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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kinazy adenylanowe (AK, EC 2.7.4.3) to powszechnie wystepujace fosfotransferazy, katalizujace
odwracalng reakcje przeniesienia wysokoenergetycznych grup p- i y-fosforanowych miedzy
nukleotydami. Wszystkie sklasyfikowane AK wykazuja podobny plan budowy: zawieraja duza
centralng domene CORE, domeny wigzace monofosforan i trifosforan nukleozydu (NMPbd
i NTPbd) oraz domene LID. Analizujgc podobiefistwo sekwencji aminokwasowej u cztowieka,
zidentyfikowano az dziewie¢ izoenzymdw AK, charakteryzujacych sie rézna lokalizacja narza-
dowo-tkankowa i subkomérkowa. Sposrédd tych kinaz tylko dwie: AK1 i AK2, spetniaja kryterium
strukturalne i funkcjonalne, wykazujac najwyzsze powinowactwo do nukleotydéw adenino-
wych i wykorzystujgc tylko AMP lub dAMP w roli akceptora reszty fosforanowej. Poszczegdlne
izoenzymy AK biora udzial w utrzymaniu homeostazy nukleotydowej, monitoruja zaburzenia
tadunku energetycznego komdrki, dostarczajg wysokoenergetycznych substratéw niezbednych
do regulowania funkcji kanatéw i transporterédw oraz zewnatrzkomdrkowvch ligandéw recep-
toréw nukleotydowych P2 w duzych, regulacyjno-transportowych kompleksach biatkowych.
W stanach patologicznych organizmu moga przejmowa¢ funkcje innych kinaz, zastepujac np.
kinaze kreatynowa w niedotlenionym miesniu sercowym. Ukierunkowana mutageneza oraz
badania genetyczne chordb, takich jak aleukocytoza, niedokrwisto$¢ hemolityczna, pierwotna
dyskineza rzesek (PCD), pozwolity na powigzanie obecno$ci i aktywnosci AK z etiologia tych
choréb. Wykazano réwniez udziat AK w regulacji réznicowania i dojrzewaniu komérek, a takze
w apoptozie i onkogenezie. Szeroki zakres proceséw, w ktére sg zaangazowane kinazy ade-
nylanowe oraz skorelowanie ich z rozwojem choréb, zacheca do podjecia dalszych badar nad
AK i przemawia za medycznym aspektem wykorzystania kinazy adenylanowej w diagnostyce
i terapii niektdrych schorzen. Praca systematyzuje obecny stan wiedzy dotyczacy budowy,
wiasciwosci i funkeji ludzkiej kinazy adenylanowe;.

kinaza adenylanowa » homeostaza nukleotydowa - tadunek energetyczny komorki - sygnalizacja
nukleotydowa

Summary

Adenylate kinase (AK, EC 2.7.4.3) is a ubiquitous phosphotransferase which catalyzes the rever-
sible transfer of high-energy p - and y-phosphate groups between nucleotides. All classified AKs
show a similar structure: they contain a large central CORE region, nucleoside monophosphate
and triphosphate binding domains (NMPbd and NTPbd) and the LID domain. Analysis of amino
acid sequence similarity revealed the presence of as many as nine human AK isoenzymes, which
demonstrate different organ-tissue and intercellular localization. Among these kinases, only
two, AK1 and AK2, fulfill the structural and functional criterion by the highest affinity for
adenine nucleotides and the utilization of only AMP or dAMP as phosphate acceptors. Human
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AK isoenzymes are involved in nucleotide homeostasis and monitor disturbances of cell energy
charge. Participating in large regulatory protein complexes, AK supplies high energy substrates
for controlling the functions of channels and transporters as well as ligands for extracellular
P2 nucleotide receptors. In pathological conditions AK can take over the function of other
kinases, such as creatine kinase in oxygen-depleted myocardium. Directed mutagenesis and
genetic studies of diseases (such as aleukocytosis, hemolytic anemia, primary ciliary dyskinesia
(PCD)) link the presence and activity of AK with etiology of these disturbances. Moreover, AK
participates in regulation of differentiation and maturation of cells as well as in apoptosis and
oncogenesis. Involvement of AK in a wide range of processes and the correlation between AK
and etiology of diseases support the medical potential for the use of adenylate kinases in the
diagnosis and treatment of certain diseases. This paper summarizes the current knowledge
on the structure, properties and functions of human adenylate kinase.
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5’-NT - 5’-nukleotydaza; acylo-CoA - acylokoenzym A; ADO - adenozyna; ADP - adenozynodifos-
foran, difosforan adenozyny; AK - kinaza adenylanowa; AMP - adenozynomonofosforan, mono-
fosforan adenozyny; AMPK - kinaza biatkowa zalezna od AMP; ANT - translokator nukleotydow
adeninowych; Ap, A - diadenozynopolifosforan; apo-A1 - apolipoproteina 1; ATP — adenozynotri-
fosforan, trifosforan adenozyny; CK - kinaza kreatynowa; dTMPK - kinaza tymidylanowa; DUSP26
- fosfataza biatkowa; FADD - biatko zdomenga smierci sprzezone z receptorem Fas; GAPDH - de-
hydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; GPDH - dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa;
GUK - kinaza guanylanowa; K ., — kanat potasowy zalezny od ATP; Kir6.x - podjednostka struktu-
MCC - oczyszczanie $luzowo-rzeskowe; MEF2C - miogeniczny czynnik transkrypcyjny;
MTHSP75 - mitochondrialne biatko szoku cieplnego 75; NAD* - dinukleotyd nikotynoamidoade-
ninowy w postaci utlenionej; NF-kB - czynnik transkrypcji jadrowej kappa B; NMPbd - domena
wiazaca monofosforan nukleozydu; NDPK - kinaza difosforanéw nukleozydéw; NMPK - kinaza
monofosforanéw nukleozydéw; NPPaza - pirofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydowa; NTPbd
- domena wigzaca trifosforan nukleozydu; NTPDaza - fosfohydrolaza di- i trifosfonukleozyddw;
P2 - receptor nukleotydowy; P2X - jonotropowy receptor nukleotydowy; P2Y - metabotropowy
receptor nukleotydowy; p53 - czynnik transkrypcyjny o wtasnosciach supresora nowotworowego;
PCD - pierwotna dyskineza rzesek; PGK - kinaza fosfoglicerynianowa; PK - kinaza pirogronia-
nowa; RD - dysgenezja siateczki; ROS - reaktywne formy tlenu; SCID - ciezki ztozony niedobor
receptor sulfonylomocznikowy; TCA - cykl
kwaséw tréjkarboksylowych; TRAIL - ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze;
UMP-CMPK - kinaza urydyno-cytydylanowa; VDAC - kanat anionowy zalezny od napiecia, poryna;

Wykaz skrétow:
ralna Kyrpr
odpornosci; SUR - podjednostka regulatorowa K, ..,
VSCC - kanat wapniowy zalezny od napiecia
Wsrep

muje réwniez kinazy guanylanowe (GUK, EC 2.7.4.8),

kinazy tymidylanowe (dTMPK, EC 2.7.4.9) oraz kinazy

Kinazy adenylanowe (adenylate kinases, AK; EC 2.7.4.3)
sa enzymami powszechnie wystepujacymi zaréwno
w organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycznych.
Nalezg do rodziny kinaz monofosforanéw nukleozydéw
(nucleoside monophosphate kinases, NMPK), ktéra obej-

urydyno-cytydylanowe (UMP-CMPK, EC 2.7.4.14) [24,49].

