r e a s o n s c  s t u d i e s  t o  

bo I'erforMei' .  v/ero n o t  n u c c e n f u l .

t h e  :ul ' I c i i o i v . c nc y  o f  t h e  1ai .crooor.1a l  a  d en y  l a t e  e y e  l a n e  , 

shov/n i n  J i  u r o  , v a n  J e t e r  Mined i n  t h e  o r e  n o n c e  o f  T r i a -  

:G1.  ' i c r o s o i . i . l  a d e n y l a t e  e y e  l a n e  a c t i v i t y  : ; : u ;  m u x I m u I  a t

•a I 7 . b  i n  t h e  • r e s c n c e  o r  a b s e n c e  o f  I')"'-1 J i n o y r o  t o r e n o l  

o r  a :i, . a f  c o n t r a s t i n ' ,  v i t h  t h e  :■'! J c o e n b c n c y  o f  t h e  

;: a r c  o 1 er.na 1 a  J e n y  1 a  t e  c yc  1 a r ;e C i i  " n r c  1 1 ) .  i h  e a. d e n y  1 a  to 

c y c l a s e  c o n t a i n e d  i n  t i io n a r c o o l a n n i o  r c t i c u l u n  - - r e p a r a ­

t i o n  n d i  i f  c r  o a f  r  o r; t h e  a a r c o l  or-ir.ial on a y r .e  i n  o t h e r  ;a rn 

a;; v / e l l .  i n c r e . a n i n "  t h e  i o n i c  . s t r e n g t h  o f  t h e  r e u c  t i o n  

Medium v i  th c i t h e r  h f l  or  ;.aCl  v:a:; f o u n d  t o  i n c r e a s e  n a r c o -  

l e n n a l  a d e n y l a t e  e y e  l a n e  a c t i v i t y  ( n e e  i ' i  urn  1 2 ) .  f i : . i i l a r  

c o n e c n  e r a  c i o n o  o f  t h e s e  ion;.; a l i " h t l y  i n h i b i t e d  i o r o -  

: ; o r a l  c. ' .on” l a t e  e y e l a n e  ac  t i v . i t ' , r ( f a b l e  b ) ,
r  •

o f a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 “ ; d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

a f f e c t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  n a r c o o l a a n i c  r e t i -  

c u I u m  " i r e n . ' i r c  t i o n u  ( f i - ' u r e  7 ) ,  i n  o t h e r  e a o e r i i . i e n  t r ;  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  h V d  v a n  v a r i e d  f r o r : .  1 0 “  ^  t o  1 0 “ ^  d  ( 1 ’ i - u r o  

b ) .  The e f f e c t  o f  O T h  o n  b o t h  b a s a l  a n d  d a . K  s t i m u l a t e d  

a c t i v i t ’/  \ir.ri n o t  s i g n i f i c a n t  a t  a n y  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

n u c l e o t i d e .
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pH d e p e n d e n c e  o f  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l ­
a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  
mean o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  R e a c ­
t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  5 0  mM T r i s  b u f f e r  u n d e r  
t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  l i s t e d  i n  t h e  " M e t h o d s " ,



TA3LE 5

E f f e c t s  o f  I n c r e a s i n g  i o n i c  S t r e n g t h  on S a r c o p l a s m i c  R e t i c u l u m  A d e n y l a t e  C y c l a s e  
A c t i v i t y .

+ i o - 5
R a s a l  I s o p r o t e r e n o l  + 8 nil EaF

c o n t r o l  9 7 . 9 6  + 0 . 5 6  9 7 . 2 6  + 0 . 9 7  2 5 8 . 3 0  + 3 3 . 0 0

+ 50  ml I KC1 9 2 . 2 0  + 7 . 1 5  1 1 0 . 8 5  + 9 . 6 0  2 6 0 . 1 8  + 8 . 4 3

+ 1 0 0  mi-i KC1 9 3 . 6 3  + 7 . 7 2  1 0 1 . 7 5  + 2 . 7 1  2 2 6 . 0 0  + 2 3 . 5 8

+ 50  mM iJaCl 8 0 . 4 5  + 1 . 8 0 *  7 8 . 0 0  + 7 . 0 3  2 5 8 . 0 8  + 7 . 8 6

+ 1 0 0  mi-1 RaCl 8 8 . 1 5  + 0 . 8 8 *  8 8 . 6 0  + 6 . 1 3  2 2 7 . 8 4  + 1 4 . 7 0

—1 —1V a l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol c y c l i c  All? f o r m e d  * min and  a r e  t h e  mean  
+ SE o f  t h r e e  a s s a y s  o f  a  s i n g l e  p r e p a r a t i o n .  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a d d e d  s a l t s ,

* n < 0 . 0 5  when c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .
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rrure 7 .  E f f e c t  o f  GTP o n  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l a t e  
c y c l a s e  a c t i v i t y .  A d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  
w a s  a s s a y e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 ” ^ M i s o p r o t e r e n o l  o f  
8  mM N a F .  l i a r s  i n d i c a t e  t h e  m ean  + SE o f  t h r e e  
r e p l i c a t e s .
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log Molar 6TP

F i g u r e  8 .  C o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  o f  t h e  GTP e f f e c t  on  
s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l a t e  c y c l a s e  
a c t i v i t y .  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  8  mil 
NaF a n d  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  GTP.
E a c h  n o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m ean o f  t h r e e  r e p l i c a t e  
d e t e r m i n a t i o n s .
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d h a r a c t e r i z a t i o n  o f  S a r c o l e m m a l  A d e n y l a t e  C y c l a s e

The s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  l i s t e d  u n d e r  " h e t h o d s "

( nH 7 , 5 ,  37°<J) w e r e  a d o o t e d  f o r  t h i s  s e r i e  s o f  e x p e r i ~  

m e n t s ,  The c o n c e n t r a t i o n  o f  ATP i n  t h e  r e a c t i o n  medium  

w a s  r e d u c e d  t o  0 . 2  mil w i t h  a  t e n - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  s u b s t r a t e .  An ATP r e g e n e r a t i o n  

s y s t e m  w a s  i n c l u d e d  t o  o f f s e t  t h e  i n c r e a s e d  A T P a s e  a c t i v i t y  

o b s e r v e d  a t  3 7 ° U .  F i g u r e  9 s h o v ; s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  r e a c t i o n  u n d e r  t h e s e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s .  

The r a t e s  o f  b a s a l  a n d  I J a F - s t i i n u l a t e d  e n z y m e  a c t i v i t y  r e ­

m a i n e d  l i n e a r  f o r  a t  l e a s t  8 m i n u t e s .  A r e a c t i o n  t i m e  

o f  5 m i n u t e s  w a s  u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  e x n e r i m e n t s .

A m ore  d i r e c t  t e s t  o f  t h e  a d e q u a c y  o f  t h e  r e g e n e r a t ­

i n g  s y s t e m  w a s  p r o v i d e d  b y  c o n c o m i t a n t  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  

a m o u n t  o f  ATP r e m a i n i n g  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e  a s  t h e  r e a c ­

t i o n  p r o g r e s s e d .  As sh o w n  i n  T a b l e  f i ( w h e r e  t h e  a m o u n t  

o f  ATP r e m a i n i n y  i s  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  p e r c e n t a g e  o f  

ATI-* a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  a s s a y ,  n e a r l y  9 0 pi o f  t h e  ATP r e ­

m a i n e d  a f t e r  5 m i n u t e s .  F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  r e r e n e r a t i n ^
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F i g u r e  9 ,  L i n e a r i t y  o f  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  r e a c t i o n  v / i t h  
t i m e . A s s a y s  w e r e  n e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  8 mM 
N a F ,  S a r c o l e m m a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  
1 m r ' /m l .  E a c h  n o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  mean o f  t h r e e  
r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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TABLE 6

;!i'j.n"a ii; BuhnXrn ;;e Bevel iirrin ; One .'.roiv.’laljo Lyelane 
1 n -.c i on : .1  i cc 1 o X n y.

io.e ( n i n  , ) o '.r,' ].

0 . e o ' / ,  oB rJV

; . > v - . !  '•

0 . 0  ' • . 1 1

, 0 ■; " . 0 ' ) i > ,  ■".<.

3 , 0  -.-l.'.'-r . .0 , 0 0

: iio r c : ; i ' . l  r.rn  e - re o: ;o o on ore on Oi o ol' m o io -  
;-y t iv  i. t ’ - rcr,..:u.n-i n ‘ a:; on coo. ..oneo Bo eoncrol tube,;
nob cono Lri in ■ norcolo:. oil ; ..o: n r  one :■, Control Vnloon 
ro;. ' i.no : non::0.on'; baron Loul boo aln'ibe ro.'-c a o n ,
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system v/ns considered nhequate and v/ar; not  modified fu r th e r ,  

Vhe .level ox .Vi’P rcr.ninin" in the tub on co n ta in in ' ’ ilnF v/au 

hi•-'her tb.an t e a t  of con t ro l " ,  Thin e f l e e t  of i.'aF v;as r,ecn 

cons i s ten t ly  cn '1 can be accounted for ’ey the inh ib i to ry  

act ion of F“ on the menbrane-bouni ATi’oooo ('Pablo 7).

The e f f e c t  of increasing concentration:" of bnF on the 

adenylate c"cl.r’oc a c t i v i t y  of the sarcolcmma in shovn in 

Figure 10, the res-once to ..a.-1 was maximal a t  0 rx' while 

hi-'her concentra t ions  wore inh ib i to ry ,

baF y?.n founc to modify the ah desonaency of the 

adenylate cyclase in audi t ion to s t iuu la t i r i "  the r a te  of 

cycl ic  h. h formation ’oy th is  on.'vmo. Vhc effec ts of chan ?-

in ;  n. i on nucnylace c yc 1 a sc ac t  i v i  ty in the ’-re sc nee or

absence of b n.. baa' or lO""1 irio’iroxeronol are shovm in 

Fi"lire 11, oth h&.ca 1 and i:;o't o terenol-st i : : iulntch 

a c t i v i t i e s  -sere maximal ax s.: i t .O.  hah (h a . )  shi f ted the 

u I o-. fcinuir. to 7.b,  .• Linw.lntion of cyclase a c t i v i t y  by

i so' irotorenol s i linii.xal s t  both extr  ernes of the ’ -i ran t,*

v.r i t ; ■ a maximal of foe t seen a t i V. b-8.0 ,

incre: s i n f ionic siren- th -.roJucer; sua l l  out s i  n i -  

f  lean t  increases  in bas.nl and isonro toronol-s  hinulateh 

adenylate cyclase a c t i v i t y  (Fi 'uro I s ) ,  b.aCJl on ; ubl ’.;cro 

ocual ly e f foe t i  vc in s t  iinul a t i n -  a sen y la te  c yc la.ee ac t i v i  t y , 

Vhc nercent stimuln tion of eye lane a c t i v i t y  by isonro tercnol 

was in he sen hen t of ionic s t reng th .
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rc.

1

2

7

'en L o7  on . 7 ;r c  c l  o:i:in 1 .ViPr.nn /. r. i v  j t ; r .

no f»o a v i  t; ■
: o l  r o lo . - i s e .  / '  

o r o ^ i o n  A :ii. 1;I o n  n r - -*-

, n  = 3 n o n e  1 0 . 7 6  *  . 7 5

+ 50  mil NaF 6 . 0 2  ± . 4 9

, n = 3 n o n e  1 1 . 3 1  ±  . 9 5

+ 5 0  mil IJaF 5 . 6 8  ±  . 7 3

A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M e t h o d s .  
The d a t a  sh o w n  a r e  t h e  m e a n s  ± SE o f  t h e  i n d i c a t e d  num­
b e r  o f  r e p l i c a t e s  f o r  e a c h  p r e p a r a t i o n .
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F i g u r e  1 0 .  NaF d e p e n d e n c y  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .
A s s a y s  v / e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
N a F .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m ean o f  t h r e e  
r e p l i c a t e s .
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500

400
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*+8mM NaF

■+I0*M ISO 

•  basal

t b  ^  1 0  m  u  
pH

F i g u r e  1 1 . pH d e p e n d e n c e  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  
R e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  5 0  mM T r i s  b u f f e r  
u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s .  E a ch  p o i n t  r e p r e s e n t s  
t h e  mean o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .



KCI KCI NaCI  N«CI

F i g u r e  1 2 .  E f f e c t  o f  i n c r e a s e d  i o n i c  s t r e n g t h  o n  s a r c o ­
l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A d e n y l a t e  
c y c l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  
1 0 - 5  I'? i s o p r o t e r e n o l  o r  8 mM N a F ,  B a r s  r e p r e ­
s e n t  t h e  m ean + SE o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r ­
m i n a t i o n s .
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h a r e o l e n n u i  a d e n y l a t e  c y c l a r . c  v a n  i n h i b i t e d  b y  h ' i ’y  u n d e r  

a l l  c  o n  d  i  t  i  o n  r: t o  c  t;o d  ( f  i  - u r e  1 3 ) .  "  a o  a l  a c  t  i  v i  t y  a ;  y-.e n r e  d

t o  >>0 u o n c Y . ’h u t  a o r c  u c n c i t i v e  t o  3 3  t h a n  i . e o y r o  t o r e n o l — 

r . t  i n u l a  t o d  a c t i v i t y ,  r e . c u l  t i n  ■■ i n  a n  i n c r e r n c  i n  t h e  r e n u o n o e  

o r  t h e  e n n y n e  t o  c e h ; e c h o l n r r i . n e : ; ,

' e c a u u c  t h e  . c o r e  u r u a l  r c : : - ; o n r ; c  t o  f T i ’ i n  a n  e l e v a t i o n  

o  T h  o r n o n  c  -  a  t  i  : n . i l  r  t  c ; 1 a  d e  n  y  1 a  t o  c  y  c  1 a  n o  a c  i, 1 v  i  t  y  ( o e  e  i n t r o -  

u i c t i o n )  ,  t h e  - > o u n i h . i l i t y  o l  t r a c e  c o n t a n i n a n t a  i n  t h o  a n  c a y  

r e a s o n  t . c  b e i n '  t h e  c a u . c e  o i  a n  a n o a . o l o u r ;  r e n n o n n o  t o  b V h  v a n  

e r a n i n e b  b y  t e n t i n ' '  t h e  e i l ' c c t  o 3  t h e  n u c l e o t i d e  o n  a  d i f -  

f o r o n t  e n n y n c  ' T c  ■ a r a  t i o n . / l a ; ;  a  a  r . e ,  b r a n c a  o f  t h e  e u c o n e l

c o i t h e l i a  o f  t h e  u r i n a r v  h l a ' : d o r  o l  t h e  t u r t l e  . dec  m e  m i z  

n c r  i n  t a  ; c r c  r o  ■ >;i r c v  1 a «•; . i e n c r i h c c i  i n  t* t o  e  c h o d r ;  . a n i  a . a o n y e c i  

t o r  a d e n y l a t e  e y e  l a n e  a c t i v i t y  u n i n r: r  1 i. n n o t : . ;  o f  t h e  c a n e  

r c a ' - e n t . n  n e e d  f o r  t h e  o r c v i o u c  c : : " i c r i . ’c n t : , a  I n  t h e  a b a e n c c

A
o f  b - Vd ,  1 0 - ' 1 . .  n o r e  i n e  b r i n e  o n l y  e l i  f i t l y  i n c r c a n c d  a d e n y l ­

a t e  c y c l o n e  a c t i v i t y ,  ‘t h e  i n c r e m e n t  d u e  t o  i n . O '  r o t o r e n o l  

v ; n n  - r o . a t l y  i n c r e a s e d  i n  t h e  - > r c . n o n c e  o f  l u ” J  , b ± V  ( t a b l e  

3 ) ,  a t  v / u c  t h e r e f o r e  c o n c i u c r c d  u n l i h e l y  t e a t  t h e  i n h i b i t i o n  

o  f  a  a r c  o l e  u a u  1 a  - o n  y i  a  t o  c  y c  1 a  ,no a c  t i v i  t ' r a , a n  d u e  t o  t h  o  

■ r e n c n c e  o f  c o n t a m i n a n t s  i n  t h e  a n  c a y  e y e t e n  a n d  t h e  r e a c ­

t i o n  c  o n e  i t  i o n  c  v : c r o  l e f t  u n r . i o d i f  i e  : ,
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F i g u r e  1 3 .  E f f e c t  o f  GTP o n  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e
a c t i v i t y .  A d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y ­
e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  
a b s e n c e  o f  1 0 “ 5 M i s o p r o t e r e n o l  o r  8 mil N a F ,
B a r s  r e p r e s e n t  t h e  m ean ±  SE o f  t h r e e  r e p l i c a t e  
d e t e r m i n a t i o n s .
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TABLE 8

E f f e c t s  o f  GTP o n  t h e  S t i m u l a t i o n  o f  T u r t l e  B l a d d e r  
A d e n y l a t e  C y c l a s e  b y  N o r e p i n e p h r i n e  (NE)

A d e n y l a t e  C y c l a s e  A c t i v i t
E x p t , A d d i t i o n pm ol  c y c l i c AMP mg“

1 . n o n e 3 0 . 2 5 . 4 0

1 0 - 4  M NE 3 8 . 9 3 ± . 7 3 *

1 0 - 4  M NE +

1 0 " 5 M GTP 4 6 . 0 5 ± 1 . 0 5 +

1 0  mM NaF 9 5 . 4 9 ± 9 . 9 6

2 . n o n e 2 9 . 7 7 ± 4 . 1 7

1 0 - 4  M NE 3 7 . 5 7 ± 4 . 6 9  §

3

1 0 “ 4  M NE +

1 0 “ 5 H GTP 7 0 . 6 9  ±  2 . 8 3 + +

1 0  mM NaF 1 0 4 . 8 4  ±  6 . 8 7

The r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  mean ± SE o f  
t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s .

