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Streszczenie 

Enzym Dezintegryny i Metaloproteazy 17 (ang. A Disintegrin And 

Metalloprotease, ADAM 17) to transmembranowa proteaza multidomenowa, 

która uczestniczy w procesach uwalniania cytokin z powierzchni komórki. Enzym 

ten zaangażowany jest w hydrolizę wielu substratów białkowych, dlatego wszelkie 

zmiany w jego aktywności mogą prowadzić do zaburzeń w homeostazie 

enzymatycznej, co skutkuje rozwojem patologicznych zmian w organizmie. Wiele 

badań dowodzi, że ADAM 17 jest między innymi powiązany z patogenezą 

nefropatii cukrzycowej. 

Nefropatia cukrzycowa (DN), znana również jako cukrzycowa choroba 

nerek, jest poważnym powikłaniem cukrzycy. Diagnozowanie tej choroby jest 

bardzo skomplikowane i obecnie opiera się na badaniu obecności białka w moczu 

(mikroalbuminuria). Niestety, objaw ten pojawia się dopiero w trzecim stadium 

choroby, kiedy zmiany w strukturze kłębuszków nerkowych stają się 

nieodwracalne. Dodatkowo, podwyższone stężenie białka jest charakterystyczne 

dla wielu innych chorób nerek. Dokładny mechanizm rozwoju tej choroby nie jest 

wciąż w pełni poznany. Badania wykazują korelację między rozwojem DN a 

zwiększoną aktywnością specyficznych proteaz, takich jak metaloproteinazy 

macierzy pozakomórkowej oraz enzymów z rodziny ADAM w tym ADAM 17. 

Aktywność ADAM 17 można monitorować za pomocą substratów 

fluorogenicznych. W niniejszej pracy sekwencja substratu została 

wyselekcjonowana przy zastosowaniu metod chemii kombinatorycznej 

(porcjowania i łączenia). W tym celu wykonałam syntezę dwóch bibliotek 

peptydowych o wzorach ogólnych: 

ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

Gdzie: X3, X2 – reszty aminokwasów białkowych z wyjątkiem cysteiny 
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ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy (donor fluorescencji) 

ANB-NH2 – amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (akceptor fluorescencji) 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Gdzie: X3’, X2’, X1’- reszty aminokwasów białkowych z wyjątkiem cysteiny 

Tyr(3-NO2)-NH2 – amid 3-nitro-L-tyrozyny (akceptor fluorescencji) 

Dekonwolucję wobec ADAM 17 wykonałam metodą iteracyjną. W efekcie 

otrzymałam związek o sekwencji: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 

W późniejszych etapach badań analizowałam wpływ modyfikacji w 

obrębie C-końca substratu na tempo jego hydrolizy. Na podstawie parametrów 

kinetycznych określiłam sekwencję najefektywniej hydrolizowanego substratu: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 

Gdzie: Lys(DNP)-NH2 – amid N-ε-2,4-dinitrofenylolizyny (akceptor fluorescencji) 

W ramach niniejszej pracy przeprowadziłam również analizę 

selektywności otrzymanego substratu względem kilku proteaz i udowodniłam, że 

substrat wykazuje dużą selektywność wobec ADAM 17. Dodatkowo 

przeprowadziłam pomiary aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w 

materiale biologicznym. Na ich podstawie określiłam aktywność badanego 

enzymu w medium zewnątrzkomórkowym oraz lizatach ludzkich podocytów. 

Ponadto przeprowadziłam badania próbek moczu szczurów z indukowaną 

cukrzycą, gdzie zaobserwowałam znaczący wzrost aktywności badanego enzymu. 

Wykazałam również, że w moczu pacjentów z cukrzycą obserwuje się zwiększoną 

aktywność tego enzymu. 
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Abstract 

The enzyme Disintegrin and Metalloprotease 17 (ADAM 17) is a 

transmembrane multidomain protease that participates in the processes of 

cytokine release from the cell surface. This enzyme is involved in the hydrolysis of 

many protein substrates, so any changes in its activity can lead to disturbances in 

enzymatic homeostasis, resulting in pathological changes in the body. Many 

studies show that ADAM 17 is, among other things, associated with the 

pathogenesis of diabetic nephropathy. 

Diabetic nephropathy (DN), also known as diabetic kidney disease, is a 

serious complication of diabetes. Diagnosing this disease is very complex and 

currently relies on testing for the presence of protein in urine (microalbuminuria). 

Unfortunately, this symptom appears only in the third stage of the disease, when 

changes in the structure of the glomeruli become irreversible. Additionally, 

elevated protein levels are characteristic of many other kidney diseases. The exact 

mechanism behind the development of this disease is still not fully understood. 

Studies show a correlation between the development of DN and increased activity 

of specific proteases, such as extracellular matrix metalloproteinases and enzymes 

from the ADAM family, including ADAM 17. 

ADAM 17 activity can be monitored using fluorogenic substrates. In this 

study, the substrate sequence was selected using combinatorial chemistry 

methods (partitioning and linking). For this purpose, I synthesized two peptide 

libraries with the general formulas: 

ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

Where: X3, X2 – protein amino acid residues except cysteine 

ABZ – 2-aminobenzoic acid (fluorescence donor) 

ANB-NH2 – amide of 5-amino-2-nitrobenzoic acid (fluorescence acceptor) 
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ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Where: X3’, X2’, X1’ – protein amino acid residues except cysteine 

Tyr(3-NO2)-NH2 – amide of 3-nitro-L-tyrosine (fluorescence acceptor) 

The deconvolution against ADAM 17 was performed using an iterative 

method. As a result, a compound with the sequence was obtained: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 

In the later stages of the study, I analyzed the effect of modifications at 

the C-terminal end of the substrate on the rate of its hydrolysis. Based on the 

kinetic parameters, the sequence of the most efficiently hydrolyzed substrate was 

determined: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 

Where: Lys(DNP)-NH2 – amide of N-ε-2,4-dinitrophenylolysine (fluorescence 

acceptor) 

In this work, I also conducted an analysis of the selectivity of the obtained 

substrate towards several proteases and demonstrated that the substrate shows 

high selectivity for ADAM 17. Additionally, proteolytic activity measurements of 

ADAM 17 enzyme in biological material were carried out. Based on these 

measurements, I determined the activity of the studied enzyme in the extracellular 

medium and human podocyte lysates. Furthermore, studies were conducted on 

urine samples from rats with induced diabetes, where a significant increase in the 

enzyme's activity was observed. It was also shown that in the urine of diabetic 

patients, increased activity of this enzyme is observed. 
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Wykaz stosowanych skrótów 

Wykorzystywane w treści symbole oraz skróty reszt aminokwasowych, ich 

pochodnych oraz grup osłonowych są zgodne z ustaleniami Komisji 

Nomenklatury Biochemicznej Międzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej 

oraz Międzynarodowej Unii Biochemicznej IUPAC -IUB1-4.234

Większość stosowanych oznaczeń nieobjętych powyższymi 

postanowieniami została rozwinięta w tekście. Pozostałe skróty podane są 

poniżej: 

ACN Acetonitryl 

AcOH Kwas etanowy 

Brij-35 Eter laurylopolietylenoglikolowy 

EtOH Etanol 

NMP N-metylo-2-pirolidon 

OXYMA Cyjano(hydroksyimino)octan etylu 

PBS Sól fizjologiczna w buforze fosforanowym 

TIPS Triizopropylosilan 

TRIS-HCl Chlorowodorek 2-amino(2-hydroksymetylo)propano-1,3-

diolu 
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1. Rodzina białek dezintegryny i metaloproteazy. Budowa,  

funkcje biologiczne oraz wpływ na rozwój chorób 

Rodzina białek dezintegryny i metaloproteazy (ang. A Disintegrin And 

Metalloproteinases, ADAM) to grupa kilkudziesięciu przedstawicieli związków, w 

tym enzymów proteolitycznych, które łączą podobieństwa strukturalne. Każde z 

białek należących do rodziny koordynuje jon cynku. Białka te składają się z wielu 

domen takich, jak: pro domena, domena metaloproteazy (zwana domeną 

katalityczną dla przedstawicieli będących enzymami), domena dezintegryny, 

domena membranowo-proksymalna (inaczej domena bogata w reszty 

aminokwasowe cysteiny), domena naskórkowego czynnika wzrostu (ang. 

Epidermal Growth Factor, EGF), domena transmembranowa oraz domena 

cytoplazmatyczna. Każdy przedstawiciel należy do grupy białek 

transmembranowych, jednakże część z nich może występować również w formie 

rozpuszczalnej5. 

Podział białek należących do rodziny ADAM odbywa się na podstawie 

różnic w ich budowie. Aktywne proteolitycznie białka ADAM w domenie 

katalitycznej posiadają fragment o ogólnej sekwencji aminokwasowej: His-Glu-

aa-Gly-His-aa-aa-Gly-aa-aa-His-Asp (ang. HEx sequence). W obrębie domeny 

dezintegryny wyróżnia się motywy odpowiedzialne za oddziaływania z innymi 

białkami, których sekwencja to: aa-Cys-Glu (xCD), bądź: Arg-Gly-Glu (RGD). 

Klasyfikacja białek z uwzględnieniem różnic w budowie została przedstawiona 

graficznie na Rycinie 1. 
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Rycina 1. Schemat budowy przedstawicieli białek z rodziny ADAM. HEx* - 

sekwencja aminokwasowa charakterystyczna dla białek aktywnych 

proteolitycznie, RGD** - sekwencja Arg-Gly-Glu, xCD*** – sekwencja aa-Cys-Glu, 

**** - domena metaloproteazy określana jest domeną katalityczną dla 

przedstawicieli aktywnych enzymatycznie. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury6,7. 

Początkowo w prowadzonych badaniach koncentrowano się na 

sprawdzeniu funkcji białek ADAM, w których potwierdzono ich zdolność do 

tworzenia oddziaływań z integrynami. Interakcje te wpływały na adhezję komórek 

i były zależne od szerokiej grupy integryn. Stwierdzono również, że wybrana 

integryna może oddziaływać z kilkoma przedstawicielami tej rodziny, w zależności 

od typu komórki, np. integryna α5β3 wiąże się zarówno z ADAM 15 jak i ADAM 

238. 

Pierwszym poznanym enzymem z rodziny ADAM, był ADAM 10. W 1989 

roku A. Chantry wraz ze współpracownikami zaobserwowali degradację 
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preparatów otoczki mielinowej mózgu. W dalszych badaniach potwierdzono, że 

do hydrolizy białka meliny dochodzi w wyniku aktywności enzymatycznej ADAM 

109. 

Enzymy proteolitycze z rodziny ADAM aktywują szlaki sygnalizacyjne 

zarówno w obrębie jednej komórki, jak i międzykomórkowo. Do aktywacji tych 

szlaków dochodzi poprzez hydrolizę ligandów bądź receptorów 

transmembranowych. Proces ten może występować na powierzchni tej samej 

komórki, na której zlokalizowany jest enzym, ale również pomiędzy dwoma 

sąsiednimi komórkami10. 

Zmiany w poziomie aktywności proteolitycznej enzymów z rodziny ADAM 

są kluczowym czynnikiem w rozwoju wielu chorób (Rycina 2). Enzymy te są 

zaangażowane w rozwój nowotworów, stanów zapalnych, zaburzeń sercowo-

naczyniowych czy też neurologicznych. Poszczególne enzymy biorą udział w 

patogenezie nowotworów: trzustki (ADAM 8), piersi (ADAM 9, 12, 15, 17), prostaty 

(ADAM 10 i 15), pęcherza moczowego (ADAM 10), czy też glejaków (ADAM 10, 

17, 19, 23). Biorą także udział między innymi w rozwoju reumatoidalnego 

zapalenia stawów (ADAM 8, 17), stanach zapalnych (ADAM 10, 17), chorobie 

Alzheimera (ADAM 10), reakcjach alergicznych (ADAM 10), cukrzycy (ADAM 17), 

chorobach układu krążenia (ADAM 10, 17) oraz łuszczycy (ADAM 10, ADAM 33)11 

Wielu z przedstawicieli rodziny jest także zaangażowanych w choroby układu 

nerwowego. 
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Rycina 2. Udział enzymów należących do rodziny ADAM w wybranych 

stanach patofizjologicznych człowieka. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury12. 
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2. Enzym dezintegryny i metaloproteazy 17 

2.1 Budowa enzymu ADAM 17 

Enzym Dezintegryny i Metaloproteazy 17 (ang. A Disintegrin And 

Metalloprotease 17, ADAM 17), znany jest również pod nazwą TACE (ang. TNF-

Alpha Converting Enzyme). Odkrycia enzymu dokonano w 1997 roku równolegle 

przez dwie niezależne grupy badawcze. W obu pracach stwierdzono uwalnianie 

czynnika martwicy nowotworu z powierzchni błony komórkowej, przez omawianą 

proteazę13,14. 

Enzym ten jest multidomenową endopeptydazą transmembranową 

(Maktywnej formy = 85 kDa), której aktywność proteolityczna jest zależna od obecności 

jonów cynku15. Enzym ADAM 17 zbudowany jest z następujących podjednostek 

(Rycina 3). 

 

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie struktury enzymu ADAM 17. 

Rysunek wykonany na podstawie literatury16. 

• Pro-domena (ang. pro-domain) – fragment peptydowy zdolny do 

oddziaływań z centrum katalitycznym enzymu, powodując zablokowanie 

aktywności katalitycznej. Hydroliza pro domeny zachodzi w aparacie 

Golgiego i katalizowana jest przez furynę. Mutacje w obrębie struktury tej 

domeny, skutkowały powstawaniem białek nieaktywnych proteolitycznie. 
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• Domena katalityczna (ang. catalytic domain) – zdolna do hydrolizy wiązań 

peptydowych w substratach białkowych. Centrum aktywne koordynuje 

jon cynku poprzez trzy atomy azotu, znajdujące się w pierścieniach 

imidazolowych reszt histydyn (His405, His409, His415), oraz grupę 

karboksylową kwasu glutaminowego (Glu406). Cząsteczka wody, która 

jest odpowiedzialna za atak nukleofilowy na węgiel karbonylowy 

substratu peptydowego, zlokalizowana jest pomiędzy grupą 

karboksylową (Glu406) a jonem cynku (Rycina 4). Zgodnie z nomenklaturą 

Schechtera i Bergera hydroliza wiązania peptydowego zachodzi 

pomiędzy pozycjami P1 a P1’ substratu. Na podstawie przeprowadzonych 

badań wykazano preferencję enzymu ADAM 17 do hydrolizy wiązania 

peptydowego pomiędzy hydrofobowymi, alifatycznymi resztami 

aminokwasowymi, ze szczególnym uwzględnieniem reszty alaniny w 

pozycji P1 oraz reszty waliny w pozycji P1’. 
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Rycina 4. A) Struktura krystaliczna domeny katalitycznej enzymu ADAM 

17. Kolorem czerwonym oznaczono reszty aminokwasowe histydyn, natomiast 

kolorem niebieskim resztę aminokwasową kwasu glutaminowego, pełniących rolę 

w koordynowaniu jonu cynku; B) zbliżenie centrum katalitycznego enzymu ADAM 

1717. 

• Domena dezintegryny (ang. disintegrin domain) – zaangażowana w 

adhezję białka do błony komórkowej. Wykazuje powinowactwo do 

oddziaływań z receptorami transmembranowymi komórek zwierzęcych – 

integrynami. Enzym ADAM 17 tworzy oddziaływania wyłącznie z 

integryną α5β1. Obserwowane oddziaływania pomiędzy nią a enzymem 

ADAM 17, mogą występować na tej samej komórce, jak i między dwiema 
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komórkami. Obserwowane interakcje blokują aktywność proteolityczną 

enzymu. 

• Domena membranowo-proksymalna (ang. Membrane Proximal Domain, 

MPD). Dodatnio naładowany fragment domeny o sekwencji: Arg625-

Lys626-Gly627-Lys628 oddziałuje z ujemnie naładowaną 

fosfatydyloseryną zlokalizowaną na powierzchni komórki, prowadząc do 

zmian konformacyjnych w obrębie enzymu tym samym zbliżając domenę 

katalityczną ADAM 17 do miejsc hydrolizy substratów 

transmembranowych (Rycina 5). Analiza strukturalna domeny MPD 

wykazywała istnienie dwóch form konformacyjnych: otwartej - elastycznej 

oraz zamkniętej - sztywnej. Obie formy różnią się topologią mostków 

disulfidowych - odpowiednio Cys600-Cys630 oraz Cys635-Cys641 dla 

formy otwartej i Cys600-Cys635 oraz Cys630-Cys641 dla formy 

zamkniętej. W wyniku przekształcenia domeny MPD z formy otwartej do 

formy zamkniętej dochodzi do dezaktywacji enzymu. Badanie 

przeprowadzone przez grupę badawczą I. Lorenzen potwierdziły 

zdolność do tworzenia kompleksów, pomiędzy sekwencją fragmentu 

domeny MPD z wybranymi substratami enzymu ADAM 17. Wyniki te 

wskazują, że domena ta jest kluczowym czynnikiem w rozpoznaniu 

wybranych związków hydrolizowanych przez enzym. 
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Rycina 5. Aktywacja enzymu ADAM 17 poprzez oddziaływanie domeny 

MPD z powierzchnią błony komórkowej. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury18. 

• Region CANDIS (ang. Conserved Adam seveNteen Dinamic Interaction 

Sequence, CANDIS) tworzy amfipatyczną helisę, zdolną do oddziaływań z 

błoną komórkową. Oddziaływanie to nasila się w obecności 

fosfatydyloseryny, z kolei wysokie stężenie cholesterolu w błonie 

komórkowej blokuje wiązanie fragmentu CANDIS z dwuwarstwą lipidową. 

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano podwyższoną 

aktywność enzymu ADAM 17 wobec innych białek transmembranowych 

przy niskim stężeniu cholesterolu w komórkach. Ponadto fragment 

CANDIS jest zdolny do oddziaływań oraz wiązania substratów enzymu 

ADAM 17. Istotnym czynnikiem determinującym występowanie 

omawianych oddziaływań jest opisana powyżej domena MPD, która musi 

występować w formie otwartej. 
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• Domena transmembranowa (ang. transmembrane domain) – posiada 

strukturę pojedynczej helisy. Odpowiada za umiejscowienie enzymu w 

dwuwarstwie lipidowej. 

• Domena cytoplazmatyczna (ang. cytoplasmic domain) – odgrywa 

kluczową rolę w regulowaniu aktywności proteazy w odpowiedzi na 

wewnątrzkomórkowe szlaki sygnalizacyjne. Domena ta może indukować 

dimeryzację ADAM 17 na powierzchni komórki, przyczyniając się do 

dezaktywacji enzymu13-22.19,20,21,22,23,24,25,26,27,28.29 

Enzym ADAM 17 ulega ekspresji we wszystkich komórkach organizmu. Za 

transport na powierzchnię komórek odpowiedzialne są nieaktywne homologi 

proteaz romboidalnych (ang. inactive homologs of Rhomboid proteases, iRhom). 

Regulator iRhom 2 ulega ekspresji głównie w komórkach odpornościowych, 

takich jak neutrofile oraz makrofagi, z kolei iRhom 1 w pozostałych komórkach 

organizmu30. Białko iRhom 1 ma kluczowe znaczenie w dojrzewaniu ADAM 17 w 

komórkach mózgu. Badania wskazują, że oba związki są również kluczowymi 

regulatorami innych białek między innymi receptora trifosforanu inozytolu 

pełniącego funkcję kanału wapniowego. Oprócz opisanych właściwości, oba 

homologi pełnią istotną rolę w procesie dojrzewania enzymu31(Rycina 6). Badania 

przeprowadzone przez A. Rossello i współpracowników na modelu zwierzęcym 

wykazały, iż zastosowanie inhibitorów selektywnych wobec iRhom1 oraz iRhom 

2, znacząco obniżyło ekspresję enzymu ADAM 17. Co więcej wszelkie genetyczne 

mutacje tych regulatorów wpływają bezpośrednio na aktywność oraz ekspresję 

enzymu. U pacjentów z nowotworem przełyku zaobserwowano mutacje w 

obrębie N-końcowego fragmentu iRhom 2, co wpływało na zwiększoną 

aktywność proteolityczną ADAM 17 wobec wybranych substratów, potęgując stan 

zapalny w komórkach32. 
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Rycina 6. Schematy A) lokalizacji aktywatora iRhom 2 w dwuwarstwie 

lipidowej; B) aktywacja enzymu ADAM 17; IRHD (ang. iRhom Homology 

Domain)33. 

2.2 Substraty enzymu ADAM 17 oraz wpływ ich procesowania na 

komórki organizmu 

Jednym z najszerzej opisanych substratów enzymu ADAM 17 jest czynnik 

martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor, TNF-α). Należy do grupy 

cytokin, której prekursor ulokowany jest na powierzchni błony komórkowej w 

formie nieaktywnej. Aktywowanie TNF-α zachodzi poprzez hydrolizę 

enzymatyczną i uwolnienie trimerycznej rozpuszczalnej formy do przestrzeni 

międzykomórkowej34. Enzym ADAM 17 hydrolizuje wiązanie peptydowe 

pomiędzy Ala76 a Val7735. TNF-α to cytokina prozapalna pełniąca kluczową rolę 

w odpowiedzi na infekcje. Aktywowanie cytokiny prowadzi do uszkodzenia tkanek 

w chorobach autoimmunologicznych. TNF-α wiąże się z receptorami (ang. Tumor 

Necrosis Factor Receptor 1, TNF-R1 oraz ang. Tumor Necrosis Factor Receptor 2, 

TNF-R2), znajdującymi się we wszystkich tkankach organizmu, indukując stany 

zapalne a nawet śmierć komórki36. 
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Ważnym substratem enzymu ADAM 17 jest receptor interleukiny 6 (ang. 

Interleukin 6 Receptor, Il-6R), będący białkiem transmembranowym, 

zlokalizowanym na powierzchni neutrofili. Hydroliza katalizowana poprzez enzym 

ADAM 17 ma miejsce pomiędzy resztą aminokwasową Gln357 a Asp35821. 

Uwolniona rozpuszczalna forma Il-6R wiąże się z interleukiną 6 (ang. Interleukin 

6, Il-6) tworząc aktywny kompleks zdolny do wiązania się z receptorem gp130 

(ang. glycoprotein 130 – glikoproteina 130 (wykazujący wysoką specyficzność 

względem cytokin)), indukując stany zapalne komórek. Proces ten nazywany jest 

transsygnalizacją. Receptor Il-6R zlokalizowany na powierzchni komórki również 

wiąże się z Il-6, inicjując działanie przeciwzapalne. Z uwagi na te oddziaływania 

aktywność enzymatyczna ADAM 17 jest kluczowa w indukowaniu stanów 

zapalnych wywołanych Il-637. 

Enzym ADAM 17 odpowiedzialny jest również za procesowanie ligandów 

zdolnych do wiązania się z receptorem naskórkowego czynnika wzrostu (ang. 

Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) i uznaje się go za kluczowy regulator 

szlaków sygnalizacyjnych EGFR (Rycina 7). Wśród istotnych ligandów wyróżnia się, 

naskórkowy czynnik wzrostu wiążący heparynę (ang. Heparin-Binding Epidermal 

Growth Factor, HB-EGF), transformujący czynnik wzrostu – alfa (ang. Transforming 

growth factor - alpha, TGF-α) oraz amfiregulinę (ang. Amphiregulin, AREG)38. 

Według badań L. Rao i współpracowników aktywacja szlaków sygnalizacyjnych 

komórek poprzez tworzenie kompleksu HB-EGF z EGFR jest zaangażowana w 

angiogenezę szpiku kostnego39. TGF-α to białko transmembranowe, które po 

hydrolizie z powierzchni błony komórkowej, zachodzącej za pomocą enzymu 

ADAM 17 wiąże się z receptorem EGFR. Badania dowodzą, że aktywny kompleks 

pośredniczy w rozwoju chorób nerek40. AREG syntezowany jest jako 

transmembranowa glikoproteina. Hydroliza wiązania peptydowego uwalniająca 

rozpuszczalną formę zachodzi głównie poprzez aktywność proteolityczną enzymu 

ADAM 1741. Ligand AREG wykazuje mniejsze powinowactwo do receptora EGFR 
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niż wcześniej opisywany TGF-α. W komórkach jest odpowiedzialny za 

indukowanie proliferacji komórek nabłonka dróg oddechowych oraz bierze udział 

w mechanizmach odpowiedzialnych za występowanie stanów zapalnych oraz 

zwłóknienia w komórkach płuc. Dotychczasowe badania wskazują również, że 

przewlekłe uwalnianie rozpuszczalnej formy AREG jest odpowiedzialne za zmiany 

w tkankach płuc u pacjentów z mukowiscydozą42. 

