STRESZCZENIE

Kinazy adenylanowe (AK, EC 2.7.4.3) to fosfotransferazy katalizujagce odwracalne reakcje
przeniesienia wysokoenergetycznych reszt B- i y-fosforanowych pomiedzy nukleotydami. Ich
podstawowa funkcja jest regulacja stgzenia nukleotydéw adeninowych, ktore stanowig jedne z
najbardziej uniwersalnych czasteczek organizméw zywych. W uktadzie krwionosnym, ATP, ADP i
adenozyna pelnig role czasteczek sygnalizacyjnych regulujagcych procesy immunologiczne,
hemostaze oraz szybkos$¢ przeptywu Krwi. Zaburzenie mechanizméw aktywacji i agregacji ptytek
krwi jest pierwotna przyczyna rozwoju procesow zapalnych, trombogenezy i miazdzycy. W
niedotlenieniu oraz zawale komorek migs$nia sercowego obserwuje si¢ wzrost aktywnosci kinazy
adenylanowej. Dotychczas nie okre$lono roli tego w regulacji procesu krzepniecia krwi, ani nie
przedstawiono kompleksowej charakterystyki biochemicznej izoenzyméw AK obecnych w
komorkach uktadu krwionosnego i we krwi. Gtownym celem tych badan byta charakterystyka
wiasciwosci fizykochemicznych i kinetycznych dwoch izoenzymow AKL i AK2 oraz analiza
statystyczna aktywnos$ci kinazy adenylanowej w surowicy Krwi pacjentow z ostrymi zespotami
wiencowymi. Badania te pozwolity oceni¢ przydatno$¢ AK jako markera niedokrwienia migsnia
sercowego oraz okresli¢ jej role w procesie agregacji ptytek krwi. Do analizy wlasciwosci
kinetycznych uzyto ludzkich izoenzymow AK1 i AK2 zsyntetyzowanych w prokariotycznym
systemie ekspresyjnym. W niniejszej pracy opracowano metode ekspresji i oczyszczania tych biatek
oraz renaturacji in vitro AK2. Charakterystyka AK1 i AK2 obejmowata okreslenie specyficznosci
substratowej wzgledem trifosforanéw nukleozydow, optimum pH, statych powinowactwa do
nukleotydow adeninowych, wrazliwosci na jony metali dwuwarto$ciowych oraz ApsA - inhibitor
kinaz adenylanowych. Przeprowadzone badania udowodnity, ze enzymy te nie sa bezwzglednymi
ATP:AMP fosfotransferazami. Ich powinowactwo do ADP i ATP jest nizsze od kKinazy kreatynowe;j.
Duza stabilno$¢ w kwasnym pH izoenzymow AK1 i AK2 umozliwia im wydajne funkcjonowanie w
warunkach niedotlenienia. Mimo podobnego planu budowy enzymy te r6znig si¢ wrazliwoscig na
jony metali dwuwarto$ciowych oraz ApsA. Przedstawione badania wskazujg rowniez, ze AKL i
AK2 sa regulowane przez ATP na drodze allosterycznych oddziatywan. Na podstawie silnej
wrazliwosci na ApsA udowodniono, ze we Kkrwi cztowieka dominuje izoenzym AK1, ktory
wydajniej katalizuje reakcje syntezy ATP niz ADP, jednak w warunkach in vitro nie hamuje on

agregacji ptytek Krwi.