* t  = 1 4 . 9 1 ,  P < . 0 0 1  when c o m p a r e d  t o  c o n t r o l ,

f t  ■ 5 . 1 8 ,  P < . 0 2  when c o m p a r e d  t o  1 0 “ 4 M NE,

§ t  ss 1 . 2 4 ,  n s  w hen  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l ,

t t t  ■ 6 . 0 4 ,  P < . 0 1  w hen  c o m p a r e d  t o  1 0 " 4  M NE.



An a t t e n e t  won made t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  -roducerJ by  dTb.  

b i n c e  t h e  s t r u c t u r e  o f  C'.'d on" ATI-1 a r e  fh.rp. i lar,  i t  vrar; i n i ­

t i a l l y  onsur.-ed t h a t  h i t 3 was  a c t i n "  a s  a  c o r . m e t i t i v e  i n h i b i ­

t o r  o f  t h e  e y e  l a n e  * i n  o r d e r  t o  t e s t  t h i s  'r'--.o t h e s i s  t he  

f o l l o w i n '  e a r n e r i n e n t  v/ar; r e r f o r n o d , Aden},"late c y c l a s e  

a c t i v i t y  v;an m e a s u r e d  a t  e i t h e r  O.d o r  f . O  i f -  AT.* i n  t h e  

■ r e  n c n c e  o f  v a r y  i n "  c o n c e n t r a t i o n : - ,  o f  d f . - . t h e n  the  do.tr. 

' ./ore p l o t t e d  on a  j .xon - l o t  ( ( 1 )  vs . ,  1 / v )  , w h i c h  i s  d o -  

s i - n e d  t o  v i e  I d  dy f o r  a  u r c  cor: ' O t i t i v e  i n h i b i t o r ,  t h e  

r e s u l t i n ' -  n o n l  i n  e a r  i  t y  o f  t h e  c u r v e  a i n d i c a t e d  p a r t i a l  o r  

ra i se  : i n h i b i t i o n  (I ’i  u r e  l h )  , T h o s e  r e s u l t s  s u - " * c s t ,  t h e r e  

f o r e ,  t h a t  t h e  " i n d i n "  s i t e  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e

c h f s l ' rt  i c  s i t e  o f  t h e  a- ’d n y l a t c  e y e  l a  s c  m o l e c u l e .

d c f o r o  the  a y ■ > i n h i b i t i o n  was  y o r e  c l o s e l y  e l i n e d , a 

c l e a r e r  u n d e r  s. t;nn'!i n r- o f  t he  s u b s t r a t e  d e - ' c n b c n o y  o f  t h e  

a - ' o n y l a t o  c y c l a s e  was  s o n " h t .  t h e  v e l o c i t i e s  o f  ' a s a l  , i s n  

- r o t c r e n o l - r : t i n . u l a . t e d  an-i d c d - : : t i i . o i l a t e  1 ; c t i v i t ir -acre ;o-  

t o r  . l ined a t  A'.-’b c o n c e n t r a t i o n s  r a n  ' i n  • f ror .  a . Ob  to n . c,

The  c o n c e n t r a t i o n  o f  MrrClg w a s  h e l d  c o n s t a n t  a t  1 0  mil 

t h r o u " h o u t  t h e  e n t i r e  AT:* c o n c e n t r a t i o n  r a n - e .  r,h e  r e s u l t s  

a r e  shorn) i n  h i  u r c  I t  whore  t h e  v c l o e i  t ,r o C t h e  r e a c t i o n  

:i .r, - ' l o t t e d  r: u f u n c t i o n  o f  A i d  c o n c e n t r a t i o n .  ; i  t:h t h e  

e x e c u t i o n  o f  s l i y h t  i n h i b i t i o n  s e e n  a t  d r.i. AVd, t h e  e n i y n c  

a c t i v i t y  i n c r e a s e d  v.Ti t h  i n e r e a s i n y  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .
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F i g u r e  1 4 . D i x o n  p l o t  o f  t h e  e f f e c t  o f  GTP o n  s a r c o l e m m a l  
a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A d e n y l a t e  c y c l a s e  
a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  0 , 2  o r  2 . 0  mM ATP a n d  
t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  GTP. E a c h  p o i n t  
r e p r e s e n t s  t h e  m ea n  o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a -  
t i o n s .
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F i g u r e  1 5 . ATP d e p e n d e n c y  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  
A d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  u n d e r  
s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  a b s e n c e  ( O ) a n d  p r e ­
s e n c e  o f  1 0 ~ 5  h i s o n r o t e r e n o l  { •  ) o r  8  mil UaF ( A 
a n d  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  A TP.



When s u b j e c t e d  t o  a n a l y s i s  b y  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  

( F i g u r e  1 6 ) ,  h o w e v e r ,  t h e  d a t a  d e v i a t e d  f r o m  c l a s s i c a l  

M i c h a e l i s - M e n t e n  k i n e t i c s .  I n s t e a d  o f  a  l i n e a r  r e l a ­

t i o n s h i p  b e t w e e n  1 / v  a n d  1 / S ,  a  n o n l i n e a r  ( c o n c a v e  d o w n ­

w a r d )  o a t t e r n  w a s  s e e n .  The  n o n l i n e a r i t y  w a s  n o t  a b o l i s h e d  

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  i s o p r o t e r e n o l  o r  NaF ( F i g u r e  1 6 ) ,  

R e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  d e v i a ­

t i o n s  f r o m  l i n e a r i t y  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

(P  < 0 , 0 1 ) .  The i n h i b i t i o n  s e e n  a t  2 mM ATP ( F i g u r e  1 5 )  

i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  a s  a  s m a l l  c o n ­

c a v e  u n w a r d  s e g m e n t  a d j a c e n t  t o  t h e  o r d i n a t e .

The  n o n l i n e a r i t y  o f  t h e  L i n e w e n v e r - R u r k  p l o t s  c a n  b e  

e x p l a i n e d  b y  t h e  o r e s e n c e  o f  a n  a l l o s t e r i c  b i n d i n g  s i t e  f o r  

ATP i n  a d d i t i o n  t o  t h e  c a t a l y t i c  s i t e  o f  t h e  e n z y m e .  B e ­

c a u s e  F i g u r e  1 4  s u g g e s t s  t h a t  OTP i n t e r a c t s  a t  s u c h  a  s i t e ,  

w a s  o f  i n t e r e s t  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  t h a t  n u c l e o t i d e  on  t h e  

ATP d e p e n d e n c y  o f  t h e  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  A s  s h o w n  

i n  F i g u r e  1 6 ,  OTP l i n e a r i z e d  t h e  d o u b l e  r e c i n r o c a l  n l o t s ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  n u c l e o t i d e  c a n  o c c u p y  o n e  o f  t h e  ATP 

b i n d i n g  s i t e s ,  GTP v/as i n h i b i t o r y  t h r o u g h o u t  t h e  r a n g e  o f  

ATP c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  b u t  a s  t h e  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  ATP v/as  r a i s e d  t h e  e x t e n t  o f  i n h i b i t i o n  b y  GTP 

w a s  g r e a t l y  r e d u c e d .  T h i s  f i n d i n g  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  

GTP a n d  ATP c o m p e t e  f o r  a  r e g u l a t o r y  s i t e .



65

.o

.014

.010

.006
V

.006

.004 +10' M GTP

.002 + 8 mM NaF

2 0

F i g u r e  1 6 .  E f f e c t  o f  GTP o n  t h e  ATP d e p e n d e n c e  o f  s a r c o ­
l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  L i n e w e a v e r - B u r k  
r e p l o t  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  m e a s u r e d  
u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  1 0 “ 5 M i s o p r o t e r e n o l ,  8 mM NaF o r  
1 0 ” 5 j.j GTP.  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m ean  
o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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Vhn l i n e a r  d o u b l e  r e c i p r o c a l  " l o t n  :;een i n  t h e  a r c — 

n e n c e  o f  10  hdv a l l o v / e d  a  v a l u e  f o r  ATh Gf 0 . 1  r.ih

an'I a  v a l u e  oi' y v j  u ’.ol  * n y “ *̂ : ' . in- '1' Tor drria;. ‘co  '>G c a l c u l a t e d ,

J h a r a c t c r i d a t i o n  o f  t h e  uTb A f f e c t  on d a r e  o l  cur m l  A d e n y l a t e  

Uyc l a n e

i f  c;V.1'* c n e r t . n  i t s  e f f e c t  nL an a l l o n t c r i c  r e  v i l a t o r y  

s i t e ,  t! i on a c h a n  ;o i n  t h e  c o n  i 'or n a t i o n  o f  t h e  o n i O  nyutor .  

r-honL: o e c i i r  :;uhr;cr:uont t o  n u c l o o  ki  do b i n d i n "  a t  t h e  r e  u l a -  

t o r y  e.i to  . i  f  1:ho r a t e  o f  c h i r, n)ian -n i  ; 1 o \ ;# t h e  c :: t o n t  

o f  i n h i b i t i o n  e a r n  r e d  h y  a n i ;v  l c  f> : , : inute ti:::e o i n  t v /ould  

u n f e r o u  ;;o t h e  e f f e c t  o f  t h e  n u c l e o t i d e  a t  t h e  ti.;..e t h a t  

t  he n c v; :, t o  a < h ■ a t  a  to i  a a c h i e v e d .  i. I t e r  n a  t i  vn 1 y , i t  i n  

• o n u i b l o  t h a t  r f t o r  -an i n i t i a l  i n h i b i t i o n  t h e  f i n a l  u t e a u y  

a c o t e  v e l o c i t y  a c h i e v e d  i n  t he  name o r  e v e n  h.i ."hor t h an  the  

b a n a l  r e a c t i o n  r a t e .  do o n a n i n c  t h e s e  - . o n n i b i l i t L e a  t he  

e f f e c t  o f  hV, on t h e  t i n e  c o u r s e  o f  e y e  l i e  A .a • r e d u c t i o n  

t h e r e f o r e  do t or : . ' ine  i .

f l i c  o:: ton t o f  i n h i b i t i o n  o f  c y c l n u o  a c t i v i t y  by  l b _ 'J . 

■ df  r e g a i n e d  c o n s t a n t  t h r o v d i o i  11 t h e  c ou r . ee  o f  t h e  r e a c t i o n  

b o t h  i n  t h e  ■■rcroncn and a n n o n c o  o f  i no- r o  t o r e n o l  ( 1 0 -  ̂ . ) .  

he a c t  i o n  r a t e : ;  u n d e r  a l l  c o n d i t i o n s  r e m a i n e d  l i n e a r  f o r  a t  

l e a n t  K a i n u t o n .  d'iie n o r c e n t  i n h i b i t i o n  j r o a u c o b  'ey dTh 

i n  t h e  a r c  n o n c e  o f  i s o p r o t e r e n o l  ( 0 , . )  './an nucl i  l e s s  t h a n  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  b a n a l  a c t i v i t y  ( h f f ) ,  no t h a t  t h e  e f f e c t  

o f  i  no pro  t e r c n o l  van  c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e d  when b i d ’ ’./an
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F i g u r e  1 7 ,  T ime c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  OTP on  s a r c o l e m m a l  
a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  v /e r e  p e r ­
f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e ­
s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 - 5  i; i s o p r o t e r e n o l ,  1 0 “ 5 y 
OTP o r  b o t h  1 0 - 5  II i s o p r o t e r e n o l  a n d  1 0 " 5  n  OTP.  
E a c h  n o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  mean o f  t h r e e  d e t e r ­
m i n a t i o n s ,  The d a s h e d  l i n e  r e p r e s e n t s  c y c l i c  
AMP p r o d u c t i o n  u n d e r  b o t h  b a s a l  a n d  " + I S 0  + OTP" 
c o n d i t i o n s .
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n r e s e n t .  B e c a u s e  t h e  r e a c t i o n  r a t e s  o f  t h e  b a s a l  a n d  i s o ­

p r o t e r e n o l  + GTI1 t r e a t e d  e n z y m e s  w e r e  n e a r l y  i d e n t i c a l  o n l y  

a  s i n g l e  d a s h e d  l i n e  i s  draw n  i n  F i g u r e  1 7  t o  r e p r e s e n t s  c y c l i c  

AMP p r o d u c t i o n  u n d e r  b o t h  c o n d i t i o n s .

The a b s e n c e  o f  a  l a p  i n  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  GTP s u p p e s t e d  t h a t  e i t h e r  GTP i t s e l f  i s  i n h i b i ­

t o r y  a n d  t h a t  h y d r o l y s i s  t o  GDP i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  t h e  

i n h i b i t i o n  t o  b e  o b s e r v e d  o r  t h a t  FTP i s  h y d r o l y z e d  v e r y  

r a n i d l y .  G u o n o r t  f o r  t h e  f o r m e r  e x p l a n a t i o n  w a s  d e r i v e d  

f r o m  a  s u r v e y  o f  s e v e r a l  n u c l e o s i d e  t r i p h o s n h a t e s  f o r  

t h e i r  e f f e c t s  on m y o c a r d i a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

( K i p u r e  1 8 ) ,  O f  s n e c i a l  i n t e r e s t ,  i n  t h i s  r e s n e c t ,  i s  t h e  

e f f e c t  o f  t h e  FTP a n a l o p  5 ’ r r u a n y l y l  i m i  do d i p h o s p h a t e  (GMP-  

PIj' P ) .  A l t h o u g h  CMP-PilP i s  r e s i s t a n t  t o  membrane b o u n d  

n h o s n h o h y f l r o l a s e s  ( 1 4 9 ) ,  i t  i s  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  b o t h  

b a s a l  a n d  f l u o r i d e  s t i m u l a t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .

Of t h e  o t h e r  n u c l e o t i d e s  t e s t e d  o n l y  t h e  n u r i n e s  ITP a n d  

XTP w e r e  i n h i b i t o r y ,  o v r i m i d i n e  b a s e d  c o m p o u n d s ,  i . e . ,  OTP 

a n d  UTP w e r e  w i t h o u t  e f f e c t .

T he  l a r p e  i n c r e a s e  i n  i s o n r o t e r e n o l - s t i m u l a t e d  a d e n y l ­

a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  GMP-PIIP n r o m n t e d  

t e s t i n g  o f  a  s e r i e s  o f  fr u a n y l  n u c l e o t i d e s  f o r  t h e i r  e f f e c t s  

o n  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  ( F i g u r e  1 9 ) .  U n i f o r m  c o n c e n t r a t i o n s  

( 1 0 - 5  M) o f  GDP, GTP, GMP-PNP a n d  GPP-CII2 - P  w e r e  a d d e d  t o  

r e a c t i o n  t u b e s  i n  t h e  n r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  i s o o r o t e r e n o l
5

( 1 0 ” i l)  o r  MaF ( 8  mM).  GDP w a s  a d d e d  o n l y  5 s e c .  p r i o r  t o
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F i g u r e  1 8 .  S u r v e y  o f  n u c l e o s i d e  t r i p h o p h a t e s  f o r  e f f e c t  on  
s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 ” ^ M i s o p r o t e r e n o l  o r  
8 mil N a F .  T he  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l l  n u c l e o s i d e  
t r i p h o s p h a t e s  w a s  1 0 ” 4  M. B a r s  r e p r e s e n t  t h e  
m ea n  + SE o f  t h r e e  r e p l i c a t e s .



F i g u r e  1 9 .  S u r v e y  o f  g u a n y l  n u c l e o t i d e s  f o r  e f f e c t  o n
s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 “ ^ M i s o p r o t e r e n o l  o r  
8 mM N a F .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l l  g u a n y l  
n u c l e o t i d e s  w a s  1 0 “ ^ M, GDP w a s  a d d e d  5 s e c  
p r i o r  t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  s a r c o l e m m a l  m e m b r a n e s .  B a r s  r e p r e ­
s e n t  t h e  m ean + SE o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a ­
t i o n s .
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t h e  s t a r t  o f  t h e  r e a c t i o n  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  s a r c o l e m m a l  

m e m b r a n e s .  C o n t r o l  a c t i v i t y  a n d  t h e  a c t i v i t y  i n  t h e  n r e s e n c e  

o f  GTP c o r r e s p o n d e d  t o  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  p r e v i o u s  e x p e r i ­

m e n t s ,  GPP-CH2 - P ,  w h i c h  l i k e  GMP-PiIP i s  n o t  s u s c e n t i t l e  t o  

h y d r o l y s i s  ( 1 5 0 ) ,  i n h i b i t e d  b o t h  b a s a l  an d  IlaF s t i m u l a t e d  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  The  e f f e c t  o f  i s o p r o t e r e n o l ,  

h o w e v e r ,  w a s  g r e a t l y  i n c r e a s e d .  The e f f e c t  o f  GDP o n  b a s a l  

a n d  NaF s t i m u l a t e d  a c t i v i t y  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  GTP, The  

r e s o o n s e  t o  GDP d i d  d i f f e r  i n  t h a t  n o  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  

e f f e c t  o f  i s o p r o t e r e n o l  c o u l d  b e  o b s e r v e d .

F i g u r e  2 0  s h o w s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  GDP o n  

b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  w a s  l i n e a r  t h r o u g h o u t  t h e  G m i n .  r e a c t i o n  n e r i o d .  

A d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  GDP w a s  

e s s e n t i a l l y  l i n e a r  w i t h  t h e  r e a c t i o n  r a t e  b e i n n  a p p r o x i m a t e l y  

7 0 ' j o f  c o n t r o l  v a l u e s .

The  e f f e c t s  o f  n u a n y l  n u c l e o t i d e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  

o f  1 0 “ 5 M i n d i c a t e  t h a t  GTP c a n  n l a y  a  r e g u l a t o r y  r o l e  a t  

c o n c e n t r a t i o n s  n o r m a l l y  f o u n d  i n  v i v o . I t  w a s  t h e r e f o r e  o f  

i n t e r e s t  t o  e x a m i n e  t h e  d o s e  r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  f o r  t h e  

GTP e f f e c t  o n  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  GTP v/as  

i n h i b i t o r y  o f  b a s a l ,  i s o p r o t e r e n o l - s t i m u l a t e d  a n d  IlaF 

s t i m u l a t e d  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  d o s e s  a b o v e  3 x  1 0 ~ 7 II 

( F i y u r e  2 1 ) ,  h a l f - m a x i m a l  a c t i v i t y  b e i n ^  o b t a i n e d  a t  a n -
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2 300 o control 
•  ♦IO*M GDP

F i g u r e  2 0 .  T im e  c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  GDP o n  s a c r o l e m m a l  
a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  w e r e  p e r ­
f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  
a n d  a b s e n c e  o f  1 0 “ ^ M GDP, GDP w a s  a d d e d  5 s e c  
p r i o r  t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  s a r c o l e m m a l  m e m b r a n e s .  E a c h  p o i n t  
r e p r e s e n t s  t h e  m ea n  o f  t h r e e  r e p l i c a t e s .
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F i g u r e  2 1 . D o s e  r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  f o r  t h e  e f f e c t  o f  
GTP o n  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  A s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 “ 5 M i s o p r o t e r e n o l  o r  
8 mH N a F .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m ean  o f  
t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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o r  o r i m . a t e l y  1 :: h .  h a i r i n  t h e  c o n e e n t r e t i o n  oi' OYk

nlr.;o i n c r e a s e  i n c r e m e n t  hue t o  i a o ’-.ro t o r  e n d  no t h a t

th e  o i ' i c c t  o f  a ' i v e n  c o r e  oi' i n o n r o i e r c r i o l  i n  he t e r m i n c .  i 

h y  t h e  c o n e c n t r e  l i o n  oi' h i 1:' i n  t h e  or-.nay n e h i a m .

: e c n u r e  oh jho  l a r  c i n c r o n n e  in  i n c  r o  t o r o n o l - . o t i i r e ­

l a t e  h a d e n y l a t e  c y c l n .o c  a c t i v i t y  noon in  c'.\c r c n e n c n  oi'

h o n e  r e n o n n c  a  t u n i c a  ’.,'oro ; 1 n o  ■ G r i o r n c i  T o r  t h i n  

n u c l o o t i  h e  n n a l o - .  ’ ' i n u r e  nr :  ::ho\;n t' : e  oi' i'oc t n  o i  v a r y  i n "  

c o n c e n t r e  Li o n e  oi' t. .a-.  n.'n o n  .".«urcole:.:;.ml a  ■ .c n y la io  e y e  la r ,e

a c t i v i t y  i n  t h e  - r o r i o n c o  n n h  r n f j o n c o  o i  h u t  ( u a .  ) o r

i  u o o r o  i o r e n o l  ( . 1 0 “ °  ) ,  t o e  a  S i m u l a t o r ; /  e l h e c t  o i '

i n  t a o  • -re n o n c e  o i '  ir.o- r o  t c r o n o l  '..’a n  o v i  hen t  a t  . " 1 1  c o n c e n ­

t r a t i o n ' :  r i o o v o  l ' r / : , v.'ltii h a l i ' - r . u u z i u a l  a  S i m u l a t i o n  a * .

1 0 “ ' ‘ "  i ' - .n .V .  ■ t She h i  ;he r, t  c o n c e n t r a t i o n  t e r t e h  ( 1 .")

She a c t i v i t y  i n  t h e  : -re re no c oi'  i .n o ■ .ro t c r o n o l  '..'-a. 1 ■'*<> u h o v e  

t a r t  noon in  '.he n h n e n e e  o i  r e  t c e o n  t i n ' a. l h - l o l h

i n c r c r t i u  i n  t h e  e i T o c t  o f  i;lie c a  c o c h o l n a i n c  , . ' u * : ; t  i n u l a  to

■■ i.c t  i  v i  Sy '.7aa ::o o o : 1 .:■.i  : ;or e non r;:L t i  vc  to  : • i ti \ 1 n h i  -

b i  S io n  ■ Ic t e c  hcu a n co n c  on t ry . t  ion ::  ar; 1 ov; .i 1 h “  ̂ . '. x n h i h  1 -  

t i o n  v/.an h a l l  ..;u::i. :ul a t  a- ■ . r o r i m a S o l y  t  :: 1 0 “ / h a -

o n !  ; l a r i m o l  a t  1 0 “ ‘J : C„ . r - : 0h' ( l i - m r c  . A n n o n c c  o l

t u r  th e r  c l  t e c  t  a on I a  t  -  a t  i ;. ,u 1 a t e a  a. t  e n y l  a t e  c yc 1 a :: e c r, i  v  1 1 y 

a t  h i  h e r  c o n c e n  t r o  t i o n :: u i u i l a r  to  th e  l i n o  i n -a; v : i i k  hVh,
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F i g u r e  2 2 .  D o s e  r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i o  f o r  t h e  e f f e c t  o f  
GliP-PIIP on  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  
a c t i v i t y .  A s s a y s  w e r e  n e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  t h e  n r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 0 “ ^ u 
i s o p r o t e r e n o l  o r  8 mM I laF .  E a ch  n o i n t  r e n r e s e n t s  
t h e  mean o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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’. . ' ho e - i c c t f j  o f  G; . b - d l  I s  o n  b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a n c  

a c t i v i t y  v / e r e  c o r n n l e : - ; ,  At i o v ;  c o n c e n t r a t i o n . "  ( 1  u  “  ̂  .) G h e -

y h ' e  ’ . - a n  i n h i b i t o r y .  ' t h e  e x t e n t  o f  i n h i b i t i o n ,  h o w e v e r ,  ' l c -  

c r e m - i Q C i  . a n  t h e  n u c l e o t i d e  c o n c o n t r a t i o n  \ a 1 a  r a i s o c • A t  

c o n c e n t r a t i o n : :  a b o v e  3  a  1 0 “  I: a  s u a l l  b u t  c o n s i s t e n t  i n ­

c r e a s e  a b o v o  c  o n  t r o  1  a c  t i v i  t y  v ; a a  o l  i n e r v e  1,  t h e  : i s : : i t e n  1  

s t i u u l a t o r v  e f f e c t  b e i n "  a n - s i r e n t  a t  3  x  1 0 “  J  . . ,  f h i s  b i -  

o h a s i c  G o s e - r c e s ' O n s e  r e l a t i o n  s h i t . :  s u y ^ o s t e d  t h a t  t h e  n u c l e o ­

t i d e  a n a l  o ' "  a i ' - . h t  h a v e  r . i o r e  t h a n  o n e  e f f e c t  o n  t h e  s . a r c o -  

1 c m , a a l  a ' To n ; ’ l a  t o  c y c l a s e .  s t u d i o s  o f  t h e  t i u . e  c o u r s e  o f  t h e  

a d e n . ' f a i c  c y c l a . : - e  r e a c t i o n  i n  t h e  r e s e n c e  o f  s . ;  a l s o

r - u :  " o r  t  t h i n  h y p o t h e s i s .  . d  d : ( 1 0 “ rj ) i n  t h e  a b s e n c e

o f  i s o p r o t e r e n o l  v ; n s  i n h i b i t o r y  t h r e u - h o u t  t h e  e n t i r e  r e a c ­

t i o n  ' - e r i o d  ( L i  n i n e  ° G ) ,  ' o u t  t h e  i n h i b i t i o n  v ; a s  M u c h ,  s o r e  

s e v e r e  f u r  i n  ' t h e  i n i t i a l  . . a r t  o f  t h e  r e n c  t i o n .  i n  s c ;  : e  

e r a  e r i i  . a n t s  (  h i  c t r o  . 3 4 - A )  t h e  r e a c t i o n  r a  t e  i n  t h e  • - ■ r c s . o n c o  

o f  G d  e v e n t u a l l y  s u r e :  s - . a . c  . t h a t  o f  t h . e  h r . . s a  l  o n s y n e .

Xn t h e  i n n e r  1: t o  f i ' - u r c  “ 3 ,  1:i) e r e  t ' s o  d a t ;■. a r c  ' l o t t o s  o n  a  

u u o h  e x  - a n - ’e ' !  : n ' : l n ,  i t  i s  .a ■ a r c n  t  t h a t  e v e n  i n  . ,a > r c -  

s c n c o  o l '  i s o ’ r o t e r e n o l  G d d -1’d . ! i n h i b i t s  t h e  i n i t i a l  r e n t e  

o r  c ’ - c l i c  A h h  ■ rO'  l i e  i ; i o n ,  t h e  b o n i n r . n l  e f f e c  t  o f  s . j ' - y i : . - ,  

t h e  e i i r i n c c s a n i ;  o f  t h e  r c s s o n c e  t o  i : ; c  ' r o t e r e n o l ,  w a s  n o t  

r , i a : s . r n n l ;  u n t i l  3 n i n u t c s  a f t e r  t h e  s t a r t  o f  t h . e  r e a c t i o n .  

V a r y  i n  : t h e  l e v e l  o f  ' I d y - d h f w h e t h e r  i r i  t h e  • r e  n o n c e  o r  

a b s e n c e  o f  i s o s r o t c r o n o l , c h s i v  e d  t h e  f i n a l  r a t e  o f  c y c l i c  

A. d 1 - - r o d i  i c  t i o n  i n  a. : w a n n e r  c o n  s i s  t e n  t  v : i  t h  t h . e  c o n c c n  t r a t  i o n



2.5

100

* boool
D ♦GMP-PNP
• +GMP-PNP+1S0

0.5-

min.

F i g u r e  2 3 ,  T im e  c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  GMP-PHP o n  s a r c o ­
l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  GMP-PNP a n d  i s o p r o t e r e n o l ,  
w h e n  p r e s e n t ,  w a s  1 0 ~ 5 M. T h e  I n s e r t  r e p r o d u c e s  
t h e  f i r s t  t h r e e  p o i n t s  o f  e a c h  c u r v e  p l o t t e d  o n  
a n  e x p a n d e d  s c a l e .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  
m e a n  o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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7 0 0  * —130

ononn
M 0 * M

a I0*M

( mini( m l n )

F i g u r e  2 4 ,  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i ­
t i o n s  i n  t h e  a b s e n c e  ( A )  a n d  p r e s e n c e  (R)  
o f  1 0 - 5  n i s o p r o t e r e n o l  a n d  t h e  i n d i c a t e d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  OMP—P N P ,  E a c h  p o i n t  r e ­
p r e s e n t s  t h e  m ean o f  t h r e e  r e p l i c a t e  d e t e r ­
m i n a t i o n s .
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d e o e n f e n c e  r; a f  i o n  C i-'iu.irc ?.A) . r.Vhc f u r  a  t i o n  o f  th e  

i n h i b i t o r 1' " In  ■" 'c r iO ' i  war; a l s o  c o n e  on t r a c i o n  f e  e n f a n t  

w i t h  t h e  I n  - f e e  rear,  i n " v.ri t h  i n c r e a n i n "  n u c l c o t i d e  c o n c e n ­

t r a t i o n  .