 

Rycina 7. Schemat procesowania ligandów wiążących się do receptora 

EGFR. Rysunek wykonany na podstawie literatury43. 

Transmembranowy receptor Notch1 to kolejny znany substrat enzymu 

ADAM 17. Jest odpowiedzialny za regulację cyklu życia komórek, poprzez 

stymulowanie proliferacji oraz indukowanie apoptozy komórek. Zaburzenia w 

szlakach sygnalizacyjnych z udziałem tego białka zaobserwowano w trakcie 

rozwoju chorób zwłóknienia płuc, nerek, skóry oraz serca44. Badania 

przeprowadzone przez grupę badawczą M. I. Saad wykazały, że nieprawidłowości 

w funkcjonowaniu szlaków, w których zaangażowany jest receptor Notch1, mają 
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wpływ na rozwój nowotworów złośliwych. Proteolityczna hydroliza receptora 

Notch1 może być powodowana zarówno przez enzym ADAM 10 jak i ADAM 17. 

Wykazano, że w przypadku enzymu ADAM 10 hydroliza zachodzi wyłącznie 

wobec receptora związanego z ligandem. W przypadku enzymu ADAM 17 

zachodzi niezależnie od formy kompleksu receptor-ligand45. 

Enzym ADAM 17 bierze również udział w aktywacji innych enzymów np. 

konwertazy angiotensyny 2 (ang. Angiotensin Converting Enzyme 2, ACE2). ACE2 

to transmembranowa metaloproteaza koordynująca jon cynku, która wykazuje 

aktywność enzymatyczną w formie rozpuszczalnej. Uwalnianie formy 

rozpuszczalnej z powierzchni komórki zachodzi poprzez hydrolizę proteolityczną 

z udziałem enzymu ADAM 1746. Enzym ten w komórkach odpowiada za 

przekształcanie angiotensyny I oraz angiotensyny II odpowiednio w angiotensynę 

(1-9) oraz angiotensynę (1-7). Angiotensyna I jest prekursorem angiotensyny II, 

która odpowiedzialna jest za regulację ciśnienia krwi. Również angiotensyna (1-9) 

pełni funkcje regulatora ciśnienia krwi. Z kolei angiotensyna (1-7) wykazuje 

właściwości przeciwzapalne oraz przeciwutleniające47. W badaniach 

przeprowadzonych przez grupę G. Y. Oudit zaproponowano leczenie 

rekombinowanym ludzkim ACE2 myszy chorych na nefropatię cukrzycową. 

Otrzymane wyniki wskazują na znaczące zmniejszenie się białkomoczu oraz 

spowolnienie postępu choroby48. 

Białko Klotho jest znanym enzymem hydrolizowanym przez ADAM 17. 

Transmembranowe białko Klotho uwalniane jest do formy rozpuszczalnej w 

przestrzeni cytoplazmatycznej szczególnie w komórkach dystalnego kanalika 

krętego oraz komórkach splotu naczyniówkowego mózgu. Rozpuszczalna forma 

białka jest obecna w płynie mózgowo-rdzeniowym, moczu jak i w surowicy. 

Poznaną funkcją białka Klotho w moczu jest regulacja działania kanałów 

wapniowych49. Wśród najważniejszych funkcji wyróżnia się hamowanie 
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zwłóknienia nerek, płuc, tętnic oraz serca. Przeprowadzone badania dowodzą 

również działanie przeciwnowotworowe oraz znacznie zmniejszoną ekspresję 

tego białka u pacjentów ze zdiagnozowanymi nowotworami przełyku, trzustki, 

piersi, jelita grubego, szyjki macicy oraz glejakach50. 

Badania przeprowadzone z zastosowaniem spektrometrii mas dowodzą, 

że forma transmembranowa kolagenu typu XVII również jest uwalniana do formy 

rozpuszczalnej poprzez aktywność enzymu ADAM 1751. Kolagen typu XVII 

odpowiedzialny jest za adhezję naskórka poprzez wiązanie się z 

pozakomórkowymi elementami strukturalnymi komórek. Dotychczasowe badania 

nie wskazują bezpośredniej roli rozpuszczalnej formy kolagenu typu XVII w 

funkcjonowaniu komórek. Przeprowadzono jednak badania, w których 

zaobserwowano zmniejszenie ruchliwości komórek pod wpływem nadmiernego 

uwalniania kolagenu typu XVII z powierzchni komórki52. 

Kolagen typu IV to główny składnik błony podstawnej, w której 

odpowiada za adhezję komórek. Dane literaturowe wskazują, że za degradację 

kolagenu typu IV odpowiada między innymi ADAM 1753. W zależności od miejsca 

hydrolizy powstałe produkty reakcji mogą mieć właściwości patogenne jak i 

ochronne wobec komórek. Ze względu na mnogość metaloproteaz zdolnych do 

hydrolizy kolagenu typu IV oraz wielu potencjalnych produktów, zbadanie 

wpływu enzymu ADAM 17 jest obecnie wyzwaniem dla nauki54. 

Opisane powyżej substraty hydrolizowane przez enzym ADAM 17 to 

zaledwie część spośród zdefiniowanej puli 90 związków (Tabela 1). Wynika z tego, 

że enzym ten jest zaangażowany w wiele odrębnych procesów biologicznych, 

zarówno pełniąc funkcje fizjologiczne jak i przyczyniając się do stanów 

patologicznych55. 
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Tabela 1. Podział znanych substratów enzymu ADAM 1748. 

Cytokiny 

Szlaki 

sygnalizacyjne 

komórek 

Receptory 
Przyleganie 

komórek 
Transport Enzymy Inne 

TNFα Amfiregulina Axl ALCAM SCRB1 ACE-2 APP 

CSF-1 HB-EGF CD16 CD44 LRP-1 
Hydrolaza 

węglowa 9 
APLP-2 

KL-1 TGFα CD163 L-selektyna LDL-R Klotho 
Białko 

prionowe 

KL-2 Epigen 
CD30 

(TNFRSF8) 
Kolagen XVII SORCS-1 NPR1 Vasorin 

Limfotoksyna 

α 
Epiregulina 

CD40 

(TNFRSF5) 
Desmogleina-2 SORCS-3  PMEL-17 

RANKL NRG-1 CD89 EpCAM SORL-1  Sydecan-1 

CX3CL1 Białko Jagged EPCR GP-1ba SORT-1  Sydecan-4 

Il-8 DLL-1 ErbB-4 GP-5 TREM-2  Preadipocyt 

 PD-L1 
receptor 

GHRH  
GP-6 IGF-2R  Kolagen IV 

 ICOS-L M-CSFR ICAM-1   PCPE-1 

 Il-15R Notch-1 JAM-A   Cystatyna C 

 Il-1R2 NRP-1 L1-CAM   
Glikoproteina 

wirusa Ebola 

 Il-6R PTK7 LYPD3    

 LAG-3 PTPRZ MUC-1    

 MIC-A PTPRF NCAM    

 MIC-B SEMA-4D Nectin-4    

 TIM-1 TNF-R1 SynCAM-1    

 TIM-3 TNF-R2 VACM-1    

 TIM-4 NTRK1 
Trombospodyna-

4 
   

  VEGF-R2  
 

   

CSF-1 Colony Stimulating Factor 1, KL-1– Stem Cell Factor 1, KL-2 – Stem Cell Factor 2,  RANKL - Receptor 

Activator for Nuclear Factor κ B Ligand,  CX3CL1 - chemokine (C-X3-C motif) ligand 1, IL-8 – interleukin 8, NRG 1 – 

Neuregulin 1, DLL-1 - Delta Like Canonical Notch Ligand 1, PD-L1 - Programmed death-ligand 1, ICOS-L - Inducible T Cell 

Costimulator Ligand, IL-15R – Interleukin 15 Receptor, IL-1R2 – Interleukin 1 Receptor Type 2, LAG-3 - Lymphocyte-

activation gene 3, MIC-A - MHC class I chain-related gene A, MIC-B - MHC class I chain-related gene B, TIM-1 - T Cell 

Immunoglobulin and Mucin Domain Containing 1, TIM-3 – T-cell immunoglobulin and mucin domain 3, TIM-4 - T Cell 



 
31 

 

Immunoglobulin and Mucin Domain Containing 4, AXL - Receptor Tyrosine Kinase, CD 16 - Cluster of Differentiation 16, 

CD 163 - Cluster of Differentiation 163, CD 30 - Cluster of Differentiation 30, CD 40 - Cluster of Differentiation 40, CD 89 

- Cluster of Differentiation 89, EPCR - Endothelial Protein C Receptor, ERBB4 - Receptor tyrosine-protein kinase, GHRH - 

Growth-Hormone-Releasing Hormone, M-CSFR - Macrophage Colony-Stimulating Factor Receptor, NRP-1 - Neuropilin-

1, PTK7 - Tyrosine-Protein Kinase-like 7, PTPRZ - Protein Tyrosine Phosphatase Receptor, type Z, PTPRF - Protein Tyrosine 

Phosphatase Receptor, type F, SEMA-4D - Semaphorin-4D, TNF-R1 - Tumor Necrosis Factor Receptor 1, TNF-R2 - Tumor 

Necrosis Factor Receptor 2, NTRK1 - Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 1, VEGF-R2 - Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor 2, ALCAM - Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule, CD-44 - Cluster of Differentiation 44, EpCAM - 

Epithelial Cell Adhesion Molecule, GP-1ba - Glycoprotein Ib Platelet subunit alpha, GP-5 - Glycoprotein 5, GP-6 - 

Glycoprotein 6, ICAM-1 - Intercellular Adhesion Molecule 1, JAM-A - Junctional Adhesion Molecule A, L1-CAM - L1  - Cell 

Adhesion Molecule, LYPD3 - Ly6/PLAUR Domain Containing 3, MUC-1 – Mucin 1, NCAM - Neural Cell Adhesion Molecule, 

SynCAM-1 - Synaptic Cell Adhesion Molecule type 1, VACM-1 - Vascular Cell Adhesion Molecule 1, SCRB1 - Scavenger 

Receptor Class B 1, LRP-1 - low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 1, LDL-R - low-density Lipoprotein Receptor, 

SORCS-1 - Sortilin Related VPS10 Domain Containing Receptor 1, SORCS-3 - Sortilin Related VPS10 Domain Containing 

Receptor 3, SORL-1 - Sortilin Related Receptor 1, SORT-1 – Sortilin 1, TREM-2 - Triggering Receptor Expressed on Myeloid 

cells 2, IGF-2R - Insulin like Growth Factor 2 Receptor, NPR1 - Natriuretic Peptide Receptor A, APP - Amyloid-beta 

Precursor Protein, APLP-2 - Amyloid-like Protein 2, PMEL-17 - Melanocyte Protein, PCPE-1 - Procollagen C-Proteinase 

Enhancer 1 

2.3 Choroby wywołane zmianami aktywności enzymu ADAM 17 

Znaczna ilość substratów hydrolizowanych przez omawiany enzym 

proteolityczny, powoduje, że wszelkie zmiany w aktywności mogą prowadzić do 

zaburzenia homeostazy enzymatycznej, co skutkuje rozwojem zmian 

patologicznych organizmu. Szczególnie szeroko prowadzone są badania 

dotyczące chorób nowotworowych, stanów zapalnych oraz chorób nerek. 

Badania grupy N. Hedemann przeprowadzono z wykorzystaniem hodowli 

3D linii komórkowych nowotworu jajnika: HEY, Igrov-1, SKOV-3 oraz OVCAR-8. W 

eksperymentach zastosowano terapie łączoną z syntetycznym inhibitorem ADAM 

17 – GW280246X oraz cisplatyną. Badacze odnotowali znaczący spadek 

żywotności komórek nowotworowych (niezależnie od zastosowanej linii 

komórkowej), po zastosowaniu obu związków. Ponadto udowodniono znacznie 

mniejszą skuteczność monoterapii w której stosowano wyłącznie cisplatynę. W 

wynikach obserwowano również zwiększoną aktywność kaspaz w badanych 

układach terapii łączonej względem monoterapii. Zwiększenie ekspresji tej grupy 

enzymów, przyczynia się do apoptozy komórek nowotworowych56. 

F. Caiazza wraz z współpracownikami w 2015 roku zbadali wpływ 

przeciwciała monoklonalnego (D1(A12)) jako inhibitora ADAM 17. Przeciwciało 

poprzez oddziaływanie jednocześnie z domeną katalityczną oraz domeną 
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dezintegryny blokuje aktywność proteolityczną enzymu ADAM 17. W wynikach 

wykazano zmniejszenie zdolności migracyjnych oraz zwiększoną apoptozę 

komórek nowotworowych piersi (HCC1937 oraz HCC1143). W niniejszych 

badaniach zaobserwowano również zaburzenia w szlakach sygnalizacyjnych 

komórek, wynikających z upośledzenia działania receptora EGFR57. 

W badaniach przeprowadzonych w 2018 roku poddano analizie tkankę 

błony śluzowej okrężnicy pobieranej od myszy u których występował nowotwór 

okrężnicy. U części osobników zablokowano ekspresję enzymu ADAM 17 poprzez 

wprowadzenie mutacji genetycznych. Ograniczenie ekspresji enzymu ADAM 17 

znacząco zmniejszyło szybkość rozwoju nowotworu, jednak nie uchroniło ich 

przed zachorowaniem. Wyniki te zestawiono z badaniami przeprowadzonymi in 

vitro wobec ludzkich komórek nowotworowych okrężnicy linii HCT116 oraz HT29. 

W trakcie hodowli zastosowano farmakologiczne hamowanie aktywności enzymu 

ADAM 17, poprzez zastosowanie inhibitora INCB3619, który odpowiedzialny jest 

za blokowanie szlaków sygnałowych wykorzystujących receptor EGFR. W 

rezultacie zaobserwowano znaczny spadek proliferacji komórek nowotworowych 

względem kontroli, co potwierdza kluczową rolę enzymu ADAM 17 w rozwoju 

nowotworu okrężnicy58. 

Grupa badawcza M. I. Saad przeprowadziła badania z wykorzystaniem 

myszy u których występował gruczolak płuc. U osobników zastosowano mutacje 

genetyczne w celu zahamowania ekspresji enzymu ADAM 17, w wyniku czego 

obserwowano znaczne zmniejszenie tempa rozwoju nowotworu w odniesieniu do 

próby kontrolnej. Badania przeprowadzone na różnych etapach rozwoju choroby 

potwierdziły zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych oraz obniżony 

stan zapalny u osobników z wprowadzoną mutacją. W omawianym opracowaniu 

sprawdzono również wpływ inhibitorów enzymu ADAM 17 na rozwój ludzkich linii 

komórkowych gruczolaka płuca A549, NCI-H23 oraz NCI-H2228. Potwierdzono 
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działanie onkogenne proteazy, wobec tego nowotworu, wykazując wzmożoną 

proliferację oraz żywotność komórek59. 

Poziom ekspresji enzymu ADAM 17 może wpływać także na rozwój 

nowotworu żołądka. W 2020 roku przeprowadzono analizę danych 1757 

pacjentów z nowotworem żołądka, u których oznaczono poziom ekspresji 

enzymu ADAM 17 metodami immunohistochemicznymi. Zwiększoną ekspresję 

enzymu ADAM 17 obserwowano u pacjentów z wyższym stadium rozwoju 

choroby, obecnością przerzutów do innych narządów oraz czasem trwania 

choroby. W przeprowadzonej analizie nie zaobserwowano korelacji pomiędzy 

poziomem stężenia omawianego enzymu a płcią pacjentów60. 

Onkogeneza gruczolaka przewodowego trzustki może zależeć od 

prawidłowego funkcjonowania szlaków sygnalizacyjnych zależnych od aktywności 

enzymu ADAM 17. Grupa badawcza M. Lesina przeprowadziła badania z 

wykorzystaniem gatunku myszy z nowotworem trzustki. Badania wstępne 

przeprowadzono na wyizolowanych liniach komórkowych z guza pierwotnego i 

zaobserwowano istotny wpływ transsygnalizacji międzykomórkowej zależnej od 

Il-6, na rozwój choroby. W następnym etapie genetycznie zmodyfikowano 

osobniki ograniczając ekspresję Il-6. U badanych zwierząt obserwowano 

zahamowanie rozwoju gruczolaka i znaczne opóźnienie występowania powikłań, 

w odniesieniu do osobników bez zablokowanej ekspresji. Dodatkowo wykonano 

badania u pacjentów ze zdiagnozowanym gruczolakiem przewodowym trzustki, 

sprawdzając stężenie Il-6 w surowicy. Zaobserwowano znacząco większe stężenie 

badanego białka u pacjentów chorych względem grupy kontrolnej. Jak opisano w 

podrozdziale „Substraty enzymu ADAM 17 oraz wpływ ich procesowania na 

komórki organizmu”, transsygnalizacja z udziałem Il-6 zachodzi przy udziale 

enzymu ADAM 17, którego aktywność może być zaangażowana w patogenezę 

choroby61. 



 
34 

 

Przeprowadzono również badania wpływu aktywności proteazy ADAM 17 

na rozwój chorób, niebędących chorobami nowotworowymi. 

Nadmierna aktywność enzymu ADAM 17 w indukcji szlaków 

sygnalizacyjnych komórek, może przyczyniać się do rozwoju i progresji chorób 

sercowo-naczyniowych. X. Wang wraz z współpracownikami przeprowadzili 

badania in vivo wykorzystując gatunek myszy z rozwijającym się przerostem 

mięśnia sercowego oraz szczurów z wrodzonym nadciśnieniem. U wybranych 

osobników obu gatunków ograniczono ekspresję enzymu ADAM 17 poprzez 

wprowadzenie mutacji w obrębie genu kodującego białko. W wynikach 

obserwowano opóźniony rozwój nadciśnienia u osobników z ograniczoną 

ekspresją enzymu ADAM 17, jednakże efekt ten był przejściowy i po dłuższym 

czasie obserwowano zwiększone ciśnienie krwi u zwierząt. Zarówno w przypadku 

przerostu jak i zwłóknienia serca obserwowano znaczne spowolnienie rozwoju 

chorób u osobników z ograniczoną ekspresją badanego enzymu. Według 

autorów kluczowymi czynnikami w tych chorobach są cytokiny, których nadmiar 

promuje patogenezę niniejszych chorób62. 

Zmiany w aktywności enzymu ADAM 17 w komórkach mają wpływ także 

na rozwój miażdżycy. W przeprowadzonych w 2016 badaniach przez grupę 

badawczą A. Nicolaou wyhodowano gatunek myszy z miażdżycą oraz z 

ograniczoną ekspresją enzymu ADAM 17. Zwierzęta te rozwinęły bardziej 

zaawansowane stany miażdżycowe, niż osobniki kontrolne. Niedobór enzymu 

ADAM 17 promował proliferację makrofagów oraz hamował apoptozę. Nadmiar 

komórek makrofagów akumuluje się w zmianach miażdżycowych na wczesnym 

etapie rozwoju choroby, prowadząc do powstawania blaszek miażdżycowych. 

Ponadto zbadano właściwości adhezyjne makrofagów, które były znacząco 

wyższe u osobników z niedoborem enzymu ADAM 17, co również ma wpływ na 

tempo rozwoju choroby63. 
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Aktywność enzymu ADAM 17 ma wpływ na rozwój przewlekłej 

obturacyjnej choroby płuc u pacjentów palących papierosy, co potwierdziła grupa 

badawcza M. Stolarczyk. W ramach badań wyizolowano komórki nabłonka dróg 

oddechowych pacjentów, po resekcji nowotworu płuc. Następnie komórki 

poddawano ekspozycji na dym papierosowy. W przeprowadzonych 

eksperymentach mierzono stężenie uwalnianych substratów enzymu – Il-6R oraz 

AREG. Po inkubacji komórek w obecności dymu papierosowego, obserwowano 

znaczący wzrost stężenia obu substratów w medium zewnątrzkomórkowym, 

pochodzącym z hodowli komórek pobranych od pacjentów ze zdiagnozowaną 

chorobą, względem próby kontrolnej. Dodatkowo sprawdzono wpływ inhibitora 

enzymu ADAM 17 (TMI-2 – ((2R,3S)-2-([[4-(2-

butynyloksy)fenylo]sulfonylo]amino)-N,3-dihydroksybutanoamid) na stężenie Il-

6R oraz AREG, gdzie obserwowano znaczny spadek stężenia substratów, co 

potwierdza uwalnianie ich z powierzchni komórek przez badany enzym64. 

W badaniach przeprowadzonych przez grupę badawczą L. Fiorentino 

oceniono wpływ dysfunkcji metabolicznych na aktywność enzymatyczną w 

kontroli hiperglikemicznej organizmu. W tym celu w badaniach in vitro 

wykorzystano trzy linie komórkowe – preadipocyty 3T3-F442A, miocyty C2C12 

oraz hepatocyty SV40. Wszystkie linie komórkowe poddawano ekspozycji na 

wysokie stężenie liposacharydów, kwasu palmitynowego, glukozy oraz insuliny, 

indukując zaburzenia metaboliczne. W wynikach obserwowano znaczny wzrost 

aktywności enzymu ADAM 17 we wszystkich badanych wariantach. Dodatkowo 

przeprowadzono badania in vitro z udziałem myszy z zahamowaną ekspresją 

naturalnego inhibitora tkankowego metaloproteinaz - 3 (ang. Tissue Inhibitor of 

MetalloProteinases – 3, TIMP-3), enzymu ADAM 17. Osobniki spożywały pokarm 

bogaty w lipidy. Po upływie 20 tygodni zaobserwowano zwiększone stężenie 

glukozy oraz insuliny we krwi względem osobników niemodyfikowanych 

genetycznie. Przeprowadzona analiza histopatologiczna wątroby potwierdziła 
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zaawansowane stadium zapalenia wątroby u osobników z zahamowaną ekspresją 

inhibitora TIMP-3 w odniesieniu do zdrowych myszy65. 

W 2014 przeprowadzono badania in vivo na myszach, ze zmianami 

metabolicznymi obserwowanymi w rozwoju cukrzycy typu 1. Po 10 tygodniach 

hodowli część osobników poddano leczeniu insuliną. Obserwowano u nich 

spadek stężenia glukozy we krwi oraz znaczne zahamowanie postępu choroby. 

Następie zbadano stężenie enzymu ADAM 17 zarówno w lizatach komórkowych 

nerek jak i moczu. W efekcie odnotowano zmniejszone stężenie enzymu ADAM 

17 u osobników poddanych leczeniu insuliną. Równolegle badano stężenie ACE2, 

enzymu będącego substratem ADAM 17 we wskazanych modelach. Profile 

ekspresji obu białek były identyczne, co wskazuje na silną korelację pomiędzy 

aktywnością obu związków, a zachodzącymi zmianami metabolicznymi w trakcie 

rozwoju cukrzycy typu 166. 

Doniesienia literaturowe na temat wpływu enzymu ADAM 17 na rozwój 

chorób nerek dowodzą, że enzym ten aktywuje szlaki prowadzące do zwłóknienia 

nerek, które pojawia się w nefropatii cukrzycowej67. W badaniach 

przeprowadzonych przez grupę badawczą R. Li na komórkach podocytów 

wyizolowanych od szczurów obserwowano znaczący wzrost aktywności ADAM 17 

po inkubacji w pożywce zawierającej wysokie stężenie glukozy (30 mM) względem 

próby kontrolnej, inkubowanej w pożywce zawierającej standardowe stężenie 

glukozy (5,6 mM)68. 

Przedstawione powyżej dane literaturowe obrazują jak aktywność 

proteolityczna enzymów, ze szczególnym uwzględnieniem ADAM 17, wywiera 

wpływ na rozwój chorób (Rycina 8). 
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Rycina 8. Schemat obrazujący rolę enzymu ADAM 17 w patogenezie 

wybranych chorób. 

2.4 Inhibitory enzymu ADAM 17 

Wysoki stopień homologii strukturalnej pomiędzy centrami aktywnymi 

enzymów proteolitycznych jest przyczyną ograniczeń w projektowaniu 

selektywnych drobnocząsteczkowych inhibitorów. Naturalnym inhibitorem 

enzymu ADAM 17 jest TIMP-3 (ang. Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-3), 
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który wiąże się z centrum aktywnym enzymu z zachowaniem stechiometrii 1:169. 

