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pt. Charakterystyka i ocena roli kinazy adenylanowej w fizjologii i patologii uktadu krwiono$nego

I. Charakterystyka tematyki badawczej rozprawy

Praca dotyczy charakterystyki i aktywnosci bialek katalizujacych fosforylacje nukleotydow. Zwiazki
te sg kluczowymi nosnikami energii niezbgdnej do funkcjonowania komorki. Jednym z enzymow
katalizujgcych ich syntez¢ jest kinaza adenylanowa (AK, ATP-AMP fosfotransferaza, EC 7.4.3).
Katalizuje ona odwracalng reakcj¢ przeniesienia grupy fosforanowej gtéwnie (ale nie tylko) z ATP do
AMP w obecnosdci jonéw metali dwuwartosciowych, prowadzacg do powstania ADP. Enzym ten
katalizuje takze druga reakcj¢ syntezy ATP. AK uczestniczy w syntezie de novo oraz utrzymywaniu
odpowiedniego stezenia nukleotydow adeninowych, zaangazowanych w roéznych procesach
komoérkowych jak homcostaza cnergetyczna, sygnalizacja wewngtrz- i zewngtrzkomorkowa czy
wzrost 1 roznicowanie komdrek. Kinaza adenylanowa jest kluczowym czynnikiem okre$lajacym
przezycie oraz zasoby energetyczne komorek. Utrzymujac odpowiednie stezenie nukleotydow
adeninowych, AK reguluje glikolizg, cykl Krebsa, syntezg i B-oksydacje kwasoéw ttuszczowych,
aktywnos¢ kanalow jonowych uczestniczacych w sekrecji hormondéw peptydowych a takze receptorow
purynergicznych, endocytoze cholesterolu a takze aktywacje i agregacje plytek krwi. AK
zaangazowana jest w regulacje stezenia nukleotydéw adeninowych w roznych kompartymentach
komorkowych. Enzym ten moze by¢ wykorzystany w terapii niektérych choréb uktadu krwiono$nego
w celu zapewnienia efektywnego dostepu ATP. Zwigkszonej ekspresji AK w kardiomycytach
towarzyszy obnizona aktywnos$¢ kinazy kreatynowej. Laczenie si¢ ptytek krwi moze doprowadzi¢ do
blokady naczyn krwionosnych a takze niedotlenienie komdrek serca i mozgu. Zmutowana Kinaza
adenylanowa moze powodowaé obnizenie stezenia ADP, ktory indukuje tworzenie skrzepéw w

uszkodzonych naczyniach krwionosnych.



Nukleotydy adeninowe sg najbardziej uniwersalnymi czgsteczkami w organizmach zywych.
ATP jest zaangazowany w wielu metabolicznych procesach komérkowych jako glowne zrédio
energii oraz czynnik warunkujacy aktywno$¢ wielu enzymow. W ukladzie krwionosnym ATP,
ADP i adenozyna uczestnicza w regulacji proceséw zapalnych i krzepnigcia krwi oraz w pracy
migsni naczyn krwionosnych.

Z posréd dziewigeiu znanych izoenzyméw u czlowieka, AK1 i AK2 ulegaja ekspresji w
komorkach ukladu krwionosnego, regulujg homeostaze i wykazujg najwyzsza specyficzno$é
wzgledem nukleotydéw adeninowych,

W zwigzku z tym celem badan objgtych rozprawg byta charakterystyka biochemiczna dwéch
izoenzymoéw AKI1 i AK2. Ponadto waznym zagadnieniem podjetym w pracy byla analiza

aktywnosci AK w surowicy krwi pacjentow z ostrym zespolem wiencowym.

2. Ogolna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Praca (124 strony) sktada si¢ z nastepujacych rozdzialow:

- wstep, ktory zawiera krytyczny przeglad literatury dotyczgcej sygnalizacji purynergicznej w
ukladzie krwionosnym, charakterystyki kinaz adenylanowych,

- materialy i metody,

- wyniki badan wlasnych,

- dyskusja,

- wnioski.