*J
i ’C - o n f ’e n c ' '  o f  b a r c o l e r . i : . i : . l  / . f e n - ' l a t e  l b ' c l o n e

f o e  a f e n r l a f e  c - c l a n e s  o f  a l l  t i s s u e s  s t u d i e d  s h o w  a

■■+ n e "  ■ i i n o :  ; c n  b f o r  o n z y :  :o a c t i v i t y  ( I b l ) ,  i n a r ; : m c ! i  n r .  

d ' - V , n r ;  v : o  1 1  a n .  ' t b i n ' 7:: - ’■>. n o  n  i n : . ;  " i t h  h  ?. " h  a f f i n i t y ,  

t h e  c f  l o e  i n  o f  v a r y i n  ' t h e  i o n  c o n e  o n  b r a t  i o n  o n

o f  o n " ! ,  . a t e  o - c l a u c  - c  t i v i t v  i n  t h e  " r e . o e n c o  ' m  I a b s e n c e  o f  

t h a t  n ’ n l o o  !: i , ! c  v n r n  n t n n i o r .  A t  l o ' . . ’ f r e e  n  l e v o l  

1 0 “ °  I I  b V  ' t o " - t ; l \ -  i n n i ' - ’ i  t o f  b a n a l  a c  ; : i v i  t ; -  ( * ;' :! o t r o  i f ) ,  

r r  i c  b ' c o n e o n  t r  a  c o n  ’. . o : ;  r  o n  . n  e  i ,  ' 1 c .  ,’o  v o  r ,  . m e  : - e r e  o n  t  

i n h i b i l  t ; i o n  o i  c ' d f . r - . o  n n l ; i v : ! t ’ ’ ' a -  " r a  ■ ; e n l  V r ■ i e c r o c n o f

u n t i l  a ' 1 o  n  ■ o l  a  t  o  o y c .1 a n o  a  c  r, j  v j .  t o v ; a :; i  ' :o n  t i e a l  i n  t h e  ’ r o -  

■ ■e n c n  o n  f  n b n o n c  o  o f  t h e  n n o  1  c o  b i r o .  A \ i : . i  1 n r  r e l a t i o n -  

. ; h i n  - . / a n  o b s e r v e a  i n  i n n  . r e  n o n  n o  o f  l i r ‘J  ' .i: ; o - t o  b o r o n  o l .

' b e  o f  C o e  i  o f  "  +  o n  t h e  a .  - u t  i n u l a  b e i  o n ; - ; , ' m e  f  i f f  e r e - ,  i n  

f : r . b n  o  f u r  t : i o r  i n  e r e : . . ;  ; e :: *. :o. r e  o h  s o r v o  a  \ . ri c  n  t h  e  . - +  1  e v e  1  

w a r ;  r a i s e i  a b o v e  t b  .  s i m i l a r  1 rr'-+ f e  " o n  l o n e  j e  r, w e r e  

o b s e r v e d  ' . / h e n  t h e  Add c o n c e n t r a t i o n  w a s  r a i s e ;  i ; o  b  .
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F i g u r e  2 5 ,  d e o e n d e n c y  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .
A s s a y s  w e r e  n e r f o r m e d  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s .  
T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e t p ,  IJaF a n d  i s o n r o t e r e n o l , 
w h e n  n r e s e n t ,  w e r e  1 0 - 5  1.]( 8 mjj a n d  1 0 ~ 5 r e _  
s o e c t i v e l y .  E a c h  n o l n t  r e n r e s e n t s  t h e  m ean o f  
t h r e e  r e n l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
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Vhe -TC iionco  o f  n e v e r a 1 n o i n t o  o f  i n f l e c t i o n  i n  th e  

curver;  i n  f i  at r e  f  f  n u y e n t c o  t h a t  '+ i a -  i . u l t i  l c  e f f e c t r ;  

on Inc  a-’'en y 1 a  he c y c l a  r. e r c  nc t  i o n . Via 1 r; 1 c n'cown n o r  c c l  o a r  1 y  

in  l ' i  u r c  i f  • ;a c r c  t h e  l a i n  a r o  o r e  .eon t o ; ’ i n  ('Ionialo r e e l  r o c a l  

( 1 / v  v n .  l / : . 2  h) I o o j ,  Vno e f f e c t  o f  rr J+, in-  e n n f e n  I; o f  

.1. i n  ■-on o r a l  n l i n n l a  l o r y  e f f e c t  on e n n ” ne a c t i v i t y ,  i n  to  

no ’i f ;  t h e  e t f  l i .ncoi.’eri t  o f  t h e  r o n t o n  no o i  i n c .  . r o t e r e n o l  :vr 

Vhin  - hcno:  .on on -in, i i l n r t r a t c d  i n  f i  . r c  ■./her''' t h e  

e r c e n i  i n c r o a n o  i n  c y c l a : . e  a c t i v i t y  rO ' lnco f  oy  i : ;o . r o  t e r c n o  1 

i ;, : l o u tC '  a.n a. f u n c t i o n  o f  t h e  a; + c o n c e n t r a t i o n ,  i t  loo-  

f r e e  . + n v  in  the  -ro n o n c e  o f  .v ir.o- .ro  t c r o n o l  ( l u " J ..) 

r o ' n .c c . i  a 1 : 0  : i n c r c a n e  in  e y e  l a n e  a c t i v i t y  \:hen n o i . a a r a '  

to  con  t r o l n  n i  th  a a i o f  O'.‘a o n l y .  /a; if •. c I ' + c o n c e n t r e  t i o n  

vj.r■; r a i :;oa , t h e  r t i r m lr .  l o r y  o f  f c a ;  o .1 1 no -ro t o r n n o l  f o  11

.-•••• .roa .ch in-:  th e  v a l n e  o'. ; : ;crve  . ,\,hcn  i. .• ;o r o  t e r e n  o l  

a l o n e  \/: ren .cn  t . an v/ > c * h n o h c c  o f  a , e l e v a t i o n  o f  "' +

c o n c e n t r a t i o n  a i f  i to t r a . t l ;  a f f e c t  t h e  . . o r c o n t  r e n o n n e  to  

i a o  . r o t e r e n o l  v/h:Lcii r o n a i n c '! a r e  a ■ o r o n i . ' i a t e l y  -10. t h r o e  h -  

o u t  t h e  e n t i r e  ra.n e o f  an. non  inn. c n n c o n  t r ' a i o i i : ;  to a t e .  

f t i  a ire  :JV ) .
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F i g u r e  2 6 .  D o u b l e  r e c i p r o c a l  p l o t s  o f  t h e  Mg2+ d e p e n d e n c e  
o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  D a t a  d e r i v e d  
f r o m  F i g u r e  2 5 .
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F i g u r e  2 7 .  Mg2+ d e p e n d e n c e  o f  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  
r e s p o n s e  t o  i s o p r o t e r e n o l  b y  GTP. D a t a  
d e r i v e d  f r o m  F i g u r e  2 5 .  S e e  t e x t  f o r  
d e t a i l s .
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DISCUSSION’

I n  v i e w  o f  t h e  l a r y e  n u m b e r  o f  c a r d i a c  f u n c t i o n s  a f f e c t ­

e d  b y  c y c l i c  AMP ( s e e  I n t r o d u c t i o n )  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  

t h a t  c y c l i c  AMP p r o d u c t i o n  b y  t h e  m y o c a r d i a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

i s  i t s e l f  a  h i g h l y  r e g u l a t e d  p r o c e s s .  The  e x p e r i m e n t s  d e ­

s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  e x a m i n e d  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  

t h r e e  c l a s s e s  o f  e n d o g e n o u s  a g e n t s  v.ri t h  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

o f  t h e  v e n t r i c u l a r  s a r c o l e m m a  o f  t h e  p u i n e a  n i p .  T h e s e  

a y e n t s ,  c a t e c h o l a m i n e s ,  p u a n y l  n u c l e o t i d e s  an d  f r e e  m ag­

n e s i u m  i o n ,  a n n e a r  t o  a c t  a t  d i f f e r e n t  s i t e s  o f  t h e  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  s y s t e m .  I n  t h e  f o l l o w i n g  p a r a g r a p h s  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e s e  e x p e r i m e n t s  w i l l  b e  r e l a t e d  t o  p r e v i o u s  s t u d i e s  o f  

m y o c a r d i a l  a n d  o t h e r  a d e n y l a t e  c y c l a s e s ,  a f t e r  w h i c h  a n  a t ­

t e m p t  v / i l l  b e  made t o  c o n s t r u c t  a  m o d e l  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  

e x p e r i m e n t a l  f i n d i n g s .

I t  h a s  l o n y  b e e n  knovm t h a t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  c a r d i a c  

a d e n y l a t e  b y  c a t e c h o l a m i n e s  i s  m e d i a t e d  b y  a  b e t a  a d r e n e r y i c  

r e c e p t o r  ( l b )  a s  o r i y i n a l l y  d e f i n e d  b y  A h l n u i s t  ( l b . ? ) .  T h i s  

a s s i g n m e n t  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  b y  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i n  tw o  

w a y s :  b y  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c y  o f  t h e  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  

t e s t e d  f o r  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a n d  b y  t h e  

a b i l i t y  o f  t h e  b e t a  b l o c k i n g  a ^ e n t  n r o n r a n o l o l  t o  i n h i b i t  

t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  e n z y m e  t o  e o i n e n h r i n e .  S t i m u l a t i o n  o f  

c y c l i c  A*id n r o d u e t i o n  b y  1 - e n i n e n h r i n e  c a n n o t  b e  a t t r i b u t e d



85

t o  a n  a n t i o x i d a n t  e f f e c t  a s  t h e  c h e m i c a l l y  i d e n t i c a l  d -  

s t e r e o i s o m e r  h a d  n o  e f f e c t  o n  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .

The a f f i n i t i e s  o f  t h e  v a r i o u s  a g o n i s t s  f o r  t h e  r e c e p t ­

o r ,  a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  d o s e  r e s n o n s e  c u r v e s ,  v / e r e  a n n r o x i -  

m a t e l v  o n e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  g r e a t e r  t h a n  t h o s e  r e n o r t e d  

b y  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t o r s  o f  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

( 1 5 ,  1 5 3 - 5 ) .  T h i s  d i s c r e p a n c y  may b e  d u e  t o  t h e  u s e  o f  

HEPES b u f f e r s  f o r  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s , P r e v i o u s  

e x n e r i m e n t s  w i t h  ^ u i n e a  ni." c a r d i a c  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  

c y c l a s e , p e r f o r m e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  u n d e r  t h e  same c o n d i ­

t i o n s  a s  t h e  p r e s e n t  s t u d y  e x c e o t  f o r  t h e  u s e  o f  i m i d a z o l e  

b u f f e r s , s h o w e d  a  h a l f  m a x i m a l  r e s n o n s e  a t  a  s o m e w h a t  

h i g h e r  e n i n e n h r i n e  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 5 6 ) ,  i n  a c c o r d  w i t h  e s t i ­

m a t e s  f r o m  o t h e r  l a b o r a t o r i e s .  The  m a x i m a l  s t i m u l a t i o n  o f  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  war. t h e  sam e i n  t h e  p r e s e n t  a n d  

n r e v i o u s  s t u d i e s ,  s o  t h a t  i t  a n n e a r s  t h a t  t h e  h y d r o g e n  i o n  

b u f f e r s  may a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n t  a n n a r e n t  a f f i n i t i e s  o f  

b e t a  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  f o r  t h e  r e c e n t o r .

The c o n c e n t r a t i o n  o f  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  r e q u i r e d  f o r  

h a l f - m a x i m a l  s t i m u l a t i o n  o f  a d e n y l a t e  e y e  l a n e  a c t i v i t y  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  HEPES i s  s t i l l  much h i g h e r  t h a n  t h a t  r e q u i r ­

e d  t o  e l i c i t  h a l f - m a x i m a l  i n o t r o n i c  r e s p o n s e s  i n  n n n i l l a r y  

m u s c l e  ( 1 5 7 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  f i n d i n v  r e f l e c t s  

d i s r u p t i o n  o f  r e c e n t o r - c a t a l y t i c  u n i t  c o u n l i n ^  d u r i n g  t h e  

h o m o g e n i z a t i o n  a n d  c e n t r i f u g a t i o n  r e q u i r e d  f o r  t h e  i s o l a -
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t i o n  of* n u r e  m em b ran e  f r a c t i o n s .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  d i f ­

f e r e n c e  i n  t h e  s e n s ! t i v i t y  o f  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a n d  

p h y s i o l o g i c  r e s n o n s e s  o f  t h e  h e a r t  c o u l d  h e  d u e  t o  1 r e -  

c e n t o r  r e s e r v e '  i n  w h i c h  t h e  h e a r t s  c a p a c i t y  f o r  c y c l i c  

AMP n r o d u c t i o n  a r e a t l y  e x c e e d s  t h e  a m o u n t  r e q u i r e d  f o r  

m a x i m a l  e l a b o r a t i o n  o f  o h y s i o l o y i c  r e s n o n s e s .  The  l a t t e r  

h y n o t h e s i s  i s  m o s t  l i k e l y ,  i n  v i e w  o f  t h e  common f i n d i n g  

o f  r e d u n d a n c y  i n  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  s y s t e m s ,

C o m n a r i s o n  o f  S a r c o n l a s m i c  R e t i c u l u m  a n d  S a r c o l e m m a l  

A d e n y l a t e  C y c l a s e

The c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  b e t a  a d r e n e r g i c  r e c e n t o r  

a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  f o u n d  i n  

s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  v e s i c l e s  n r e n a r e d  f r o m  g u i n e a  n i y  

v e n t r i c l e  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h o s e  o f  t h e  c o r r e s -  

n o n d i n s  s a r c o l e m m a l  n r e n a r a t i o n s .  A t  nil 7 . S  a n d  P 9 ° C ,  t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  

■ - r e o a r a t i o n s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  b y  s e v e r a l  

a d r e n e r r i c  a y o n i s t s .  The o r d e r  o f  p o t e n c y  o f  t h e s e  a y o n i s t s  

w a s :  i s o n r o t e r e n o l  > e n i n e n h r i n e  > n o r e o i n e o h r i n e  » d o n a m i n e  

= n h e n y l e o h r i n e  t i n d i c a t e s  t h a t  t h e s e  e f f e c t s  a r e  m e d i a t e d  

b y  a  b e t a  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r .  C a t e c h o l a m i n e - s e n s i t i v e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  

s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  n r e n a r e d  f r o m  c a n i n e  v e n t r i c l e s  ( 9 5 ,  

9 0 )  w i t h  h a l f - m a x i m a l  a c t i v a t i o n  o f  c y c l i c  AliP p r o d u c t i o n  

e l i c i t e d  b y  5 x  1 0 -f i  II e n i n e n h r l n e .  T he  l o w  l e v e l s  o f  t h i s
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b e t a  r e c e n t o r  a c t i v i t y  i n  t h e  g u i n e a  nip; s a r c o n l a s m i c  r e t i ­

c u l u m  p r e p a r a t i o n s ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  m o re  a c t i v e  s a r c o -  

l e n m a l  p r e p a r a t i o n s ,  p r e c l u d e d  a  c o m n l e t e  c h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  t h e  b e t a  a d r e n e r p i c  r e c e p t o r s  i n  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i ­

c u l u m .

The s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  p r e p a r a t i o n s  t e s t e d  f o r  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  d i d ,  h o w e v e r ,  e x h i b i t  s i g n i f i c a n t  

c a l c i u m  t r a n s p o r t  a c t i v i t y , The r a t e  o f  c a l c i u m  t r a n s n o r t  

a t  0 . 7 5  M C a 2+ i n  t h e  n r e s e n c e  o f  p o t a s s i u m  o x a l a t e  

( 0 . 0 1 5  p r n o l / n K ' /m in ) , w a s  a b o u t  o n e  h a l f  t h a t  e x h i b i t e d  b y  

c a n i n e  c a r d i a c  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  u n d e r  t h e  sam e  c o n d i ­

t i o n s  ( S 3 ) ,  a n d  c o m p a r e s  f a v o r a b l y  w i t h  v a l u e s  f o r  t h e  s u i n e a  

n i p  r e p o r t e d  b y  o t h e r  l a b o r a t o r i e s  ( 1 5 0 ) .