Poczatkowo kinaze adenylanowa definiowano jako
ATP:AMP fosfotransferaze katalizujagca odwracalna
reakcje przeniesienia wysokoenergetycznych grup p -
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i y-fosforanowych miedzy nukleotydami adeninowymi
(ATP, ADP i AMP) zgodnie z réwnaniem:

Mg ATP + AMP <> Mg ADP + ADP

Badania wykazaty jednak, ze wiekszo$¢ ziden-
tyfikowanych do tej pory kinaz adenylanowych
wykorzystuje réwniez inne rybonukleotydy i deoksy-
rybonukleotydy jako akceptory i donory reszty fos-
foranowej [40,47,49,50]. Réznorodnos$é whasciwosci
fizykochemicznych i kinetycznych izoenzyméw AK,
nowe fakty potwierdzajace ich zwigzek z rozwojem
niektérych chordb, jak réwniez nie w petni poznany
potencjat biologiczny sprawiajg, iz coraz cze$ciej bada
sie jaka role petnig w regulacji proceséw metabolicz-
nych komérek. W pracy przedstawiono informacje na
temat budowy, mechanizmu dziatania i funkcji kinaz
adenylanowych w organizmach zwierzecych.

BubowA KINAZ ADENYLANOWYCH

Kinazy adenylanowe sa zbudowane z pojedynczego tan-
cucha polipeptydowego. Zidentyfikowano nieliczne
przypadki homooligomeryzacji AK, natomiast przybywa
doniesien o interakcji i/lub asocjacji kinazy adenylano-
wej z pojedynczymi makromolekutami badZ z wysoce
zorganizowanymi kompleksami biatkowymi maszynerii
komérkowej [9,29,32,38,39,59]. AK mogg ulegaé acetyla-
¢ji lub mirystylacji, co utatwia ich wigzanie lub asocja-
cje z blonami komérkowymi, mitochondrialnymi lub
jadrowymi [11,30,34]. Przykladem modyfikacji potran-
slacyjnej jest mirystylacja ludzkiego izoenzymu AK1.
Powstajaca w wyniku alternatywnego splicingu izoforma
AK1p ma na N-koricu dodatkowy fragment 18 aminokwa-
séw stanowiacy sygnat mirystylacji. Zakotwiczenie AK1p
w blonie komérkowej fizycznie zbliza jg do sensoréw
metabolicznych lub pozwala jej na funkcjonowanie jako
ekto-AK z centrum aktywnym skierowanym na zewnatrz
komdrki [11,30,58]. W warunkach stresu oksydacyjnego
kinazy adenylanowe szczurzych hepatocytéw i ludzkich
komérek pierwotnego raka watroby ulegaja S-glutatio-
nylacji. Wskazuje to na regulacje aktywnosci tych enzy-
mdéw przez stan oksydoredukcyjny komérki [23].

Niezaleznie od pochodzenia kinazy adenylanowe cha-
rakteryzuja sie podobnym planem budowy opartym na
strukturze alfa-beta. Enzymy te sa zbudowane z kilku
zakonserwowanych regionéw: regionu centralnego
(CORE), domeny wiazacej monofosforan nukleozydu
(NMPbd), domeny wigzacej trifosforan nukleozydu
(NTPbd) oraz domeny LID [13,24,25,40,42,53]. Region
CORE sktada sie z réwnolegle utozonych struktur
B-harmonijki otoczonych a-helisami [46]. W jego obre-
bie, w poblizu N-korica polipeptydu, znajduje sie domena
wigzaca NTP, ktéra sktada sie z centralnie potozonej
B-harmonijki otoczonej po obu stronach a-helisami. Naj-
istotniejszym elementem NTPbd jest petla P (okres$lana
réwniez jako motyw Walkera A) o zakonserwowanej
sekwencji aminokwasowej GXXXXGK(T/S) [31]. Petla P
ma podstawowe znaczenie dla katalizy, poniewaz oddzia-

tuje z grupami fosforanowymi zwigzanego trifosforanu
nukleozydu oraz dwuwarto$ciowym jonem metalu koor-
dynujacym B- i y-fosforan. Miejsce wigzania NTP ma
postaé kieszeni formowanej przy wspétudziale domeny
LID i regionu CORE. Wzajemna orientacja domen NMPbd
i LID, jak réwniez ich przestrzenny dystans do regionu
CORE, decyduja o ostatecznej konformacji kinaz adeny-
lanowych, co wplywa na proces wigzania substratéw,
stabilizacje stanu przej$ciowego, jak réwniez sam trans-
fer reszty fosforanowej [12,13,40,53].

MECHANIZM KATALIZY AK

Podczas swojego cyklu katalitycznego kinaza adenyla-
nowa przechodzi duze zmiany konformacyjne. Prowa-
dzone w ostatnich latach badania krystalograficzne oraz
modelowanie komputerowe struktur kinazy adenyla-
nowej podwazaja wczes$niejszy model indukowanego
dopasowania enzymu do substratu, w ktérym to enzym
wystepuje tylko w postaci dwéch skrajnych konforma-
cji - otwartej (open - przed zwigzaniem substratéw)
i zamknietej (closed - po ich zwigzaniu) [5,8,13,18,53].
Coraz cze$ciej przyjmowanym modelem opisujacym
wigzanie substratéw przez AK jest model selekcji kon-
formacyjnej (conformational selection model lub popu-
lation-shift model), wedtug ktérego enzym osiaga
réwnowage konformacyjna spo$réd wielu metastabil-
nych stanéw natywnych [3,53]. W czasie tranzycji open-
-closed AK przechodzi przez kolejne posrednie stany
metastabilne, podczas ktérych przemieszczeniu ulegaja
domeny LID i NMPbd, z kolei region CORE nie zmienia
swojej konformacji. W postaci otwartej i bez zwigza-
nych substratéw (tzw. apo-AK), domena LID znajduje
sie w potozeniu dystalnym w stosunku do regionu CORE
i NMPbd. Po zwigzaniu NTP jego reszty fosforanowe
oddziatujg z natadowanymi resztami aminokwasowymi
domeny LID i regionu CORE [8,12,25,40,42,46]. Nastepuje
indukowane przemieszczanie sie domeny LID w kie-
runku regionu CORE, co skutkuje przykryciem miej-
sca aktywnego dla NTP. Zwigzanie NMP przez domene
NMPbd powoduje kolejne zmiany konformacyjne, pole-
gajace na przemieszczaniu sie domeny NMPbd w kie-
runku regionu CORE i domeny NTPbd, czego wynikiem
jest uformowanie drugiej kieszeni z ostonietym miej-
scem aktywnym wigzacym NMP [13,18,25,31,42,46,53].
Zmiana potozenia domeny LID eliminuje niepozadane
oddziatywania substratu z woda przez zamkniecie miej-
sca katalitycznego ponad zwigzanym NTP. Przemieszcza-
nie sie domeny NMPbd w kierunku petli P pozycjonuje
czgsteczki substratéw w odpowiedniej orientacji, a to
ulatwia przeniesienie grupy y-fosforanowej z NTP na
NMP i utworzenie dwdch czgsteczek NDP. Podczas trans-
feru reszty fosforanowej nie nastepuje zadna tranzy-
cja konformacji enzymu. Etapem limitujgcym szybko$¢
reakcji enzymatycznej jest otwieranie domen NMPbd
i LID, po ktérym nastepuje uwolnienie produktéw z obu
miejsc aktywnych AK [13,49,53].

W procesie katalizy istotng role odgrywaja dwuwarto-
$ciowe jony metalu, przede wszystkim magnezu. Two-
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rzgc kompleks z trifosforanem nukleozydu, chronia
tadunek jego reszty fosforanowej przed atakiem nukle-
ofilowym, pozycjonuja taficuch fosforanowy w odpo-
wiedniej orientacji do reszt aminokwasowych AK
o kluczowym znaczeniu podczas katalizy oraz utatwiaja
rozszczepienie wysokoenergetycznego wiazania [64].