- pismiennictwo (150 pozycji).

Rozprawa przedstawia jasno i przejrzyscie zalozenia i cele badan. Jednoznacznie opisane sa

poszczegllne eksperymenty a wnioski przedstawione klarownie. Praca napisana jest w pierwszej

osobie liczby pojedynczej. Doktorantka wielokrotnie i jednoznacznie podkresla swéj udziat w

badaniach jak ,badane przeze mnie enzymy” oraz ,,moim zdaniem”.

3. Glowne wyniki badan przedstawionych w rozprawie

3.1. AKI1 i AK2 czlowicka otrzymano metoda ekspresji w bakteriach. Biatka te zawieraly
znaczniki S-tag przy koncu aminowym i His-tag przy koncu karboksylowym. AKI
pozyskiwano z rozpuszczalnej frakeji bialek bakteryjnych, natomiast zrédlem AK2 byly
ciata inkluzyjne.

3.2. Homogenny enzym AKI1 po oczyszczaniu metodg chromatografii powinowactwa na IDA-

Sepharose-C3 i Blue-Sepharose charakteryzowatl si¢ aktywnoscia whasciwa 54 U/mg. AK2
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po wstepnym usunigciu dodatkowych bialek i chromatografii na IDA-celulozie-C3 oraz
renaturacji wykazywat aktywnos¢ wlasciwg 18 U/mg.

Wydajnos¢ reakceji kinazowania w obecno$ci obu enzyméw byla najwyzsza dla ATP.
Reakcja ta przebiega réwniez w obecnosci innych tréjfosforanéw nukleozyddéw i jest r6zna
dla AK1 (zmniejsza si¢ od ATP, CTP, GTP, UTP, TTP) i AK2 (aktywno$¢ zmniejsza sie od
ATP, UTP, CTP, GTP, TTP).

Aktywnosci AK1 i AK2 czlowieka zaleza gléwnie od réznego stezenia jonéw magnezu. Dla
AK2 w reakcji syntezy ATP i ADP wynosi ono 6 mM MgCl,. W przypadku AK1 dla
syntezy ADP jest to 0.5-2 mM MgClI2.

AK1 w odroznieniu od AK2 wykazuje wysokg aktywnosé rowniez w obecnosci kobaltu.
Doktorantka badajgc wlasciwoscei kinetyczne izoenzyméw AK czlowieka zauwazyla, ze
klasyczna definicja AK nie jest precyzyjna i wymaga rewizji. Pokazala, ze enzymy te
wykorzystuja nie tylko nukleotydy adeninowe.

AK1 wykazuje wysoka aktywnos¢ w kwasnym pH. Optymalna wartos¢ pH dla syntezy ATP
wynosi 5 a dla syntezy ADP ma dwa maksima przy 5 i 8. Obserwacja ta moze mie¢ istotne
znaczenie dla regulacji homeostazy nukleotydowej i metabolizmu energetycznego komérki.
Polifosforany dinukleozydéw sa inhibitorami AK1 i AK2. ApsA inhibuje synteze ATP
katalizowang przez AK1 (95%) i syntez¢ ADP w 83% przy stosunku do substratéw 1:50.
AKI nie uczestniczy w metabolizmie ADP w proagregacyjnych stezeniach (mikromolowe) i

nie hamuje procesu agregacji ptytek krwi.

3.10. Nie zauwazono korelacji migdzy aktywnoscig kinazy adenylanowej a stezeniem troponin

sercowych,

4. Uwagi dotyczace wynikow oraz pracy

4.1.

4.2.

Doktorantka na podstawie pracy przegladowej innych autoréw, opracowala rycine
przedstawiajgca udzial zewnatrz komoérkowych enzyméw w metabolizmie puryn oraz
zaznaczyla udzial kinazy adenylanowej. Majac w s$wiadomo$ci mechanizm reakcji
katalizowanej przez AK przedstawiony schemat (Rycina 1) nie jest jednoznaczny.