The nil d e p e n d e n c y  o f  t h e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  o f  t h e  s a r c o l e m m a l  e n z y m e  i n  t h a t  

m a x i m a l  a c t i v i t y  f o r  t h e  f o r m e r  w a s  s e e n  a t  "K 7 . 5 ,  e v e n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d a F .  F u r t h e r m o r e ,  s e v e r a l  m o d u l a t o r s  o f  

t h e  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c v c l a s e  d i d  n o t  c h a n g e  t h e  r a t e  o f  

c y c l i c  AMP n r o d u c t i o n  b v  t h e  e n z y m e  f o u n d  i n  t h e  s a r c o n l a s m i c  

r e t i c u l u m .  T h u s ,  n o  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  s a r c o n l a s m i c  

r e t i c u l u m  c y c l a s e  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  when  t h e  i o n i c  

s t r e n g t h  o f  t h e  m ediu m  w a s  i n c r e a s e d  w i t h  KC1 o r  IJaCl,  a n d  

t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 -; j  I! hTP h a d  a l m o s t  n o  e f f e c t  on  e i t h e r  

b a s a l  o r  i s o p r o t e r e n o l  s t i m u l a t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  

The s l i g h t  d e c r e a s e  i n  I J a F - s t i m u l a t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  o f  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  p r e p a r a t i o n s  v/as
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n o t  s i g n i f i c a n t  e v e n  w hen  GTP w a s  n r e s e n t  i n  h i ^ h  c o n c e n t r a ­

t i o n .

I n a s m u c h  a s  o n l y  t h e  s a r c o l e m m a  b u t  n o t  t h e  s a r c o D l a s n i c  

r e t i c u l u m  w e r e  e x n o s e d  t o  i s o t o n i c  s u c r o s e  b u f f e r s  d u r i n g  

i s o l a t i o n ,  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  e n z y m e s  m io ;h t  h a v e  

a r i s e n  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s  u s e d  t o  n u r i f y  t h e s e  mem­

b r a n e  f r a c t i o n s .  S u c r o s e ,  h o w e v e r ,  h a s  n o  striking a b i l i t y  

t o  a c t i v a t e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  ( 9 6 )  o r  s a r c o l e m m a l  ( 1 5 6 )  

a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  n o r  do t h e  n r o c e d u r e s  u s e d  t o  r . u r i f y  t h e  

l a t t e r  i n c r e a s e  h o r m o n e - s e n s i t i v i t y  ( K a t z  e_t a j , , u n n u b l i s h e d  

o b s e r v a t i o n ) .  T h u s ,  i t  i s  m o s t  l i k e l y  t h a t  t h e s e  tw o  e n z y m e s  

d i f f e r  c h e m i c a l l y ,  a l t h o u g h  t h e  f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e  o f  

t h e  l e s s e r  r e g u l a t i o n  o f  t h e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  e n z y m e  

c a n n o t  b e  e v a l u a t e d  b y  t h e s e  s t u d i e s .

E f f e c t s  o f  F l u o r i d e  on  t h e  G a r c o l e m m a l  A d e n y l a t e  C y c l a s e

S t i m u l a t i o n  o f  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  b y  c a t e c h o ­

l a m i n e s  c a n  b e  m i m i c k e d  b y  m i l l i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

f l u o r i d e  i o n ,  b e c a u s e  t h e  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  i s  i n d e n e n d e n t  

o f  c e l l  s u r f a c e  r e c e n t o r s  a n d  i s  a n n a r e n t  i n  a l l  e u k a r y o t i c  

s y s t e m s  s t u d i e d ,  t h e  p e r c e n t  s t i m u l a t i o n  b y  f l u o r i d e  c a n  

b e  u s e d  t o  c o m p a r e  a d e n y l a t e  c y c l a s e s  f r o m  d i s p a r a t e  s o u r c e s .
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S a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  w a s  m a x i m a l l a y  s t i m u l a t e d  

b y  G ml] H a F ,  w h i c h  d i f f e r s  o n l y  s l i g h t l y  f r o m  t h e  8 mb 

o n t i m u m  n r e v i o u s l y  r e  n o r t e d  b v  Drummond a n d  D u n c a n  ( 1 5 9 )  a n d  

T a d a  e t  a l ,  ( 1 5 g ) .  D e c r e a s e d  a c t i v i t y  s e e n  a t  s l i y h t l y  h i g h ­

e r  f l u o r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  ( 8 - 1 0  mb) s i m f ’ e s t s  t h a t  t h e  a n i o n  

may b i n d  a t  m o r e  t h a n  o n e  s i t e  o n  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

s y s t e m ,  v : h i l e  t h e  m o r e  ^ r a d u a l  f a l l  i n  a c t i v i t y  a t  s t i l l

h i g h e r  l e v e l s  ( F i g u r e  1 ? ) ,  i s  l i k e l y  t o  r e f l e c t ,  a t  l e a s t  i n

? +  —n a r t ,  t h e  c o r r m l e x a t i o n  o f  i o n i z e d  Ji- b y  F , t h e  s o l u -

b i l i t v  n r o d u c t  b e i n '  1 0 “ ^ The  r e s u l t i n g  r e d u c t i o n  i n
Ox

Hy c o n c e n t r a t i o n  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  d e c r e a s e  m  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h i s  i i ,r^+ - d e o e n d e n t  e n z y m e ,

o h  D e p e n d e n c e  o f  t h e  D a r c o l e m m a l  A d e n y l a t e  C y c l a s e

The  s h i f t  i n  t h e  nil o n t i m u m  f o r  t h e  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  MaF ( F i g u r e  1 1 ) ,  w h i c h  i s  n o t  

a n n a r e n t  i n  s a r c o l e m m a l  p r e p a r e d  f r o m  c a n i n e  h e a r t s  ( 9 2 ) ,  

c a n n o t  b e  e x n l a i n e b .  The n:i d e n e n d e n c y  r e s o r t e d  b y  Drummond  

a n d  D u n c a n  ( 1 5 9 )  f o r  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o f  a  

> > a r t i c u l a t e  p r e p a r a t i o n  o f  n u i n e a  ni<~ v e n t r i c l e  i s  s t r i k i n g ­

l y  d i f f e r e n t  f r o m  n r e s e n t  f i n d i n g s .  I n a s m u c h  a s  t h e  n a t u r e  

o f  t h e  nil b u f f e r  u s e d  o f t e n  a f f e c t s  e n z y m e  a c t i v i t y  ( I b O )  

t h e  d i f f e r e n c e  i n  nil n r o f i l e  may b e  du e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  b u f f e r  s y s t e m s  u s e d  b y  Drummond a n d  D u n c a n  t o  m a i n t a i n  

h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n s .  The  d i f f e r e n c e  i n  t h e  p r e ­

p a r a t i o n s  u s e d  a d d s  f u r t h e r  d i f f i c u l t i e s  t o  t h e  c o m p a r i s o n
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o f  t h e  d a t a  o f  Drummond a n d  D u n c a n  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  

n r e s e n t  s t u d y .  t ' a n t a n a b e  a n d  d e s c h  ( 1 5 5 ) ,  who p r e p a r e d  

r u i n e a  n i p  m e m b r a n e s  b y  b o t h  t h e  T a d a  t e c h n i q u e  a n d  t h e  

m e t h o d  o f  Drummond a n d  D u n c a n ,  f o u n d  t h a t  ' p u r i f i c a t i o n  o f  

t h e  n a r c o l e m m a  i n c r e a s e d  t h e  n e r c e n t  r e s n o n s e  t o  e n i n e n h r i n e  

a n d  daF  i n  a u d i t i o n  t o  r a i s i n q  t h e  b a s a l  c y c l a s e  a c t i v i t v  

o f  t h e  . r e p a r a t i o n . T h u s ,  q u a l i t a t i v e  a s  v;e 11 a s  q u a n t i ­

t a t i v e  p r o p e r t i e s  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  d e n e n d  on t h e  p r e ­

p a r a t o r y  m e t h o d  e m p l o y e d .  Duch c h a n g e s  n a y  b e  d u e  t o  t h e  

r e m o v a l  o f  l o o s e l y  b o u n d  p r o t e i n s  t h a t  a r e  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  t h e  e n z y m e  s y s t e m  i n  i n t a c t  t i s s u e .

d f f e c t s  o f  A l k a l i  i i e t a l  h a l t s  o n  t h e  d a r c o l c m m a l  A d e n y l a t e  

C y c l a s e

The e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  i o n i c  s t r e n g t h  on c a r d i a c  

s a r c o l o m r n a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  h a v e  b e e n  p r e v i o u s l y  b e e n  d e ­

s c r i b e d  b y  T a d a  ej:  al_,  ( 1 5 0 )  who r e p o r t e d  s m a l l  b u t  c o n ­

s i s t e n t  i n c r e a s e s  i n  b a s a l  a c t i v i t y  v ; i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n ­

t r a t i o n s  o i  e i t h e r  b a d  o r  D C l .  N o n - e l e c t r o l y t e s  s u c h  a s  

s u c r o s e  o r  u r e a  d i d  n o t  c h a n g e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

i n  t h i s  t i s s u e .  u o u s a  ( 1 0 1 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s i m i l a r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  b a + o r  K+ s a l t s  i n c r e a s e d  t h e  r e s n o n s e  o f  

c a n i n e  r e n a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  t o  v a s o p r e s s i n  o r  b a y  i n  

a d d i t i o n  t o  s t i m u l a t i n g  b a s a l  a c t i v i t y .  The r e s u l t s  o f  t h e  

n r e s e n t  s t u d y  ( F i g u r e  1 2 )  s h o w  t h a t  i n c r e a s e d  i o n i c  s t r e n g t h  

doer,  n o t  m o d i f y  t h e  r e s n o n s e  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e
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t o  i s o n r o t e r e n o l , The d i f f e r e n c e  i n  t h e  e f f e c t  o f  e l e c t r o ­

l y t e s  o n  t h e  r e n a l  a n d  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c v c l a s e  may r e ­

f l e c t  t h e  s p e c i a l i z e d  f u n c t i o n s  o f  t h e  o r g a n s  f r o m  w h i c h  

t h e y  w e r e  i s o l a t e d .  I n  t h e  n r e s e n c e  o f  v a s o n r e s s i n  t h e  

k i d n e y  r e a b s o r b s  l a r ^ e  a m o u n t s  o f  w a t e r  a t  t h e  d i s t a l  c o n ­

v o l u t e d  t u b u l e  a n d  c o l l e c t i n g  d u c t .  T h i s  e f f e c t  o f  v a s o ­

p r e s s i n  i s  b e l i e v e d  t o  b e  m e d i a t e d  b y  c y c l i c  AMP ( 1 6 2 ,

1 Gn) ,  The a c t i o n  o f  s a l t s  t o  i n c r e a s e  t h e  e f f i c a c y  o f  a 

fd v e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  v a s o p r e s s i n  p r o v i d e s  a  s h o r t  l o o s  

n e g a t i v e  f e e d b a c k  n& thw ay  b y  w h i c h  s a l t  l e v e l s  may b e  r e ­

g u l a t e d  b y  v a s o n r e s s i n  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  i n d e p e n d e n t  e f ­

f e c t  o f  i n c r e a s e d  t o n i c i t y  on t h e  r e l e a s e  o f  t h a t  h o r m o n e  

f r o m  t h e  n o s t e r i o r  ^ i t u i t s r v .

I n  t h e  h e a r t ,  h o w e v e r ,  n h y s i o l o y i c a l  r e g u l a t i o n  b y  

c h a n ^ i n ^  e x t r a c e l l u l a r  I!a+ o r  i:+ i s  l e s s  i m p o r t a n t .  C a r d i a c  

f u n c t i o n ,  i n s t e a d ,  ife e x q u i s i t e l y  s e n s i t i v e  t o  c y t o n l a s m i c  

l e v e l s  o f  C a 2 + , w h i c h  a r e  r e g u l a t e d ,  i n  n a r t ,  h y  c y c l i c  AMP 

( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  The w o rk  o f  T a d a  e t  a d ,  ( 1 5 6 )  m i ^ ' e s t ^  

a  r o l e  f o r  Ca i n  t h e  f e e d b a c k  r e g u l a t i o n  o f  c a r d i a c  c y c l i c  

AMP l e v e l s .  A s i m i l a r  r e l a t i o n  b e t w e e n  P h y s i o l o g i c a l  r e -  

■ u l a t i o n  a n d  t h e  c o n t r o l  o f  a d e n y l a t e  c v c l a s e  i s  s e e n  i n  

t h e  c a s e  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s .  T h e s e  enci p r o d u c t s  o f  c v c l i c  

A M P - s t i m u l a t e ' : !  l i n o l y s i s  i n h i b i t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

o f  r a t  a d i n o s e  t i s s u e  ( 1 6 4 )  [ h u t  n o t  o f  a v i a n  a d i n o c y c t e s  

( 1 : 5 ) ] .
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A 1 t h o u g h  t h e r e  a r e  i m n r e s s i v e  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  o r o -  

n e r t i e s  o f  a d e n y l a t e  e y e  l a n e s  f r o m  d i f f e r e n t  t i s s u e s ,  t h e s e  

s t u d i e s  e n m h a s i z e  t h a t  t h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e g u l a ­

t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s  o r  s n e c i e s .

The u s e  o f  i n f o r m a t i o n  a b o u t  o n e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  t h e  

e v a l u a t i o n  o f  n e w  d a t a  a b o u t  a  s e c o n d  m u s t ,  t h e r e f o r e ,  b e  

e x e r c i s e d  w i t h  c a r e .

E f f e c t s  o f  G u a n y l  a n d  O t h e r  N u c l e o t i d e s  on b a r c o l e m m a l  

A d e n y l a t e  C y c l a s e

T i s s u e  s n e c i f i c i t y  i n  t h e  r e s p o n s e  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

t o  n h y s i o l o - i c a l  m o d u l a t o r s  m u s t  a l s o  b e  c o n s i d e r e d  i n  

e v a l u a t i n g  r e s o r t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  GTP o n  c a r d i a c  a d e n y l ­

a t e  c v c l a s e .  L e f k o w i t z  ( 1 1 7 )  r e s o r t e d  t h a t  d-T71 s t i m u l a t e s  

b a s a l  a c t i v i t y  o f  c a n i n e  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c v c l a s e  a n d  s r e a t l y  

i n c r e a s e s  a c t i v i t y  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  i s o n r o t e r e n o l . O t h e r  

y u a n y l  n u c l e o t i d e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  s i m i l a r  t o  GTE i n  t h e i r  

e f f e c t s  on  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  b u t  w e r e  l e s s  n o t e n t .  A l l  

n u c l e o s i d e  t r i n h o s n h a t e s  t e s t e d  i n h i b i t e d  s a t - s t i m u l a t e d  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  O n l y  y u a n y l  n u c l e o t i d e s  s t i m u ­

l a t e d  b a s a l  a c t i v i t y ; I  T P , XIV an d  CIV w e r e  i n h i b i t o r y ,  

b e v e r a l  n u c l e o t i d e s  i n c r e a s e d  t h e  a b s o l u t e  v a l u e  o f  i s o -  

- • r o t e r e n o l - s t i m u l a t e s  a c t i v i t y ,  I  TP a n d  a ’T P  s l i s h t l y  r e ­

d u c e d  t h e  a b s o l u t e  v a l u e  o f  i s o n r o t e r e n o l  s t i m u l a t e d  a c  t i v i ­

t y ,  b u t ,  s i n c e  b a s a l  a c t i v i t y  w a s  i n h i b i t e d  t o  a - - r e n t e r  

e x t e n t ,  n e r c e n t  s t i m u l a t i o n  o f  c y c l a s e  a c t i v i t y  b y  i s o -
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n r o t e r e n o l  w a s  i n c r e a s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  n u c l e o t i d e .  

The G T P - i n d u c e d  s t i m u l a t i o n  o f  c a n i n e  c a r d i a c  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  t i m e  d e n e n d e n t  w i t h  a  I a n  o f  

s e v e r a l  m i n u t e s  p r e c e d i n g  a n y  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  c y c l i c  

Aid1 n r o d u c t i o n .