LuDZzKIE 1Z0ENZYMY AK

Przyjmowane przez wielu wspéiczesnych badaczy kry-
teria klasyfikacji izoenzyméw ludzkiej kinazy adeny-
lanowej budza kontrowersje. Stosujgc podobieristwo
strukturalne jako podstawe klasyfikacji, mozna wyréz-
ni¢ dziewie¢ izoenzymdw ludzkiej kinazy adenylanowe;j
(AK1-AK9). NMPbd, NTPbd i region CORE izoenzymdéw
AK wykazuja wyzszy stopiert zakonserwowania reszt
aminokwasowych niz domena LID. Jej dlugo$¢ i masa
czgsteczkowa sa czynnikiem klasyfikujgcym izoenzymy
AK w dwa typy. Do typu krétkiego nalezg izoenzymy,
u ktérych domena LID wystepuje jako pojedyncza petla,
a masa czasteczkowa polipeptydu nie przekracza 22 kDa
(ludzkie izoenzymy AK1, AK5, AK6). Masa czasteczkowa
AK typu dlugiego wynosi powyzej 25 kDa, natomiast
domena LID jest zbudowana z kilku przeciwréwnole-
glych struktur typu p (ludzkie izoenzymy AK2, AK3, AK4,
AK7, AK8, AK9) [5,18,24,40,47].

Mimo podobnego planu budowy, ludzkie izoenzymy AK
wykazuja w stosunku do siebie bardzo zréznicowany sto-
pieri identycznosci sekwencji aminokwasowych - od naj-
wyzszego miedzy mitochondrialnymi izoenzymami AK3
i AK4 (60%) czy tez cytosolowymi AK1 i AK5 (59%), po
drastycznie niski w przypadku AK1 i AK7 (jedynie 16%).
Relagje filogenetyczne AK1-AK9 w postaci nieukorzenio-
nego drzewa przedstawiono na ryc. 1.

Izoenzymy AK1-AK9 réznig sie lokalizacja subkomér-
kowa i tkankowo-narzadowa, jak réwniez witasciwo-
$ciami fizykochemicznymi i kinetycznymi (tab. 1).

Wiekszo$¢ enzyméw klasyfikowanych jako kinazy ade-
nylanowe (ATP:AMP fosfotransferazy) charakteryzuje
sie stosunkowo niewielkg swoistoécig substratowg. Jest
to szczegdlnie widoczne we wtadciwo$ciach kinetycz-
nych izoenzymdéw AK6, AK7, AK8 i AK9, ktére wykorzy-
stuja bogaty zakres rybo- i deoksyrybonukleotydéw jako
akceptory i/lub donory reszty fosforanowej [2,49,50,56].
Lepsza swoisto$¢ substratowa prezentujg izoenzymy
AK3 i AK4 (nazywane réwniez GTP:AMP fosfotransfera-
zami) i AK5 [47,48,49,62].

Naszym zdaniem, tylko izoenzymy AK1 i AK2 powinny
by¢ klasyfikowane jako kinazy adenylanowe, poniewaz
tylko one wykazuja najwyzsze powinowactwo do nukle-
otydéw adeninowych i wykorzystuja tylko AMP i dAMP
jako akceptory reszty fosforanowej [47,49,63]. Tym
samym, jako jedyne spo$réd wszystkich izoenzyméw AK
spetniaja kryterium tak strukturalne, jak i funkcjonalne.
Z tego wzgledu w pracy potozono szczegSlny nacisk na
udziat tych izoenzymdéw AK1 i AK2 w regulacji proceséw
komérkowych i rozwoju choréb.

UbziAL AK W STABILIZACJI HOMEOSTAZY NUKLEOTYDOWE) | KONTROLI
METABOLIZMU ENERGETYCZNEGO

Kinazy adenylanowe, katalizujac reakcje fosfotransferu,
uczestnicza w regeneracji i regulacji stezenia nukleoty-
déw we wszystkich przedziatach komérkowych (ryc. 2).
Tym samym enzymy te sg zaangazowane w utrzyma-
nie homeostazy nukleotydowej, ktéra jest niezbedna
do przeprowadzenia i podtrzymania ztozonych funkcji
komdérkowych. Regulujac stezenie nukleotydéw wcho-
dzacych w sktad tadunku energetycznego, AK kontroluja
szybko$¢ przemian w réznych szlakach metabolicznych.
Stezenie nukleotydéw modyfikuje aktywnos$é wielu
enzymdw, wptywa na aktywacje i inaktywacje kanatéw
jonowych i receptoréw nukleotydowych zaangazowa-
nych w transdukcje sygnatéw tak wewnatrz, jak i na
zewnatrz komérki [8,9,14,15,18,40,43,47,58,59,65]. Ze

* AK9

* AK7
AK4
— AK3
* AK2

* AK1

* AK5

* AK6

* AK8

Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne ludzkich izoenzymdw kinazy adenylanowej sporzadzone na podstawie wielokrotnego dopasowania sekwencji aminokwasowych
zdeponowanych w bazie UniProt: AK1 (P00568), AK2 (P54819), AK3 (Q9ULJ7), AK4 (P27144), AK5 (Q9Y6K8), AK6 (Q9Y3D8), AK7 (Q96M32), AK8 (Q96MAG),

AK9 (Q5TCS8)
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Tabela 1. Charakterystyka ludzkich izoenzymow kinazy adenylanowej. Przy lokalizacji tkankowo-narzadowej uwzgledniono poziom ekspresji danego izoenzymu

AK [II(VII)(;] pl Lokalizacja tkankowo-narzadowa Lokalizacja subkomérkowa Swoistos¢ substratowa
1 16 873 wszystkie tkanki; wysoki: migsnie cytosol, btona komédrkowa, ATP>dATP>NTP:
! ' szkieletowe, mézg, serce, erytrocyty jadro komérkowe AMP>dAMP
) 25 767 wysok!: \/Nz.qtrobé, nerki, serce; niski: . cytosol, przgstrzen . ATPSNTP-AMP
miesnie szkieletowe, ptuca miedzybtonowa mitochondrium
wszystkie tkanki z wyjatkiem erytrocytéw;
wysoki: watroba, serce, migsnie o ) GTP>ITP>dGTP>
3 26 d szkieletowe; Sredni: trzustka, nerki; niski: macierz mitochondriaina UTP:AMP
mézg, ptuca, tozysko
hipokamp i watroba (specyficzno$¢
4 253 8,47 rozwojowa); wysgku nerkl.qu'tr.oba; Sredni macierz mitochondrialna GTP>ATP:AMP
serce, zotadek, jajniki;
niski: jelita, jadra, jajowody
mozg (specyficznos¢ rozwojowa), serce; . X ATP:AMP; GTP:AMP; ATP:dAMP>GTP:CMP>
> 2 538 inne tkanki: brak badari Qtosol, jadro komérkowe GTP:dCMP
ruczoty adrenergiczne; inne tkanki: brak (TP>UTP>dCTP>ATP>
6 2 448 9 gba W ' jadro komérkowe GTP>dATP>dTTP>dGTPAMP/
dAMP>CMP/dCMP
I w7 4 ke e thenia ety ool ARAE> P> AANE>
' ' S0t Jacra; Sredni: Fhawlca, Jajowocys Y ACMP; GTP:AMP/CMP/dCMP
niski: ptuca, mézg
- ATP:CMP>AMP>dAMP;
8 54,9 571 watroba, ptuca, trzustka, tchawica, jadra cytosol GTPAMP/CMP/ACMP
wysoki: przysadka mézgowa, tchawica,
9 214 4,96 grasica, jadra, gruczoty piersiowe; $redni: (ytosol, jadro komérkowe ATP:AMP>CMP>dAMP>

mozg, gardto, $ledziona, macica, wezly
chtonne

dCMP; GTP:AMP/CMP

Wedtug [2,9,11,18,20,30,33,45,47,49,50,56,61,62].

