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Recenzja przewodu doktorskiego mgr Magdaleny Wujak pt. ,Charakterystyka i

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

Temat:

Wkrotce po transformacji ustrojowej przyjechat do Polski prof. Laskowski
amerykanski biochemik polskiego pochodzenia. Na wyktadach przedstawiat wyniki
swoich badan, ale tez dawat dobre rady dotyczace tematyki badawczej, czym polscy
uczeni mogg si¢ zajmowac a jakich tematéw unikaé. Wg prof. Laskowskiego nalezato
unika¢ tematow gorgcych, waznych ze wzgledéw poznawczych, a ktérych wyniki mogty
by mieé¢ praktyczne zastosowanie np. w diagnostyce lekarskiej. Prof. Laskowski mowit,
Ze nad takimi tematami pracuje wiele zespotéw badawczych i polskie zespoty nie majg
szans na osigganie dobrych wynikéw w warunkach ostrej konkurencji, przy naszych
licznych brakach aparaturowych i odczynnikowych. Rady prof. Laskowskiego wynikaty ze
znajomosci polskich realiéw i byly podyktowane ogromng zyczliwoscig, jaka niezmiennie

wykazywat w stosunku do Polakéw.

Temat pracy doktorskiej zaproponowany przez prof. Komoszynskiego Pani
Magdalenie Wujak nalezy do takich goragcych tematéw. Utrzymywanie statego stezenia
zwigzkbw  wysokoenergetycznych jest niezbednym warunkiem prawidiowego
funkcjonowania komérki, a stan energetyczny komérki moze by¢ i jest monitorowany na
wiele sposobow bedac waznym wskaznikiem stanu zdrowia organizmu. Odkrycie ATP
‘byto kolejnym krokiem milowym na drodze poznawania czgsteczek wystepujacych w
zywej komoérce i niezbednym etapem na drodze odkrycia glikolizy fosforylujgcej czyli



szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa. A wigc temat temat gorgcy czyli krok $miaty, ale w
przypadku prof. Komoszyriskiego w petni uzasadniony. Jego dorobek w dziedzinie
ektoenzyméw i znajomo$¢ reakcji katalizowanych przez nukleozydazy umoziiwiaty

prawidtowe planowanie badan i analizowanie wynikéw do$wiadczen.
Warsztat badawczy:

W ciggu minionych 25 lat dokonat sie¢ ogromny postep w wyposazeniu naszych
laboratoriow. Prof. Laskowski stusznie przestrzegat przed podejmowaniem tematéw
gorgcych. Kazdy kto ma lat 50 i wiecej pamigta czasy gdy na zaméwione odczynniki
czekato si¢ latami. Spektrofotometry pojawiaty sie tylko w nielicznych laboratoriach a
wirdwki najczesciej pochodzity z NRD. Ogromny skok dokonat sie¢ w enzymologii.
Enzymy izolowato si¢ z tkanek pochodzacych ze zwierzat eksperymentainych takich jak
kroliki, szczury lub myszy nieliczni otrzymywali tkanki do badari z Zaktadéw Medycyny
Sadowej, a o enzymami rekombinowanym zajmowali si¢ nieliczni badacze. Sgdzac po
wynikach uzyskanych przez Panig Magdalene Wujak laboratorium prof. Komoszyriskiego
jest dobrze przygotowane do prowadzenia nowoczesnych badan.

Cel pracy:

Charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych i kinetycznych izoenzyméw AK1 i
AK2 cztowieka byto pierwszym celem badan. W drugim etapie analiza aktywnosci kinazy
adenylanowej w surowicy krwi pacjentdbw z ostrymi zespotami wieficowymi w celu
wykazania réznic w aktywnosci AK we krwi w warunkach fizjologicznych i patologicznych
oraz stwierdzenie czy w diagnostyce zawatu serca mozna uzywacé kinazy adenylanowej

jako markera tego schorzenia. Trzeci etap to préba wyjaénienia AK w regulacji

hemostazy.