T h e s e  n r e v i o u s l v  r e p o r t e d  e f f e c t s  o f  GTP on t h e  d o y  

h e a r t  d i f f e r  ^ r e a t l y  f r o m  t h e  n r e s e n t  s t u d y  o f  t h e  ^ u n i e a  

r>iy s a r c o l e m a ,  w h e r e  GTP w a s  f o u n ' 1 t o  i n h i b i t  b a s a l  t i s o ­

a r  o t e r e n o l - s t i m u l a t e d  a n d  H a F - s t i m u l a t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y .  The n u c  l e o t i d e - b i n d i n  r, s i t e  on t h e  ,g u i n e a  p i  a 

e n z y m e  w a s  m ore  s e l e c t i v e  t h a n  t h a t  o f  t h e  d o y  a s  o n l y  t h e  

p u r i n e  n u c l e o t i d e s  ITP a n d  XTP r e p r o d u c e d  t h e  e f f e c t s  o f  

GTP, w h e r e a s  t h e  p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  UTP a n d  O'iV h a d  n o  

e f f e c t  on  c y c l a s e  a c t i v i t y .  T h u s ,  t h e  m y o c a r d i a l  a d e n y l a t e  

c y c l a s e s  o f  t h e  ' u i n c a  r i p  a n d  d o y  d i f f e r e d  n o t  o n l y  i n  t h e i r  

r e s p o n s e  t o  GTP b u t  i n  t h e i r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  o t h e r  n u c l e o ­

t i d e s  a s  w e l l .  The d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  o f  t h e s e  e n z y m e s  

i n  v i t r o , w h i c h  may r e f l e c t  i n h e r e n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  m y o c a r d i a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  t h e s e  s n e c i e s ,  

c o u l d  b e  sh ow n  n o t  t o  r e f l e c t  a n  a r t e f a c t  du e  t o  r e a y e n t  

c o n t a m i n a n t s  b y  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  

o f  GTP on  t u r t l e  b l a d d e r  e p i t h e l i a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

( T a b l e  G ) .
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S i n c e  y u a n y l  n u c l e o t i d e s  g e n e r a l l y  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  

c y c l a s e s ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h o r m o n e  ( S e e  I n t r o ­

d u c t i o n ) ,  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  G T P - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  

c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  s a r c o l e m m a  w a s  o f  r<reat i n t e r e s t .  

The n o n - l i n e a r  D i x o n  s l o t s  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d e n e n d e n c e  

o f  t h e  GTP e f f e c t  ( F i g u r e  1 4 )  i n d i c a t e  t h a t  GTP w a s  a c t i n ^  

a s  e i t h e r  a  m a r t i a l  o r  m i x e d - t v n e  i n h i b i t o r , F i t h e r  t v o e  

o f  i n h i b i t i o n  r e n i i r e n  a  b i n d i n "  s i t e  f o r  t h e  i n h i b i t o r  

w h i c h  i s  d i s t i n c t  f r o m  t h e  c a t a l y t i c  s u b s t r a t e - b i n d i n ^  

s i t e .  S i n c e  t h e  s e c o n d ,  r e g u l a t o r y ,  s i t e  i s  s e l e c t i v e  f o r  

m u r i n e  n u c l e o t i d e s  i t  s e e m e d  l i k e l y  t h a t  t h e  s u b s t r a t e  ATP 

m i ^ h t  a l s o  i n t e r a c t  w i t h  t h a t  s i t e .  S u c h  a n  i n t e r a c t i o n  

c o u l d  Vie r e f l e c t e d  i n  d e v i a t i o n s  o f  t h e  s u b s t r a t e  d e n e n d -  

e n c v  f r o m  i ' i c h a e l i s - i  e n t e n  k i n e t i c s .  The r e s u l t s  o f  t h e  

s u b s t r a t e - d e n e n d e n c y  e x p e r i m e n t s  ( F i g u r e  1 6 ) ,  w h i c h  e x ­

h i b i t e d  n o n - l i n e a r  r e c i p r o c a l  n l o t s ,  c o u l d  i n d e e d  b e  e x ­

p l a i n e d  b y  a  n o n - c o o o e r a t i v e  a l l o s t e r i c  m o d e l  i n  v / h i c h  ATP 

b i n d s  t o  a  r e g u l a t o r y  s i t e  s i m i l a r  t o  t h a t  p o s t u l a t e d  t o  

a c c o u n t  f o r  t h e  e f f e c t s  o f  GTP on  t h i s ,  e n x v m e .

The n o n - l i n e a r ,  c o n c a v e  d o w n w a r d ,  d o u b l e  r e c i p r o c a l  

s l o t s ,  sh o v m  i n  F i g u r e  1 6 ,  c a n  a l s o  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  a t  

l e a s t  tw o  o t h e r  m o d e l s .  S i m i l a r  k i n e t i c  p a t t e r n s  v /o u ld  

b e  o b t a i n e d  i f  t h e r e  w e r e  tw o  f o r m s  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

p r e s e n t  o n  t h e  s a r c o l e m m a  v /h i c h  d i f f e r  i n  t h e i r  k i n e t i c  

c o n s t a n t s  s u c h  t h a t  i(mj < Kin? a n d  Vmax^ < Vmax? . T h i s  

i n t e r p r e t a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d  i n  y t h a t  tv/o
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f o r m s  o f  a d e n v l a t e  c y c l a s e  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  s o l u b i l i z e d  

m emb ra nes  o f  t h e  c a n i n e  r e n a l  m e d u l l a  w h i c h  d i f f e r  i n  a p ­

p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  and  i n  t h e i r  r e s p o n s e  t o  hi IP —P UP 

( 1 6 h ) .  The k i n e t i c  n r o n e r t i e s  o f  t h e  two e n z y m e s  h a v e  n o t  

y e t  b e e n  f u l l y  d e s c r i b e d .

A l t e r n a t i v e l y ,  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  c o u l d  b e  a  

m u l t i m e r i c  en zy me  w i t h  a  c a t a l y t i c  s i t e  on e a c h  ^ r o t o m e r ,  

i f  t h e s e  s u b u n i t s  i n t e r a c t e d  i n  a  n e g a t i v e l y  c o o p e r a t i v e  

f a s h i o n  s u c h  t h a t  s u b s t r a t e  b i n d i n g  t o  o n e  s u b u n i t  l o w e r e d  

t h e  a f f i n i t "  o f  a s s o c i a t e d  s u b u n i t s  f o r  s u b s t r a t e ,  t h e  s a n e  

n o n - l i n e a r i t i e s  w o u l d  a n n e a r  i n  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  s l o t s .

Wi th  t h e  i n f o r m a t i o n  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e ,  t h e  n o n -  

c o o n e r a t i v e  a l l o s t e r i c  m o d e l  r e m a i n s  t h e  m o s t  l i k e l y  e x ­

p l a n a t i o n  f o r  t h e  s a r c o l e n m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s u b s t r a t e -  

d e p e n d e n c y .  A l t h o u g h  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  t o  s u n o o r t  t h e  

e x i s t a n c e  o f  t wo f o r m s  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  t h e  k i d n e y  

a r e  c o n v i n c i n g ,  t h e s e  f i n d i n g s  may r e f l e c t  h e t e r o g e n e i t y  

o f  c e l l  t y n e s  i n  t h e  r e n a l  m e d u l l a  o r  t h e  u s e  o f  a c r u d e  

h o m o ^ e n a t e  and n o t  a p u r i f i e d  membrane f r a c t i o n  a s  t h e  

s o u r c e  o f  s o l u b l e  e n z y m e . The c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

^ r e p a r a t i o n s  u s e d  f o r  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w e r e  d e r i v e d  f rom  

a more h o m o g e n e o u s  t i s s u e ,  b u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r e  

a r e  m u l t i n l e  membrane c o m p o n e n t s  t h a t  i n t r o d u c e d  a d d i t i o n a l  

f o r m s  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  c a n n o t  b e  e x c l u d e d .  The a c t i v i t y  

o f  t h e  s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i s ,  how­

e v e r ,  t o o  l o w  f o r  a s a r c o n l a s m i c  r e t i c u l u m  c o n t a m i n a n t  t o



96

m o d i f y  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .

The n e y a t i v e - c o o n e r a t i v i t y  m o d e l  o f  t h e  a d e n y l a t e  c v c l a s e -  

s u b s t r a t e  i n t e r a c t i o n  i s  t e n u o u s  a s  t h e r e  i s  no  d i r e c t  

e v i d e n c e  f o r  an o l i g o m e r i c  s t r u e t u r e  f o r  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

i n  a n y  t i s s u e .

L i n e a r  d o u b l e  r e c i p r o c a l  n l o t s  o f  t h e  s u b s t r a t e  d e ­

p e n d e n c y  o f  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  o f  b o t h  y u i n e a  

T' i "  ( 1 5 0 ,  1 5 9 )  and c a n i n e  ( 9 2 )  h e a r t s  h a v e  b e e n  r e  n o r  t e d  

e a r l i e r ,  c o n t r a s t i n g  s h a r n l y  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  

s t u d y .  The n a t u r e  o f  t h e  o b s e r v e d  n i n e t i e s  h a s  b e e n  s hown  

b y  b a r b e r s  and .Johnson ( 1C7)  t o  d e n e n d  on t h e  t y n e  o f  ATP 

r e v e n e r a t i n g  s y s t e m  u s e d .  L i n e a r  d o u b l e  r e c i n r o c a l  n l o t s  

were  o b s e r v e d  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  a  p y r u v a t e  k i n a s e - P L P  

r e g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  w h i l e  n o n - l i n e a r  s l o t s  w e r e  s e e n  when  

c r e a t i n e  k i n a s e —n h o s n h o c r e a t i n e  r e g e n e r a t i n g  s y s t e m s  w e r e  

e n n l o y e d .  A l t h o u g h  t h e  o b s e r v a t i o n  made b y  G a r b e r s  and  

J o h n s o n  a c c o u n t s  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  p r e v i o u s  and  

p r e s e n t  ATP d e p e n d e n c y  s t u d i e s ,  no  i n s i g h t  i s  p r o v i d e d  a s  

t o  w h i c h  r e g e n e r a t i n g  s y s t e m  i s  n r o d u c i n a  a r t e f a c t u a l  r e ­

s u l t s ,  Luch i n f o r m n t i o n  c o u l d  b e  p r o v i d e d  o n l y  b y  c r o s s ­

o v e r  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  i n d i v i d u a l  c o m p o n e n t s  o f  e a c h  r e ­

g e n e r a t i n g  s y s t e m  i s  e x a m i n e d  f o r  e f f e c t  on t h e  ATP d e -  

o e n d e n c v  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  t h e  o t h e r  r e g e n e r a t i n g  s y s t e m .  

A l t e r n a t i v e l y ,  r e g e n e r a t i n g  s y s t e m s  c o u l d  b e  a v o i d e d  e n ­

t i r e l y  b v  t h e  u s e  o f  AMP-PHP a s  s u b s t r a t e ,  a s  t h i s  s y n t h e t i c  

a n a l o p  o f  ATP i s  r e s i s t a n t  t o  h y d r o l y s i s  b v  m e m b r a n e - b o u n d  

A T P a s e s  ( 1 4 9 ) .
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I t  may b e  artrued t h a t  u n t i l  d e f i n i t i v e  s t u d i e s  a r e  

m ad e ,  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  n y r u v a t e  k i n a s e -  

11EP r e y e n e r p . t i n y  s y s t e m s  s h o u l d  b e  a c c e n t e d  on t h e  b a s i s  o f  

s i m o l i c i t y  a s  t h e y  c o n f o r m  t o  c l a s s i c a l  ;i i c h a e l i s - ’l e n t e n  

k i n e t i c s .  The a t t r a c t i v e n e s s  o f  s u c h  a  s i m n l e  m o d e l  i s  

i l l u s o r y ,  h o w e v e r , a s  a  s e c o n d  n u c l e o t i d e - b i n d i n ^  s i t e  

p r o v i d e s  t h e  s i m p l e s t  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  GTP on 

enzyme a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e ,  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  a d e n y l ­

a t e  c y c l a s e s  o f  b o t h  t h e  a d r e n a l  ' ' l a n d  ( 1 0 4 )  a nd  t h e  l i v e r  

(1 OB) h a v e  shown n o n - 1 i n e a r  r e c i n r o c a l  s l o t s  o f  t h e  s u b ­

s t r a t e - v e l o c i t y  c u r v e s  e v e n  when AkP-PilP was u s e  ft a s  s u b ­

s t r a t e .  d e e x a m i n a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  d a t a  f r o m  t h i s  

l a b o r a t o r y  r e g a r d i n "  t h e  ^ u i n e a  n i "  c a r d i a c  a d e n v l a t e  c v c l a s e  

■ l e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  f i t  o f  a  c u r v e d  l i n e  t o  t h e  d a t a  i n  

t h e  d o u b l e  r e c i n r o c a l  s l o t  is.  a t  l e a s t  a s  c l o s e  a s  t h e  

s t r a i g h t  l i n e  t h a t  h a s  b e e n  n u b l i s h e d  ( l b f j ) .  S u b s e q u e n t  

a n a l y s i s  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  GTP-nroGuced i n h i b i t i o n  

o f  s a r c o l e m m a l  a d e n v l a t e  c y c l a s e  w i l l  t h e r e f o r e  b e  b a s e d  

on t h e  n o n - c o o n e r a t i v e  a l l o s t e r i c  mod el  o f  t h e  e n z y m e .

A c c o r d i n g  t o  t h i s  m o d e l ,  GTP e x e r t s  i t s  i n ­

h i b i t o r ' , '  e f f e c t  on b a s n l  a d e n y l a t e  c v c l a s e  a c t i v i t y  b y  

b i n d i n "  a t  an a l l o s t e r i c  r e g u l a t o r y  s i t e  on t h e  e n z v m e .

As  a  r e s u l t  o f  t h i s  i n t e r a c t i o n ,  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  

c a t a l y t i c  s i t e  f o r  s u b s t r a t e  i s  r e d u c e d ,  l e a d i n y  t o  a  d e ­

c r e a s e ' !  r e a c t i o n  v e l o c i t y .  b i n c e  e v e n  1 0 - 7  h GTP was  

s o me wh a t  i n h i b i t o r y  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  a  much h i g h e r  c o n -
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c e n t r a t i o n  o f  ATP,  i t  i n  a n n a r e n t  t h a t  t h e  r e g u l a t o r y  s i t e  

h a s  a  much h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  OTP t h a n  f o r  ATP ( F i g u r e s  1 4 ,  

1 6 ) .  The i d e n t i t y  o f  a l l o s t e r i c  b i n d i n g  s i t e s  f o r  ATP and  

OTP i s  s t r o n g l y  s u ^ e s t e d  by  t h e  a b i l i t y  o f  OTP t o  l i n e a r i z e  

t h e  d o u b l e  r e c i n r o c a l  s l o t  o f  t h e  ATP d e p e n d e n c y  o f  b a s a l  

a c t i v i t y .  A s i m i l a r  e f f e c t  o f  OTP on t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  

p l o t s  f o r  a d r e n a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  h a s  b e e n  r e s o r t e d  b y  

London and P o d b e l l  ( 1 0 4 ) .

The o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  u T P - i n h i -  

b i t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  r e a c t i o n  was  l i n e a r  h a d  a t  f i r s t  

su'-"re s t e d  t h a t  OTP i t s e l f  was  t h e  i n h i b i t o r,y s p e c i e s ,  f o r  

i f  :;bP, i t s  h y d r o l y t i c  p r o d u c t ,  was  t h e  i n h i b i t o r ,  t h e  

e x t e n t  o f  i n h i b i t i o n  m i r h t  b e  e x n e c t e d  t o  i n c r e a s e  w i t h  t i m e .  