wzgledu na wahadlowy przebieg prowadzonych przez
kinazy adenylanowe reakcji (AMP + ATP <=> 2 ADP),
enzymy te nie tylko reguluja stezenie nukleotydéw,
ale réwniez monitorujg zaburzenia tadunku energe-
tycznego, czyli wzajemny stosunek stezeni ufosforylo-
wanych nukleotydéw adeninowych ([ATP] + 0,5[ADP])/
([ATP]+[ADP]+[AMP]). Zmiany w réwnowadze energe-
tycznej moga by¢ wynikiem stresu, wysitku fizycznego,
destabilizacji réwnowagi hormonalnej, nieodpowied-
niego natlenowania tkanek czy tez braku sktadnikéw
odzywczych i sg jednym z istotnych czynnikéw wplywa-
jacych na aktywno$¢ enzymdéw uczestniczacych w wielu
procesach metabolicznych [9,15,18,26,54]. Kinazy ade-
nylanowe podtrzymuja spadajacy potencjat energe-
tyczny przez synteze mono- i trifosforanu adenozyny,
ktére odgrywaja gtéwna role w utrzymaniu homeostazy
energetycznej. Powstajacy wewnatrz komérki ATP stuzy
m.in. jako wielofunkcyjny koenzym i regulator metabo-
lizmu oraz stanowi zrédlo energii niezbednej w proce-
sach biosyntezy, transporcie aktywnym czy tez pracy
mechanicznej. AMP natomiast reguluje wiele szlakéw
metabolicznych (w tym glikolize, glikogenolize, fosfo-
rylacje oksydacyjna) oraz aktywno$¢ sensoréw meta-
bolicznych, takich jak kinaza biatkowa aktywowana

przez AMP (AMPK) i ATP-zalezne kanaty potasowe (K, )
[18,26,30]. W odpowiedzi na wysoki poziom AMP, kanaty
K, ., enzymy wrazliwe na AMP oraz adenozyna hamuja
procesy, w ktérych jest wykorzystywany ATP, a stymu-
luja szlaki prowadzace do jego wytwarzania [18].

Izoenzymy AK sa funkcjonalnie i strukturalnie zinte-
growane z procesami enzymatycznymi przebiegajacymi
w cytoplazmie, mitochondriach i jadrze komérkowym
(ryc. 2). Bliskie sasiedztwo cytosolowej AK1 i enzymdéw
szlaku glikolitycznego zapewnia staty doptyw ADP i pod-
trzymanie fosforylacji substratowej. Duza stabilno$é
AK1 w kwasnym pH jest szczegdlnie istotna w inten-
sywnie pracujgcych mie$niach, gdzie glikoliza jest jedy-
nym zrédtem energii dla miofibrylarnej ATP-azy, ktérej
nieprzerwane funkcjonowanie podtrzymuje skurcze
aktomiozyny [17,18,30,63]. Funkcja mitochondrialnych
izoenzymdw AK jest zapewnienie ciagglo$ci syntezy ATP
w wyniku fosforylacji oksydacyjnej i substratowej. Zlo-
kalizowana w przestrzeni miedzybtonowej AK2 oraz
obecne w macierzy mitochondrialnej AK3 i AK4 uzu-
petniaja pule ADP dla syntazy ATP. Charakteryzujace
sie odmienng preferencja substratowg AK3 i AK4 (GTP
+ AMP <=> GDP + ADP), regeneruja pule czgsteczek GDP
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i tym samym bezposrednio kontrolujg przebieg cyklu
kwaséw tréjkarboksylowych (TCA) na poziomie syntazy
bursztynylo-CoA [47,48]. Funkcja izoenzyméw AK1, AK5,
AK6 i AK9 zlokalizowanych w jadrze komérkowym jest
stabo poznana. Ze wzgledu na duza swoisto$¢ substra-
towa zaréwno w stosunku do deoksynukleotyddw, jak
i nukleotyddéw, izoenzymy te moga by¢ zaangazowane
w regulacje proceséw zwigzanych z organizacja chro-
matyny, powielaniem i ekspresja informacji genetycz-
nej czy tez transportem aktywnym molekut przez pory
jadrowe [15,56,62].

W ciggu ostatniej dekady zintensyfikowano badania
nad funkcja kinazy adenylanowej w metabolizmie ener-
getycznym mie$ni i serca. Powszechnie wiadomo, iz
to kinaza kreatynowa (CK) dostarcza wysokoenerge-
tycznych grup fosforanowych przez regeneracje ATP
z zapaséw fosfokreatyny [17]. Uczestniczac w wymianie
nukleotydéw adeninowych, zapewnia czula i efektywna
komunikacje miedzy mitochondriami a najwazniej-
szymi miejscami utylizacji ATP, tj. cytoszkieletem, mio-
fibrylami, jadrem komérkowym i sarkolemma [17,18,47].
Funkcje CK w sercu i mie$niach wspieraja cytosolowe
izoenzymy AK, gtéwnie AK1, ktérego zadaniem jest
usprawnienie komunikacji miedzy mitochondriami
a aktomiozyna oraz kontrola czestotliwoéci i ampli-

tudy skurczéw przez regulacje lokalnego stezenia ATP.
W warunkach fizjologicznych kinaza kreatynowa ogra-
nicza aktywno$¢ kinazy adenylanowej, natomiast przy
niedotlenieniu AK przejmuje gtéwna role w transferze
wysokoenergetycznych grup fosforanowych [17,19,28].
W indukowanej elektrostymulacjg niewydolno$ci serca
aktywno$¢ AK wzrasta do 134%, a jej udziat w catkowi-
tym obrocie ATP wzrasta z 10 do 21% [19].

Niedobdr miesniowej AK1 aktywuje wiele adaptacji
majacych na celu podtrzymanie przeptywu wysokoener-
getycznych fosforanéw do miejsca ich wykorzystania, co
przemawia za waznym udziatem AK w regulacji meta-
bolizmu energetycznego. Mechanizmy adaptacyjne sg
indukowane na poziomie transkrypcji i translacji, a takze
celuja w aktywno$¢ enzymdw i reorganizacje subkomor-
kowych struktur. Niedobdér miesniowej AK1 powoduje
intensyfikacje procesu glikolizy i zahamowanie wytwa-
rzania intermediatéw cyklu TCA. Badania nad mysim
mutantem AK17- wykazaly w mieéniu brzuchatym lydki
1,5-2-krotny wzrost ilo$ci transkryptéw mRNA koduja-
cych enzymy szlaku glikolitycznego: B-enolaze, dehy-
drogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH),
kinaze fosfoglicerynianowa (PGK), dehydrogenaze glice-
rolo-3-fosforanowa (GPDH) i mie$niowg kinaze pirogro-
nianowa (PK) z jednoczesnym wzrostem ilo$ci wolnego
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NAD* 0 20%. Jednocze$nie obnizonej ekspresji ulegaja
geny kodujace dtugi taticuch dehydrogenazy acylo-CoA
i dehydrogenazy glutaminianowej - enzyméw macierzy
mitochondrialnej uczestniczacych w oksydacji kwaséw
thuszczowych i glutaminianu [28,29,54]. Bezpo$rednim
skutkiem mutacji AK17" jest uposledzenie refosforylacji
ADP w cytosolu i tym samym ograniczony dostep ATP
dla miofibrylarnej ATP-azy. Translokacja ADP do mito-
chondriéw oraz uwalnianie ATP do cytosolu odbywa
sie z udziatem komplekséw translokacyjnych sktada-
jacych sie z translokatora nukleotydéw adeninowych
(ANT), kanatu anionowego zaleznego od napiecia (VDAC)
i oktamerycznej mitochondrialnej kinazy kreatynowej
(ScCKmit). Mata dyfuzja ADP nie pozwala na petng kom-
pensacje niedoboru AK1, stad mechanizmem adaptuja-
cym komoérki mie$niowe w tym stanie jest dwukrotne
zwiegkszenie objetosci mitochondriéw, ktéremu towa-
rzyszy wzrost stezenia ANT i ScCKmit. Zwiekszona liczba
czasteczek ANT usprawnia eksport mitochondrialnego
ADP niezbednego do utrzymania wzmozonej aktywno-
$ci szlaku glikolitycznego, a zwiekszenie ekspresji ScCK-
mit w blonie mitochondrialnej ma na celu podtrzymanie
syntezy ATP wykorzystywanego przez miofibrylarna
ATP-aze podczas skurczu mies$ni [29].