Wyniki:

Izoenzymy kinaz adenylanowych sg dostepne komercyjnie ale majg kiepskie
parametry kinetyczne. Pozostawata izolacja z tkanek lub otrzymanie enzymoéw
rekombinowanych. W badaniach doktorantka postuzyta sie enzymami rekombinowanymi
czyli musiata pozna¢ techniki stosowane w biologii molekularnej zaczynajgc od
konstrukcji plazmidu a konczac na produkcji biatek przez szczepy bakteryjne.
Poréwnujgc biatka otrzymywane z tkanek z biatkami rekombinowanymi obie techniki
majg swoje wady i zalety. Zaletg biatek rekombinowanych jest wysoka wydajno$é
preparacji, natomiast czesto wprowadza sie dodatkowe sekwencje aminokwasowe np.



reszty histydynowe, co moze wplywaé na wiasciwosci enzyméw. W przypadku
izolowania biatek zasadniczym celem jest otrzymanie biatka takiego jakie wystepuje in
vivo. Niektore z biatek wystepujgce w komoérce ulegajg potransiacyjnej modyfikacji np.
ulegajg fosforylacji lub glikozylacji lub jak niektére z kinaz mirystylacji natomiast biatka
rekombinowane nie ulegajg potranslacyjnej modyfikacji, a wiec mogg sie rézni¢ od
biatek wystepujgcych in vivo, gdyz potranslacyjna modyfikcja w wielu przypadkach
zmienia wlasciwosci kinetyczne enzyméw. Natomiast 1zolowaniu biatek z tkanek czesto
towarzyszy niepozgdana modyfikacja proteolityczna, jak np. przy otrzymywaniu
krysztatow miesSniowej aldolazy metodg Taylora.

Na wstepie doktorantka dokonata analizy bioinformatycznej sekwencji AK1 i AK2,
uwazam ze jest to wtasciwy krok przed produkcjg AK1 i AK2 w komérkach bakteryjnych

Doktorantka otrzymata dwa izoenzymy AK1 i AK2 elektroforetycznie homogenne i
mogta przystgpic do oznaczania parametrow kinetycznych izoenzyméw. Przyrost
produktu byt mierzony punktowo Wyznaczenie Km dla enzyméw katalizujgcych reakcje
dwusubstratowe jest bardziej zlozone anizeli dla Km dla reakcji jednosubstratowych.
Zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu, zaleznosci szybkosci reakcji od pH
oraz od stezenia jonéw metali zostaty przedstawione w postaci wykreséw. Sg to wazne
wyniki zastugujgce na opublikowanie natomiast przed publikacjg proponuje zebranie
oznaczonych parametrow kinetycznych w tabeli. Taka tabela przydata by sie rowniez w
niniejszej dysertacji.

Po wyizolowaniu izoenzyméw AK1 i AK2 i wyznaczeniu ich parametrow

kinetycznych doktorantka przystapita do badar klinicznych mierzac aktywnosci kinazy
adenylanowej w surowicy krwi pacjentébw z ostrymi zespotami wieficowymi w celu

wykazania roznic w aktywnos$ci AK we krwi w warunkach fizjologicznych i patologicznych
oraz stwierdzenie czy w diagnostyce zawatu serca mozna uzywac kinazy adenylanowej
jako markera tego schorzenia. Z wiasnych doswiadczenn wiem jak trudne sg badania
kliniczne. Wymagajg wspotpracy z lekarzem lub lekarzami, ponadto zawierajg duzy
element przypadkowosci. Badani pacjenci powinni by¢ w jednym przedziale wiekowym a
badanych przypadkéw powinno by¢ nie mniej niz 30. Niestety otrzymane wyniki nie
wskazujg na to aby kinazy adenylanowe mogty stuzyé jako marker ostrych zespotow
wiencowych

Trzecia cze$¢ pracy bylg probg wyjasnienia roli AK w regulacji hemostazy.
Doktorantka stwierdzita, ze AK1 nie hamuje agregacji ptytek krwi.

Na zakoriczenie Doktorantka przedstawita nastepujgce wnioski bedgce podsumowaniem



pracy:
1. ATP wysokich stezeniach staje sie ligandem modyfikujacym strukture AK kinetyka

obu izoenzymoéw staje sie sigmoidalna i nastepuje wzrost syntezy ADP.

2. Aktywnos¢ kinaz ro$nie w pH kwasnym wskazuje to na rosnacq role w regulacii
tadunku energetycznego w warunkach niedotlenienia.