■This h y p o t h e s i s  was  s u n n o r t e d  b y  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  t h e  

n u c l e o t i d e  a n a l o g s  O. iP-PIiP and GPP-GHp-’P , w h i c h  a r e  n o t  

h y d r o l y z e d  t o  GDP, a l s o  i n h i h i t e d  b a s a l  a c t i v i t y .  The f i n d ­

i n g s  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  dDP v:ere s i m i l a r  t o  t h o s e  

o f  GTP, a nd  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  t h e  G u P - i n d u c c d  i n h i b i t i o n  

a l s o  r e m a i n e d  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t  w i t h  t i m e ,  s u r - e s t  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  Y - n h o s a h a t e  m o i e t y  n c i t h e r  e n h a n c e s  n o r  

d e c r e a s e s  t h e  e x t e n t  o f  i n h i b i t i o n  o f  b a s a l  a c t i v i t y .  T h u s ,  

t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

r-uan; / l  n u c l e o t i d e s  a  f u n c t i o n  o f  t o t a l  y u a n y l  n u c l e o t i d e  

c o n c e n t r a t i o n  b u t  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  G7P/Gi)P r a t i o .  T h e s e  

e x p e r i m e n t s ,  t h e r e f o r e ,  c o u l d  n o t  b e  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e

s t e a d y  s t a t e  l e v e l  o f  GVP i n  t h e  r e a c t i o n  medium.
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A l t h o u g h  t h e  v - p h o s p h a t e  o f  GTP i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  

i n h i b i t i o n  o f  b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  i t  i s  r e ­

q u i r e d  f o r  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  r e s n o n s e  t o  i s o n r o t e r e n o l  

a s  GDP f a i l e d  t o  m o d i f y  t h e  r e s n o n s e  t o  t h e  c a t e c h o l a m i n e . 

F u r t h e r m o r e ,  t h e  g r e a t e r  e n h a n c e m e n t  o f  i s o o r o t e r e n o l -  

s t i m u l a t e d  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ft ;p-iMP and GPP-CGo- P, 

conmareri  t o  GTP, s u q . q e s t c d  t h a t  t h i s  r e s n o n s e  i s  a f u n c t i o n  

o f  t h e  y - p h o s p h a t e .  The much s m a l l e r  e f f e c t  o f  GTP, t h e r e ­

f o r e ,  i n n l i c s  t h a t  a s u b s t a n t i a l  amo unt  o f  GTP h y d r o l y s i s  

o c c u r e d  b e f o r e  GTP and GPP l e v e l s  r e a c h e s  s t e a d y  s t a t e . The 

l i n e a r i t y  o f  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  r e a c t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  b o t h  GTP a nd  i s o n r o t e r e n o l  ( F i g u r e  1 7 )  i n d i c a t e d  t h a t  u n­

d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  t h e  s t e a d y  s t a t e  GTP l e v e l  i s  

r e a c h e d  w i t h i n  t h e  f i r s t  30  s e c  o f  t h e  r e a c t i o n .  Fo r  t h i s  

rear-,on m o s t  o f  t h e  l a t e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n r' 

t h e  more  s t a b l e  did- -PAP.

b a s a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  c h a n g e d  i n  a b i n h a c i c  

;:ianner a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  • . -PGP was  r a i s e d  ( I d  u r e  

7 2 ) ,  w i t h  lov;  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  n u c l e o t i d e  b e i n "  i n ­

h i b i t o r y  and h imh c o n c e n t r a t i o n s  s t i m u l a t o r y .  The d i p h a s i c  

c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b v  e i t h e r  a 

"two s i t e "  m o d e l  o r  b y  o n e  w h i c h  p r o p o s e s  m u l t i p l e  c h a n  per.  

i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  en zy me  f o l l o w i n g  t h e  b i n d i n r  o f  

^ u a n y l  n u c l e o t i d e s  ( m u l t i p l e  t r a n s i t i o n  s t a t e  m o d e l ) .
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The two s i t e  m o d e l  n o s t u l a t e s  t h e  e x i s t a n c e  o f  two  

C J I P - P i l P - b i n d i n s  s i t e s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  c a t a l y t i c  

s u b u n i t  o f  t h e  s a r c o l e n m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  t h a t  d i f f e r  

i n  t h e i r  a f f i n i t y  f o r  GiiP-PilP.  A t  l o w  n u c l e o t i d e  c o n c e n ­

t r a t i o n s ,  ’when o n l y  t h e  h i f ' h  a f f i n i t y  s i t e  i s  o c c u n i e d ,  

b a s a l  a c t i v i t y  i s  i n h i b i t e d .  The s e c o n d ,  l o w  a f f i n i t y  s i t e  

i s  s a t u r a t e d !  o n l y  a t  much h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  OiiP-PKP.  

O c c m o  t i o n  o f  t h e  s e c o n d  s i t e , h o w e v e r , i n d u c e s  an enzyme  

c o n f o r m a t i o n  w i t h  h i g h e r  c a t a l y t i c  a c t i v i t y ;  t h u s ,  h i ,rh 

c o n c e n t r a t i o n s  o f  GMP-PHP a r e  s t i m u l a t o r y .

The m u l t i n l e  t r a n s i t i o n  s t a t e  m o d e l ,  w h i c h  was  f i r s t  

r r o n o s e d  b v  P o d b e l l  a nd  c o - w o r k c r s  f o r  t h e  h e o a t i c  a d e n v l ­

a t e  c v c l a s e  ( I S A ) *  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  b i n h a s i c  G^P-PGP 

d e p e n d e n c y  i n  a d i f f e r e n t  w a v ,  O n l y  a  s . in-’ l e  GGp-:dlP-  

h i n d i n "  s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

s y s t e m .  The i n i t i a l  e f f e c t  o f  n u c l e o t i d e  h i n u i n "  i s  t o  

i n d u c e  a c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w i t h  l o w e r e d  a c t i v i t y  

( S t a t e  1 ) .  S u b s e - u i e n t l v ,  t h e  en zy me  u n d e r g o e s  a  s e c o n d ,  

much s l o w e r ,  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n c e  t h a t  when c o m n l e t e  r e ­

s u l t s  i n  a  more a c t i v e  enzyme s y s t e m  ( S t a t e  I X ) .  The  

o b s e r v e d  e f f e c t  o f  a ^ i v e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  OdP-PHP,  t h e r e ­

f o r e ,  w o u l d  d e f e n d  on s e v e r a l  f a c t o r s  e .  t h e  f r a c t i o n  

o f  t o t a l  s i t e s  o c c u n i e d  a t  e o u i l i b r l u m ,  t h e  a v e r a g e  l e n y t h  

o f  t i m e  b e t w e e n  n u c l e o t i d e - b i n d i n e  and t h e  t e r m i n a t i o n  o f  

t h e  r e a c t i o n ,  t h e  mean t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  s l o w  t r a n s i ­

t i o n  t o  b e  c o m p l e t e d ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s o e c i f i c  a c t i v i t y
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o f  t h e  e n z y n e  when i n  t h e  d i f f e r e n t  t r a n s i t i o n  f o r m s  and  

t h e  v a r i a n c e  o f  t he . se  n a r a m e t e r s  w i t h i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  

en zy me  m o l e c u l e s .  A s i g n i f i c a n t  n r o n o r t i o n  o f  t h e  enzyme  

r e a c h e s  t h e  more  a c t i v e  rotate  I I  o n l ,r In t h e  n r e s e n c e  o f  

h i ~ h  n u c l e o t i d e  c o n c e n t r a t i o n s .

ri'he e x p e r i m e n t s  t h a t  m e a s u r e d  t h e  t im e  c o u r s e  oX’ t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  r e a c t i o n  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  GAP—rjl!P  

v/ere  d e s i r n e d  t o  d i s t i n y u i s h  b e t w e e n  t h e  two m o d e l s .  I f  

t h e  two s i t e  m o d e l  w e r e  c o r r e c t ,  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

v/ould  r e m a i n  l i n e a r  w i t h  t i n e  a s  t h e  r a t e  o f  c y c l i c  A: P 

o r o d u c t i o n  -would d e n e n d  o n l y  on t h e  f r a c t i o n  o f  I n h i b i t o r y  

anti s t i m u l a t o r y  s i t e s  o c c u p i e d  a t  t h a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

a n a l o r-. i f  t h e  m u l t  i s l e  t r a n s i t i o n  s i t e  mode l  we re  c o r r e c t ,  

a d e n y l a t e  c v c l a s e  a c t i v i t y  v/ould h e  e x n e c t c u  t o  i n c r e a s e  

w i t h  t i n e  a s  t h e  enzyme m o l e c u l e s  c o m p l e t e  t h e  s e c o n d  t r a n s i ­

t i o n .  The r e s u l t s  o f  t h e  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t s  s u - ' n o r t  

t h e  m u l t i p l e  t r a n s i t i o n  s t a t e  m o d e l .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  

i s o p r o t e r e n o l . t h e  i n i t i a l  r e s n o n s e  t o  G‘ IP- '  da - i s  a s e v e r e  

i n h i b i t i o n  o f  c y c l i c  Ah’' p r o d u c t i o n ,  w h i c h  i s  f o l l o w e d  

b y  a s e c o n d  p h a s e  c h a r a c t e r i z e d  by a  l e s s  s e v e r e  i n h i b i t i o n  

( f i g u r e  P b ) , A t t e m p t s  t o  i n c r e a s e  f u r t h e r  t h e  n r o n o r t i o n  

o f  enzyme i n  S t a t e  i l  b y  n r o i n c u b a t i o n  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  

GhP-Pd;1 w e r e  u n s u c c e s f u l  a c  n r e i n c u b a t i o n  a t  P7°G i n  e i t h e r  

t h e  n r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  G A P -P I J P  r e s u l t e d  i n  t h e  c o m p l e t e  

l o s s  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  I n  t h e  n r e s e n c e  o f  

i s o p r o t e r e n o l  t h e  r a t e  o f  t r a n s i t i o n  t o  S t a t e  I I  was w r e a t l y
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i n c r e a s e d  ( F i g u r e  2 3 ) ,  b u t  e v e n  i n  t h e  n r e s e n c e  o f  t h e  

c a t e c h o l a m i n e  t h e  i n i t i a l  m t e  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

was s i g n i f i c a n t l y  lovrer t h a n  c o n t r o l .  At  non s a t u r a t i n g  c o n ­

c e n t r a t i o n s  o f  d d T - f i l d ,  b o t h  t h e  r a t e  o f  t h e  s l o w  t r a n s i t i o n  

and t h e  s t e a d y  s t a t e  v e l o c i t y  o f  c y c l i c  AbT* p r o d u c t i o n  i n ­

c r e a s e d  v ; i th  i n c r e a s i n ;  n u c l e o t i d e  c o n c e n t r a t i o n  ( F i u r e  2 4 ) ,

a f f e c t s  o f  : > tJ +

s t u d i e s  o f  t h e  wy ‘"'+ d c n e n  i e n c y  o f  t h e  s a r c o l e m m a l  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( i ’i ' - u r e  2 5 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b o t h  

t h e  e x t e n t  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  b a s a l  a c t i v i t y  b y  dTf  and  

t h e  . ' i d ' - in du ce d  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  r e s n o n s e  t o  i s o n r o t e r e n o l
a _

ci.ro tie c r e a s e d  a s  t h e  b y  c o n c e n t r a t i o n  i s  r a i s e d ,  f h i s  

i n d i e s  thai:  t h e  .I ' -sy:1 c o i . n l o x  h a s  no ma.jor e f f e c t  on a d e n y l ­

a t e  c y c l a s e .  T h u s ,  t h e  o b s e r v e d  e f f e c t s  o f  d i V on b o t h  b a s a l  

and i s o n r o t e r e n o l  s t i m u l a t e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a ^ n e a r  t o
p i

d e s e n h  on t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  . : ;T ' .

i n  t h e  a b s e n c e  o f  ('hd', t h e  g e n e r a l  e f f e c t  o f  r a i s i n ' - '  

t h e  ■ ■~t ' c o n c e n t r a t i o n  i s  t o  i n c r e a s e  onrcolernm.nl  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  v r i t h o u t  m a r k e d l y  c h a n t i n ' -  t h e  r e s n o n s e  t o  

c a t e c h o l a m i n e s .  T h i s  f i n d i n r  a g r e e s  v : i t h  t h e  e a r l i e r  r e ­

s o r t  o f  Drummond e_t a l ,  ( l d f i ) .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s ,  h o w e v e r ,

P +c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e r ]  s a t u r a t i o n  a t  i f  l e v e l s  b e t w e e n  10 

and 18 w. , w h e r e a s  i n  t h i s  s t u d y  no e v i d e n c e  o f  s a t u r a t i o n  

v/as s e e n  e v e n  a t  4 0  mb e x c e s t  when I;aF v/as o r e  s e n t .  l o t h  

t h e  i n t e r a c t i o n  o f  V~ and .--y?+ and t h e  d i f f i c u l t i e s  i n  c o n -  

’) a r i n r( t h e  \ io r 1', o f  Drummond v / i t h  t h e  - r e s e n t  s t u d y  h a v e  ' seen
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d i s c u s s e d  n r e v i o u s l y .

S e v e r a l  m e c h a n i s m s  h a v e  b e e n  a d v a n c e d  t o  e x p l a i n  t h e

2+e f f e c t s  o f  i'<" on a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  Drummond

e t  a l . ( l d f j )  m i - e r . t e r i  t h a t  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c y c l a s e

o o s s e s e d  a  + - b i n d i n r' s i t e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  c a t a l y t i c

s i t e  f o r  t h e  s u b s t r a t e ,  nrrATP, V/hen t h i s  s i t e  i s  o c c u p i e d  

° +b y  , t h e  a f f i n i t v  o f  t h e  en zyme  f o r  t h e  s u b s t r a t e  i s  n o t

c h a n g e d ,  h u t  o n c e  f o r m e d  t h e  m e t a l - e n z y m e  c o m p l e x  h a s  a

g r e a t e r  c a t a l y t i c  r e a c t i v i t v  t h a n  t h e  : .■""’"‘" - f r e e  e n z y m e .

u e l l aen  r e a n a l y z e d  t h e  d a t a  o f  Drummond e t  a l ,  ( I s 9)  a nd  c o n -

P 4*
e l u d e d  t h a t  t h e  s t i m u l a t o r ' '  e f f e c t  o f  c o u l d  b e  a c c o u n t e d

f o r  b y  a mo de l  i n  v /h ich  f r e e  ATP (ATP'^“ ) i s  a  ’‘O t e n t  i n h i b i t o r

?+o f  c y c l a s e  a c t i v i t y .  As t h e  c o n c e n t r a t i o n  i s  r a i s e d

4 -a n d  AT:5 i s  c o n v e r t e d  t o  t h e  c h e l a t e  . > A T s ,  en zy me  a c t i v i t y  

i n c r e a s e s  due t o  t h e  r e m o v a l  o f  an i n h i b i t o r y  s n e c i e s .

A more  r i g o r o u s  s t u d y  o f  h e p a t i c  a d e n ,ra l a t e  c v c l a s e  v/as. 

c a r r i e d  o u t  b ’r f o d b e l l  and c o —v /o r k e r s  ( 1 3 8 )  v/ho c o n c l i i ’od 

t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  s n e c i e s  v p  s  ( p ro  t o n a  t e d  s n b s . t r a . t e  ) .