Warto nadmienié, iz podobny wzorzec molekular-
nych i strukturalnych mechanizméw adaptacyjnych
obserwuje sie w komédrkach pozbawionych kinazy kre-
atynowej, co wskazuje, iz utrzymanie homeostazy ener-
getycznej komérki przez AK i CK cechuje sie w pewnym
stopniu redundancja [17,19,29].

UbziAL AK W REGULACJI AKTYWNOSCI ATP-ZALEZNYCH KANALOW
POTASOWYCH

Kanaly potasowe zalezne od ATP (K, ) posrednicza
w regulacji funkcji komérkowych, takich jak sekrecja
hormonalna, cytoprotekcja, skurcz i rozkurcz naczyt
krwionosnych oraz funkcji na poziomie organizmu, np.
wzrost wloséw czy kontrola taknienia [9,10,59]. Ziden-
tyfikowano je w komdrkach P trzustki, sercu, miesniach
szkieletowych i gtadkich, mézgu, przysadce mézgowej
oraz nerkach [10,59]. Kanaty K, , sa heteromultimerami
zbudowanymi z podjednostek strukturalnych Kiré.x two-

rzacych pory kanatu i podjednostek regulatorowych SUR
funkcjonujacych jako receptory sulfonylomocznikowe
[4,6,9]. Inhibicja aktywno$ci kanatu nastepuje po zwia-
zaniu ATP przez jednostki Kir6.x, a ADP znosi to dzia-
tanie [9]. Kanaty te stanowig unikalny czujnik stezenia
nukleotydéw, adaptujac pobudliwo$é i przepuszczalno$é
blony dla jonéw K* w odpowiedzi na wewnatrzkomor-
kowe sygnaly metaboliczne [4,6]. Sygnaly sa przeno-
szone przez cytosolowe izoenzymy AK, ktére regulujac
stosunek ATP/ADP, odpowiadaja za precyzyjna kon-
trole aktywnosci kanatéw K, . Przez wydajny transfer
wysokoenergetycznych reszt fosforanowych z miejsc
ich wytwarzania (przede wszystkim mitochondriéw) do
miejsc wystepowania K, , kinazy adenylanowe dostar-
czaja informacji o aktualnym stanie energetycznym
komérki. Miejscowe wysokie stezenie AMP stymuluje
ich aktywno$¢ i przyspiesza fosfotransfer miedzy cza-
steczkg ATP (wigzang przez podjednostki Kir6.x) a cza-
steczkg AMP. Wytworzenie az dwdch czasteczek ADP
promuje otwarcie kanatu potasowego. Wydajnos¢é tego
mechanizmu kontroli jest zwiekszona fizyczna asocjacja
izoenzymu AK1 z podjednostka Kir6.x (ryc. 3) [9].

Badania nad AK1 i AK5 w ludzkich komérkach B trzustki
stanowig jedno z nielicznych Zrédet informacji o wspét-
dziataniu AK i K, ,. W warunkach niewielkiego stezenia
glukozy we krwi, izoenzym AK1 wytwarza ADP z ATP
i AMP, podtrzymujac tym samym aktywno$¢ kanatu
K, Utrzymuje to blone komérkowa w stanie spolary-
zowanym i zapobiega sekrecji insuliny. Dopiero naptyw
glukozy stymuluje komérki B trzustki i hamuje aktyw-
no$¢ AK1. Bezpos$rednim skutkiem inhibicji aktywnosci
AK1 jest podwyzszenie stosunku ATP/ADP w mikro$ro-
dowisku K, ., co powoduje zamkniecie kanatu, depola-
ryzacje btony komérkowej, naptyw jonédw wapnia przez
zaktywowane kanaty wapniowe zalezne od potencjatu
(VSCC) i ostatecznie sekrecje czasteczek insuliny [43,59].
Stanojevic i wsp. wykazali, iz wzrost stezenia glukozy
w medium komérek szczurzej linii guza insulinowego
(INS-1) obniza ekspresje genu AK-1, AK-4 i CKB (kinazy
kreatynowej typu B) przy jednoczesnym zwiekszeniu
ekspresji LPK (kinazy pirogronianowej typu L). Za zaha-
mowanie aktywno$ci trzustkowej AK1 w warunkach
podwyzszonego stezenia glukozy odpowiadaja wzrost
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Ryc. 3. Regulacja aktywnosci ATP-zaleznych kanatow potasowych z udziatem cytosolowej AK (szczegétowy opis w tekscie, wg [9] zmodyfikowano)
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ATP wytwarzanego podczas glikolizy, obnizenie steze-
nia AMP w poblizu K, , oraz wzrost stezenia diadenozy-
nopolifosforanéw (Ap A) pochodzacych z metabolizmu
glukozy [9,59]. Niewrazliwo$¢ izoenzymu AK5 na zmiany
stezenia glukozy, jak réwniez brak jego asocjacji z pod-
jednostkg Kir6.2 dowodzg, iz enzym ten nie reguluje
aktywno$ci ATP-zaleznych kanatéw potasowych i petni
w cytosolu funkcje kompensujaca przy obnizonej aktyw-
nosci AK1.

AK JAKO ELEMENT ZEWNATRZKOMORKOWEJ SYGNALIZACI
NUKLEOTYDOWE)

Obecno$¢ kinazy adenylanowej wykazano w plynach
ustrojowych, gdzie jako enzym rozpuszczalny (egzo-
-AK) lub blonowy (ekto-AK) stanowi jeden z elementéw
nukleotydowego systemu sygnalizacji [14,20,52,55,65].
Czasteczki sygnatowe stanowia ektonukleotydy i ekto-
nukleozydy, ktére wigzac sie do odpowiednich recep-
toréw, aktywujg szlaki transdukcji sygnatu i reguluja
wiele proceséw fizjologicznych, takich jak réznicowa-
nie, proliferacja, apoptoza, reakcje zapalne, wydzielanie
zewnatrz- i wewnatrzkomérkowe, neurotransmisja czy
tez hemostaza [8,65]. Stezenie ektonukleotyddéw i ekto-
nukleozyddéw jest precyzyjnie regulowane przez ekto-
enzymy blonowe: ektokinaze adenylanowg (ekto-AK),
ektokinaze difosforanéw nukleozydéw (ekto-NDPK), ekto-
-5-nukleotydaze (ekto-5"-NT), ektofosfohydrolaze di-i tri-
fosfonukleozydéw (ekto-NTPDaze), ektopirofosfataze/
fosfodiesteraze nukleotydowg (ekto-NPPaze) i ektodeami-
naze adenozyny (ADA) oraz przez ich rozpuszczalne odpo-
wiedniki (ryc. 4) [11,14,20,41,52,55,57,65). Ektonukleotydy
aktywuja dwie rodziny receptoréw nukleotydowych
typu P2: P2X i P2Y, wykazujacych odmienne wlasciwosci

regulatorowe i farmakologiczne. P2X (P2X ) to bramko-
wane ATP kanaty jonowe dla Na’, K*, Ca*, a P2Y (P2Y, )
to receptory metabotropowe, z ktérych P2Y ,, ., akty-
wuja fosfolipaze C-, natomiast P2Y, . |, hamujg aktyw-
no$¢ cyklazy adenylanowej [65]. Zewnatrzkomérkowe
di- i trifosfonukleotydy, gléwnie ekto-ATP i ekto-ADP,
funkcjonujg jako agoniéci receptoréw typu P2, nato-
miast adenozyna jest ligandem metabotropowych recep-
toréw P1 [8,20,27,37,57]. Wygenerowana przez komdrki
odpowied? fizjologiczna jest wypadkowa pobudzenia
receptordw przez enzymatycznie kontrolowang liczbe
czasteczek ATP, ADP i adenozyny. Rola kinazy adeny-
lanowej jest istotna dla prawidtowego przebiegu wielu
szlakéw sygnatowych. Wspdlnie z inna fosfotransfe-
razg (NDPK) regeneruje ekto-ATP, ktéry moze byé dalej
metabolizowany przez ekto- i egzohydrolazy lub wig-
zany przez swoiste receptory P2. Obie fosfotransferazy
dostarczajg réwniez drugiego agoniste receptoréw P2
- ADP. Funkcjg wyrdzniajgca kinaze adenylanowg jest
kontrola stezenia AMP, ktérego hydroliza przez ekto-
-5’-nukleotydaze generuje kolejna czasteczke sygnatowg
- adenozyne [57,65].