Natywne białko TIMP-3 ma masę około 24 kDa. Struktura drugorzędowa 

zbudowana jest z dwóch α-helis oraz ośmiu nici β-kartek, stabilizowanych przez 

sześć wiązań disulfidowych. N-końcowy fragment inhibitora zawiera miejsce 

glikozylacji w pozycji Asn18470. 

N-końcowy fragment białka TIMP-3 jest zaangażowany w hamowanie 

aktywności proteolitycznej ADAM 17. Cysteina w pozycji 1 poprzez grupę α-

aminową oraz karbonylowy atom tlenu grupy α-karboksylowej konkurencyjnie 

koordynuje jon cynku. Grupa α-karboksylowa kwasu glutaminowego (Glu406) 

enzymu, która dotychczas zaangażowana była w koordynowanie jonu cynku, 

tworzy międzycząsteczkowe wiązanie wodorowe z grupą karbonylową seryny 

(Ser66). Łańcuch boczny treoniny (Thr2) oddziałuje z kieszenią katalityczną S1’, 

natomiast łańcuch boczny seryny (Ser4) wpasowuje się w kieszeń S3’ enzymu. 

Kolejne dwie reszty aminokwasowe w sekwencji inhibitora - prolina (Pro5) oraz 

seryna (Ser6), tworzą kilka stabilizujących całość oddziaływań Van der Waalsa 

odpowiednio z izoleucyną (Ile438) oraz tyrozyną (Tyr390). Kluczowym dla 

stabilności kompleksu TACE-TIMP-3 jest oddziaływanie pomiędzy hydrofobowym 

fragmentem enzymu bogatym w reszty tyrozyny, waliny oraz leucyny (Tyr352, 

Val353, Tyr369 oraz Leu380), a pętlą sA-sB inhibitora o sekwencji Glu31-Gly32-

Pro33-Phe34-Gly35-Thr3671 (Rycina 9). 
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Rycina 9. A) Struktura krystaliczna kompleksu domeny katalitycznej 

enzymu ADAM 17 (kolor zielony) z naturalnym inhibitorem TIMP-3 (kolor 

niebieski). Czerwonym kolorem oznaczono resztę aminokwasową cysteiny w 

pozycji 1 inhibitora, pełniącą kluczową rolę w blokowaniu aktywności 

proteolitycznej; B) zbliżenie struktury krystalicznej kompleksu ADAM 17-TIMP-372. 

Wydajnym inhibitorem syntetycznym, selektywnym wobec enzymu 

ADAM 17 jest inhibitor przetwarzania TNF-α (ang. Tumor necrosis factor - Alpha 

Processing Inhibitor - 0, TAPI-0) (Rycina 10). 
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Rycina 10. Wzór półstrukturalny inhibitora syntetycznego TAPI-0. 

Grupa K. Kagawa zaobserwowała znaczący spadek aktywności 

proteolitycznej enzymu ADAM 17, przy zastosowaniu TAPI-0 w linii komórkowej 

szpiczaka mnogiego (RPMI 8226). Wykonane eksperymenty wykazały brak 

cytotoksyczności tego inhibitora względem zdrowych komórek73. Grupa 

hydroksyloamonowa inhibitora konkurencyjnie wiąże się z jonem cynku, blokując 

aktywność katalityczną enzymu74. 
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3. Cukrzyca 

Cukrzyca jest chorobą metaboliczną wywoływaną zaburzeniami w 

produkcji i podaży insuliny. Insulina stabilizuje poziom glukozy we krwi, poprzez 

między innymi hamowanie jej produkcji w wątrobie. Wyróżniamy dwie 

podjednostki chorobowe: 

• cukrzycę typu 1 - jest to choroba autoimmunologiczna w której dochodzi 

do niszczenia komórek β-trzustki, produkujących insulinę, poprzez 

własny układ odpornościowy. 

• cukrzycę typu 2 - przejawiająca się brakiem reakcji organizmu na zmiany 

w stężeniu glukozy we krwi75. 

Ponadto cukrzyca może pojawiać się u kobiet w ciąży (cukrzyca ciążowa) 

oraz u osób obciążonych genetycznie. Występuje także w trakcie trwania infekcji, 

jak i może być konsekwencją długotrwałego przyjmowania leków (cukrzyca 

wtórna)76. 

Według danych z raportu Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World 

Health Organization, WHO) na świecie w 2014 roku z cukrzycą żyło 422 milionów 

ludzi, a od 1980 roku procent populacji z tą chorobą wzrósł z 4,7% do 8,5%. 

Według najnowszych danych w 2022 roku na świecie żyło 830 milionów osób 

chorych na cukrzycę. Największy przyrost przypadków obserwowano w krajach 

słabo i średnio rozwiniętych co wynika z uwarunkowań kulturowych, trybu życia, 

dostępu do służby zdrowia oraz świadomości społecznej. Według najnowszych 

danych 95% przypadków to pacjenci z cukrzycą typu 277,78. 

W trakcie rozwoju cukrzycy występują powikłania groźne dla organizmu 

człowieka, powodując znaczny wzrost ryzyka śmierci pacjenta. Niezależnie od 

typu cukrzycy, może ona powodować rozwój następujących jednostek 

chorobowych79 (Rycina 11): 
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• retinopatia – powikłanie nerwowo-naczyniowe powodujące między 

innymi ślepotę, jaskrę oraz zaćmę80; 

• nefropatia – przejawia się zaburzeniami w pracy kłębuszków 

nerkowych, prowadzącymi do niewydolności nerek81; 

• neuropatia – zapalenie nerwów obwodowych spowodowane 

między innymi powstającymi reaktywnymi formami tlenu82; 

• udar mózgu; 

• choroby serca; 

• choroba naczyń obwodowych; 

 

Rycina 11. Powikłania pojawiające się u pacjentów chorujących na 

cukrzycę. Rysunek wykonany na podstawie literatury83. 
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Według danych literaturowych w populacji zamieszkującej Stany 

Zjednoczone Ameryki w latach 2009-2015 przyrost hospitalizacji pacjentów z 

cukrzycą wzrósł o 73%. Obserwowano również 55% wzrost liczby zgonów, z 

których większość dotyczyło zawałów serca oraz niewydolności nerek 

spowodowanych rozwojem nefropatii cukrzycowej, co czyni te powikłania 

najgroźniejszymi spośród wymienionych84. Szacuje się, że liczba zgonów w 2012 

roku wyniosła 1,5 miliona pacjentów. Według danych liczba ta odpowiada 12,8% 

wszystkich zgonów na świecie. Wśród przyczyn śmierci ponownie najczęściej 

występowały niewydolność nerek oraz choroby serca85. Zgodnie z najnowszymi 

danymi Międzynarodowej Federacji Diabetyków, liczba zgonów pacjentów w 

2021 roku wywołana powikłaniami cukrzycy, wyniosła 6,7 milionów ludzi86. 
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4. Nefropatia cukrzycowa 

4.1.  Klasyfikacja 

Nefropatia cukrzycowa (ang. Diabetic Nephropathy, DN) jest 

powikłaniem mikronaczyniowym prowadzącym do przewlekłej niewydolności 

nerek. W trakcie trwania choroby obserwuje się objawy takie, jak obecność białka 

w moczu oraz zwiększenie ciśnienia tętniczego. DN rozwija się u pacjentów 

niezależnie od typu cukrzycy87. 

W trakcie rozwoju choroby obserwuje się zmiany w morfologii nerki 

obejmujące pogrubienie błony podstawnej komórek podocytów, przerost 

kanalików proksymalnych oraz zwiększenie mezangium. Badania 

przeprowadzone przez grupę badawczą P. Bjornstad dowiodły, że w modelu 

zwierzęcym z indukowaną cukrzycą, po 50 dniach obserwowano 67% przyrost 

masy nerek88. 

Tempo rozwoju DN zależy od takich czynników, jak uwarunkowania 

genetyczne, rasa czy przynależność do grupy etnicznej89. Istotny jest również styl 

życia pacjenta. Przeprowadzone badania dowodzą, że istnieje ścisły związek 

pomiędzy paleniem papierosów a rozwojem DN. Palacze są bardziej narażeni na 

zachorowania, a ryzyko to rośnie wraz z zwiększaniem przyjmowanej dawki 

tytoniu90. Zaobserwowano również zależność pomiędzy zwiększonym ryzykiem 

zachorowania a podeszłym wiekiem, otyłością, wysokim poziomem cholesterolu 

czy też wcześniejszym zdiagnozowaniem innych powikłań, takich jak retinopatia. 

K. Tziomalos i współpracownicy w swoich pracach wskazują również, że mężczyźni 

mają większą skłonność do zachorowania na DN91. Jednakże najważniejszym i 

najszerzej opisanym w literaturze czynnikiem ryzyka jest hiperglikemia. 

Nieodpowiednia kontrola hiperglikemii przyczynia się do rozwoju i progresji DN. 

Ścisła kontrola, polegająca na utrzymaniu poziomu glukozy w stężeniu 

fizjologicznym spowodowała znaczną regresję w rozwoju DN zarówno u 
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pacjentów z cukrzycą typu 1 jak i 292. Badania przeprowadzone na grupie 

pacjentów z cukrzycą typu 1 wykazały zmniejszenie występowania 

mikroalbuminurii i albuminurii o odpowiednio 39% i 54%, z kolei u pacjentów z 

niepoprawnie kontrolowaną hiperglikemią obserwowano wyraźne pogorszenie 

wyników klinicznych oraz diagnozowano pierwsze stadia DN93. 

Zidentyfikowano pięć stadiów choroby pojawiających się w trakcie 

rozwoju DN (Rycina 12). Klasyfikacji dokonano na podstawie zmian w wartościach 

współczynnika filtracji kłębuszkowej (ang. Glomerular Filtration Rate, GFR) oraz 

ciśnienia tętniczego94. 

• I – Hiperfiltracja – faza początkowa, w której dochodzi do wzrostu GFR 

oraz wzrostu ciśnienia naczyń włosowatych. 

• II – Etap cichy – w fazie tej obserwuje się pierwsze zmiany na poziomie 

morfologii nerki w tym zgrubienie błony podstawnej. Występuje również 

nasilona ekspansja macierzy mezangium. Czynnik GFR jest w normie z 

tendencją do nieznacznego wzrostu. 

• III – Etap początkowy nefropatii – pojawia się mikroalbuminuria, dochodzi 

do nieodwracalnych zmian w kłębuszkach nerkowych, jednak nie 

zachodzą trwałe zaburzenia w funkcjonowaniu nerek. Wartość GFR może 

być zarówno w normie jak i podwyższona. Najnowsze badania wykazały 

zdolność do cofnięcia się zmian w nerkach pacjentów, u których etap ten 

trwał krótko. 

• IV – Jawna nefropatia – objawia się makroalbuminurią oraz zwiększonym 

ciśnieniem tętniczym a wartość GFR maleje. Prawidłowe leczenie na tym 

etapie jest kluczowe dla podtrzymania czynności nerek. 

• V – Schyłkowa niewydolność nerek – wartość GFR jest bardzo niska, 

dochodzi do trwałego uszkodzenia nerek. W etapie tym niezbędna jest 
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dializa. Jedyną możliwością wyleczenia jest przeszczep nerki, który 

czasami wykonywany jest razem z przeszczepem trzustki 95,96,97. 

 

Rycina 12. Etapy nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury98. 

4.2. Diagnostyka 

W diagnostyce DN, najbardziej rozpowszechnionym badaniem jest 

analiza obecności albumin w moczu. Wynik wykraczający poza normy nie jest 

jednoznaczny z postawieniem diagnozy, ze względu na występowanie odchyleń 

od wartości referencyjnych obserwowanych również w innych chorobach układu 

wydalniczego. W przypadku stwierdzenia odchyleń od normy, pacjent wykonuje 

dalsze badania w odpowiednich odstępach czasowych, a pełen okres 

diagnostyczny trwa około sześć miesięcy. Równolegle u pacjenta wykonuje się 

badanie oceny wartości współczynnika filtracji kłębuszkowej, którego zmiany 

towarzyszą rozwojowi DN99. Obecna droga diagnostyczna jest bardzo długa oraz 

skomplikowana, a przez występowanie objawów niespecyficznych, poszukuje się 
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nowych biomarkerów, które jednoznacznie będą wskazywać na DN, we 

wczesnych stadiach choroby100. Dane literaturowe opisują wiele biomarkerów 

różnego pochodzenia. Najczęściej pojawiającymi się są: 

• Mikro RNA – krótkie niekodujące fragmenty RNA odpowiedzialne za 

ekspresję genów. Ich zaletą diagnostyczną jest wysoka stabilność w 

płynach ustrojowych. Analizowane są poprzez sekwencjonowanie oraz 

ilościowy test PCR. Metoda ta jest czuła i precyzyjna a niektóre dane 

dowodzą występowania korelacji pomiędzy obecnością wybranych 

fragmentów mikro RNA, a stopniem rozwoju DN101; 

• Transferyna – to białko, którego zwiększone stężenie w moczu 

obserwowano u pacjentów z cukrzycą typu 2. Dowiedziono, że diabetycy 

z wysokim poziomem transferyny w moczu szybciej zachorują na DN, niż 

pacjenci z prawidłowym poziomem tego białka102; 

• Angiotensynogen – białko, którego stężenie w moczu u pacjentów z 

cukrzycą typu 1 jest podwyższone, przed pojawieniem się 

mikroalbuminurii. Z kolei u pacjentów z cukrzycą typu 2 wyższe stężenie 

tego białka obserwowano dopiero w sytuacji wystąpienia 

makroalbuminurii gdzie we wcześniejszych stadiach choroby jego 

stężenie było prawidłowe103; 

• Kolagen typu IV – składnik macierzy mezangialnej, którego stężenie 

powyżej normy obserwuje się w moczu pacjentów z cukrzycą typu 2 i 

stwierdzoną DN. Niestety u 1/3 pacjentów obserwuje się brak zmian 

stężenia kolagenu typu IV, pomimo stwierdzonej mikroalbuminurii104; 

• α-1-mikroglobulina – to niewielka glikoproteina, która z łatwością 

pokonuje barierę krew/mocz w kłębuszkach nerkowych, po czym zostaje 

wchłonięta w kanalikach proksymalnych. Przeprowadzone badania 

wykazują korelację pomiędzy zwiększonym stężeniem tej glikoproteiny a 

stadium rozwoju DN. Badania grupy Ching-Ye Hong przeprowadzone na 
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próbkach moczu pacjentów z cukrzycą typu 2 wskazują, że wyniki 

pomiaru stężenia α-1-mikroglobuliny mogą mieć charakter 

diagnostyczny dla wczesnego wykrywania DN105. 

• Cystatyna C – jest to białko pełniące funkcje inhibitora proteaz 

cysteinowych. Zaobserwowano istotnie zwiększone poziomy stężenia w 

próbkach moczu osób z mikroalbuminurią. Analiza danych literaturowych 

wykonana przez T. Fiseha, potwierdza wykorzystanie cystatyny C jako 

biomarkera DN. Między innymi zaobserwowano jednoczesny wzrost 

stężenia tego białka, wraz ze wzrostem stężenia albuminy w moczu. Wciąż 

trwają badania nad klinicznym zastosowaniem cystatyny C jako markera 

DN106. 

• Lipokalina związana z żelatynazą neutrofili (ang. Neutrophil Gelantinase 

Associated Lipocalin, NGAL) – to niewielkie białko uwalniane między 

innymi przez komórki kanalików nerkowych, jako odpowiedź na 

uszkodzenia tych struktur. Zaobserwowano podwyższone stężenie NGAL 

u pacjentów z cukrzycą w odniesieniu do grupy kontrolnej. U pacjentów 

z cukrzycą, ale bez mikroalbuminurii zanotowano podwyższony poziom 

NGAL w moczu, co wskazuje na wczesne uszkodzenie kanalików. Badania 

dowodzą, że NGAL może być biomarkerem wczesnego wykrywania 

DN107. 

• Czynnik martwicy nowotworów TNF-α – to wcześniej omawiana cytokina 

indukująca procesy zapalne, której zwiększone stężenie obserwuje się u 

pacjentów z DN108. Bierze udział w homeostazie mediatorów 

odpowiedzialnych za rozszerzanie i zwężanie naczyń krwionośnych oraz 

jest cytotoksyczna wobec komórek kłębuszków, prowadząc do ich 

uszkodzenia109. 

• 8-hydroksy-2-deoksyguanozyna (8-OHdG) – powstaje w wyniku reakcji 

enzymatycznej z udziałem reaktywnych form tlenu. Nie ulega degradacji 
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w komórkach, a usuwana jest z organizmu wraz z moczem. Zwiększone 

stężenia 8OHdG zaobserwowano u pacjentów z cukrzycą typu 2110. U 

pacjentów z makroalbuminurią poziom 8-OHdG był znacznie wyższy niż 

u pacjentów z noralbuminurią. 8OHdG jest ogólnoustrojowym markerem 

stresu oksydacyjnego, więc jego zmiany w stężeniu w moczu są 

niejednoznaczne z rozwojem DN111. 

• Sercowe białko wiążące kwasy tłuszczowe (ang. Heart-type Fatty Acid-

Binding Protein, H-FABP) – białko wykorzystywane jako marker ostrego 

uszkodzenia nerek. Zaobserwowano stopniowy wzrost stężenia tego 

białka w moczu wraz z rozwojem DN, co korelowało ze wzrostem stężenia 

albuminy112. 

• Końcowe produkty glikolizacji (ang. Advanced Glycation End products, 

AGE) – powstają w wyniku nieenzymatycznych reakcji glikozylacji białek. 

Nadmierna ilość tych związków w organizmie powoduje stres 

oksydacyjny w komórkach113. AGE stymuluje również produkcję cytokin, 

co wpływa na powstawanie stanów zapalnych. Hiperglikemia przyczynia 

się do samorzutnych reakcji powodujących produkcję AGE. W badaniach 

zaobserwowano znaczny wzrost stężenia AGE w moczu u pacjentów z 

DN114. 

Biopsja jest metodą diagnostyczną, która bezpośrednio wskazuje na 

występowanie DN. Niestety jest ona bardzo inwazyjna, powodując 3% ryzyko 

wystąpienia poważnych powikłań. Dodatkowo ten zabieg diagnostyczny jest 

kosztowny, co wyklucza go z powszechnego stosowania u pacjentów115. 

4.3. Potencjalne metody leczenia 

Różnorodne przyczyny DN wymuszają stosowanie szeregu odmiennych 

metod terapeutycznych jako monoterapii lub terapii łączonej. Czynnikami ryzyka 

DN są między innymi podwyższone stężenie glukozy oraz podwyższone ciśnienie 
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krwi. W leczeniu tych chorób i tym samym prewencji DN stosowane są między 

innymi inhibitory stresu oksydacyjnego oraz leki przeciwzapalne116,117. 

4.3.1 Inhibitory stresu oksydacyjnego 

• APX-115 (ang. Isuzinaxib) jest jednym z inhibitorów odpowiedzialnych za 

hamowanie produkcji reaktywnych form tlenu. Związek ten blokuje 

ekspresję enzymów: Nox-1, Nox-2, Nox-4 oraz Nox-5 w komórkach 

nerek. Badania in vivo potwierdzają ochronne działanie tego inhibitora, 

poprzez zmniejszenie ogólnoustrojowego stresu oksydacyjnego. U 

zwierząt z indukowaną DN obserwowano zahamowanie rozwoju 

procesów zapalnych oraz niższe stężenia albuminy w moczu w 

odniesieniu do próby kontrolnej. Stosowanie tego związku usprawnia 

działanie szlaków sygnalizacyjnych komórek odpowiedzialnych za 

właściwą reakcję na insulinę118,119. 

• L. Kishore ze współpracownikami przebadali inhibitory reduktazy 

aldozowej, mające potencjalne działanie antyoksydacyjne. Wśród 

inhibitorów tego enzymu wyróżnia się naturalnie występujący w ziarnach 

soi stigmasterol. Przeprowadzone badania in vitro potwierdziły skuteczne 

działanie inhibitora, poprzez zmniejszenie ilości produkowanych 

końcowych produktów glikacji względem próby referencyjnej. Analiza 

histopatologiczna potwierdziła prewencyjną aktywność inhibitorów 

reduktazy aldozowej wobec komórek objętych DN120. 

4.3.2 Inhibitory odpowiedzialne za właściwą kontrolę glikemiczną 

• Floryzyna jest jednym ze stosowanych związków aktywnych w lekach 

kontrolujących hiperglikemię. Jest to bioflawonoid naturalnie znajdujący 

się w miąższu jabłek, odpowiedzialny za inhibicję modulatorów 

glukozowo-sodowych (ang. Sodium-Glucose Cotransporter, SGLT). W 

przeprowadzonych badaniach in vivo stosowanie inhibitora SGLT 
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zapobiegało trwałej hiperglikemii, białkomoczu oraz hiperfiltracji 

kłębuszkowej. U zwierząt niewykazujących białkomoczu, mimo 

zastosowania inhibitora obserwowano znaczną diurezę oraz 

cukromocz121. 

• Inhibitory dipeptydylo peptydazy-4 (ang. Dipeptidyl-Peptidase-4, DPP-4) 

zwane gliptynami, wspierają kontrolę glikemiczną w organizmie. W 

przeprowadzonych badaniach zredukowano białkomocz u pacjentów z 

cukrzycą typu 2 oraz DN, stosując inhibitor DPP-4 - sitagliptynę. Podobne 

działanie obserwowano również po zastosowaniu linagliptyny. 

Najczęściej stosuje się gliptyny jako elementy terapii łączonej wobec 

zahamowania rozwoju DN122. Długoterminowe stosowanie u pacjentów 

alogliptyny jako inhibitora DPP-4 u pacjentów z cukrzycą typu 2 

potwierdziło nie tylko poprawę i stabilizację stężenia glukozy we krwi, ale 

także wykazano brak negatywnych skutków tego leku na pozostałe 

narządy123. 

4.3.3 Pozostałe inhibitory stosowane w terapii DN 

• Inhibitory układu Renina-Angiotensyna (ang. Renin-Angiotensin System, 

RAS), to szeroko przebadana grupa związków, stosowana w leczeniu 

pacjentów z cukrzycą. Opracowane dotychczas inhibitory blokują 

aktywność reniny oraz konwertaz angiotensyny124. Jednym z powszechnie 

stosowanych inhibitorów jest kapropryl, którego efektem działania jest 

zmniejszenie ciśnienia tętniczego. Badania wykazały, że stosowanie 

inhibitorów RAS u pacjentów z cukrzycą typu 1 prowadziło do istotnego 

zmniejszenia białkomoczu, wraz z unormowaniem wskaźnika GFR125. 

• Blokada receptora interleukiny 6, Il-6R. U pacjentów z DN 

zaobserwowano nadprodukcję cytokin prozapalnych, co więcej stężenie 

Il-6R jest wyższe u pacjentów z DN niż u pacjentów z cukrzycą bez 



 
52 

 

stwierdzonej nefropatii126. Zastosowanie inhibitora receptora Il-6R 

(tocilizumab) w modelu mysim z indukowaną cukrzycą, spowodowało 

zmniejszenie białkomoczu oraz agregacji macierzy pozakomórkowej. 

Blokowanie receptora Il-6R prowadzi do zahamowania wydzielanych 

cytokin prozapalnych, co przyczynia się do złagodzenia skutków rozwoju 

DN127. 

4.4 Patogeneza nefropatii cukrzycowej, ze szczególnym uwzględnieniem 

enzymów proteolitycznych 

Dotychczasowe badania mające na celu zidentyfikowanie uniwersalnego 

szlaku odpowiedzialnego za rozwój DN wykazały, że w proces ten zaangażowane 

są różne szlaki sygnałowe, aktywujące odmienne mechanizmy. Dodatkowo 

zaobserwowano wzajemne oddziaływania pomiędzy poszczególnymi ścieżkami, 

które determinują udział w rozwoju choroby kilku mechanizmów jednocześnie128. 

Dane literaturowe opisujące ścieżki rozwoju DN wskazują na indukowanie 

choroby trwałą hiperglikemią, która towarzyszy pacjentom z cukrzycą. 

Hiperglikemia ma istotny wpływ na stres oksydacyjny, powstawanie końcowych 

produktów zaawansowanej glikacji, czy też wzmożoną aktywację szlaków 

sygnałowych. Zaburzenia te prowadzą do powstawania prozapalnych 

mediatorów, co w sprzężeniu ze zmianami hemodynamicznymi skutkuje trwałym 

uszkodzeniem nerek129. 

Kluczowa w rozwoju DN jest również aktywność enzymatyczna. Enzymy, 

to wielkocząsteczkowe głównie białkowe związki o właściwościach katalitycznych. 