3. Jony magnezu, manganu i kobaltu stymulujg aktywno$é AK1

4. W aktywnosci kinazy adenylanowej w surowicy krwi cztowieka najwiekszy udziat ma
izoenzym AK1

5. Niskie powinowactwo AK1 do ADP powoduje, ze ten izoenzym nie hamuje
agregaciji ptytek krwi

6. Doktorantka sugeruje, ze gtéwng przyczyng wzrostu aktywnoéci kinazy
adenylanowej w surowicy krwi pacjentéw z zawatem serca jest uszkodzenie btony
komorkowej kardiomiocytow.

7. Doktorantka nie znalazta korelacji miedzy aktywnoscig kinazy adenylanowej

a stezeniem troponin sercowych co wyklucza stosowanie kinazy adenylanowej jako

specyficznego markera zawatu serca.

Rozprawa zostata zaopatrzona obszernym wstepem napisanym w spos6b
kompetentny w oparciu o wspébtczesng literature przedmiotu. Doktorantka opisata
wystepowanie i wiasciwosci kinaz, jak réwniez ich funkcjonowanie w organizmach
zdrowych i w niektorych stanach chorobowych Jezyk poprawny aczkolwiek nie

ukrywam, ze szereg terminéw nie podoba mi sie np. termin solubilizacja. Po przeczytaniu
rozprawy nasuwa mi si¢ szereg pytan:

1. Czy nie tatwiej porownywa¢ parametry kinetyczne enzymoéw jesli sg zebrane w
Tabeli ?

2. W jaki spos6b ATP modyfikuje struktury kinaz ?

3. Czy wprowadzenie dodatkowych sekwencji do AK1 i AK2 np. fatka
heksahistydynowa nie ma wptywu na wiasciwosci kinetyczne enzymoéw?

4. Jak mozna by udowodni¢, ze wzrost aktywnosci kinazy w surowicy krwi pacjentéw
jest spowodowane uszkodzeniem btony kardiomiocytéw ?

5. Czy uwaza Pani,ze n jest miarg ilosci podjednostek w wielopodjednostkowym



enzymie?

Praca naukowa nie istnieje, dopdki nie zostanie opublikowana. Przyjgcie pracy do
druku oznacza, ze przeszia pozytywng ocene przez niezaleznych ekspertow, ale tu
trzeba napisaé, ze nie ma formalnego wymogu publikacji pracy doktorskiej przed jej
obrona, choé¢ nie ukrywam, ze brak publikacji obniza mojg oceng doktoratu. Natomiast
przed wystaniem pracy do druku proponuje¢ skorygowanie réwnan przedstawiajacych
reakcje katalizowang przez kinazy. Kinazy katalizujg reakcje odwracalng, w rozprawie
rysunki wskazujg na reakcje nieodwracaing.

Cennym zrodtem wiedzy o pracach i uczonych jest PubMed. Znalaztem tam
informacje, ze Pani M. Wujak jest pierwszym autorem lub wspétautorem czterech

publikacji. Dwéch eksperymentalnych: Roszek K, Biaszczak A, Wujak M, Komoszyriski M.Biochem Cell Biol. 2013
91(3):176-81. .

Wujak M, Banach M, Porowiriska D, Piskulak K, Komoszyriski M.Phytochemistry. 2013 93:8-17

i dwoch przegladowych: Porowiriska D, Wujak M, Roszek K, Komoszyriski M.

Postepy Hig Med Dosw . 2013 1;67:119-29. Wujak M, Komoszyriski M.Postepy Biochem. 2011;57(1):92-100.

Sadzac po streszczeniach artykutdw prace te nie pokrywajg sie z rozprawg doktorska.
Sa to jak méwit nasz klasyk ,plusy dodatnie”.

Wracajgc do kwestii doktoratu, doktorat to przeciez egzamin z umiejgtnosci
prowadzenia badan, opanowania warsztatu oraz wiedzy z tego obszaru w ktérym byly
prowadzone badania jak rowniez wiedzy ogélnej z biochemii i biologii molekularne;.
Odnoszac te kryteria do Pani Magdaleny Wujak oraz biorgc za podstawe oceny jej
rozprawe doktorska, jak réwniez jej dorobek publikacyjny stwierdzam, ze mgr Magdalena
Wujak spemia wszystkie wymagania stawiane osobom ubiegajgcym sie o stopien
doktora i przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Wujak do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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