Kinaze adenylanowa zidentyfikowano na powierzchni
réznych komdrek petniacych wyspecjalizowane funk-
cje [14,20,52,55]. Aurelie i wsp. udowodnili udziat ekto-
-AK hepatocytéw w regulacji homeostazy cholesterolu
HDL. Obecny na powierzchni hepatocytéw kompleks
podobny do mitochondrialnej syntazy ATP (ekto-F -
ATP-aza) wykazuje duze powinowactwo do apolipopro-
teiny A-1 (apo A-1), bedgcej podstawowym biatkiem
kompleksu HDL. Zwiazanie apo A-1 indukuje hydrolize
zewnatrzkomérkowego ATP przez ekto-F -ATP-aze,
czego wynikiem jest aktywacja receptora P2Y,, przez
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powstajacy ADP i endocytoza czgsteczek HDL do komé-
rek watroby [20,27]. W razie nieobecnosci apo A-1 ekto-
-ATP hamuje aktywno$¢ ekto-F -ATP-azy. Co ciekawe,
ekto-F -ATP-aza ma jedynie aktywno$¢ hydrolityczng,
stad za konstytutywna synteze ekto-ATP odpowiada
ekto-AK i w mniejszym stopniu - ekto-NDPK [20].
Udzial ekto-AK w tym procesie przyczynia sie do
ochrony $cian naczyn krwiono$nych przed odktada-
niem blaszki miazdzycowej i zapobiega rozwojowi
miazdzycy.

Aktywno$¢ kinazy adenylanowej na powierzchni
nabtonka i w ptynnej wyscidtce drég oddechowych
przemawia za jej udziatem w regulacji mechanizméw
oczyszczania $luzowo-rzeskowego (MCC), ktéry stanowi
pierwsza linie obrony przed infekcja. Kontrola gléwnych
proceséw sktadajacych sie na MCC, tj. wydzielanie $luzu,
zwiekszenie czesto$ci bicia rzesek oraz aktywacja kana-
téw chlorkowych odbywa sie przez receptory P2, przede
wszystkim P2Y, pobudzany przez ATP [14,37]. Prawie
50% udzial AK w metabolizmie ekto-ADP sugeruje, iz
jej funkcja jest przede wszystkim dostarczanie agonisty
receptora P2Y, i wydtuzanie w czasie aktywowanej przez
niego odpowiedzi komdrkowej [14].

Badania Studziniskiej i wsp. wykazaly, iz kinaza adeny-
lanowa z Bacillus stearothermophilus odwraca agregacje
plytek krwi w osoczu bogatoptytkowym wywotang in
vitro za pomoca ADP lub kolagenu. Prawdopodobnie
kinaza adenylanowa nie tylko usuwa egzogenny ADP,
ale réwniez ten uwalniany przez zaktywowane ptytki
krwi, zapobiegajac dalszemu tworzeniu czopéw ptyt-
kowych [60]. Dalszy metabolizm AMP dostarcza ade-
nozyny, ktéra jest czynnikiem kardioprotekcyjnym
i rozkurczajgcym naczynia. Nalezy przypuszczaé, iz
podobne wla$ciwosci maja przynajmniej niektére izo-
enzymy badz izoformy ludzkiej kinazy adenylanowe;j.
Precyzyjne poznanie roli AK w regulacji hemostazy
dawatoby nadzieje zastosowania jej, podobnie jak NTP-
Dazy-1, jako biatka terapeutycznego o dziataniu anty-
agregacyjnym i kardioprotekcyjnym [41,60].

UbziAt AK W KONTROLI WZROSTU | ROZNICOWANIA

Udzial w kardiogenezie

Nieustanny przeptyw sygnaléw energetycznych
i metabolicznych jest gtléwnym elementem regula-
cji funkcji organéw od rozwoju embrionalnego przez
caly okres zycia organizmu. Wiadomo, ze przejéciu
komérki ze stanu pluripotencji w fenotyp zréznico-
wanej komérki serca towarzyszy zmiana metabolizmu
energetycznego z anaerobowej glikolizy w wydajna
fosforylacje oksydacyjng. Dzeja i wsp. odkryli bez-
posredni wptyw wspétdziatania AK i AMPK na réz-
nicowanie embrionalnych komérek macierzystych
w kardiomiocyty [16]. Podczas kardiogenezy prze-
obrazeniu ulega profil ekspresji i subkomdrkowej
lokalizacji niektérych izoenzymdéw AK. W pordéw-
naniu do pluripotentnych komérek macierzystych,

w kardiomiocytach poziom ekspresji genéw kodu-
jacych cytosolowe AK1 i AK5 zostaje podwyzszony,
a transkrypcja genéw mitochondrialnych AK2 i AK4
oraz cytosolowej AK7 obnizona. Nie istnieje jednak
$cista korelacja miedzy poziomem transkrypcji gendw
AK a iloscig kodowanego biatka, co wskazuje na udziat
czasteczek miRNA w tworzeniu ostatecznego wzorca
ekspresji izoenzyméw AK. W embrionalnych komdér-
kach macierzystych przewazajaca ilo§¢ AK1 jest
zasocjowana z btong komérkows, natomiast w kar-
diomiocytach jej dystrybucja zostaje rozszerzona na
przestrzen perynuklearng, jadro komérkowe, mio-
fibrylle oraz sarkolemme [16]. Zwiekszona obfito$é
izoformy AK1p w btonie komdérkowej podtrzymuje
transfer wewnatrzkomérkowych sygnatéw metabo-
lizmu do sensoréw metabolicznych [18,30]. Collavin
i wsp. odkryli, iz ekspresja AK1p jest aktywowana
przez biatko supresorowe p53, regulujgce dwa punkty
kontrolne cyklu komérkowego G1/S i G2/M. Izoforma
AK1p uczestniczy w odwracalnym zatrzymaniu cyklu
komérkowego i prawdopodobnie w wydajnym dostar-
czaniu ATP do miejsc naprawy DNA [11,16].

Chociaz w wiekszo$ci typédw komérek AK2 jest biatkiem
typowym dla mitochondriéw, to w przypadku réznicu-
jacych i dojrzewajacych kardiomiocytéw izoenzym ten
wystepuje najobficiej w cytosolu. Wskazuje to na jego
dominujacy udziat w fosfotransferze w obrebie cyto-
plazmy w sytuacji, gdy AK1 ulega przemieszczeniu do
innych struktur o wysokim zapotrzebowaniu ener-
getycznym. Podobny wzorzec lokalizacji co AK1 pre-
zentuje sercowa podjednostka AMPKa2, ktéra przede
wszystkim interkaluje w strukture miofibrylli, a jej
ufosforylowana posta¢ p-AMPKa2(Thr172) jest trans-
portowana do jadra komérkowego [16]. Kolokalizacja
AMPK i AK w miofibryllach utatwia aktywacje glikolizy
i glikogenolizy w celu dostarczenia energii do kurczg-
cych sie sarkomerdédw. Wiadomo, iz AMPK uczestniczy
w rozwoju embrionalnym przez utrzymanie polarno-
$ci komérki i cigglosci cyklu komérkowego [26]. Trans-
lokacja p-AMPKa2(Thr172) do jadra komdrkowego
moze mie¢ na celu regulacje fosforylacji lub acetyla-
cji czynnikéw transkrypcji i transportu jadrowego, co
wplywa na wydajno$¢ ekspresji genéw zaangazowanych
w réznicowanie np. MEF2C [16]. Przemieszczenie AK
i p-AMPKa2(Thr172) do jadra komérkowego gwarantuje
wystarczajacy zasob energii do przeprowadzenia asy-
metrycznych podzialéw komérkowych i wytworzenia
wyspecjalizowanych komérek sercowych. AK1, asocju-
jac w metafazie z centrosomem i wrzecionem mitotycz-
nym w poblizu biatek motorycznych, dostarcza energii
niezbednej do rozdzielenia sie chromosoméw i tym
samym napedza podziat komérki. [zoenzym ten uczest-
niczy réwniez w jadrowo-cytoplazmatycznym transpor-
cie molekut oraz wplywa na intensywnos$¢ syntezy DNA
i RNA przez regulacje stosunku nukleotydéw. Podwyz-
szona catkowita aktywno$¢ enzymatyczna i precyzyjna
translokacja tych enzyméw do jadra komdrkowego pod-
czas mitozy $wiadczy, ze uczestnicza w podziale i rézni-
cowaniu komérki.