T h i s  c o n c l u s i o n  vans b a s e d  on t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  oil d e ­

p endence '  o f  t h e  h e n a t i c  enzyme when A i v - i d l P  vm>s u s e d  a s  s u b ­

s t r a t e  i n s t e a d  o f  AT"5. b i n c e  t h e  tv/o a u r i n e s  d i f f e r  i n  t h e  

nba o f  t h e i r  t e r m i n a l  P h o s p h a t e s ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  p r o -  

t o n a t e d  s u b s t r a t e  a t  a  ^ i v e n  nil v / ou l d  d e n e n d  on v /h ich  s u b ­

s t r a t e  v/as u s e d .  T h e r e f o r e ,  i f  n r o t o n a t e d  s u b s t r a t e  v/ere  

t h e  i n h i b i t o r 1' s p e c i e s ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  nKa v/ould  h e  r e ­

f l e c t e d  i n  a c h a n g e  i n  t h e  o n t i m a l  nil f o r  t h e  e n z v m e .  The
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d a t a  p r e s e n t e d  b v  t h e  d o d b e l l  ' ' r o i r  p u r p o r t s  t h i s  h y n o t h e s i s  

a s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  o p t i m a l  p H f o r  c y c l a s e  a c t i v i t y  i s  i n  

" o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  nh_ v a l u e s  f o r  t h e  tv/ocA

s u b s t r a t e s .

The a n a l y s e s  o f  Dehaen a nd  t h e  k o d b e l l  - r o u n  h a v e  b e e n  

s u b j e c t e d  t o  c r i t i c i s m ,  C a r b e r s  and  J o h n s o n  ( 1 0 7 )  h a v e  n o t a d  

t h a t  t h e  e x n e r i m e n t s  on w h i c h  t h e s e  a n a l y s e s  v/ere  b a s e d
O . L

c o u l a  n o t  d i s t i n g u i s h  b e t v / e e n  s t i m u l a t i o n  b y  by'" and i n ­

h i b i t i o n  b y  u n c h e l a t e d  n u c l e o t i d e ,  a s  b o t h  v/ere a l l o v / e b  t o  

v a r y  i n  t h e  s u b s t r a t e  d e p e n d e n c y  e x n e r i m e n t s .  I n  t h e i r  ov/n 

e x n e r i m e n t s ,  b a r b e r s  and J o h n s o n  a v o i d e d  t h i s  p r o b l e m  ivy 

k e e n i n ' -  t h e  f r e e  ' y , r a t h e r  t h a n  t o t a l  . s d l o ,  c o n s t a n t  

a s  t h e  t o t a l  Add v/as v a r i e d ;  i n  t h i s  way u n c h e  l a  ter] AAV - /as  

m a i n t a i n e d  i n  a f i x e d  n r o n o r t i o n  t o  t o t a l  n u c l e o t i d e  t h r o u g h ­

o u t  t h e  e n t i r e  c o n c e n t r a t i o n  r a n - e ,  The r e s u l t i n ' "  d o u b l e  

r e c i n r o c a l  p l o t s  o f  t h e  s u b s t r a t e  d e p e n d e n c y  o f  c a r d i a c  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  o b t a i n e s  a t  a v a r i e  t y  o f  f r e e  A + c o n c e n ­

t r a t i o n s  i n d i c a t e ' ' ,  t h a t  f r e e  AT.* was  a  h y p e r b o l i c  ( p a r t i a l )  

i n h i b i t o r  b u t  t h a t  b"--+ . ac ted  a s  an a c t i v a t o r  a s  v / e l l ,  i ’h e  

a b i l i t y  o f  u n c h e l a t e d  ATA t o  a c t  a s  a  m a r t i a l  i n h i b i t o r  can  

b e  d e f a c e d  i n  t h e  ' - - resent  s t u d y  f r o m  t b o  a c t i o n  o f  b i t ’, v /hich  

a c t s  a s  a  n a r t i a l  i n h i b i t o r ,  t o  c o m p e t e  f o r  a  n o n - c a t a l y t i c  

AlA b i n d i n g  s i t e .  The ' - r e s e n t  d a t a  do n o t ,  h o v / e v e r ,  d e f i n e  

w h e t h e r  t h e  i n h i b i t i o n  b y  u n c h e l a t e d  A TV i s  c o m p e t i t i v e  o r  

n o n c o r . m e t i t i v e .
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?+The I.1-;' — d e n e n u e n c y  e x n e r i n e n t s  shown i n  F i g u r e  25

? +a r e  a l s o  c o n s i s t e n t  v / i t h  a  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  -W

a nd  s a r c o l e m m a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  d o u b l e  r e c i n r o c a l  s l o t s  

2 +o f  t l i e  my d a t a  sho-./ t h r e e  s e p a r a t e  r e g i o n s  w i t h  d i f f e r e n t  

s l o r . e s .  The r i y h t  h and  r e g i o n  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  s m a l l  i n ­

c r e a s e  i n  a c t i v i t y  s e e n  a t  1 o r  2 ml! f r e e  .'.r/’+ . T h i s  i n ­

c r e a s e  i n  a c t i v i t y  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  i n c r e a s e s  f o r m a t i o n  

o f  t h e  t r u e  s u b s t r a t e ,  i . -ATh'’- . The s e c o n d  r e g i o n ,  e x ­

t e n d i n g  f ro m .? t o  10 mb’, c o r r e s p o n d s  t o  t h e  r e g i o n  e x a m i n e d  

b y  Drummond ejt al_# ( 1 6 8 )  and T’e d a e n  ( 1 6 9 ) .  A x t r a n o l a t i o n  

o f  t h e  a s y m p t o t e s  t o  t h o s e  s e c t i o n s  o f  t h e  c u r v e s  ■■‘i e l s s  

an a v e r a g e  . i 1;1 v a l u e  o f  an nr ox  i  ma t e l  y  3 m.. /  yj h i  c h i  s  i  n ■r o o d 

a - e?ee men t  v / i t h  t h a t  r e  n o r  t e d  b y  b ru mn on s  e_t a l ,  ( 1 6 8 ) .  The 

i n c r e a . s e  i n  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ac  t i v i  t y  v / i t h i n  t h i s  r a n  ye  

o f  b' '^+ may b e  due t o  t h e  c h e l a t i o n  o f  ATf^“  o r  ,,Ad1'-'J~ r y  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  s n e c i e s  d e c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y
p I

nr, t h e  : h  l e v e l  i s  r a i s e d  t o  10 nil ( s e e  A p p e n d i x ) .  T h i s

m e c h a n i s m  c a n n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  f u r t h e r  r i s e  i n  a c t i v i t v

shov/n i n  t h e  t h i r d  r e g i o n  o f  t h e  r e c i n r o c a l  n l o t s  ( 1 0 - 4 0  m i ) .

I t  a n n e a r s  u n l i k e l y  t h a t  i f  a  common f a c t o r  u n d e r l i e s  t h e

i n c r e a s e  In a c t i v i t y  i n  t h e  s e c o n d  and t h i r d  r e g i o n s  o f  t h e

i ;c2+ d e p e n d e n c y ,  t h e r e  v /ould  b e  a  c h a n g e  i n  t h e  c l o n e  o f

t h e  d o u b l e  r e c i n r o c a l  p l o t s .  I n  a d d i t i o n ,  c a l c u l a t i o n  o f

t h e  l e v e l s  o f  u n c h e l a t e d  o r  p r o t o n a t e d  ATT ( s e e  A n n e n d i x )

shov/s  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  s n e c i e s  c h a n g e s  v e r y
°  +l i t t l e  a t  h i ^ h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  On # ‘i’h e  i n c r e a s e  i n
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a c t i v i t y  a t  h i " h  b v >+ c o n c e n t r a t i o n s  t h u s  c a n  h e  e z n l a i n e d  

n o s t  r e a r l i l y  b y  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e  n e t a l  i o n  i t s e l f  on 

t h e  e n z y m e .

Tlie rlata, nrer . ente ' J  i n  t h i n  s t u d y  a r e  c o n s i s t e n t  v / i t h  

t h e  f o l l o v / i n ^  no d e l .  C a t e c h o l a m i n e s  i n f l u e n c e  s a r c o l o n n n l  

a d e n y l a t e  c v c l a s e  a c t  i v i  t v  b y  i n t e r a c t i n ' -  v / i t h  a  b e t a  

a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  s i t e .  The e f f i c a c y  o f  a  - i v e n  c o n c e n ­

tre,  t  i o n  o f  an a d r e n e r g i c  a g o n i s t  d e f e n d s  on t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  - u a n v l  n u c l e o t i d e  p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  medium.  The  

t e r m i n a l  > h o s  >hote o f  OTd i s  r e s u i r e h  f o r  t l i e  e n h a n c e m e n t  o f  

t h e  r e s n o n s e  o f  t h e  e n zy m e t o  i s o p r o t e r e n o l , b u t  n o t  f o r  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  on b a s a l  a c t i v i t y .  Ar. o n l y  t h e  u n c h e l a t e d  

f o r m  o f  t h e  n u c l e o t i d e  i n t e r a c t s  v / i t h  a d e n v l a t e  c v c l a s e ,  t h e  

e f f e c t  o f  GTs " / i l l  h e n e n h  on t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  >re-

s e n t .

bTh e z e r t s  i t s  e f f e c t s  b y  i n t e r a c t i n g  v / i t h  a  n o n - c o o n e r a ^  

t i v e  . a l l o s t e r i c  r e g u l a t o r " -  s i t e  c o n t a i n e d  v / i t h  i n  t h e  a d e n y l ­

a t e  e v e  l a n e  s y s t e m .  S t u d i e s  v / i t h  t h e  s v n  t h e  t i c  a n a l o "  

d-yy-fd’d i n d i c a t e  t h a t  s u b s e c u e n t  to  n u c l e o t i d e  b i n d  i n - T a t  

t h i s  s i t e ,  t h e  enzyme u n d e r - - o e s  a t  l e a s t  tv/o c on f o r m a t  i o n  a 1 

c h a n g e s .  The f i r s t  i s  r a n i d  a nd  p r o d u c e s  a l e s s  a c t i v e  

e n z ' / me .  The s e c o n d  t r a n s i t i o n  i s  s l o v / e r  b u t  i s  a s s o c i a t e d  

v / i t h  i n c r e a s e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  The r a t e  o f  

t h i s  s e c o n d  t r a n s i t i o n  i s  " r e a t l y  i n c r e a s e d  b y  t h e  

c a t e c h o l a m i n e s . I n  a d d i t i o n  t o  m o d i f y i n "  t h e  e f f e c t  o f
Ox

s v p ,  d"' ,a p p e a r s  t o  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y
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i n  t h r e e  v / a y s ; b y  f o r m a t i o n  o f  t h e  t r u e  s u b s t r a t e  i Wi T  

b y  r e m o v a l  o f  an i n h i b i t o r y  u n c h e l a t e d  f o r m  o f  ATP,  a m i  b v  

a  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  v / i t h  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  t h e  e n z y m e .

The o h y s i o l o ^ i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  i n t e r r e l a t i o n s h i p  

b e t v / e e n  t h e  e f f e c t s  o f  p u a n y l  n u c l e o t i d e s  a n d  t h e  c a t e c h o l ­

a m i n e s  may b e  t o  c o o r d i n a t e  t h e  r e s n o n s e  o f  t h e  h e a r t  t o  

c a t e c h o l a m i n e s  a r r i v i n g  a t  t h e  c e l l  e x t e r i o r  v / i t h  e v e n t s  

o c c u r i m :  v / i t h  i n  t h e  c e l l .  d o l d b e r ^  e_t al_f ( 17b)  p r o p o s e d  

t h a t  i n c r e a s e d  u t i l i z a t i o n  o f  hTi ’ c o u b l  e x p l a i n  t l i e  d e ­

c r e a s e d  a d r e n e r g i c  s e n s i t i v i t y  o f  c a r d i a c  a d e n y l a t e  c v c l a s e  

a f t e r  e x p o s u r e  t o  c h o l i n e m - i c  a rg en t s  v / h i c h  a c t i v a t e  s u a n v l  — 

a t e  c y c l a s c  ( l b ,  1 7 1 ) .  J11ve p r e s e n t l y  o b s e r v e ' ;  d i f f e r e n c c s

i n  t h e  e f f e c t s  o f  ATv a nd  d-Du p r o v i d e  an a d d i t i o n a l  r e g u l a ­

t o r y  m e c h a n i s m  t h a t  i s  s e n s i t i v e  t o  t h e  dTl ' / tdf '  r a t i o .

Th u s  f"iV h y d r o l y s i s  n o t  o n l y  d e c r e a s e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  s t i m u l a t o r ; /  s n e c i e s  ■ 'Tv,  b u t  a l s o  i n c r e a s e s  t h e  l e v e l  

o f  hijj*, v / h i c h  i s  a  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  t h e  •.- T i ' - i n s u c e d  

s t i m u l a t i o n  o f  t h e  a c t i o n  o f  b e t a  a g o n i s t s .  A d d i t i o n a l l y , 

t h e  l o v / e r  a f f i n i t y  o f  n u c l e o s i d e  d i o h o s n h a t e s  c o u l d

i n c r e a s e  t h e  e f f e c t  o f  a  c h a n g e  i n  d Y h / b l f 1 r a t i o  on a d e n y l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  a s  t h e  drr'J+—d e p e n d e n c y  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  

t h a t  : yC/iV f l o e s  n o t  i n t e r a c t  v / i t h  t h e  e n z y m e .  y  t h i s  m e c h ­

a n i s m ,  hTi' v /ou ld  i n i t i a l l y  i n c r e a s e  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  

h e a r t  t o  c i r c u l a t i n g  c a t e c h o l a m i n e s .  A s  t h e  wor k  o u t p u t  o f  

t h e  h e a r t  i n c r e a s e s ,  h o w e v e r  t h e  c y t o p l a s m i c  A T r / A b r  r a t i o  

b e g i n s  t o  f a l l  ( 1 7 P )  a c c o m p a n i e d  b y  a  d e c r e a s e d  b T h / d u d  

r a t i o  u s  t h e  n r o u o r t i o n s  o f  rTu a n y l  a n d  a d c n v l  n u c l e o t i d e s
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a r e  m a i n t a i n e d  i n  e q u i l i b r i u m  t h r o u g h  t h e  e n z y m e  n u c l e o s i d e  

d i p h o s p h o k i n a s e  ( 1 7 3 ,  1 7 4 ) ,  T h u s ,  t h e s e  r e s p o n s e s  t o  t h e  

" u a n y l  n u c l e o t i d e s  c o u l d  i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  

h e a r t  t o  c a t e c h o l a m i n e s  w h i l e  a t  t h e  sam e t i m e  s e r v i n g  a s  

n e g a t i v e  f e e d b a c k  p a t h w a y  t h a t  n r e v e n t s  e x c e s s i v e  s t i m u l a ­

t i o n  b y  t h e s e  a g e n t s  i n  t h e  e n e r g y  d e p l e t e d  h e a r t .
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APPENDIX

The c o n c e n t r a t i o n s  o f  ATP4 - , HATP3 - , MgATP2 - ,

1 *  2 +MgATP a n d  rig p r e s e n t  u n d e r  t h e  s t a n d a r d  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  a s s a y  c o n d i t i o n s  w e r e  e s t i m a t e d  b y  t h e  s e q u e n t i a l  

s o l u t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  e q u i l i b r i u m  e q u a t i o n s :

K l  m  [ I I A T P ] / [ H ] [ A T P ]

K2 =* £ M g A T P ] / [ I I g ] [ A T P ]

K = [M g H A T P ] / [M g ] [H A T P ]

i n  a d d i t i o n  t o  t h e  two c o n s e r v a t i o n  e q u a t i o n s  f o r  ATP a n d  

Mg^+ . The v a l u e s  u s e d  f o r  Kj_, K2  a n d  w e r e  3 , 3 6  x 1 0 6 M ~1 ,
4  _ 1  Q _  I

1 , 7 4  x  1 0  n  a n d  1 . 8  x  1 0 ^  M r e s p e c t i v e l y ,  a s  d e t e r m i n e d  

b y  Khan a n d  M a r t e l l  ( 1 7 5 ) ,
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