Ich zadaniem jest obniżanie energii aktywacji specyficznych reakcji130. 

Od wielu lat prowadzone są badania dotyczące genezy oraz rozwoju DN 

zależnego od aktywności proteaz. W przeprowadzonych badaniach wykazano 

znaczące różnice w aktywności enzymów i wynikającej z niej zawartości peptydów 

w próbkach moczu, pomiędzy pacjentami zdrowymi a pacjentami chorującymi na 
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DN. W analizie tej potwierdzono zmiany w aktywności siedemnastu proteaz w tym 

metaloproteaz macierzy pozakomórkowej (MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, 

MMP-9, MMP-12, MMP-13), katepsyny D, katepsyny K, kalikreiny 4 oraz 

konwertaz probiałkowych (Tabela 2)131. W przypadku nefropatii cukrzycowej 

analizę może komplikować pojawiająca się albuminuria. Na podstawie 

omawianych badań można założyć, że zachodzące zmiany w składzie i aktywności 

peptydów znajdujących się w moczu mogą wskazywać na wcześniejsze 

zaburzenia na poziomie tkankowym132. 
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Tabela 2. Enzymy proteolityczne zaangażowane w rozwój nefropatii 

cukrzycowej. 

 

ENZYM FUNKCJA 

STADIUM 

CHOROBY W 

KTÓRYM 

OBSERWUJE 

SIĘ ZMIANY 

AKTYWNOŚCI 

Konwertaza 

angiotensyny 
przekształcenie angiotensyny I w angiotensynę II133 II 

Konwertaza 

angiotensyny 2 

przekształcenie angiotensyny I w angiotensynę (1-9) 

oraz angiotensyny II w angiotensynę (1-7)134 
II 

Renina 
przekształcenie angiotensynogenu w angiotensynę 

I135 
III 

MMP-2 
degradacja kolagenu IV, V oraz zdenaturowanego 

kolagenu I136 
II 

MMP-3 
degradacja kolagenów typu: II, IV, V. Hydroliza TV-C, 

lamininy oraz fibronektyny137 
III 

MMP-7 
degradacja kolagenu IV, fibronektyny, lamininy oraz 

entaktyny138 
III 

MMP-8 degradacja kolagenów typu: I, II, III, VII oraz X139 II 

MMP-9 
degradacja kolagenów typu IV oraz V, 

proteoglikanów oraz elastyny140 
III 

MMP-12 
degradacja elastyny, fibronektyny, lamininy, 

witronektyny oraz kolagenu typu IV141 
brak danych 

MMP-13 
degradacja kolagenów typu: I, II, III, IV, X, XIV oraz 

fibronektyny142 
brak danych 

ADAM 10 proteoliza cytokin oraz chemokin143 II 

ADAM 17 procesowanie czynnika wzrostu TNF-α144 III 

ADAMTS 13 proteoliza czynnika ULvWF145 II 

Aminopeptydaza N gedradacja macierzy pozakomórkowej146 III 

Chymaza przekształcenie angiotensyny I w angiotensynę II147 III 

Dipeptydylo 

peptydaza 4 
degradacja macierzy pozakomórkowej148 II 

Karnozynaza hydroliza karnozyny149 III 

Kaspazay 
aktywacja szeregu reakcji prowadzących do 

apoptozy komórki150 
IV 

Katepsyna C aktywacja proteaz serynowych151 brak danych 

Katepsyna D 
degradacja aktyny, miozyny, aktywacja enzymów 

(katepsyna B, katepsyna L)152 
III 

Katepsyna K 
degradacja kolagenu typu I, endostatyny oraz 

osteonektyny 
brak danych 

Katepsyna L 
rozpad białek w lizosomach, hydroliza dynaminy 

oraz synaptopodiny153 
III 

Kalikreina 4 degradacja fibrynogenu, kolagenów typu I oraz IV154 brak danych 

Trombina 
homeostaza krzepnięcia krwi, przekształcenie 

fibrynogenu w fibrynę155 
III 
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Spośród przedstawionych powyżej enzymów proteolitycznych, 

szczególną uwagę chciałabym zwrócić na dwa enzymy, których zaangażowanie w 

rozwój nefropatii cukrzycowej jest szeroko opisane w literaturze. 

Pierwszym z nich jest ADAM 10, który znany jest również pod nazwą 

Kuzbanina. Znajduje się we wszystkich komórkach organizmu a jego zadaniem 

jest proteolityczne rozszczepianie substratów w przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 

wśród których znajdują się cytokiny, chemokiny oraz prekursory czynników 

wzrostu156. Grupa badawcza P. Gutwein przeprowadziła eksperymenty z 

wykorzystaniem materiału biologicznego (mocz), który pochodził od pacjentów 

ze zdiagnozowanymi chorobami nerek (toczniowe zapalenie nerek, zapalenie 

nerek, nefropatia cukrzycowa). W analizowanych próbkach sprawdzono stężenie 

enzymu ADAM 10, a wartości porównano z materiałem biologicznym zdrowych 

ochotników. W rezultatach u wszystkich chorych pacjentów zaobserwowano 

podwyższone stężenie enzymu ADAM 10, względem zdrowych osób. Dodatkowo 

wykorzystując technikę western blot potwierdzili, że w komórkach podocytów 

dochodzi do ekspresji enzymu ADAM 10157. 

Kolejnym enzymem szeroko opisanym w literaturze jest ADAM 17. Jego 

budowa oraz specyficzność substratowa zostały omówione w rozdziale 2. Enzym 

dezintegryny i metaloproteazy 17. W 2021 roku przeprowadzono badania na 

myszach z indukowaną cukrzycą wywołaną przez podanie streptozotocyny. 

Naukowcy u wybranych osobników zahamowali ekspresję enzymu ADAM 17 

poprzez modyfikacje genetyczne. U osobników z indukowaną cukrzycą i 

zahamowaniem ekspresji enzymu ADAM 17 obserwowano zmniejszony przerost 

nerek, względem próby kontrolnej. Sprawdzono również wpływ ograniczenia 

ekspresji badanej proteazy na apoptozę komórek podocytów, która zachodziła 

wolniej. W obu przypadkach sprawdzono również stężenia markerów 

odpowiedzialnych za zwłóknienie nerek (np. HB-EGF, TGF-α, TGF-β). U wszystkich 



 
56 

 

osobników z indukowaną cukrzycą zaobserwowano zwiększoną ekspresję 

analizowanych markerów w odniesieniu do zwierząt zdrowych. U myszy bez 

zahamowanej ekspresji enzymu ADAM 17 zaobserwowano znacznie wyższe 

stężenie omawianych markerów158. 

Niewątpliwie wszelkie zmiany zachodzące w organizmie, które prowadzą 

do zaburzenia stężenia oraz aktywności enzymów proteolitycznych mogą 

wywoływać reakcję łańcuchową, przyczyniając się do dalszej progresji choroby. 

To właśnie z tych powodów badania nad rozpoznaniem nefropatii cukrzycowej są 

tak bardzo istotne dla rozwoju zarówno diagnostyki jak i leczenia choroby. 

Pogłębienie wiedzy w tej tematyce może być kluczowe dla zdrowia całej populacji. 

5. Nefron – podstawowa jednostka budulcowa układu wydalniczego 

5.1 Funkcje elementów strukturalnych odpowiedzialnych za filtrację 

kłębuszkową 

Nerki to organy, których główną funkcją jest wydalanie produktów 

przemiany materii. Ponadto odpowiadają za utrzymanie prawidłowej gospodarki 

wodno-elektrolitowej. Podstawową jednostką funkcjonalną nerek jest nefron 

(Rycina 13). Badania autopsyjne nerek przeprowadzone u ludzi na przestrzeni lat, 

wykazały, że liczba nefronów wynosi od 210 000 do 2 700 000, a ich liczebność 

spada wraz z wiekiem. Grupa badawcza J. R. Chartlon przedstawiła badania, w 

których udowodniono spadek ilości nefronów u pacjentów z nadciśnieniem 

tętniczym. Prawdopodobnie przyczyną obumierania nefronów jest niedokrwienie 

kłębuszków nerkowych, które prowadzi do ich stwardnienia a w konsekwencji do 

zaniku kanalików. Dokładny mechanizm nie zastał jednak poznany. W analizie 

rozważono także wpływ płci oraz rasy na ilość nefronów, jednak nie wykryto 

znaczących zależności159. 
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Rycina 13. Schemat budowy nefronu. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury160. 

Kłębuszek nerkowy jest elementem nerki odpowiadającym za filtrowanie 

krwi (Rycina 14). Osocze filtrowane jest do kapsuły Bowmana. Pokonywanie 

bariery krew-mocz jest możliwe dzięki stosunkowo mniejszej średnicy tętniczki 

odprowadzającej względem tętniczki doprowadzającej. W wyniku tej różnicy 

powstaje ciśnienie, umożliwiające filtrację krwi161. 

 

Rycina 14. Przekrój poprzeczy kłębuszka nerkowego. Rysunek wykonany 

na podstawie literatury135. 



 
58 

 

Filtrowane produkty przemiany materii, aby przedostać się do moczu 

muszą pokonać barierę komórek nabłonkowych, błony podstawnej oraz 

podocytów. 

Błona podstawna budowana jest przez lamininy, kolagen typu IV, kolagen 

typu XVIII jak i proteoglikany. Błona ta oddziela komórki podocytów od komórek 

nabłonkowych, a jej funkcją jest zwiększenie selektywności filtracyjnej kłębuszków 

nerkowych162. 

Podocyty wyścielają zewnętrzną powierzchnię błony podstawnej. 

Komórki te składają się z ciałka komórki oraz wypustek szczelnie otaczających 

naczynia włosowate. Pomiędzy wypustkami znajduje się szczelina filtracyjna, która 

umożliwia przenikanie produktów przemiany materii (Rycina 15). Funkcje 

podocytów zależą od prawidłowej sygnalizacji międzykomórkowej, dlatego są 

one bardzo wrażliwe na wszelkie zmiany163. 

 

Rycina 15. Ułożenie komórek podocytów wokół naczyń włosowatych w 

kłębuszku nerkowym. Rysunek wykonany na podstawie literatury164. 

Komórki mezangium ulokowane między naczyniami włosowatymi w 

kłębuszku nerkowym, zdolne są do kurczenia się, co pozwala na mechaniczną 

kontrolę ciśnienia w tętniczkach, wpływając na szybkość filtracji krwi. Obszar 
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mezangium odpowiada za usuwanie złogów filtrowanych makrocząsteczek 

osadzających się w błonie podstawnej165. 

5.2 Zmiany zachodzące w kłębuszkach nerkowych podczas rozwoju 

nefropatii cukrzycowej 

Podczas rozwoju DN obserwuje się wczesne zmiany w obrębie błony 

podstawnej kłębuszków nerkowych. W początkowych stadiach choroby błona 

podstawna ulega pogrubieniu. Zmiany w przestrzennej lokalizacji składników 

błony podstawnej wpływają na funkcjonowanie komórek podocytów oraz 

proliferację komórek mezangium. Zaobserwowano pogrubienie błony 

podstawnej u pacjentów z cukrzycą bez towarzyszącej albuminurii, co oznacza, że 

zmiany w grubości błony nie są przyczyną występowania białka w moczu. 

Najprawdopodobniej zmiany te są wynikiem wczesnych uszkodzeń podocytów i 

pojawiają się w celu utrzymania czynności nerek166. 

Zwiększone ciśnienie w tętniczkach przebiegających przez kłębuszek 

nerkowy, prowadzi do deformacji struktury podocytów. Komórki podocytów są w 

stanie dostosować się do drobnych zmian. Jednakże długotrwałe zaburzenia 

prowadzą do trwałych modyfikacji w cytoszkielecie komórek. W podocytach 

zachodzi ekspresja receptorów cytokin i chemokin, promujących stan zapalny. W 

omawianych stanach zapalnych komórek podocytów, wewnątrzkomórkowe szlaki 

sygnalizacyjne wpływają na ich funkcje, prowadząc do zaburzeń w ich 

integralności na powierzchni błony podstawnej. Ponadto w rozwoju DN 

obserwuje się apoptozę komórek podocytów oraz deformację ich wypustek167. 

Stany zapalne towarzyszące rozwojowi nefropatii cukrzycowej powodują 

podwyższoną proliferację komórek mezangium, których nadmiar deformuje 

naczynia krwionośne. Ponadto obserwuje się utratę żywotności komórek, 

przyczyniając się do zwłóknienia kłębuszków nerkowych. Deformacja naczyń 

krwionośnych powoduje zwiększenie ciśnienia, które wpływa na proces filtracji 
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krwi168. Zmiany zachodzące w strukturze bariery filtracyjnej prowadzą do zaniku 

selektywności podczas pokonywania bariery krew-mocz (Rycina 16). 

 

Rycina 16. Zmiany w organizacji bariery krew-mocz, obserwowane 

podczas rozwoju nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury169. 

5.3 Wpływ hiperglikemii na podocyty w modelu komórkowym 

Ekspozycja komórek na hiperglikemie prowadzi do insulinooporności, w 

wyniku której dochodzi do częściowego zahamowania kontroli glikemicznej 

zależnej od insuliny. Zjawisko to obserwuje się między innymi w komórkach 

wyizolowanych podocytów170. 
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Inkubacja podocytów w pożywce hodowlanej zawierającej 30 mM 

stężenie glukozy powoduje zapoczątkowanie zmian patologicznych 

charakterystycznych dla hiperglikemii, takich jak zaburzenia ich funkcji, czy śmierć 

komórkowa171. 

Wykorzystując mysią linię komórkową podocytów zbadano wpływ 

ekspozycji komórek na wysokie stężenie glukozy. W badaniach komórki 

podocytów inkubowano w pożywce RPMI 1640 zawierającą 10% FBS oraz D-

glukozę o stężeniu 30 mM. Inkubację prowadzono przez 2 godziny, 1 dzień, 3 dni 

oraz 5 dni. Wyniki interpretowano w stosunku do podocytów hodowanych przy 

stężeniu glukozy 5,6 mM i oceniano produkcję reaktywnych form tlenu. W efekcie 

tego eksperymentu ilość reaktywnych form tlenu (NADP(H) oraz H2O2) wzrósł 

istotnie w każdym punkcie pomiarowym, aby piątego dnia osiągnąć przyrost 

rzędu 90%. Aktywność enzymów antyoksydacyjnych w pierwszym okresie 

wzrosła, co wskazuje na ich działanie ochronne. Niestety efekt ten zanikł po 3-5 

dniach, przy jednoczesnej zwiększonej ekspresji tych enzymów w komórkach. 

Świadczy to o patologicznym zablokowaniu komórkowych procesów ochronnych, 

podczas dłuższej ekspozycji na zwiększoną ilość glukozy, tym samym 

odzwierciedla proces nefropatii cukrzycowej w organizmie żywym172. 

5.4 Znaczenie białka Klotho w komórkach nerek 

Białko Klotho może występować w trzech formach: α-Klotho, które 

występuje głównie w komórkach mózgu, nerek oraz wątroby, β-klotho którego 

ekspresja zachodzi głównie w wątrobie, śledzionie oraz w nerkach. Ostatnim 

przedstawicielem jest ɣ-Klotho, występujące w komórkach fibroblastów oraz 

nerek. Główną formą tego białka jest α-Klotho a jego nazwa w literaturze często 

upraszczana jest do nazwy Klotho. Klotho jest multidomenowym białkiem 

transmembranowym, którego budowę zaprezentowano na rycinie 17173. 
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Rycina 17. Schematyczna budowa białka Klotho. Rysunek wykonany na 

podstawie literatury174. 

Na powierzchni błony komórkowej Klotho wiąże się z czynnikiem wzrostu 

fibroblastów – 23 (ang. Fibroblast Growth Factor, FGF-23), przyczyniając się do 

regulacji (wchłaniania) fosforanów w kanalikach proksymalnych nerek. 

Dodatkowo białko to aktywuje receptor waniloidowy przejściowego potencjału 5 

(ang. Transient receptor potential cation channel subfamily V member 5, TRPV-

5), poprzez usunięcie reszty kwasu sialowego z miejsc N-glikozylacji. Proces ten 

zachodzi dzięki funkcji enzymatycznej, jaką wykazuje białko Klotho, które należy 

do grupy glikozylaz. Stabilizacja TRPV-5 wpływa na wchłanianie zwrotne jonów 

wapnia z moczu do krwi, które zachodzi w kanalikach proksymalnych nerek. 

Około 95-98% wchłanianych jonów wapnia przebiega za pośrednictwem TRPV-

5175. 

Poprzez aktywność proteolityczną enzymów ADAM 10 oraz ADAM 17, 

białko Klotho może ulegać rozszczepieniu w dwóch miejscach. Pierwsze z nich 

zlokalizowane jest pomiędzy domeną transmembranową a domeną KL2. 

Produktem hydrolizy jest rozpuszczalna forma Klotho o masie 130 kDa, składająca 

się z domen KL1 oraz KL2. Drugie miejsce hydrolizy zlokalizowane jest pomiędzy 

domenami KL1 oraz KL2. Produktem hydrolizy tego wiązania jest domena KL1 o 
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masie 68 kDa. Uwalnianie rozpuszczalnych form białka do krwioobiegu oraz 

moczu jest ściśle powiązane z patologią chorób nerek. Grupa badawcza A. 

Piwkowskiej wykazała wzrost stężenia rozpuszczalnych form białka w surowicy, 

przy jednoczesnym spadku stężenia białka transmembranowego w komórkach 

podocytów u szczurów z indukowaną cukrzycą. Wykazano także znaczący wpływ 

rozpuszczalnych form białka na metabolizm glukozy w komórkach podocytów. 

Ponadto przeprowadzone badania wobec komórek podocytów 

odzwierciedlających warunki hiperglikemii wykazały zwiększoną aktywność 

enzymu ADAM 10, odpowiedzialnego za procesowanie rozpuszczalnych form 

białka Klotho na powierzchni komórki176. 

U myszy z ostrym uszkodzeniem nerek stwierdzono ochronne działanie 

rozpuszczalnych form białka Klotho, które hamowały rozwój zwłóknienia tkanek 

nerek. Działanie to może wynikać z regulacji działania transformującego czynnika 

wzrostu β1. Rozpuszczalna forma białka Klotho poprzez oddziaływanie z 

receptorem tej cytokiny blokuje dalsze szlaki sygnalizacyjne, które są 

odpowiedzialne za wzrost komórek, ich proliferację oraz hamowanie apoptozy. 

Rozpuszczalna forma białka Klotho może także wiązać się z tratwami lipidowymi, 

znajdującymi się w błonie komórkowej. Poprzez tę aktywność rozpuszczalna 

forma białka Klotho blokuje ścieżki sygnałowe zależne od kinazy 3 - 

fosfatydyloinozytolu, która jest odpowiedzialna za proliferację, różnicowanie oraz 

dalszą sygnalizację w szlakach komórkowych np. w kontroli ekspresji genów 

regulujących przebieg apoptozy177. 

Szereg przeprowadzonych badań wykonanych z użyciem komórek 

nabłonkowych kanalików proksymalnych nerek, komórek śródbłonka naczyń 

kłębuszków nerkowych oraz komórek mezangialnych kłębuszków nerkowych, 

wobec których indukowano stany fizjologiczne odpowiadające nefropatii 

cukrzycowej, wykazały protekcyjne działanie białka Klotho. W badaniach tych 
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zaobserwowano zmniejszenie stopnia zwłóknienia, spadek reaktywnych form 

tlenu, złagodzenie stanu zapalnego oraz zahamowanie procesu apoptozy. 

Wykazano także, że stężenie białka Klotho w komórkach spada wraz z rozwojem 

cukrzycy (zarówno typu 1 jak i 2), z kolei stężenie form rozpuszczalnych wzrasta. 

W badaniach klinicznych obserwowano niski poziom rozpuszczalnej formy białka 

Klotho u osób z niewydolnością nerek. Ponadto wykazano zmniejszenie ekspresji 

białka Klotho u pacjentów we wczesnych stadiach DN, a wraz z rozwojem choroby 

odnotowano dalszy spadek178. 

Wpływ rozpuszczalnych form białka Klotho w patogenezie nefropatii 

cukrzycowej wydaje się istotnym aspektem w określeniu mechanizmów 

odpowiedzialnych za ochronę komórek nerek przed stanem zapalnym, 

zwłóknieniem i apoptozą. 
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1. Chemia kombinatoryczna 

Pierwsze metody chemii kombinatorycznej, zostały opracowane w 

połowie lat osiemdziesiątych dwudziestego wieku, ograniczając się do syntezy 

bibliotek z wykorzystaniem układów biologicznych: fagów, plazmidów, drożdży 

czy bakterii. Strategia syntezy została szeroko rozwinięta i obecnie znajduje 

zastosowanie w odkrywaniu oraz optymalizacji leków jak i w diagnostyce chorób. 

Metoda ta generuje dużą liczbę związków w niewielu krokach syntezy, 

umożliwiając wykonanie szybkich badań przesiewowych. Algorytm rozwiązywania 

otrzymanych na drodze syntezy bibliotek peptydowych pozwala spośród miliona 

związków wyselekcjonować strukturę jednego selektywnego wobec wybranego 

czynnika179. Technika syntezy porcjowania i łączenia (ang. mix and split) została 

zaproponowana w 1988 roku do generowania dużych bibliotek peptydów. 

Metodę stosuje się z wykorzystaniem syntezy na nośniku stałym. W technice tej 

nośnik dzielony jest na „n” części i poddawany reakcji z „x” reagentami. W 

następnym kroku całość nośnika łączy się w jednym naczyniu i ponownie dzieli 

na poszczególne naczynia reakcyjne. Ilość powtarzalnych kroków zależy od ilości 

dołączanych reagentów. Zaletami tej metody jest niewielka ilość naczyń 

reakcyjnych niezbędna do syntezy wielu związków oraz możliwość syntezowania 

dużych bibliotek. Liczba produktów otrzymanych z wykorzystaniem tej syntezy 

rośnie wykładniczo, zgodnie ze wzorem180: 

𝐾 =  𝑥𝑛 

gdzie:  K – liczba produktów 

x – liczba stosowanych modyfikacji 

n – liczba pozycji z wprowadzanymi modyfikacjami 
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Rycina 18. Schemat tworzenia biblioteki peptydowej metodą chemii 

kombinatorycznej „porcjowania i łączenia”. Niebieska kulka odpowiada ziarnu 

żywicy, pozostałe resztom aminokwasowym. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury181. 
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Na powyższej rycinie 18 zobrazowano syntezę biblioteki peptydowej, 

składającej się z trzech reszt aminokwasowych. Zastosowanie metody 

„porcjowania i łączenia” pozwala otrzymać wszystkie możliwe kombinacje w 

trzech krokach syntezy. 

Proces dekonwolucji polega na wyselekcjonowaniu spośród mieszaniny 

otrzymanych sekwencji aktywnego biologicznie związku182. Do metod 

pozwalających określić strukturę biologicznie aktywnego związku zalicza się 

metodę iteracyjną oraz skanowanie pozycyjne. Metoda iteracyjna polega na 

analizie każdej z pozycji substratu, wobec badanego enzymu proteolitycznego. 

Identyfikację prowadzi się stosując resyntezę wszystkich pozycji biblioteki. 

Skanowanie pozycyjne polega na syntezie mniejszych podbibliotek zawierających 

stałą sekwencję w określonych pozycjach reszt aminokwasowych. W metodzie tej 

nie wykonuje się resyntezy. Na podstawie analizy wyników wybiera się sekwencję 

substratu, wobec którego enzym wykazuje największą aktywność w każdej 

podbibliotece183. 

2. Synteza peptydów 

Zastosowanie odpowiedniej taktyki w trakcie syntezy peptydów to 

niezbędny element do otrzymywania bibliotek peptydowych. Ze względu na 

wysoką wydajność oraz łatwość w dzieleniu i łączeniu na poszczególnych etapach 

syntezy, wykorzystuje się syntezę na nośniku stałym (ang. Solid Phase Peptide 

Synthesis (SPPS)) z zastosowaniem strategii Fmoc/tBu. 