941



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 933-945

Dzeja i wsp. wykazali, iZ jednoczesne wyciszenie genéw
AK-1, AK-2 i AK-5 przerywa kardiogeneze. Upo$ledzenie
uktadu AK-AMP-AMPK zaktéca dojrzewanie sieci mito-
chondrialnej i miofibrynogeneze, co wyklucza tworzenie
zorganizowanych struktur kurczliwych w kulach zarod-
kowych. Precyzyjna relokalizacja AK i AMPK podczas
cyklu komérkowego i asymetrycznego podziatu komérki
odstania nowg droge regulacji kardiogenezy i regenera-
cji tkanek serca [16].

Udzial w dojrzewaniu ukladu limfatycznego

Lagresle-Peyrou i wsp. udowodnili bezposredni wptyw
AK2 na réznicowanie i dojrzewanie komérek linii mielo-
i limfoidalnej. Fosfotransferaza ta, w odréznieniu od
innych enzymdéw wytwarzajacych ATP (kinaza kreaty-
nowa, difosfokinaza nukleotydéw, anhydraza wegla-
nowa i enzymy szlaku glikolitycznego), ulega ekspresji
w szpiku kostnym [61]. W wyniku alternatywnego spli-
cingu pre-mRNA AK-2 moga powstaé dwa rodzaje trans-
kryptéw: AK-24A sktadajacy sie z 6 eksonéw kodujacych
biatko o dtugosci 239 aminokwaséw oraz AK-2B majacy na
3’ koricu dodatkowy siédmy ekson i stanowiacy matryce
do biosyntezy taricucha polipeptydowego sktadajacego
sie z 232 aminokwaséw [33]. Wykazano, iz mutacje genu
AK-2 stanowig bezposrednia przyczyne rozwoju dysge-
nezji siateczki (RD, aleukocytoza) [36,51]. Dysgenezja
siateczki jest najostrzejsza postacia ciezkiego ztozonego
niedoboru odpornosci (SCID), u ktérej nastepuje wcze-
sne zatrzymanie réznicowania linii mieloidalnej i stabe
dojrzewanie linii limfoidalnej. RD charakteryzuje sie nie-
obecnoécia granulocytéw, niemal catkowitym brakiem
limfocytéw w krwi obwodowej, niedorozwojem grasicy
i wtérnych narzaddéw limfatycznych oraz brakiem wro-
dzonych i nabytych funkcji immunologicznych. U oséb
cierpigcych na RD zidentyfikowano rézne mutacje rece-
sywne w obrebie genu AK-2. Moga przybieraé postad
homozygotycznej mutacji missensownej, nonsensownej
badz homozygotycznej delecji 1 bp lub 5 kbp, skutkujacej
powstaniem przedwczesnego kodonu terminacji transla-
cji [51]. Skutkiem kazdej z nich jest utrata funkcji enzy-
matycznej przez izoenzym AK2 i utrudnienie transportu
ADP z macierzy mitochondrialnej do wewnetrznej btony
mitochondriéw, gdzie mdégtby by¢é ponownie ufosforylo-
wany przez syntaze ATP. Dramatycznym nastepstwem
obnizonej aktywnosci bioenergetycznej mitochondriéw
moze by¢ wzmozone wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (ROS) oraz indukowana $mier¢ komérki (apoptoza)
[51]. Interesujace jest, ze poziom ekspresji i aktywno$¢é
innej ATP:AMP fosfotransferazy (AK1) w leukocytach
pacjentéw z RD nie ulega zmianie, co wskazuje na brak
mechanizméw kompensujacych niedobér funkcjonal-
nej AK2. Jedynie wprowadzenie genéw AK-2A i AK-2B
za po$rednictwem transfekeji lentiwirusowej do komdé-
rek CD34" pobranych ze szpiku kostnego pacjentéw z RD
przywraca réznicowanie komérek linii granulocytarnej
w dojrzate neutrofile [51].

Schorzeniem towarzyszacym dysgenezji siateczki jest
gluchota nerwowo-czuciowa. Zaréwno w warunkach

fizjologicznych, jak i patologicznych gen AK-2 ulega
ekspresji w prazku naczyniowym ucha wewnetrznego
w siédmym dniu rozwoju postnatalnego. Badacze suge-
rujg, iz zachwianie homeostazy nukleotydowej spo-
wodowane brakiem funkcjonalnej AK2 uniemozliwia
generowanie potencjatu btonowego lub uposledza trans-
port jonédw K* przez kanaty potasowe miedzy komdrka
stuchowg a endolimfg [36].

RD jest pierwszym przyktadem syndromu niedo-
boru odpornosci, ktérego przyczyna jest zaburzenie
w metabolizmie energetycznym komdrek szpiku kost-
nego. Dotychczas nie zidentyfikowano mechanizmdw,
w wyniku ktérych pod nieobecno$¢ funkcjonalnej AK2
dochodzi do neutropenii i limfopenii. Badacze sugeruja,
iz funkcja mitochondrialnej AK2 jest nie tylko dostarcza-
nie energii do proliferacji prekursoréw hematopoezy, ale
réwniez kontrola apoptozy [36,51].

UbziAL AK W APOPTOZIE | ONKOGENEZIE

Najnowsze badania wskazujg na mediacje AK2
w wewnetrznym szlaku apoptozy przez formowanie
kompleksu z biatkiem adaptorowym FADD i kaspaza
10 (kompleks AFAC-10). FADD uczestniczy w aktywacji
czynnika transkrypcji jadrowej kappa B (NF-kB), regu-
lacji embriogenezy, cyklu komérkowego, proliferacji
i nowotworzeniu komérek [32]. W $wietle tych infor-
macji, Lagresle-Peyrou i wsp. sugeruja, iz tworzenie
kompleksu AFAC-10 moze by¢ posrednim etapem nie-
zbednym do indukcji prawidlowego wzrostu i réznico-
wania komdrek linii mielo- i limfoidalnej [36]. Istnieje
jedynie kilka doniesienl literaturowych dotyczacych
funkcji AK2 w indukcji apoptozy. Wyciszenie ekspresji
AK-2 ostabia apoptoze ludzkich komdrek indukowang
etopozydem lub staurosporyna, lecz nie wptywa na prze-
bieg apoptozy indukowanej przez ligand Fas (FasL) lub
ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apop-
toze (TRAIL). Poniewaz nie wykryto komplekséw AFAC-
10 w kilku ludzkich liniach nowotworowych opornych
na etopozyd, wydaje sie, ze AK2 posredniczy w nowym
wewnetrznym szlaku indukcji apoptozy powigzanym
z nowotworzeniem [38].

Najnowsze badania prowadzone przez Kim i wsp.
dowodza nieznanej dotad regulatorowej funkcji AK2
w procesie wzrostu i onkogenezy. Tworzac kompleks
ze swoistg fosfatazg DUSP26, zwieksza jej aktyw-
no$¢, reguluje specyficzno$é substratowa oraz pro-
muje interakcje fosfatazy z FADD. Katalizowana przez
DUSP26 defosforylacja Ser194 w czgsteczce FADD
powoduje zahamowanie proliferacji komérek. W nie-
ktérych nowotworach piersi, watroby i ptuc nastepuje
znaczne obnizenie ekspresji AK-2, co potwierdza jej
funkcjonowanie w roli negatywnego regulatora wzro-
stu nowotwordw [32].