W paragrafie 2.5 (strona 22) Autorka pisze, ze mimo podobnego planu budowy sekwencje
aminokwasowe ludzkich izoenzyméw AKI-AK9 wykazujg bardzo zréznicowane
podobienstwo struktur pierwszorzgdowych. Wydaje sie, ze réznice miedzy nimi sa
zasadnicze i warto przedyskutowa¢ ten problem odnoszac si¢ do masy czgsteczkowej tych

enzymow.
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Obserwowane roznice w  specyficznosci substratowej wzgledem  trojfosforandw
nukleozydéw, Doktorantka probuje objasni¢ wydajnosciami reakcji. Sugeruje, ze dla
wyjasnienia tego nalezaloby okresli¢ Km dla substratow. Mozna zapytaé, dlaczego tego
zadania nie podjela. Ponadto pozyteczne byloby spojrzenie na budowe centrum aktywnego i
swoiste wigzanie zasady heterocyklicznej oraz reszt fosforanowych do tych biatek. Wazne
znaczenie ma potencjalna ilo$¢ miejsc protonodonorowych i protonoakceptorowych oraz
inne reguly Lipinskiego.

Analizowano wplyw jonéw metali dwuwarto$ciowych (magnezu, manganu, wapnia, cynku,
kobaltu, miedzi) na aktywno$¢ AKI1 i AK2. Poza stwierdzeniem ich zréznicowanego
wplywu na szybko$¢ reakeji katalizowanej przez AK, Doktorantka tej obserwaciji szerzej nie
analizuje. Mozna by zapyta¢ o wlasciwosci fizykochemiczne tych jondw oraz ich znaczenie
dla aktywnosci enzymu. Okreélenie, ze jony metalu wigza sie z di- i tri-fosforanem
nukleozydu ochraniajg ujemny fadunek reszty fosforanowej wydaje sie niefortunne.
Doktorantka stwierdza, ze przeprowadzona analiza matematyczna wykazala, ze AK1 moze
wystepowaé w postaci tetrameru, a AK2 w postaci trimeru. Takie stwierdzenie wymaga
pokazania szczegélow tego podejécia a wniosek wymaga mocnego uzasadnienia. Nalezy
zapyta¢, na jakiej podstawie doktorantka stwierdza, ze jej zdaniem tworzenie form
oligomerycznych AK1 i AK2 jest spowodowane przez ATP.

W pracy wykorzystywany jest ApsA jako inhibitor AK1 i AK2 oraz mozliwe konsekwencije
tego faktu. Dyskutujac o potencjalnych wiasciwosciach polifosforanéw i konsekwencjach
biologicznych, nalezy przywota¢ informacje dotyczace syntezy tego zwigzku w komérkach.
Doktorantka uzywa wielokrotnie stwierdzenie ,.moim zdaniem”. Takie postgpowanie oparte
na solidnych argumentach nalezy doceni¢ i podkresli¢ odwage w wyciaganiu wnioskéw i
stawianiu hipotez. Nalezy jednak pamigta¢, aby nie popas¢ w obszar spekulacji przywolujac
bardzo ogdlne stwierdzenia stabo uzasadnione (np. str. 101, 102).

Na stronie 109 Autorka pisze, ze nie moze wykluczy¢, ze brak hamowania agregacji ptytek
krwi przez AK1 czlowieka, moze wynika¢ z obecnosci ApsA w badanym osoczu. Jesli tak
to nasuwa si¢ pytanie, dlaczego taka analiza nie zostala wykonana a okreslona mozliwosé
wykluczona.

Bledy zauwazone w pracy. Referencje 137 i 142 sg identyczne. Nie ma czasopisma FEBS

(Ref. 147). Zapis Ref. 8 jest niejasny. Zapis czasopism jiednowyrazowych — Biochem (Ref.
46 199). Zapis Ref. 60, 62 i 63, Ref 75, 78, 124, 129.