2.1 Nośnik stały 

W zależności od oczekiwanego produktu, do syntezy peptydów 

wykorzystuje się różne nośniki stałe. Nośnik taki składa się z rdzenia (najczęściej 

polistyrenowego bądź polietylenoglikolowego), który może być dodatkowo 

funkcjonalizowany linkerami. Najistotniejszymi parametrami żywic są: średnica 
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ziaren, stopień sieciowania oraz stopień osadzenia. Wybierając żywicę do syntezy 

zwraca się szczególną uwagę na: 

• kompatybilność żywicy z warunkami prowadzenia reakcji 

• rozmiar ziaren oraz stopień sieciowania, które decydują o łatwości dyfuzji 

rozpuszczalnika oraz reagentów 

• stopień osadzenia żywicy, który powinien być odpowiednio dobrany do 

długości sekwencji syntezowanych peptydów 

W ramach wykonywanych badań stosowane były dwa rodzaje nośników 

stałych: 

• ŻYWICA TENTA GEL SRAM 

Żywica ta charakteryzuje się wysokim stopniem pęcznienia w 

rozpuszczalnikach niepolarnych oraz niskim stopniem w rozpuszczalnikach 

polarnych. Funkcjonalizowana jest linkerem, zawierającym aktywną grupę 

aminową i należy do grupy żywic amidowych (Rycina 19)184. 

 

Rycina 19. Wzór półstrukturalny linkera przyłączonego do żywicy TENTA 

GEL SRAM. Rysunek wykonany na podstawie literatury185. 

• ŻYWICA 2-CHLORO-CHLOROTRITYLOWA 

Funkcjonalizowana jest linkerem zawierającym dwa atomy chloru, w czym 

jeden zlokalizowany jest poza ugrupowaniem aromatycznym, który pełni rolę 

grupy odchodzącej w reakcji sprzęgania. Żywica ta jest szczególnie wrażliwa na 
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warunki kwasowe, alkohole oraz fenole. Stosowanie łagodnych warunków w 

trakcie odszczepiania peptydu z nośnika, pozwala na zachowanie grup 

ochronnych w łańcuchach bocznych reszt aminokwasowych. W przeciwieństwie 

do żywicy Tenta Gel SRAM, produkt posiada wolną grupę α-karboksylową na C-

końcu peptydu (Rycina 20)186. 

 

Rycina 20. Wzór półstrukturalny linkera przyłączonego do żywicy 2-

chloro-chlorotritylowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury187. 

2.2 Pochodne aminokwasów i ich grupy ochronne 

Wszystkie aminokwasy w stosowanej syntezie (z wyjątkiem glicyny) 

posiadały konfigurację względną L. Grupa alfa-aminowa posiadała osłonę 9-

fluorenylometoksykarbonyl – Fmoc, która wykluczała niepożądane reakcje 

uboczne. Zastosowana grupa protekcyjna jest stabilna w warunkach acylowania. 

Aminokwasy zawierające grupy funkcyjne w łańcuchu bocznym posiadały 

dodatkowe grupy ochronne188. Aminokwasy stosowane do syntezy, to: 

• Fmoc-Ala-OH 

• Fmoc-Arg(Pbf)-OH 

• Fmoc-Asn(Trt)-OH 

• Fmoc-Phe-OH 

• Fmoc-Gly-OH 

• Fmoc-Gln(Trt)-OH 



 
71 

 

• Fmoc-His(Trt)-OH 

• Fmoc-Ile-OH 

• Fmoc-Asp(OtBu)-OH 

• Fmoc-Glu(OtBu)-OH 

• Fmoc-Leu-OH 

• Fmoc-Lys(BOC)-OH 

• Fmoc-Met-OH 

• Fmoc-Pro-OH 

• Fmoc-Ser(tBu)-OH 

• Fmoc-Thr(tBu)-OH 

• Fmoc-Trp(BOC)-OH 

• Fmoc-Tyr(tBu)-OH 

• Fmoc-Val-OH 

2.3  Automatyzacja procesu syntezy peptydów 

Syntezę peptydów można prowadzić zarówno manualnie jak i przy użyciu 

metod automatycznych. Synteza mikrofalowa pozwala na znaczne skrócenie 

czasu syntezy peptydu. Zastosowanie w trakcie syntezy specjalnego, obojętnego 

chemicznie reaktora sprawia, że promieniowanie mikrofalowe jednorodnie 

ogrzewa próbkę. Aby zapewnić mieszanie reagentów w naczyniu reakcyjnym 

stosuje się gazowy azot lub mieszanie magnetyczne, z czego druga forma nie jest 

zalecana ze względu na ryzyko uszkodzenia żywicy. W trakcie syntezy stosuje się 

standardowe odczynniki sprzęgające oraz DMF jako rozpuszczalnik ze względu 

na swoje właściwości przekazywania energii cieplnej. Wzrost temperatury 

mieszaniny reakcyjnej do 60°C prowadzi do około 50-krotnego wzrostu szybkości 

reakcji. Zastosowanie automatycznej syntezy mikrofalowej prowadzi do 

otrzymania w krótkim czasie peptydów o wysokiej czystości189. 
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2.4  Stosowane aktywatory 

Do prawidłowego przebiegu reakcji tworzenia wiązania peptydowego, 

niezbędna jest aktywacja grupy karboksylowej. Często wykorzystywanymi 

czynnikami aktywującymi są TBTU, HBTU oraz HATU, które przekształcają grupę 

karboksylową w aktywny ester uroniowy. W reakcji wykorzystuje się również 

trzeciorzędową aminę np. DIPEA, która ma za zadanie wytworzenie karboksylanu. 

W przypadku stosowania tej strategii niezwykle istotne jest, aby najpierw 

wytworzyć karboksylan i dopiero w następnym kroku dodać do mieszaniny 

reakcyjnej aktywatory. Zapobiega to zajściu reakcji ubocznych z wolną grupą 

aminową. Można także zastosować łagodniejsze warunki reakcji, wykorzystując 

związki karboimidowe190. Aktywne pochodne można uzyskać również 

przekształcając grupę karboksylową w azydek bądź chlorek, jednak wiąże się to z 

dużym prawdopodobieństwem racemizacji. 

3. Metody analizy aktywności proteolitycznej enzymów 

Aktywność proteolityczną enzymów można analizować z wykorzystaniem 

substratów peptydowych191,192: 

• substraty chromogeniczne; 

• substraty fluorogeniczne; 

• substraty wykorzystujące wewnątrzcząsteczkowy transfer energii 

wzbudzenia elektronowego. 

3.1  Substraty chromogeniczne 

Związki te w sekwencji oprócz fragmentu peptydowego posiadają 

chromofor wykazujący absorpcję w zakresie długości fal UV-VIS. W wyniku reakcji 

hydrolizy obserwujemy przesunięcie maksimum absorpcji produktu względem 

substratu. Metoda ta polega na pomiarze stężenia uwalnianego chromofora w 

czasie rzeczywistym, co pozwala na monitorowanie przebiegu reakcji hydrolizy. 

W celu zweryfikowania obecnych produktów hydrolizy stosowane są metody 
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chromatograficzne bądź spektrometria mas. Przykładowe chromofory 

wykorzystywane do syntezy substratów zestawiono w tabeli 3193,194. 

Tabela 3. Przykłady związków, wykorzystywanych do syntezy substratów 

chromogenicznych. 

Nazwa związku 
Długość fali 

absorbancji 
Wzór półstrukturalny 

ANB 

kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy 
410 nm 

 

PAZ 

kwas 4-(fenyloazo)benzoesowy 
320 nm 

 

p-NA 

p-nitroanilina 
400 nm 

 

 

3.2  Substraty fluorogeniczne 

Substraty fluorescencyjne w sekwencji posiadają fluorofor, który zostaje 

uwolniony z sekwencji w wyniku reakcji enzymatycznej. Fluorofor wykazuje 

zjawisko fluorescencji, którym jest emitowanie światła przez wzbudzoną 

cząsteczkę w wyższym stanie elektronowym, podczas przechodzenia do stanu 

podstawowego. Emitowane fotony wykazują niższą energię od tych, którymi 

wzbudzono cząsteczkę, zatem obserwowana fluorescencja występuje przy 

większych długościach fali względem pasm wzbudzenia. Różnica ta określana jest 

mianem przesunięcia Stokesa, a wielkość przesunięcia zależy od zastosowanego 

fluorofora oraz jego otoczenia195. 

Z zastosowaniem tej metody obecność enzymu można określić zarówno 

jakościowo jak i ilościowo. Przyrost intensywności fluorescencji można mierzyć w 
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czasie rzeczywistym, co odpowiada aktywności proteolitycznej enzymu. Substraty 

fluorescencyjne są najczęściej stosowane w przypadku określania aktywności 

egzopeptydaz. Produkty hydrolizy są możliwe do scharakteryzowania poprzez 

metody chromatograficzne bądź spektrometrię mas. Przykładowe fluorofory 

zostały przedstawione w tabeli 4196,197. 

Tabela 4. Przykłady związków, wykorzystywanych do syntezy substratów 

fluorescencyjnych. 

Nazwa związku 
Długość fali 

wzbudzenia 

Długość 

fali emisji 
Wzór półstrukturalny 

MCA 

kwas (7-metoksy-4-

kumarylo)octowy 

322 nm 381 nm 

 

ACC 

7-amino-4-

karbamoilometylokumaryna 

325 nm 400 nm 

 

AMC 

7-amino-4 metylokumaryna 

 

341 nm 441 nm 

 

5-FAM 

5-karboksy fluoresceina 
492 nm 517 nm 

 

FITC 

izotiocyjanian fluoresceiny 
498 nm 517 nm 

 

RODAMINA B 553 nm 627 nm 
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3.3 Substraty fluorogeniczne wykorzystujące wewnątrzcząsteczkowy 

transfer energii wzbudzenia elektronowego 

Wewnątrzcząsteczkowy transfer przeniesienia elektronu (ang. Fröster 

Resonance Energy Transfer (FRET)) występuje między dwoma cząsteczkami 

znajdującymi się w bliskim sąsiedztwie. Procesy absorpcji i emisji energii 

obserwowane pomiędzy donorem a akceptorem fluorescencji opisywane są przez 

diagram Jabłońskiego, przedstawiony na rycinie 21. 

 

Rycina 21. Diagram Jabłońskiego ilustrujący przejścia energetyczne 

obserwowane pomiędzy donorem a akceptorem, wykazującymi zjawisko FRET.  

S0 – podstawowy stan energetyczny, S1 – wzbudzony stan energetyczny. Rysunek 

wykonany na podstawie literatury198. 

Wybrane pary muszą spełniać warunek nakładania się widma emisyjnego 

donora z widmem absorpcyjnym akceptora fluorescencji. Obszar ten został 

zaznaczony na rycinie 22 szarym kolorem199. 
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Rycina 22. Zależność widm wzbudzenia oraz emisji dla donora i 

akceptora, tworzących parę FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury200. 

Im większy zakres nakładania się omawianych widm, tym lepsza 

wydajność FRET. W badaniach biologicznych istotną cechą jest odległość w 

łańcuchu peptydowym pomiędzy donorem a akceptorem, w obrębie której 

obserwuje się omawiane zjawisko i wynosi od 20 do 100 Å. Przykładowe pary 

donor-akceptor przedstawiono w tabeli 5. 
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Tabela 5. Przykłady par donor-akceptor stosowanych do syntezy 

substratów FRET. 

DONOR AKCEPTOR 

Nazwa związku 

Wzór półstrukturalny 

Nazwa związku 

Wzór półstrukturalny 

ABZ (λwz = 325 nm, λem = 400 nm) 

kwas 2-aminobenzoesowy 

 

 

DNP (λab = 380) 

2,4-dinitrofenol 

 

Tyr(3-NO2) (λab = 420 nm) 

3-nitro-L-tyrozyna 

 

MCA (λwz = 322 nm, λem = 381 nm) 

kwas (7-metoksy-4-kumarylo)octowy 

 

ANB (λab = 410 nm) 

kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy 

 

EDANS (λwz = 342 nm, λem = 496 nm) 

kwas 5-[(2-aminoetylo)amino]naftalen-1-

sulfonowy 

 

DABCYL (λab = 463 nm) 

kwas 4-(4’-dimetyloaminofenyloazo)-

benzoesowy 

 

5-FAM (λwz = 490 nm, λem = 515 nm) 

5-karboksy fluoresceina 
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Omawiana metoda znajduje szerokie zastosowanie w analizie interakcji 

związków biologicznie czynnych, badaniu regulacji procesów komórkowych oraz 

aktywności enzymatycznej. Ogromną zaletą jest możliwość zastosowania tej 

techniki w czasie rzeczywistym, na żywych komórkach. Ponadto obecnie znanych 

jest wiele różnych par donor-akceptor, co daje wiele możliwości dostosowania 

parametrów do konkretnego typu badań201. Substraty FRET, to krótkie związki 

zawierające szkielet peptydowy oraz donor i akceptor fluorescencji w końcowych 

fragmentach związku. Bliska obecność donora i akceptora pozwala na zachowanie 

transferu energii i nie obserwuje się zmian w intensywności fluorescencji. Obecny 

w roztworze enzym proteolityczny, który hydrolizuje wiązanie peptydowe w 

substracie, powoduje oddalenie się w przestrzeni donora i akceptora 

fluorescencji, przez co transfer FRET jest niemożliwy (Rycina 23). W omawianej 

sytuacji obserwuje się przyrost intensywności fluorescencji pochodzącej od 

donora, w czasie trwania reakcji enzymatycznej. Analizowany wzrost fluorescencji 

jest wprost proporcjonalny do aktywności enzymu202. 

 

Rycina 23. Schemat hydrolizy enzymatycznej substratu peptydowego 

wykazującego zjawisko FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury203. 
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3.4 Notacja Schechtera i Bergera 

Zgodnie z nomenklaturą wprowadzoną przez Schechtera i Bergera, 

łańcuchy boczne reszt aminokwasowych oddziałują z kieszeniami centrum 

aktywnego enzymu. Reszty aminokwasowe w pozycjach nieprimowanych 

znajdują się po N-końcowej stronie hydrolizowanego wiązania peptydowego, z 

kolei pozycje primowane w C-końcowej części. Główne założenie tej 

nomenklatury definiuje pozycję hydrolizowanego wiązania peptydowego, 

znajdującego się zawsze pomiędzy resztami aminokwasowymi w pozycjach P1 a 

P1’ substratu (Rycina 24)204. 

 

Rycina 24. Schematyczne przedstawienie miejsca aktywnego enzymu 

według nomenklatury Schechtera i Bergera. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury205. 

4. Wyznaczanie parametrów kinetycznych substratów 

Wzór ogólny przedstawiający przekształcenie substratu (S) w produkt (P) 

w reakcji katalizowanej przez enzym (E) określa równanie: 

 

Zgodnie z przedstawionym równaniem powstający na drodze reakcji 

kompleks ES może rozpadać się na dwa sposoby – poprzez dysocjację na E i S ze 
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stałą szybkości k-1 bądź ulega przekształceniu z utworzeniem produktu, ze stałą 

szybkości k2
206. 

Szybkość początkowa reakcji zależy zarówno od szybkości rozpadu 

kompleksu, jak i od szybkości jego tworzenia, dlatego stała równowagi 

tworzącego się kompleksu nazywana stałą Michaelisa [KM], określa się wzorem: 

 

Szybkość reakcji enzymatycznej silnie zależy od stężenia substratu. Przy 

wyższych stężeniach substratu, szybkość reakcji zbliża się do maksimum [Vmax], 

wynikającego z całkowitego wysycenia miejsc reaktywnych enzymu. Dalsze 

zwiększanie stężenia substratu nie wpływa na szybkość reakcji enzymatycznej. 

Zależność ta została opisana równaniem Michaelisa-Menten: 

 

Rozwiązaniem omawianego równania jest krzywa Michaelisa-Menten 

(Rycina 25)207. 

 

Rycina 25. Wykres zależności szybkości reakcji enzymatycznej od stężenia 

substratu. Rysunek wykonany na podstawie literatury208. 
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Na podstawie omówionych danych można wyznaczyć następujące 

parametry kinetyczne enzymu: 

• Vmax – maksymalna szybkość reakcji enzymatycznej, dla której 

dalsze zwiększanie stężenia substratu nie wpływa na jej wartość; 

• KM – stała Michaelisa – określa stężenie substratu, przy którym 

szybkość reakcji enzymatycznej wynosi połowę maksymalnej 

szybkości. Określa powinowactwo do substratu a im mniejsza 

wartość, tym powinowactwo jest większe; 

• kcat – stała katalityczna – określa liczbę cząsteczek substratu, które 

zostały zhydrolizowane przez cząsteczkę enzymu, w przeliczeniu 

na jedną sekundę; 

• kcat/KM – miara wydajności katalitycznej enzymu. Informuje o 

efektywności enzymatycznej względem badanego substratu. 

Większa wartość stałej wskazuje na większą preferencję enzymu 

względem danego substratu. 

Wyznaczenie parametrów kinetycznych pozwala na określenie 

efektywności hydrolizy proteolitycznej enzymów. Analizowane wyniki pomiarów, 

mogą różnić się między sobą w zależności od warunków pomiarowych, takich jak 

pH, temperatura, obecność inhibitora bądź aktywatora209. 
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Enzymy proteolityczne to grupa specyficznych białek wykazujących 

zdolność do katalizowania rozpadu wiązania peptydowego. Zmiany w ich 

aktywności są przyczyną wielu chorób. 

Głównym celem niniejszej pracy było otrzymanie metodami chemii 

kombinatorycznej selektywnego substratu fluorogenicznego względem enzymu 

ADAM 17. Enzym ADAM 17 odgrywa istotną rolę w biologii komórek. Proteaza ta 

bierze udział w wielu procesach biologicznych, a jej zwiększona aktywność 

przyczynia się do rozwoju stanów zapalnych, chorób nowotworowych, chorób 

układu krążenia, nefropatii cukrzycowej oraz innych chorób układu wydalniczego. 

Poznanie właściwości enzymu ADAM 17 oraz funkcji jakie pełni w organizmie są 

wciąż wyzwaniem nauki. 

W ramach głównego celu rozprawy doktorskiej zaplanowałam realizację 

celów szczegółowych: 

➢ Dekonwolucję tetrapeptydowej biblioteki substratów 

chromogenicznych wobec enzymu ADAM 17, o wzorze ogólnym: 

ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH2 

Gdzie: X4, X3, X2, X1 - aminokwasy białkowe z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

ANB-NH2 – amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego 

➢ Dekonwolucję heptapeptydowej biblioteki substratów 

fluorescencyjnych wobec enzymu ADAM 17, o wzorze ogólnym: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Gdzie: X3’, X2’, X1’- reszty aminokwasów białkowych z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

Tyr(3-NO2)-NH2 – amid 3-nitro-L-tyrozyny 

➢ Określenie wpływu modyfikacji C-końcowego ugrupowania na 

szybkość hydrolizy substratu. 
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➢ Wyznaczenie parametrów kinetycznych: stałej Michaelisa (KM), 

szybkości maksymalnej (VMAX), stałej katalitycznej (kcat) oraz stałej specyficzności 

(kcat/KM) dla najefektywniej hydrolizowanych substratów. 

➢ Określenie tendencji zmian w aktywności enzymu ADAM 17 w 

materiale biologicznym (lizaty komórkowe, medium zewnątrzkomórkowe). 

➢ Próba wyznaczenia zależności między aktywnością enzymu w 

moczu a cukrzycą i jej powikłaniami. 
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1. Określenie pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu 

ADAM 17 w pozycji X1 

Wykorzystując dziewiętnaście bibliotek peptydowych ze znaną pozycją X1 

(zsyntezowane w zespole badawczym dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG), 

określiłam specyficzność pierwszorzędową (w pozycji X1) enzymu ADAM 17. Wzór 

ogólny bibliotek przedstawiłam poniżej: 

ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH2 

Gdzie: X4, X3, X2, X1 - aminokwasy białkowe z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

ANB-NH2 – amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego 

W wyniku hydrolizy wiązania amidowego pomiędzy resztą 

aminokwasową w pozycji X1 a amidem kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego 

obserwowałam wzrost absorbancji w czasie. Hydroliza pozostałych wiązań 

peptydowych w bibliotekach nie powodowała uwolnienia chromoforu (ANB-NH2) 

i w tym przypadku nie obserwowałam zmiany. Podsumowując, wzrost absorbancji 

podczas inkubacji biblioteki z enzymem wynika wyłącznie z hydrolizy wiązania 

peptydowego zlokalizowanego pomiędzy resztą aminokwasową w pozycji X1 a 

chromoforem (Rycina 26). 
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Rycina 26. Zestawienie potencjalnych miejsc hydrolizy w stosowanym 

substracie w trakcie pomiaru przyrostu absorbancji oraz fluorescencji. 

Pomiary przyrostu absorbancji wykonałam przy użyciu czytnika 

mikropłytek Spectrostar Nano firmy BMG Labtech, Niemcy, w trybie ciągłego 

pomiaru absorbancji przy długości fali 410 nm. Otrzymane wyniki opracowałam 

w formie wykresów, wykorzystując program GraphPad Prism, obrazujących 

przyrost absorbancji w czasie trwania reakcji. 

Naważkę 5 mg wybranej biblioteki rozpuściłam w 1 mL DMSO. Następnie 

roztwór rozcieńczyłam 10-krotnie buforem pomiarowym zawierającym: 25 mM 

TRIS-HCl, 2,5 μM chlorku cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C. 

Do studni pomiarowych bezbarwnej płytki 96-dołkowej dodawałam po 

20 μL wybranego roztworu biblioteki. Następnie do każdej ze studni dodawałam 

mieszaninę enzymu oraz buforu pomiarowego. Stężenie enzymu ADAM 17 w 

dołku pomiarowym wynosiło 9,65×10-9 M. W celu wykluczenia autohydrolizy 

podbibliotek przygotowałam układy odniesienia w których znajdowały się 
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wyłącznie wybrane roztwory podbibliotek oraz bufor pomiarowy. Każdy pomiar 

wykonywałam w trzech powtórzeniach. 

2. Określenie specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X4 

W kolejnym etapie dekonwolucji określiłam resztę aminokwasową w 

pozycji X4. Wykorzystałam 19 podbibliotek z resztą aminokwasową Ala w pozycji 

X1 (wynik otrzymany w ramach realizacji punktu 1. Określenie pierwszorzędowej 

specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1). 

Wzór ogólny biblioteki: 

ABZ-X4-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

Gdzie: X4, X3, X2 - aminokwasy białkowe z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

ANB-NH2 – amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego 

W eksperymencie poddałam analizie 19 podbibliotek, ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X4, które w pozycjach X3 i X2 zawierały wszystkie 

możliwe kombinacje. 

Dekonwolucję 19 podbibliotek wykonałam analogicznie do procedury 

opisanej w punkcie 1. Określenie pierwszorzędowej specyficzności substratowej 

enzymu ADAM 17 w pozycji X1. Stężenie końcowe enzymu ADAM 17 wynosiło 

9,65×10-9 M. 
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3. Określenie specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X3 

W oparciu o wyniki otrzymane w ramach realizacji punktów 1. Określenie 

pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1 

oraz 2. Określenie specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X4, 

zsyntezowałam bibliotekę o wzorze ogólnym: 

ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

Gdzie: X3, X2 - aminokwasy białkowe z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

ANB-NH2 – amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego 

3.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki 

• Cykle przemywań żywicy 

W trakcie prowadzenia syntezy biblioteki peptydowej, wykonywałam 

cykle przemywań zgodnie z następującymi krokami: 

o z użyciem DMF połączone z wytrząsaniem (wytrząsarka 

laboratoryjna mechaniczna - typ 358A, firmy ELPIN+, Polska), czas 

trwania 2 minuty. Etap powtarzany trzykrotnie; 

o z użyciem izopropanolu połączone z wytrząsaniem, czas trwania 2 

minuty. Etap powtarzany trzykrotnie; 

o z użyciem DCM połączone z wytrząsaniem, czas trwania 2 minuty. 

Etap powtarzany trzykrotnie. 

• Wykonywanie barwnego testu chloranilowego 

Test barwny wykonywałam w celu określenia obecności wolnej grupy 

aminowej. Niewielką porcję żywicy wprowadziłam do szklanej probówki testowej. 

Kolejno dodałam 100 μL roztworu chloranilu w toluenie oraz 100 μL acetaldehydu. 

Następnie mieszaninę pozostawiłam na osiem minut, po czym obserwowałam 
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wybarwienie ziaren peptydylożywicy. Analizując wynik testu obserwuje się zielone 

ziarna żywicy, co świadczy o obecności wolnej grupy aminowej. Wynik w postaci 

bezbarwnych ziaren peptydylożywicy, świadczy o braku wolnych grup 

aminowych. 