W kontrole zywotnosci komdrek moze byé réwniez
zaangazowany izoenzym AK4 wystepujgcy w macierzy
mitochondrialnej. Liu i wsp. udowodnili dodatnig korela-
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cje miedzy poziomem transkrypcji i translacji AK4 a eks-
pozycja komérek na szkodliwe czynniki stresowe, takie
jak niedotlenienie i nadtlenek wodoru. Wyciszenie endo-
gennej ekspresji AK-4 w ludzkich i mysich neuronalnych
liniach komérkowych indukuje kondensacje chromatyny
i $mieré komdrek. Ochronng funkcje AK4 moze ttuma-
czy¢ jej interakcja z mitochondrialnym biatkiem szoku
cieplnego 75 (MTHSP75) oraz ANT [39]. Kompleks ANT-
-VDAC jest zaangazowany w utrzymanie homeostazy
energetycznej komérki, a tworzgc por jonowy, réwniez
w regulacje przepuszczalnosci blony mitochondrialnej.
Indukowany przez stres oksydacyjny wzrost ekspresji
AK4 w macierzy mitochondrialnej ogranicza uwalnianie
cytochromu ¢ do cytosolu, wskazujac na ochronna funk-
cje AK4 przed $miercig komérki [39].

WpLyw MUTACJI GENOW AK NA ROZWO) CHOROB

Anemia hemolityczna

Oméwiona we wczeéniejszym z rozdziatéw aleuko-
cytoza nie jest jedyna choroba, ktérej molekularnym
podlozem jest mutacja genu AK. Niedobdr erytrocytar-
nego izoenzymu AK1 jest rzadka dziedziczng enzymo-
patia krwinkowg powiazang z niesferocytowg anemia
hemolityczng o umiarkowanym lub ostrym przebiegu.
Schorzeniu temu moga towarzyszy¢ zaburzenia psycho-
ruchowe i niedorozwéj umystowy [1,7]. Badania pro-
wadzone w ostatnich 30 latach mianujg mutacje genu
AK-1 jako jedna z najwazniejszych przyczyn wystgpienia
chronicznej niedokrwisto$ci hemolitycznej. U pacjen-
téw z ta chorobg identyfikuje sie rézne mutacje w genie
AK-1, ktére powoduja drastyczne obnizenie aktywno-
$ci enzymatycznej lub catkowitg utrate funkcji (m.in.
substytucje: 118G=>A, 190G>A, 382C>T, 491A>G, 321C>T
i delecje: 418-420, 138) [1,7,21,44]. Wiekszo$¢ muta-
cji dotyczy reszt aminokwasowych zaangazowanych
w wigzanie substratéw, ruchy domen i stabilizacje sta-
néw przejsciowych. Zmutowane warianty izoenzymu
AK1 wykazuja réznice we wlasciwosciach kinetycznych
(stala Michaelisa, szybko$¢ maksymalna, stata katali-
tyczna) i fizykochemicznych (stabilno$é termiczna, roz-
puszczalno$é) w poréwnaniu do postaci niezmutowanej
[1]. Kompleksowe badanie przypadkéw niedoboru ery-
trocytarnej AK1 z uwzglednieniem analizy aktywno$ci
enzyméw podstawowych szlakéw metabolicznych oraz
historii zachorowan w rodzinie zweryfikowanej bada-
niami genetycznymi wskazujg na istnienie bardziej
skomplikowanego uktadu czynnikéw i mechanizméw
decydujacych o rozwoju anemii niz sama mutacja AK-1.
Jednoznacznie dowodzi tego brak objawéw choroby
u cztonkdéw rodziny pacjentéw, mimo mutacji w genie
AK-1 oraz prawidtowa zywotno$¢ czerwonych krwi-
nek przy jednoczesnej aktywnosci erytrocytarnej AK
na poziomie 50% [35]. Poniewaz u wiekszo$ci pacjen-
téw wyraznie obnizona aktywno$¢ wykazujg syntetaza
fosforybozylopirofosforanu i kinaza pirogronianowa,
nalezy sadzi¢, iz rozwdj przewleklej anemii hemolitycz-
nej jest wynikiem interferencji defektéw enzymatycz-
nych kilku fosfotransferaz [35].

Pierwotna dyskineza rzesek

Fernandez-Gonzalez i wsp., opierajac sie na mysim
modelu AK77-, udowodnili bezpo$redni wptyw muta-
cji genu AK-7 na rozwdéj choroby charakteryzujacej sie
zmianami patologicznymi podobnymi do pierwotnej
dyskinezy rzesek (PCD) [22]. PCD jest chorobg fenoty-
powo i genetycznie heterogeniczng, ktérej objawy sa
wywolane przez nieprawidtowa budowe i funkcjono-
wanie rzesek pokrywajacych nabtonki urzesione orga-
nizmu czlowieka. Przejawia sie czestymi infekcjami
drég oddechowych, rozstrzeniem oskrzeli, bezptodno-
$cig 1 objawami charakterystycznymi dla przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc [22]. AK7 jest izoenzymem
cytosolowym, wystepujacym najobficiej w tkankach
bogatych w nabtonek rzeskowy [50]. Mysi model PCD
wywotany niedoborem AK7 charakteryzuje sie m.in.
wodoglowiem, zaktéceniem spermatogenezy, akumu-
lacja $luzu w zatokach przynosowych, nawracajacymi
infekcjami drég oddechowych oraz upo$ledzeniem
reakcji uktadu oddechowego w zetknieciu z alergenem
[22]. Zmiany te sg spowodowane wadliwg budowa rze-
sek, gdzie aksonemy zostaja pozbawione potozonego
centralnie dubletu mikrotubul (9+0), dubletéw pery-
trychalnych (8+1) lub dubletéw nadliczbowych. Wydaje
sie, iz funkcjg AK7 nie jest jedynie zaopatrywanie rze-
sek w energie, ale udziat w organizacji mikrotubul
rzeskowych. AK7 moze funkcjonowa¢ jako integralny
komponent aksonemu, stanowigc ostatnie ogniwo
w transferze wysokoenergetycznych reszt fosforano-
wych bad?Z tez znajdowac sie w calej cytoplazmie, gwa-
rantujac wydajny transfer energii z mitochondriéw
do dyneiny aksonemalnej [22]. Stworzenie mysiego
modelu AK77/- z pewno$cig wniesie cenny wktad
w badania nad astma, alergia i reakcja zapalna orga-
nizmu. Identyfikacja nowego czynnika genetycznego
moze zaowocowal stworzeniem narzedzi diagnostycz-
nych umozliwiajgcych wezesng identyfikacje przypad-
kéw pierwotnej dyskinezy rzesek.

PopsumowaNie

Wystepowanie u czlowieka az dziewieciu izoenzy-
méw kinazy adenylanowej, charakteryzujacych sie
rézng lokalizacja narzadowo-tkankowg i subkomor-
kowg, jak réwniez wlasciwo$ciami kinetycznymi prze-
mawia za kompleksowym i precyzyjnym dziataniem
AK w wielu procesach komérkowych. Gtéwna rolg izo-
enzymdéw AK jest utrzymanie stezenia nukleotydéw
na poziomie zapewniajgcym prawidlowy przebieg pro-
ceséw zaréwno wewnatrz, jak i na zewnatrz komorki,
jednak to swoisto$¢ substratowa, lokalizacja subkomér-
kowa i interakcja z innymi komponentami maszynerii
komérkowej réznicuja funkcje i znaczenie poszczegdl-
nych izoenzymdw. Szeroki zakres proceséw, w ktére sa
zaangazowane kinazy adenylanowe oraz skorelowanie
ich z rozwojem choréb, zacheca do podjecia dalszych
badar nad AK i przemawia za medycznym aspektem
wykorzystania kinazy adenylanowej w diagnostyce
i terapii niektérych schorzer.
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