• Deprotekcja grupy osłonowej Fmoc z wykorzystywanych do 

syntezy reszt aminokwasowych 

Deprotekcję grupy osłonowej Fmoc przeprowadzałam zgodnie z 

następującym schematem: 

• 20 % roztwór piperydyny w NMP 3 minuty wytrząsania 

• Płukanie przy użyciu DMF  2 minuty wytrząsania 

• 20 % roztwór piperydyny w NMP 8 minut wytrząsania 

• Płukanie przy użyciu DMF  2 minuty wytrząsania 

• 20 % roztwór piperydyny w NMP 8 minuty wytrząsania 

Po każdej wykonanej deprotekcji przeprowadzałam cykl przemywań oraz 

barwny test chloranilowy. 

• Reakcja acylowania z wykorzystaniem HBTU, TBTU oraz HATU jako 

aktywatorów 

Peptydylożywicę zawierającą wolną grupę aminową poddawałam 

trzykrotnie reakcji acylowania. Stosunki molowe reagentów wynosiły 

odpowiednio: aminokwas:OXYMA:DIPEA:czynnik sprzęgający, 3:3:6:3 w stosunku 

do osadzenia peptydylożywicy. Stosowane czynniki sprzęgające to HBTU, TBTU 

lub HATU. Reagenty rozpuszczałam w mieszaninie DMF:DCM:NMP w stosunku 

objętościowym 1:1:1. Reakcję acylowania prowadziłam maksymalnie 24 godziny, 

stosując wytrząsanie przy użyciu mechanicznej wytrząsarki laboratoryjnej. Po 

zakończeniu każdej z reakcji wykonywałam cykl przemywań. 



 
91 

 

3.2 Synteza tetrapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-X3-X2-Ala-

ANB-NH2 

Syntezę biblioteki tetrapeptydowej wykonałam z zastosowaniem żywicy 

Tenta Gel SRAM o osadzeniu 0,25 mmol/g. 

W pierwszym etapie 17,1 g żywicy umieściłam w naczyniu Merrifield’a. 

Następnie wykonałam deprotekcję grupy osłonowej Fmoc zgodnie z procedurą 

opisaną w poprzednim podrozdziale. 

Żywicę z wolną grupą aminową poddałam cyklowi przemywań: 

• 5% roztwór N-metylomorfoliny w DMF 5 minut wytrząsania 

• Płukanie przy użyciu DMF   2 minuty wytrząsania 

• 5% roztwór N-metylomorfoliny w DMF 5 minut wytrząsania 

• Trzykrotne płukanie przy użyciu DMF 2 minuty wytrząsania 

3.3 Przyłączanie do żywicy chromoforu ANB 

Drugim etapem syntezy było dołączenie do peptydylożywicy chromoforu 

ANB. Do naczynia Merrifield’a wprowadziłam mieszaninę reagentów 

ANB:TBTU:DMAP:DIPEA, w stosunku molowym 3:3:2:6 względem osadzenia 

żywicy210. Reagenty rozpuściłam w DMF. Reakcję prowadziłam 3 godz. z 

wykorzystaniem wytrząsarki laboratoryjnej. Następnie odsączyłam mieszaninę 

poreakcyjną i przeprowadziłam cykl przemywań: 5 % roztworem N-

metylomorfoliny w DMF; 3 × DMF. Ponownie przeprowadziłam reakcję 

acylowania, stosując HBTU jako aktywator (czas trwania reakcji 3 godz.). Po 

zakończonej reakcji ponownie wykonałam cykl przemywań, płukanie N-

metylomorfoliną oraz przygotowałam reagenty do ponownego przeprowadzenia 

reakcji acylowania z zastosowaniem aktywatora HATU. Reakcję prowadziłam 

przez 3 godziny, na koniec wykonując cykl przemywań. 
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3.4 Wprowadzenie do sekwencji reszty aminokwasowej alaniny w 

pozycji P1 biblioteki 

W kolejnym kroku syntezy biblioteki tetrapeptydowej, dołączyłam do 

chromoforu resztę aminokwasową w pozycji P1 = Fmoc-Ala-OH. Stosunek 

molowy zastosowanych reagentów Fmoc-Ala-OH:POCl3 wynosił 9:9 względem 

osadzenia żywicy210. Nośnik stały umieściłam w kolbie okrągłodennej. Resztę 

aminokwasową rozpuściłam w bezwodnej pirydynie stosując 10 mL pirydyny na 1 

g peptydylożywicy. Rozpuszczoną Fmoc-Ala-OH dodałam do peptydylożywicy, 

umieściłam na mieszadle magnetycznym a następnie schłodziłam mieszaninę do 

temperatury -15 °C (łaźnia lodowa z dodatkiem soli: NH4Cl oraz NaNO3). Po 

uzyskaniu żądanej temperatury do mieszaniny dodałam POCl3. Reakcję 

prowadziłam przez 20 minut utrzymując temperaturę -15 °C, a następnie 30 minut 

w temperaturze pokojowej. Kolejno umieściłam kolbę reakcyjną w łaźni olejowej 

o temperaturze 40 °C. Po upływie 6 godzin odsączyłam mieszaninę reakcyjną, 

przepłukałam peptydylożywicę dwukrotnie metanolem i pozostawiłam do 

wysuszenia. 

3.5 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X2 biblioteki 

W celu wprowadzenia pozycji X2 do sekwencji, osuszoną peptydylożywicę 

podzieliłam na 19 części i umieściłam w strzykawkach o objętości 25 mL 

zakończonych spiekiem szklanym, wykorzystywanych do syntezy peptydów. Dla 

wszystkich porcji nośnika stałego wykonałam deprotekcję grupy osłonowej Fmoc, 

następnie cykl przemywań, po czym potwierdziłam obecność wolnej grupy 

aminowej testem chloranilowym. Do każdej z 19 porcji peptydylożywicy 

przyłączyłam konkretną resztę aminokwasową, zgodnie z procedurą opisaną w 

podrozdziale 3.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki, 

przeprowadzając cykl przemywań po każdym acylowaniu. Następnie z każdej 

porcji peptydylożywicy odłożyłam 0,5 g do dalszej dekonwolucji. W kolejnym 
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etapie pozostałe porcje połączyłam w kolbie okrągłodennej oraz wymieszałam w 

roztworze DCM i DMF. 

Otrzymaną peptydylożywicę wysuszyłam i ponownie podzieliłam na 19 

porcji i umieściłam w strzykawkach o objętości 12 mL. 

3.6  Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X3 biblioteki 

Przyłączanie 19 reszt aminokwasowych w pozycję X3 biblioteki 

wykonałam w taki sposób, jak opisano w punkcie 3.5 Wydłużanie łańcucha 

peptydowego o pozycję X2 biblioteki. 

3.7 Wprowadzenie do sekwencji reszty aminokwasowej Fmoc-Asn(Trt)-

OH w pozycji X4 biblioteki 

Zgodnie z wynikami badań wstępnych w pozycję X4 wszystkich 19 

syntezowanych podbibliotek wprowadziłam resztę aminokwasową Fmoc-

Asn(Trt)-OH. 

3.8 Wprowadzenie kwasu 2-aminobenzoesowego (ABZ) do sekwencji 

biblioteki 

W ostatnim etapie syntezy, po odszczepieniu grupy osłonowej Fmoc, do 

wszystkich porcji peptydylożywicy przyłączyłam pochodną Boc-ABZ-OH 

wykorzystując następujące mieszaniny reakcyjne: 

• Boc-ABZ-OH:HBTU:DIPEA:OXYMA, stosunki molowe 3:3:6:3 w 

stosunku do osadzenia żywicy; 

• Boc-ABZ-OH:DIC:OXYMA, stosunki molowe 2:2:2 w stosunku do 

osadzenia żywicy; 

• Boc-ABZ-OH:TBTU:DIPEA:OXYMA, stosunki molowe 1:1:2:1 w 

stosunku do osadzenia żywicy. 

Każda z przedstawionych reakcji trwała 3 godziny. 
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3.9 Reakcja usuwania z nośnika stałego otrzymanych podbibliotek 

tetrapeptydowych o sekwencji ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

19 podbibliotek tetrapeptydowych poddałam reakcji usuwania z nośnika 

stałego. Reakcja ta jednocześnie prowadzi do usunięcia wszystkich stosowanych 

osłon grup bocznych reszt aminokwasowych. Każdą porcję peptydylożywicy 

wprowadziłam do kolby po czym dodałam mieszaninę ściągającą o składzie: 

TFA:fenol:woda:TIPS, 88:5:5:2 (v/v/v/v). Na 1 g peptydylożywicy stosowałam 10 mL 

mieszaniny ściągającej. Reakcję prowadziłam przez 3 godziny, z wykorzystaniem 

mieszania magnetycznego. Po zakończeniu reakcji przesączyłam mieszaninę 

reakcyjną pod zmniejszonym ciśnieniem z zastosowaniem lejka Schotta. Do 

otrzymanego przesączu dodawałam schłodzonego (-20°C) eteru dietylowego w 

celu wytrącenia podbibliotek. Osad odwirowałam w probówkach typu falcon w 

wirówce Centrifuge 5430R firmy Eppendorf, Niemcy. Parametry wirowania: 7830 

obrotów/minutę, czas wirowania 15 minut, temperatura 4°. Roztwór 

zdekantowałam znad osadu, po czym osad rozpuściłam w wodzie. W ostatnim 

kroku otrzymany rozwór wymroziłam w ciekłym azocie oraz poddałam procesowi 

liofilizacji. 

3.10 Analiza jonu masowego podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X3 

W sekcji Pomiarów Fizyko-Chemicznych Wydziału Chemii Uniwersytetu 

Gdańskiego, otrzymane podbiblioteki poddałam analizie mas MALDI-TOF-TOF. 

Związkami wykorzystywanymi jako matryce do pomiarów były kwas α-cyjano-4-

hydroksycynamonowy (CCA) lub kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB). 

Otrzymane wyniki analizowałam metodą Furlonga zaproponowaną w 2002 roku, 

polegającą na porównaniu najbardziej intensywnych sygnałów z widm211. Różnica 

mas wybranych sygnałów, odpowiadała różnicy mas reszt aminokwasowych w 
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znanej pozycji (X3), co potwierdza poprawne wykonanie syntezy biblioteki (Tabela 

6). Otrzymane widma zamieściłam na rycinie 27. 

 

Rycina 27. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: 

A) ABZ-Asn-Gly-X2-Ala-ANB-NH2, B) ABZ-Asn-Thr-X2-Ala-ANB-NH2. 

Tabela 6. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Gly-X2-Ala-ANB-NH2 

oraz ABZ-Asn-Thr-X2-Ala-ANB-NH2. 

 
BIBLIOTEKA 

Różnica mas 
X3 = Gly X3 = Thr 

Sygnał o największej intensywności 683,342 727,345 44,003 

Masa molowa reszty aminokwasowej w 

pozycji X3 
75,067 119,119 44,052 

 

 

A B 
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4. Dekonwolucja tetrapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-

Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2 

Dekonwolucję pozycji X3 biblioteki ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2, 

wykonałam według schematu opisanego w punkcie 1. Określenie 

pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1. 

Stężenie końcowe enzymu ADAM 17 wynosiło 6,45×10-9 M. W wyniku 

dekonwolucji podbiblioteka o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2 

najwydajniej ulegała hydrolizie w obecności enzymu ADAM 17. 

5. Synteza związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2 

5.1 Etapy syntezy 

Wykorzystując porcje peptydylożywicy odłożone do dekonwolucji w 

trakcie syntezy tetrapeptydowej biblioteki (etap syntezy opisany w podpunkcie 

3.5 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X2 biblioteki), przeprowadziłam 

syntezę końcowych sekwencji związków. Każda z 19 porcji peptydylożywicy 

posiadała przyłączoną sekwencji: Fmoc-X2-Ala-ANB-nośnik, gdzie w pozycji X2 

znajdowały się określone reszty aminokwasowe. Kolejne reszty aminokwasowe 

wprowadzałam zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 28, 

wykorzystując metody opisane w podrozdziale 3.1 Podstawowe procedury 

stosowane w trakcie syntezy biblioteki. 
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Rycina 28. Etapy syntezy związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-

NH2. X2 – 19 reszt aminokwasowych z wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-

aminobenzoesowy, ANB – kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, R – żywica. 

5.2 Reakcja usuwania z nośnika stałego otrzymanych pochodnych 

tetrapeptydowych o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2 

Otrzymane związki poddałam reakcji usuwania z nośnika stałego, zgodnie 

z procedurą opisaną w punkcie 3.9 Reakcja usuwania z nośnika stałego 

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych. 

5.3 Analiza jonu masowego związków o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-

ANB-NH2 

Otrzymane produkty poddałam analizie mas MALDI-TOF-TOF (rycina 29). 
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Rycina 29. Widma analizy jonu masowego pochodnych o sekwencjach: A) 

ABZ-Asn-Tyr-Val-Ala-ANB-NH2 [M = 747 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-Pro-Ala-ANB-

NH2 [M = 745 g/mol]. 

6. Dekonwolucja pozycji X2 19 związków o wzorze ogólnym ABZ-Asn-

Tyr-X2-Ala-ANB-NH2 

Dekonwolucję pozycji X2 w związkach przeprowadziłam analogicznie do 

procedury opisanej w punkcie 1. Określenie pierwszorzędowej specyficzności 

substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1. Stężenie końcowe enzymu ADAM 

17 wynosiło 6,45×10-9 M. W wyniku dekonwolucji substrat o sekwencji ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-ANB-NH2 najwydajniej ulegał hydrolizie w obecności enzymu ADAM 

17. 

7. Synteza heptapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Ilość reszt aminokwasowych w sekwencji substratowej ma istotny wpływ 

na tworzenie oraz stabilizację kompleksu enzym-substrat w trakcie trwania reakcji 

hydrolizy enzymatycznej204. Zgodnie z omawianą w podrozdziale 3.4 Notacja 

A 

[M+Na]+ [M+Na]+ 

B 
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Schechtera i Bergera, części Metody numeracją, dotyczącą miejsca aktywnego 

enzymu, postanowiłam wydłużyć sekwencję substratu o pozycje primowane, 

projektując bibliotekę o wzorze ogólnym: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Gdzie: X3’, X2’, X1’- reszty aminokwasów białkowych z wyjątkiem cysteiny 

ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy 

Tyr(3-NO2)-NH2 – amid 3-nitro-L-tyrozyny 

7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy 

heptapeptydowej biblioteki 

W podrozdziale 3.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy 

biblioteki, zostały opisane czynności, które również wykorzystywałam podczas 

syntezy heptapeptydowej biblioteki. Dotyczyły one wykonywania: cykli 

przemywań żywicy, barwnego testu chloranilowego oraz deprotekcji grupy 

osłonowej Fmoc z wykorzystywanych do syntezy reszt aminokwasowych. 

Wszystkie reakcje przyłączania reszt aminokwasowych wykonałam z 

wykorzystaniem środka sprzęgającego DIC. Stosunki molowe stosowanych 

reagentów wynosiły: aminokwas:OXYMA:DIC, 2:2:2 w stosunku do osadzenia 

żywicy. Reagenty rozpuszczałam w mieszaninie DMF:DCM:NMP w stosunku 

objętościowym 1:1:1. Reakcję prowadziłam przez 3 godziny, a następnie 

przeprowadzałam cykl przemywań. 

7.2 Reakcja przyłączania chromofora Fmoc-L-Tyr(3-NO2)-OH do żywicy 

Naważkę 17,1 g żywicy TentaGel SRAM o osadzeniu 0,23 mmol/g 

umieściłam w naczyniu Merrifield’a. W kolejnym kroku wykonałam deprotekcję 

grupy osłonowej Fmoc zgodnie z procedurą opisaną podrozdziale 3.1 

Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki. 
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Następnie do żywicy przyłączałam pochodną Fmoc-L-Tyr(3-NO2)-OH. Do 

naczynia reakcyjnego wprowadziłam mieszaninę reagentów zawierającą 

aminokwas:OXYMA:DIC 2:2:2 w stosunku molowym do osadzenia żywicy. Reakcję 

prowadziłam przez 3 godz. w mieszaninie rozpuszczalników DMF:DCM:NMP w 

stosunku objętościowym 1:1:1. Po jej zakończeniu wykonywałam cykl przemywań. 

Omawiany schemat powtórzyłam trzykrotnie. 

7.3 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X3’ biblioteki 

Osuszoną peptydylożywicę z osadzonym chromoforem podzieliłam na 19 

porcji, a następnie wykonałam deprotekcję grupy osłonowej Fmoc oraz cykl 

reakcji acylowania z wykorzystaniem DIC (rozdziały odpowiednio 3.1 oraz 7.1). 

Następnie, każdą porcję peptydylożywicy wysuszyłam i odłożyłam po 0,3 g do 

dalszej dekonwolucji. Pozostałą część połączyłam w kolbie okrągłodennej a 

następnie dodałam mieszaninę DCM i DMF (1:1, v/v) i wymieszałam w czasie 

pięciu minut. Otrzymaną mieszaninę odsączyłam pod zmniejszonym ciśnieniem i 

ponownie pozostawiłam do wysuszenia. 

7.4 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X2’ biblioteki 

W kolejnym etapie syntezy biblioteki ponownie peptydylożywicę 

podzieliłam na 19 porcji. Kolejne etapy syntezy wykonałam analogicznie do 

opisanych w podrozdziale 7.3 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X3’ 

biblioteki. W końcowym etapie otrzymane porcje peptydylożywicy wysuszyłam i 

odłożyłam po 0,3 g do dalszej dekonwolucji. Pozostałą żywicę (0,3g z każdej 

porcji) wykorzystałam do dalszych etapów syntezy. 

7.5 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X1’ biblioteki 

Wprowadzenie do sekwencji biblioteki 19 reszt aminokwasowych w 

pozycję X1’ przeprowadziłam zgodnie z procedurami syntezy opisanymi w 

podrozdziale 7.3 Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X3’ biblioteki. 
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Otrzymaną peptydylożywicę pozostawiłam w naczyniach reakcyjnych, aby 

wykonać dalsze etapy syntezy. 

7.6 Przyłączanie do 19 podbibliotek sekwencji: Fmoc-Tyr(tBu)-Met-Ala-

OH 

Zgodnie z wynikami badań otrzymanymi w procesie dekonwolucji 

biblioteki tetrapeptydowej, w kolejnych etapach wprowadziłam sekwencję Fmoc-

Tyr(tBu)-Met-Ala-OH. Stosowałam naprzemiennie cykle deprotekcji oraz 

acylowania, wykorzystując DIC jako aktywator (szczegółowe warunki opisane w 

podrozdziale 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy 

heptapeptydowej biblioteki). 

7.7 Przyłączanie do 19 podbibliotek sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH 

Dwie ostatnie pozycje biblioteki heptapeptydowej wprowadziłam jako 

dipeptydomimetyk o sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH. 

7.7.1  Synteza dipeptydomimetyku Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH 

7.7.1.1 Osadzanie reszty aminokwasowej na żywicy 

Syntezę dipeptydomimetyku wykonałam na 15 g żywicy 2-chloro-

chlorotritylowej. Bezwodną resztę aminokwasową Fmoc-Asn(Trt)-OH (4 

mmole/2 g żywicy), rozpuściłam w DCM (20 mL/2 g żywicy). Następnie 

dodałam równomolową ilość DIPEA, a w kolejnym etapie żywicę. Całość 

umieściłam na mieszadle magnetycznym na 2 godziny. W celu 

zablokowania nieprzereagowanych miejsc reaktywnych na żywicy, po 

zakończeniu reakcji dodałam do mieszaniny metanol, mieszając roztwór 

przez kolejne piętnaście minut. Otrzymaną mieszaninę reakcyjną 

odsączyłam na lejku Schotta i pozostawiłam żywicę do wysuszenia. 
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7.7.1.2 Oznaczanie stopnia osadzenia peptydylożywicy 

10 mg suchego nośnika z osadzoną resztą aminokwasową umieściłam w 

kolbie miarowej o objętości 50 mL, po czym dodałam 1,3 mL 30% 

roztworu piperydyny w DMF i pozostawiłam na 30 minut. Następnie kolbę 

dopełniłam absolutnym EtOH. W kolejnym kroku wykonałam pomiary 

absorbancji uwalnianego dibenzofulwenu (λ = 300 nm). Odnośnik 

stanowił roztwór niezawierający peptydylożywicy. Pomiar absorbancji 

wykonywałam z wykorzystaniem sprzętu Spectrostar Nano firmy BMG 

Labtech. 

7.7.1.3 Przyłączanie Boc-ABZ-OH 

W kolejnym etapie przeprowadziłam standardową deprotekcję grupy 

Fmoc oraz barwny test chloranilowy Następnie przeprowadziłam 

trzykrotnie reakcję przyłączania Boc-ABZ-OH, stosując mieszaninę o 

składzie: Boc-ABZ-OH: OXYMA: DIC (proporcje molowe w stosunku do 

osadzenia żywicy 2:2:2). Reagenty rozpuszczałam w mieszaninie 

DMF:DCM:NMP, stosunek objętościowy 1:1:1. Reakcję prowadziłam przez 

dwie godziny, wykonując pomiędzy powtórzeniami standardowe cykle 

przemywań. 

7.7.1.4 Usuwanie dipeptydomimetyku Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH z 

nośnika stałego 

W ostatnim etapie usunęłam dipeptydomimetyk z żywicy z zachowaniem 

grup osłonowych. W tym celu żywicę umieściłam w kolbie okrągłodennej 

i dodałam mieszaninę ściągającą o składzie: AcOH:TFE:DCM (2:2:6, v/v/v). 

Stosowałam 10 mL mieszaniny/1 g peptydylożywicy. Reakcję 

prowadziłam na mieszadle magnetycznym przez 2 godziny. Żywicę 

odsączyłam i trzykrotnie przemyłam mieszaniną ściągającą. Do 

otrzymanego przesączu dodawałam porcjami heksan (1:10, 
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Vprzesączu/Vheksanu) i odparowywałam próżniowo uzyskaną mieszaninę 

azeotropową. Otrzymany osad rozpuściłam w t-BuOH i poddałam 

liofilizacji. 

7.7.2 Przyłączanie sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH 

Otrzymany peptydomimetyk wykorzystałam do przyłączenia do 19 porcji 

peptydylożywicy zawierających sekwencje: Fmoc-Tyr(tBu)-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-

Tyr(3-NO2)-nośnik. W tym celu dla każdej z porcji peptydylożywicy wykonałam 

deprotekcję grupy Fmoc (przebieg opisany w podrozdziale 3.1 Podstawowe 

procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki). Następnie dodałam 

mieszaninę reagentów: Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH:OXYMA:DIC (proporcje molowe w 

stosunku do osadzenia żywicy 2:2:2), rozpuszczone w mieszaninie DMF:DCM:NMP 

(1:1:1, v/v/v). Reakcję prowadziłam przez 24 godziny, po czym wykonywałam cykl 

przemywań. Etap acylowania powtarzałam, aż do momentu obserwowania 

bezbarwnych ziaren peptydylożywicy po wykonanym teście chloranilowym. 

7.8 Usuwanie z nośnika stałego podbibliotek heptapeptydowych o 

sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Po zakończeniu syntezy otrzymane 19 podbibliotek poddałam reakcji 

usuwania z nośnika stałego. Schemat postępowania został omówiony w 

podrozdziale 3.9 Reakcja usuwania z nośnika stałego otrzymanych podbibliotek 

tetrapeptydowych. 

7.9 Analiza jonu masowego podbibliotek ze znaną resztą aminokwasową 

w pozycji X1’ 

Podbiblioteki poddałam analizie mas MALDI-TOF-TOF. Otrzymane 

widma zamieściłam na rycinie 30. Sygnały na widmie masowym porównałam z 

różnicą mas molowych reszt aminokwasowych w znanej pozycji X1’ (Tabela 7). 
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Rycina 30. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: 

A) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Lys-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Tabela 7. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X2’-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

 
BIBLIOTEKA 

Różnica mas 
X1’ = Trp X1’ = Lys 

Sygnał o największej intensywności 1279,624 1221,640 57,984 

Masa molowa reszty aminokwasowej 

w pozycji X1’ 
204,225 146,188 58,037 

A B 
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8. Dekonwolucja pozycji X1’ heptapeptydowej biblioteki o wzorze 

ogólnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

W każdym etapie dekonwolucji, biblioteki o wzorze ogólnym: ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 wykonywałam pomiar przyrostu 

fluorescencji w czasie uwalnianego przez enzym ADAM 17 fragmentu biblioteki o 

sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH. Eksperymenty wykonywałam z 

wykorzystaniem czarnej płytki 96-dołkowej i czytnika mikropłytek Clariostar firmy 

BMG Labtech (λwz = 320 nm, λem = 450 nm). Każda seria została powtórzona 

trzykrotnie. Procedura przygotowania próbek oraz przeprowadzonego pomiaru, 

została wykonana analogicznie do opisanej w rozdziale 1. Określenie 

pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1. 

Stężenie końcowe enzymu wynosiło 1,29×10-8 M. W wyniku dekonwolucji 

podbiblioteka o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

najwydajniej ulegała hydrolizie w obecności enzymu ADAM 17. W celu 

potwierdzenia miejsca hydrolizy w powyższej podbibliotece wykonałam analizy 

HPLC zgodnie z protokołem opisanym w rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej otrzymanych związków. 

Chromatogramy będące wynikiem analiz przedstawiłam w rozdziale 6. Analiza 

podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 z 

wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej, części Wyniki i 

dyskusja. 

9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej otrzymanych związków 

Biblioteki peptydowe oraz pojedyncze związki poddałam analizie z 

wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC). Analizy wykonałam za pomocą 

chromatografu ChromNAV firmy JASCO, stosując układ faz odwróconych. 
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Stosowany układ rozpuszczalników zawierał fazę (A) 0,1 % roztwór TFA w wodzie 

oraz fazę (B) 80% roztwór ACN w roztworze fazy (A). Rozdział prowadziłam na 

kolumnie Aeris Widepore ze złożem C18, o wymiarach 100 × 4,6 mm, firmy 

PHENOMENEX. Zastosowałam gradient liniowy 10-90% fazy B w czasie 43 minut 

z detekcją UV przy λ = 226 nm, oraz detekcją fluorescencyjną λwz =320 nm i λem 

= 450 nm. 

10. Synteza heptapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

10.1 Etapy syntezy biblioteki peptydowej o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Porcje peptydylożywicy odłożone do dekonwolucji (podrozdział 7.4 

Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X2’ biblioteki), zawierające 

sekwencje Fmoc-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-nośnik, poddałam cyklicznym reakcjom 

deprotekcji i acylowania. Etapy syntezy wykonałam zgodnie ze schematem 

przedstawionym na rycinie 31, wykorzystując procedury opisane w 

podrozdziałach 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy 

heptapeptydowej biblioteki, oraz 7.7.2 Przyłączanie sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-

OH. 
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Rycina 31. Etapy syntezy heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. X2’, X3’ – 19 reszt 

aminokwasowych z wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-

NO2) –3-nitro-L-tyrozyna, R – żywica. 

10.2 Usuwanie z nośnika stałego podbibliotek o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

W kolejnym etapie 19 podbibliotek usunęłam z nośnika stałego według 

reakcji opisanej w podrozdziale 3.9 Reakcja usuwania z nośnika stałego 

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych. 
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10.3 Analiza jonu masowego ze znaną resztą aminokwasową w pozycji X2’ 

Otrzymane podbiblioteki przebadałam metodą MALDI-TOF-TOF. Widma 

zamieściłam na rycinie 32, natomiast analizę metodą Furlonga pozycji X2’ 

przedstawiłam w tabeli 8. 

 

Rycina 32. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: 

A) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Lys-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Tabela 8. Analiza jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

 
BIBLIOTEKA Różnica 

mas X2’ = Gly X2’ = Lys 

Sygnał o największej intensywności 1134,512 1205,588 71,076 

Masa molowa reszty aminokwasowej 

w pozycji X2’ 
75,067 146,188 71,121 

A B 
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11. Dekonwolucja pozycji X2’ heptapeptydowej biblioteki o wzorze 

ogólnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Dekonwolucję pozycji X2’ oraz analizę HPLC wykonałam analogicznie do 

opisów zawartych odpowiednio w rozdziale 8. Dekonwolucja pozycji X1’ 

heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-

Tyr(3-NO2)-NH2 oraz rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej otrzymanych związków. Stężenie końcowe enzymu 

wynosiło 9,70×10-9 M. W wyniku dekonwolucji najefektywniej hydrolizowana 

przez enzym ADAM 17 podbiblioteka posiadała sekwencję ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

12. Synteza związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-

Tyr(3-NO2)-NH2 

12.1 Etapy syntezy związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-

Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

19 porcji peptydylożywicy odłożonej do dekonwolucji (podrozdział 7.3 

Wydłużanie łańcucha peptydowego o pozycję X3’ biblioteki), zawierającej 

sekwencję Fmoc-X3’-Tyr(3-NO2)-nośnik, poddałam etapom syntezy 

przedstawionym na rycinie 33. Przebieg reakcji szczegółowo opisałam w 

podrozdziałach 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy 

heptapeptydowej biblioteki, oraz 7.7.2 Przyłączanie sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-

OH. 
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Rycina 33. Etapy syntezy heptapeptydowych związków o wzorze 

ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. X3’ - reszty 

aminokwasowe z wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-

NO2) – 3-nitro-L-tyrozyna, R – żywica. 

12.2 Usuwanie z nośnika stałego związków o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

19 związków zsyntezowanych w ramach realizacji poprzedniego punktu 

usunęłam z nośnika stałego (opis reakcji w podrozdziale 3.9 Reakcja usuwania z 

nośnika stałego otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych). 
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12.3 Analiza jonu masowego związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Produkty syntezy poddałam analizie mas MALDI-TOF-TOF. Otrzymane 

widma zamieściłam na rycinie 34. 

 

Rycina 34. Widma analizy jonu masowego związków o sekwencjach: A) 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Ser-Tyr(3-NO2)-NH2 [M = 1180 g/mol]; B) ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Val-Tyr(3-NO2)-NH2 [M = 1192 g/mol]. 

13. Dekonwolucja pozycji X3’ w związkach o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 

Dekonwolucję pozycji X3’ oraz analizę HPLC wykonałam analogicznie do 

opisów zawartych odpowiednio w rozdziale 8. Dekonwolucja pozycji X1’ 

heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-

Tyr(3-NO2)-NH2 oraz rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej otrzymanych związków. Stężenie końcowe enzymu 

wynosiło 1,60×10-9 M. W wyniku dekonwolucji najefektywniej hydrolizowana 
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przez enzym ADAM 17 podbiblioteka posiadała sekwencję ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2. 

14. Modyfikacje substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-

NO2)-NH2 

Cząsteczkę otrzymanego substratu modyfikowałam na dwa sposoby. 

Pierwszy polegał na wymianie C-końcowego chromofora, z kolei drugi na zmianie 

długości łańcucha peptydowego. Sekwencje zaprojektowanych substratów 

przedstawiłam w tabeli 9. 

Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych substratów. 

NUMER 

SUBSTRATU 
SEKWENCJA SUBSTRATU 

1* ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 

2 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 

3 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Tyr(3-NO2)-NH2 

4 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Tyr(3-NO2)-NH2 

5 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 

6 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Lys(DNP)-NH2 

7 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys(DNP)-NH2 

8 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys(DNP)-NH2 

9 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH2 

10 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Dap(DNP)-NH2 

11 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Dap(DNP)-NH2 

12 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Dap(DNP)-NH2 

Gdzie: ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO2)-NH2 – amid 3-nitro-

L-tyrozyny, Lys(DNP)-NH2 – amid N-ε-2,4-dinitrofenylo-L-lizyny, Dap(DNP)-NH2 – 

amid kwasu (N-β-2,4-dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionowego; * - sekwencja 

substratu wyjściowego. 

Substraty (2)-(4) syntezowałam hybrydowo stosując zarówno syntezator 

automatyczny oraz syntezę manualną, z kolei substraty (5)-(12) wykorzystując 

wyłącznie syntezę automatyczną. 
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14.1 Strategia syntezy modyfikowanych substratów z zastosowaniem 

automatycznego syntezatora mikrofalowego 

Substraty (5)-(12) syntezowałam stosując syntezator mikrofalowy Liberty 

Blue firmy CEM. Synteza przebiegała zgodnie ze standardowym protokołem, w 

oparciu o strategię Fmoc/tBu. Stężenia reagentów zestawiłam w tabeli 10. 

Tabela 10. Odczynniki wykorzystywane w trakcie syntezy automatycznej. 

L.P. ODCZYNNIK STĘŻENIE ROZPUSZCZALNIK 

1 Pochodna aminokwasowa 0,2 M DMF 

2 OXYMA 1,0 M DMF 

3 DIC 0,5 M DMF 

4 Piperydyna 20% DMF 

Syntezę każdego analogu wykonywałam w skali 0,1 mmola, 

wykorzystując 0,435 g żywicy Tenta Gel SRAM, o osadzeniu 0,23 mmol/g. 

Poszczególne etapy oraz czas ich trwania umieściłam w tabeli 11. 

Tabela 11. Etapy jednego cyklu przyłączania pochodnej aminokwasowej. 

L.P. ETAP SYNTEZY OBJĘTOŚĆ ODCZYNNIKÓW 
CZAS 

TRWANIA 

1. Spulchnianie żywicy 15 mL DMF 300 s 

2*. Deprotekcja 2 × 4 mL 20% piperydyny w DMF 2 × 5 s 

3*. Płukanie 4 × 4 mL DMF 4 × 5 s 

4*. Sprzęganie 

2,5 mL pochodnej aminokwasowej 

1 mL DIC 

0,5 mL OXYMA 

2 mL DMF 

30 s 

5* Płukanie 4 × 4 mL DMF 3 × 5 s 

6*. Sprzęganie 

2,5 mL pochodnej aminokwasowej 

1 mL DIC 

0,5 mL OXYMA 

2 mL DMF 

30 s 

7*. Płukanie 3 × 4 mL DMF 3 × 5 s 

8. Końcowe płukanie 4 × 4 mL DMF 4 × 5 s 

* - etapy powtarzane cyklicznie dla wszystkich reszt aminokwasowych, 

chromofora jak i donora fluorescencji w sekwencji. 
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14.2 Strategia syntezy modyfikowanych substratów o numerach 2-4 

metodą hybrydową 

Syntezę substratów (2)-(4) prowadzoną hybrydowo wykonałam z 

wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego do pozycji aminokwasowej Tyr. 

Dalszy etap przyłączania dipeptydomimetyku Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH 

wykonywałam manualnie (opis przebiegu w podrozdziale 7.7.2 Przyłączanie 

sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH). 

14.3 Reakcja usuwania z nośnika stałego otrzymanych analogów 

11 otrzymanych analogów usunęłam z nośnika stałego zgodnie z etapami 

przedstawionymi w podrozdziale 3.9 Reakcja usuwania z nośnika stałego 

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych. 

15. Ocena wydajności hydrolizy modyfikowanych substratów 

fluorogenicznych 

W kolejnym etapie prowadzonych badań dla zsyntezowanych związków 

wykonałam pomiar przyrostu intensywności fluorescencji w czasie trwania reakcji 

hydrolizy enzymatycznej, zgodnie z procedurą przedstawioną w rozdziale 8. 

Dekonwolucja pozycji X1’ heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Zakres stężeń substratów oraz 

enzymu przedstawiłam w tabeli 12. 

Tabela 12. Końcowe stężenia substratów i enzymu. 

Nr SEKWENCJA SUBSTRATU  

STĘŻENIE 

SUBSTRATU 

[M] 

STĘŻENIE 

ENZYMU 

[M] 

4 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Tyr(3-NO2)-NH2 6,03×10-5 

1,61×10-8 8 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys(DNP)-NH2 5,49×10-5 

12 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Dap(DNP)-NH2 5,76×10-5 

3 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Tyr(3-NO2)-NH2 5,33×10-5 
4,84×10-9 

7 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys(DNP)-NH2 4,89×10-5 
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11 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Dap(DNP)-NH2 5,09×10-5 

2 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 4,57×10-5 

3,87×10-9 6 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Lys(DNP)-NH2 4,24×10-5 

10 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Dap(DNP)-NH2 4,39×10-5 

1 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 4,00×10-5 

3,22×10-10 5 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 3,74×10-5 

9 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH2 3,87×10-5 

16. Wyznaczanie parametrów kinetycznych dla substratów 1, 5 oraz 9 

Wyznaczanie parametrów kinetycznych dla wszystkich substratów 

wykonywałam według etapów opisanych poniżej. 

ETAP I – hydroliza substratu w różnych zakresach stężeń w obecności 

enzymu ADAM 17. 

W pierwszym kroku przygotowałam rozcieńczenia substratu w buforze 

pomiarowym zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 1. Określenie 

pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1. 

Otrzymane stężenia substratów zestawiłam w tabeli 13. 

Tabela 13. Zakres stężeń substratów w studni pomiarowej. 

 STĘŻENIE SUBSTRATU 

L.P. (1) (5) (9) 

1 4,00×10-4 M 3,74×10-4 M 3,87×10-4 M 

2 2,00×10-4 M 1,87×10-4 M 1,94×10-4 M 

3 1,00×10-4 M 9,35×10-5 M 9,68×10-5 M 

4 6,67×10-5 M 6,23×10-5 M 6,45×10-5 M 

5 5,71×10-5 M 5,34×10-5 M 5,53×10-5 M 

6 5,00×10-5 M 4,68×10-5 M 4,84×10-5 M 

7 4,44×10-5 M 4,16×10-5 M 4,30×10-5 M 

8 4,00×10-5 M 3,74×10-5 M 3,87×10-5 M 

9 2,00×10-5 M 1,87×10-5 M 1,94×10-5 M 

10 1,33×10-5 M 1,25×10-5 M 1,29×10-5 M 

11 1,00×10-5 M 9,35×10-6 M 9,68×10-6 M 

12 8,00×10-6 M 7,48×10-6 M 7,74×10-6 M 
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13 6,67×10-6 M 6,23×10-6 M 6,45×10-6 M 

14 5,71×10-6 M 5,34×10-6 M 5,53×10-6 M 

15 4,44×10-6 M 4,16×10-6 M 4,30×10-6 M 

16 4,00×10-6 M 3,74×10-6 M 3,87×10-6 M 

17 2,00×10-6 M 1,87×10-6 M 1,94×10-6 M 

Następnie wykorzystując płytkę 96-dołkową do pomiarów fluorescencji, 

wykonałam pomiary przyrostu intensywności fluorescencji w czasie trwania 

reakcji hydrolizy. W każdym dołku pomiarowym znajdował się substrat o 

określonym stężeniu, bufor pomiarowy (skład buforu: 25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM 

chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C) oraz enzym ADAM 17. 

Dodatkowo dla każdego z rozcieńczeń substratu przygotowałam odnośnik 

zawierający wyłącznie substrat oraz bufor. Wyznaczanie parametrów kinetycznych 

wykonałam w dwóch powtórzeniach. 

ETAP II – wyznaczenie krzywej wzorcowej uwalnianego fragmentu 

fluorescencyjnego ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH 

W celu wykreślenia krzywej wzorcowej przygotowałam serię rozcieńczeń 

fragmentu związku o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH (Cpoczątkowe = 8,10×10-

3 M w DMSO) (tabela 14). W kolejnym etapie wykorzystując czarną płytkę 96-

dołkową wykonałam pomiar intensywności fluorescencji w punkcie przy długości 

fali wzbudzenia λwz = 320 nm, oraz emisji λem = 450 nm. Dla każdego 

analizowanego substratu wykonywałam oddzielną krzywą wzorcową. 

Tabela 14. Końcowe stężenie ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH. 

L.P. STĘŻENIE ZWIĄZKU 

1 1,62×10-4 M 

2 1,62×10-5 M 

3 3,24×10-6 M 

4 1,62×10-6 M 

5 3,24×10-7 M 

6 1,62×10-7 M 
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7 3,24×10-8 M 

8 1,62×10-8 M 

9 3,24×10-9 M 

10 1,62×10-9 M 

ETAP III – wykreślenie krzywej Michaelisa-Menten 

W celu wykreślenia krzywej Michaelisa-Menten wartości przyrostu 

intensywności fluorescencji z etapu I (wyrażone w jednostce intensywności 

fluorescencji/s), przeliczyłam na szybkość hydrolizy enzymatycznej (wyrażonej w 

jednostce mol/s). Obliczenia te przeprowadziłam w oparciu o krzywą wzorcową 

fragmentu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH, otrzymaną w etapie II. Krzywe Michaelisa-

Menten wykreśliłam w programie GraphPad Prism. 

Na podstawie otrzymanych wyników wyznaczyłam parametry kinetyczne 

takie, jak szybkość maksymalna (Vmax), stała Michaelisa (KM), stała katalityczna 

(kcat) oraz stała specyficzności (kcat/KM). 

17. Hamowanie aktywności enzymu ADAM 17 inhibitorem TAPI-0 

W celu potwierdzenia, że obserwowana hydroliza substratu w materiale 

biologicznym wynika z aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17, 

wykorzystałam selektywny inhibitor enzymu ADAM 17 – TAPI-0. W 

eksperymencie wykorzystałam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-

Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1). Do dołka płytki pomiarowej wprowadzałam 

inhibitor TAPI-0 (Ckońcowe = 1μM), bufor pomiarowy (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM 

chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C) oraz enzym ADAM 17 (Ckońcowe 

= 3,22×10-9 M). Próbki inkubowałam 30 minut w temperaturze pokojowej. 

Odnośnik stanowiły studzienki zawierające enzym ADAM 17 w buforze 

pomiarowym. Po zakończeniu inkubacji do wszystkich studni dodałam substrat 

(Ckońcowe = 1,87×10-5 M), a następnie wykonałam pomiar przyrostu fluorescencji 

w czasie. 
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18. Hydroliza substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-

NH2 przez wybrane proteazy 

Substrat o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 

(5) dodałam do studni pomiarowych czarnej płytki 96-dołkowej (Ckońcowe = 

3,74×10-5 M). Następnie dodawałam wybrany enzym (MMP-1, MMP-2, MMP-3, 

MMP-9, ADAM 10, ADAM 15, ADAM 17, kalikreinę 1, kalikreinę 2, kalikreinę 3, 

kalikreinę 8, kalikreinę 13, katepsynę X, katepsynę L, katepsynę S, katepsynę D, 

katepsynę H oraz katepsynę B), oraz bufor pomiarowy o składzie: 25 mM TRIS-

HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 (pH 9,0 w 37°C). Stężenie końcowe 

każdego z enzymów wynosiło 1,25 nM. Równolegle przygotowałam układy 

odniesienia zawierające wyłącznie substrat oraz bufor pomiarowy. W 

eksperymencie wykonywałam pomiary przyrostu fluorescencji w czasie. 

Eksperyment powtórzyłam trzykrotnie. 

19. Badania aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w materiale 

biologicznym 

Eksperymenty wykonałam wykorzystując czytnik mikropłytek Clariostar 

firmy GMB Labtech oraz czarne płytki 96-dołkowe. Pomiary prowadziłam przy 

długości fal wzbudzenia λwz = 320 nm oraz emisji λem = 450 nm. W badaniach 

mierzyłam przyrost intensywności fluorescencji w czasie, a każdy eksperyment 

powtarzałam trzykrotnie. Bufor stosowany w pomiarach zawierał 25 mM TRIS-

HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C. 

19.1 Materiał biologiczny wykorzystany do badań in vitro wraz z 

zastosowanymi modyfikacjami 

Materiał biologiczny (lizaty oraz medium zewnątrzkomórkowe znad linii 

komórkowej ludzkich podocytów, wyizolowanych przez grupę badawczą Moin A. 

Saleem212) otrzymałam z zespołu prof. dr hab. Agnieszki Piwkowskiej z Pracowni 

Molekularnej i Komórkowej Nefrologii, IMDiK, PAN. Proliferacja komórek 
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odbywała się w 33°C w 5% CO2, w pożywce RPMI 1640 zawierającej 10% FBS, 100 

U/mL penicyliny i 100 μg/mL streptomycyny. Następnie w celu zróżnicowania 

hodowano je przez 10-14 dni (w temperaturze 37°C oraz 5% CO2 w pożywce RPMI 

1640, zawierającej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny i 100 μg/mL streptomycyny). W 

kolejnym kroku hodowli wprowadzono następujące modyfikacje, mające na celu 

wymuszenie konkretnych zmian w funkcjonowaniu: 

Grupa kontrolna (symbol SG, ang. Standard Glucose) – pięciodniowa 

inkubacja komórek w pożywce RPMI 1640 zawierającej 10% FBS, 100 U/mL 

penicyliny, 100 μg/mL streptomycyny oraz glukozę (C = 11 mM); 

System I (symbol HG, ang. High Glucose) – pięciodniowa inkubacja 

komórek w pożywce RPMI 1640 zawierającej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100 

μg/mL streptomycyny oraz glukozę (C = 30 mM); 

System II (symbol SG+Klotho) – pięciodniowa inkubacja komórek w 

pożywce RPMI 1640 zawierającej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100 μg/mL 

streptomycyny oraz glukozę (C = 11 mM). Następnie inkubacja 24 godziny w 

powyższej pożywce zawierającej 0,5 nM stężenie białka Klotho; 

System III (symbol HG+Klotho) – pięciodniowa inkubacja komórek w 

pożywce RPMI 1640 zawierającej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100 μg/mL 

streptomycyny oraz glukozę (C = 30 mM). Następnie inkubacja 24 godziny w 

powyższej pożywce zawierającej 0,5 nM stężenie białka Klotho; 

System IV (symbol SG kontrola) – próba kontrolna do systemu V oraz VI. 

W systemie IV do linii komórkowej ludzkich podocytów wprowadzono 

niewyciszające lentiwirusowe shRNA (GIPZ non-silencing lentiviral shRNA control, 

Horizon). Na etapie wzrostu komórek wykorzystywano pożywkę RPMI 1640 

zawierającą 10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 μg/mL streptomycyny. Przez 

ostatnie pięć dni do stosowanej pożywki dodawano glukozę (C = 11 mM); 
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System V (symbol SG shKlotho) – linia komórkowa ludzkich podocytów 

z wyciszoną ekspresją białka Klotho (GIPZ Lentiviral Human KL shRNA, Horizon). 

Na etapach wzrostu komórek wykorzystywano pożywkę RPMI 1640 zawierającą 

10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 μg/mL streptomycyny. Przez ostatnie pięć 

dni do pożywki dodawano glukozę (C = 11 mM); 

System VI (symbol SG shADAM 17) oraz VII (symbol HG shADAM 17) – 

do linii komórkowych wprowadzono lentiwiruswe shRNA wyciszające gen 

kodujący ADAM 17 (GIPZ Lentiviral Human ADAM 17 shRNA, Horizon). Na 

etapach wzrostu komórek wykorzystywano pożywkę RPMI 1640 zawierającą 10% 

FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 μg/mL streptomycyny. Przez ostatnie pięć dni 

do pożywki dodawano glukozę o stężeniu C = 11 mM, dla SG shADAM 17 (system 

VI) oraz o stężeniu C = 30 mM, dla HG shADAM 17 (system VII). 

System VIII (symbol HG kontrola) - próba kontrolna do systemu VII. W 

systemie tym do linii komórkowej ludzkich podocytów wprowadzono 

niewyciszające lentiwirusowe shRNA (GIPZ non-silencing lentiviral shRNA control, 

Horizon). Na etapie wzrostu komórek wykorzystywano pożywkę RPMI 1640 

zawierającą 10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 μg/mL streptomycyny. Przez 

ostatnie pięć dni do stosowanej pożywki dodawano glukozę (C = 30 mM); 

19.2 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w lizatach linii 

komórkowej ludzkich podocytów 

Do studni pomiarowej dodawałam 10 μL lizatu oraz 110 μL mieszaniny 

zawierającej: 10 μL inhibitora TAPI-0 (Ckońcowe = 1 μM) oraz 100 μL buforu 

pomiarowego. Układy odniesienia składały się z: 10 μL lizatu, 10 μL DMSO oraz 

100 μL buforu pomiarowego. Dla każdego systemu przygotowałam po trzy 

powtórzenia. Płytkę inkubowałam 30 minut (w temperaturze 23°C), po czym 

dodałam 80 μL mieszaniny zawierającej substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1) (Ckońcowe = 1,87×10-5 M), w buforze 
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pomiarowym. Następnie wykonywałam pomiar przyrostu intensywności 

fluorescencji w czasie. 

19.3 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w medium 

zewnątrzkomórkowym linii komórkowych ludzkich podocytów 

W wykonywanych eksperymentach do studni pomiarowej dodawałam 20 

μL medium zewnątrzkomórkowego*, 10 μL DMSO oraz 90 μL buforu 

pomiarowego. W pomiarze zastosowałam układy odniesienia o składzie: 20 μL 

medium zewnątrzkomórkowego oraz 100 μL mieszaniny zawierającej: 10 μL 

inhibitora TAPI-0 (Ckońcowe = 1 μM) i 90 μL buforu pomiarowego. Dla każdego 

systemu przygotowałam po trzy powtórzenia. Płytkę inkubowałam 30 minut (w 

temperaturze 23°C), a następnie dodałam 80 μL mieszaniny zawierającej substrat 

o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1) (Ckońcowe = 

1,87×10-5 M), oraz bufor. Następnie wykonywałam pomiar przyrostu 

intensywności fluorescencji w czasie. 

* - Na etapie przygotowania próbek przeprowadziłam dodatkowe zagęszczenie 

analitów za pomocą probówek wirówkowych typu AMICON 3 kDa, firmy Milipore. 

19.4 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu 

szczurów z indukowaną cukrzycą 

Doświadczenie przeprowadziłam na próbkach moczu szczurów rasy 

Wistar w wieku 7 tygodni. Próbki moczu otrzymano w ramach współpracy z prof. 

dr hab. Agnieszką Piwkowską z Pracowni Molekularnej i Komórkowej Nefrologii 

IMDiK, PAN. Zwierzęta karmiono standardową dietą i hodowano w trybie 12 

godz./12 godz. cyklu światło/ciemność. W eksperymencie wykorzystano mocz 

pochodzący od czterech samców szczurów, którym wykonywano iniekcję 

streptozotocyną [80 mg/kg] w celu eksperymentalnego wywołania cukrzycy u 

zwierząt (tzw. cukrzycy streptozotocynowej) Streptozotocyna jest inhibitorem 

replikacji DNA, który blokuje ekspresję w komórkach β-trzustki, przyczyniając się 

do ich dysfunkcji213. W trzecim dniu po wykonanej iniekcji zbadano stężenie 
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glukozy we krwi które wynosiło >250 mg/dL, co potwierdziło obecność stanu 

cukrzycy u osobników. Dodatkowo pobierano materiał biologiczny od czterech 

samców szczurów kontrolnych, którym podczas iniekcji podawano bufor 

cytrynianowy. 

Do płytki 96-dołkowej dodawałam 5 μL zagęszczonego moczu* oraz 115 

μL buforu. Dla każdego systemu przygotowałam po trzy powtórzenia. W kolejnym 

etapie do każdej studni dodawałam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1), (Ckońcowe = 1,87×10-5 M), w buforze 

pomiarowym. Następnie wykonywałam pomiar przyrostu intensywności 

fluorescencji w czasie. 

* z wykorzystaniem probówek wirówkowych typu AMICON 10 kDa, firmy Millipore 

19.5 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu 

pacjentów chorych na cukrzycę 

Próbki moczu pochodzące od pacjentów chorych na cukrzycę oraz 

zdrowych ochotników, zostały pobrane w szpitalu miejskim im. Św. Wincentego a 

Paulo w Gdyni. Procedura została wykonana zgodnie z Deklaracją Helsińską 

Światowego Stowarzyszenia Lekarzy. W pierwszym eksperymencie wykonałam 

pomiar dla wszystkich próbek moczu (zdrowych ochotników i chorych pacjentów). 

Do dołka płytki 96-dołkowej wprowadziłam 80 μL moczu, 100 μL buforu oraz 

substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5) 

(Ckońcowe = 3,74×10-5 M). W próbkach moczu pacjentów ze zdiagnozowaną 

cukrzycą dodatkowo postanowiłam zahamować aktywność enzymu ADAM 17. 

Układy pomiarowe zawierały: 80 μL moczu, 90 μL buforu oraz inhibitor TAPI-0 

(Ckońcowe = 1 μM). Próby odniesienia zamiast inhibitora zawierały DMSO. Dla 

każdego systemu przygotowałam po trzy powtórzenia. Po upływie inkubacji (30 

minut) do każdej studni dodawałam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5) (Ckońcowe = 3,74×10-5 M). 
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1. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X1 

Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 1. Określenie 

pierwszorzędowej specyficzności substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X1, 

rozdziału Badania własne, przedstawiłam na rycinie 35. 

 

Rycina 35. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X1 (wzór ogólny: ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Analizując otrzymane wyniki jednoznacznie określiłam, że podbiblioteka 

zawierająca w pozycji X1 resztę aminokwasową alaniny, była najefektywniej 

hydrolizowana przez enzym ADAM 17. Podbiblioteka zawierająca resztę 

aminokwasową treoniny w badanej pozycji sekwencji, również ulegała hydrolizie, 

jednakże znacznie mniej wydajnie. W tabeli 15 zestawiono przykładowe substraty 

enzymu ADAM 17. 



 
125 

 

Tabela 15. Sekwencje substratów enzymu ADAM 17. 

L.P. SEKWENCJA SUBSTRATU LIT. 

 P9 P8 P7 P6 P5 P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’ P4’ P5’ P6’ P7’ P8’  

1   DABCYL Ser Pro Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser Lys(5-FAM)-NH2    214 

2    Mca Pro Leu Ala Gln Ala Val Dap(DNP) Arg Ser Ser Ser Arg-NH2  215 

3   5-FAM Ser Pro Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser Ser Arg Lys TAMRA 216 

4    DABCYL Pro Arg Ala Ala Ala hPhe* Thr Ser Pro Lys(5-FAM)-NH2    217 

5     Mca Lys Pro Leu Gly Leu Dap(DNP) Ala Arg-NH2     218 

6   Mca Ser Pro Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser Ser Arg Lys(DNP)-NH2  219 

7 Mca Ser Ser Met Ala Gln Thr Leu Thr Leu Arg Ser Ser Ser Lys(DNP)-NH2   219 

8     ABZ Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser Ser Arg Dap(DNP)  220 

9     ABZ Leu Ala Gln Ala Leu Arg Ser Ser Ser Arg Dap(DNP)  220 

10     DABCYL Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser Ser Ala Arg EDANS 221 

11     DABCYL Leu Ala Gln Ala hPhe* Arg Ser Lys(5-FAM)-NH2     221 

* - homofenyloalanina; kolorem zielonym oznaczono miejsce hydrolizy substratu pomiędzy resztami aminokwasowymi w pozycjach P1-P1’. 



 
126 

 

W pozycji P1 sekwencji substratowych umieszczonych w tabeli 15 

najczęściej występuje reszta aminokwasowa Ala (z wyjątkiem substratu 5: P1 = Gly 

oraz substratu 7: P1 = Thr). 

Dane literaturowe są zgodne z otrzymanymi w moich eksperymentach, 

według których podbiblioteka z resztą aminokwasową alaniny w pozycji X1, jest 

najefektywniej hydrolizowana. 

2. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X4 

W ramach realizacji punktu 2. Określenie specyficzności substratowej 

enzymu ADAM 17 w pozycji X4 rozdziału Badania własne, otrzymałam wyniki, 

które przedstawiłam na rycinie 36. 

 

Rycina 36. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X4 (wzór ogólny: ABZ-X4-X3-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Na podstawie otrzymanych wyników ustaliłam, że podbiblioteka z resztą 

aminokwasową asparaginy najwydajniej ulega hydrolizie przez badany enzym. 
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Wydajnej hydrolizie enzymatycznej ulegały również podbiblioteki z resztami 

aminokwasowymi proliny oraz leucyny w pozycji X4 (50% względem podbiblioteki 

z asparaginą). 

W sekwencji aminokwasowej większości substratów umieszczonych w 

tabeli 15 w pozycji P4 występuje Leu. W substratach 4, 5 oraz 7 obserwujemy 

odpowiednio: Arg, Lys lub Gln. Spośród wymienionych, wyłącznie podbiblioteka 

zawierające resztę aminokwasową leucyny, znajdującą się w pozycji X4 wydajnie 

ulegała hydrolizie przez enzym ADAM 17 w przeprowadzonym przeze mnie 

eksperymencie. 

3. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X3 

Rycina 37 przedstawia wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 4. 

Dekonwolucja tetrapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-Asn-X3-X2-Ala-

ANB-NH2, rozdziału Badanie własne. 

 

Rycina 37. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X3 (wzór ogólny: ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 
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Wysokie wartości przyrostu absorbancji w czasie obserwowałam dla 

podbibliotek zawierających w pozycji X3 reszty aminokwasowe metioniny, kwasu 

asparaginowego oraz tyrozyny. Najwyższą wartość przyrostu absorbancji 

obserwowałam dla podbiblioteki o wzorze ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-

NH2). 

Analizując dane w tabeli 15 można zauważyć, że w pozycji P3 substratu 

najczęściej obecna jest reszta aminokwasowa alaniny. Wyjątek stanowiły substraty 

5 oraz 7, które w wybranej pozycji miały reszty aminokwasowe odpowiednio 

proliny oraz treoniny. W wykonanym przeze mnie eksperymencie dla 

podbiblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Ala-X2-Ala-ANB-NH2 obserwowałam przyrost 

absorbancji w czasie, jednak był on znacznie niższy niż otrzymany dla innych 

podbibliotek. W dekonwolucji biblioteki kierowałam się najwyższą wartością 

przyrostu absorbancji w czasie, dlatego do dalszych badań w pozycji X3 wybrałam 

resztę aminokwasową tyrozyny. 

4. Dekonwolucja dziewiętnastu związków ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X2 

Wyniki eksperymentu opisanego w punkcie 6. Dekonwolucja pozycji X2 

19 związków o wzorze ogólnym ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2, rozdziału Badania 

własne przedstawiłam na rycinie 38. 
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Rycina 38. Dekonwolucja dziewiętnastu związków ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X2 (wzór ogólny: ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Spośród 19 związków proteolizie ulegały wyłącznie te, które zawierały 

reszty aminokwasowe metioniny, treoniny, tyrozyny lub asparaginy w pozycji X2, 

ulegały proteolizie. 

Analiza informacji zamieszczonych w tabeli 15 wskazuje, że w pozycji P2 

dotychczas opracowanych substratów fluorogenicznych najczęściej występuje 

reszta aminokwasowa glutaminy. Wyjątek stanowią substraty 4, 5 oraz 7, w 

których pojawiają się alanina oraz leucyna. Do dalszych etapów badań wybrałam 

związek o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-NH2 (Rycina 39). 
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Rycina 39. Struktura substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-

NH2. 

5. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X1’ 

Rycina 40 prezentuje wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 8. 

Dekonwolucja pozycji X1’ heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2, rozdziału Badania własne. 

 

Rycina 40. Dekonwolucja pozycji X1’ dziewiętnastu podbibliotek o wzorze 

ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu 

określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 
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Tylko podbiblioteki zawierające w pozycji X1’ reszty aminokwasowe 

waliny, leucyny, metioniny oraz izoleucyny ulegały proteolizie. Najwydajniejsza 

hydroliza zachodziła dla podbiblioteki zawierającej resztę aminokwasową 

leucyny. 

W pozycji P1’ sekwencji substratowych zamieszczonych w tabeli 15 

najczęściej występują reszty aminokwasowe leucyny oraz waliny, natomiast w 

substratach 4 oraz 11 w omawianej pozycji znajduje się homofenyloalanina. Grupa 

badawcza G. Jin w 2002 roku, przeprowadziła analizę wpływu reszt 

aminokwasowych w pozycjach P1 oraz P1’ na wydajność proteolityczną enzymu 

ADAM 17. Szczególnie dwa substraty o sekwencjach: ABZ-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-

Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) oraz ABZ-Leu-Ala-Gln-Ala-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-

Arg-Dap(DNP) ulegały proteolizie, odpowiednio w 90% i 92%220. Wyniki te 

korelują z wykresem dekonwolucji przedstawionym na rycinie 40. 

6. Analiza podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej 

W celu potwierdzenia miejsca hydrolizy enzymatycznej pomiędzy 

resztami aminokwasowymi Ala-Leu (odpowiednio pozycje P1-P1’), wykonałam 

analizy z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wyniki 

porównałam z próbą kontrolną. Otrzymane chromatogramy zamieściłam na 

rycinie 41. 
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Rycina 41. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-OH; B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 w 

buforze z Brij-35 (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o 

pH 9,0 w 37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-

NH2 po inkubacji z enzymem ADAM 17. 
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W danych otrzymanych z przeprowadzonej dekonwolucji największy 

przyrost intensywności fluorescencji w czasie obserwowałam dla podbiblioteki 

zawierającej resztę aminokwasową leucyny. Analiza HPLC podbiblioteki o 

sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2, inkubowanej w 

obecności enzymu ADAM 17 potwierdziła hydrolizę zachodzącą pomiędzy 

resztami aminokwasowymi w pozycjach P1-P1’. Na podstawie otrzymanych 

wyników wybrałam resztę aminokwasową leucyny do dalszych etapów badań. 

Na podstawie otrzymanych wyników jednoznacznie wskazałam 

podbibliotekę zawierającą w pozycji X1’ resztę aminokwasową leucyny jako 

najefektywniej hydrolizowaną. Udział w tworzeniu kompleksu enzym-substrat 

mają łańcuchy boczne reszt aminokwasowych, tworzących oddziaływania z 

kieszeniami enzymu. Badania przeprowadzone przez U. Neumann wraz ze 

współpracownikami, polegały na optymalizacji sekwencji znanego w literaturze 

substratu fluorogenicznego (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH2), 

który został opracowany w 1992 roku przez grupę badawczą C. G. Knight222. W 

wyniku przeprowadzonych badań zespół otrzymał substrat o sekwencji: Mca-Lys-

Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH2, który był wydajnie hydrolizowany 

przez enzym ADAM 17 pomiędzy resztami aminokwasowymi glicyny oraz leucyny. 

Dodatkowo autorzy przeprowadzili badania z wykorzystaniem dwóch 

dodatkowych substratów o sekwencjach: Mca-Pro-Leu-Gln-Ala-Val-Dpa-Arg-

Ser-Ser-Ser-Arg-NH2, oraz Dabcyl-Leu-Gln-Ala-Val-Dpa-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-

EDANS, w których hydroliza wiązania peptydowego zachodziła pomiędzy 

resztami aminokwasowymi alaniny oraz waliny223. Substraty wydajnie 

hydrolizowane przez enzym ADAM 17 zawierają w pozycji X1’ resztę 

aminokwasową o niepolarnym i alifatycznym łańcuchu bocznym. 
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7. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X2’ 

Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 11. Dekonwolucja pozycji 

X2’ heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 rozdziału Badania własne zostały przedstawione na rycinie 

42. 

 

Rycina 42. Dekonwolucja pozycji X2’ biblioteki peptydowej o wzorze 

ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu 

określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Podbiblioteki zawierające w pozycji X2’ zasadowe reszty aminokwasowe 

lizyny lub argininy najwydajniej ulegały proteolizie. Pozostałe badane 

podbiblioteki (z wyjątkiem sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Glu-X3’-Tyr(3-

NO2)-NH2) ulegały częściowej hydrolizie. Reszta aminokwasowa argininy 

najczęściej powtarza się w pozycji X2’ substratów przedstawionych w tabeli 15. 

Substraty 2 oraz 5 w omawianej pozycji zawierają resztę Dap(DNP), natomiast 

substrat 4 – resztę aminokwasową treoniny. 
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Grupa badawcza C. I. Caescu w 2010 roku przeprowadziła dekonwolucję 

biblioteki o wzorze ogólnym: Ac-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-NH2 (gdzie X – 

równomolowa mieszanina dziewiętnastu reszt aminokwasowych z wyjątkiem 

cysteiny). Bioblioteka została zsyntezowana metodą skaningu pozycyjnego. 

Podbiblioteki zawierające w pozycji P2’ reszty aminokwasowe Lys, Val lub Ile 

najwydajniej ulegały proteolizie224. Z kolei w badaniach przeprowadzonych w 

2005 roku, przez grupę badawczą M. H. Lambert analizowano wpływ kombinacji 

reszt aminokwasowych w pozycjach P1’-P2’ na aktywność enzymu ADAM 17. 

Wyjściowa sekwencja: Biotyna-Leu-Ala-Gln-Ala-P1’-P2’-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH2 

stanowiła fragment naturalnego substratu badanego enzymu - TNF-α. 

Zaprojektowana biblioteka zawierała w pozycjach P1’-P2’ aminokwasy białkowe i 

niebiałkowe (odpowiednio 50 i 20 zmiennych), które wyselekcjonowano z 

wykorzystaniem metod modelowania molekularnego. Następnie najbardziej 

obiecujące związki zsyntezowano i poddano inkubacji z enzymem ADAM 17. Do 

analizy jakościowej oraz ilościowej produktów reakcji enzymatycznej 

wykorzystano metodę LC-MS. W rezultacie najlepsze oddziaływanie enzym-

substrat obserwowano dla kombinacji zawierającej zasadowe reszty 

aminokwasów białkowych w pozycji P2’. Zdecydowanie najefektywniejszą parą 

reszt aminokwasowych okazała się Leu-Arg (odpowiednio P1’-P2’)225. 

8. Analiza podbiblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej 

Analogicznie do puntu 6. Analiza podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej, przeprowadziłam analizę HPLC dla podbiblioteki o 

sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2, a jej wyniki 

zamieściłam na rycinie 43. 
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Rycina 43. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-OH; B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 w 

buforze z Brij-35 (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o 

pH 9,0 w 37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-

NH2 po inkubacji z enzymem ADAM 17. 

W wyniku przeprowadzonej hydrolizy enzymatycznej obserwowałam na 

chromatogramach HPLC uwalnianie fragmentu fluorescencyjnego o sekwencji 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH, tR = 7,22 minuty. Do dalszych etapów syntezy 

wybrałam resztę aminokwasową argininy. 
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9. Dekonwolucja dziewiętnastu związków ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X3’ 

Przedstawione na rycinie 44 wyniki otrzymane zostały w ramach realizacji 

badań opisanych w puncie 13. Dekonwolucja pozycji X3’ w związkach o sekwencji: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2, rozdziału Badania własne. 

 

Rycina 44. Dekonwolucja pozycji X3’ związków o wzorze ogólnym: ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu określają wartości 

błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Najwyższą aktywność enzymatyczną obserwowałam wobec substratów 

zawierających w pozycji X3’ następujące reszty aminokwasowe: Arg>Lys>Ser=Gly. 

Pozostałe związki (z wyjątkiem: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Glu-Tyr(3-NO2)-

NH2), również ulegały proteolizie, jednak w znacznie mniejszym stopniu. W 

sekwencjach substratów zebranych w tabeli 15 w pozycji P3’ występują reszty 

aminokwasowe seryny (substraty: 1, 3, 4, 6-11), argininy (substrat 2) oraz alaniny 

(substrat 5). 
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10. Analiza związku o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-

Tyr(3-NO2)-NH2 z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej 

Analogicznie do punktu 6 wykonałam analizę HPLC związku o sekwencji: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (Rycina 45). 

 

 

Rycina 45. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-OH; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 w buforze z Brij-

35 (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C); 

C) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 po inkubacji z enzymem 

ADAM 17. 
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Chromatogramy zamieszczone na rycinie 45 potwierdzają miejsce 

hydrolizy w substracie o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-

NO2)-NH2, pomiędzy resztami aminokwasowymi Ala-Leu (odpowiednio P1-P1’). 

W wyniku dekonwolucji pozycji X3’ wyselekcjonowałam substrat o 

sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (Rycina 46). 

 

 Rycina 46. Struktura wyselekcjonowanego substratu o sekwencji: ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Znanych jest wiele naturalnych substratów enzymu ADAM 17, których 

sekwencję w pozycjach P4-P3’ przedstawiłam w tabeli 16.
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Tabela 16. Zestawienie sekwencji substratów syntetycznych (1-11) oraz naturalnych (12-26) enzymu ADAM 17, zestawione z 

sekwencją wyselekcjonowanego w ramach niniejszej pracy substratu fluorogenicznego (27). 

L.P. Substrat enzymu ADAM 17 
Reszta aminokwasowa w wyznaczonej pozycji 

P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’ 

1 Dabcyl-Ser-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Lys(5-FAM)-NH2 Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

2 Mca-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH2 Leu Ala Gln Ala Val Dap(DNP) Arg 

3 5-FAM–Ser-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys-TAMRA Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

4 Dabcyl-Pro-Arg-Ala-Ala-Ala-hPhe-Thr-Ser-Pro-Lys(5-FAM)-NH2 Arg Ala Ala Ala hPhe Thr Ser 

5 Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH2 Lys Pro Leu Gly Leu Dap(DNP) Ala 

6 Mca-Ser-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys(DNP)-NH2 Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

7 Mca-Ser-Ser-Met-Ala-Gln-Thr-Leu-Thr-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH2 Gln Thr Leu Thr Leu Arg Ser 

8 ABZ-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

9 ABZ-Leu-Ala-Gln-Ala-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) Leu Ala Gln Ala Leu Arg Ser 

10 Dabcyl-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-EDANS Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

11 Dabcyl-Leu-Ala-Gln-Ala-hPhe-Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NH2 Leu Ala Gln Ala hPhe Arg Ser 

12 TNF-α Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser 

13 TGF-α* Val Ala Ala Ala Val Val Ser 
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14 TGF-α* Asp Leu Leu Ala Val Val Ala 

15 IL-6R Leu Pro Val Gln Asp Ser Ser 

16 HB-EGF Leu Thr Leu Pro Val Glu Ans 

17 Notch 1 Lys Ile Glu Ala Val Lys Ser 

18 Kolagen XVII Glu Lys Asp Arg Leu Gln Gly 

19 L-selektyna Glu Thr Asn Arg Ser Phe Ser 

20 GHRH Gln Met Ser Pro Phe Thr Cys 

21 Glikoproteina wirusa Ebola Thr Ile Pro Asp Gln Gly Asp 

22 PTPRZ Ile Ala Glu Glu Ile Glu Ser 

23 APP His His Gln Lys Ile Val Phe 

24 Białko prionowe* Asn Met Lys His Met Ala Gly 

25 Białko prionowe* Thr Asn Met Lys His Met Ala 

26 PMEL-17 Val Ser Thr Gln Ile Ile Met 

27 WYSELEKCJONOWANY SUBSTRAT Asn Tyr Met Ala Leu Arg Arg 

* - związki z dwoma miejscami hydrolizy
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Kluczowymi czynnikami stabilizującymi oddziaływanie enzym-substrat są 

reszty aminokwasowe zarówno substratu białkowego jak i enzymu, znajdujące się 

w pobliżu centrum katalitycznego proteinazy. 

Sekwencje substratów 1-11 zostały wywiedzione z naturalnego substratu 

enzymu ADAM 17 – TNF-α. Dla wielu z nich reszty aminokwasowe powtarzają się 

w wybranych pozycjach. Znaczące modyfikacje występują tylko w substratach 4, 

5 oraz 7. W substratach białkowych obserwujemy zdecydowanie mniejszą 

selektywność substratową enzymu ADAM 17. Wymagania strukturalne enzymu 

ADAM 17 w pozycjach P4-P1 substratów białkowych są bardzo zróżnicowane. W 

konkretnej pozycji tego fragmentu występują reszty aminokwasowe zarówno 

hydrofobowe jak i hydrofilowe a często nawet o różnym charakterze (kwasowym 

oraz zasadowym). Brak ściśle określonego charakteru reszt aminokwasowych w 

pozycjach P4-P1 naturalnych substratów utrudnia projektowanie substratów 

syntetycznych. 

Natomiast w pozycji P1’ białkowych substratów enzymu bardzo często 

występują alifatyczne reszty aminokwasowe, co znalazło potwierdzenie podczas 

dekonwolucji pozycji X1’ (rycina 40). W wyniku dekonwolucji biblioteki ze znaną 

pozycją X2’ (Rycina 42) najwydajniej hydrolizie ulegały podbiblioteki: P2’ = Arg, 

Lys, Val lub Met. Wymienione reszty aminokwasowe występują w substratach 1, 

3, 6-14, 17, 23 oraz 25. W pozycji X3’ w większości wymienionych w tabeli 15 

substratów występują polarne reszty aminokwasowe, co koreluje z wynikami 

dekonwolucji (P3’ = Arg, Lys lub Ser), zamieszczonymi na rycinie 44. 

11. Ocena wydajności hydrolizy pochodnych substratu 

fluorogenicznego w obecności enzymu ADAM 17 

W wyniku realizacji punktu 14. Ocena wydajności hydrolizy 

modyfikowanych substratów fluorogenicznych rozdziału Badania własne, 

otrzymałam wyniki przedstawione na rycinie 47. Stężenie enzymu ADAM 17 
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zostało dobrane odpowiednio do długości łańcucha peptydowego substratów i 

zostało zestawione w tabeli 12 w części Badania własne. 

 

Rycina 47. Wpływ modyfikacji substratu fluorogenicznego w obrębie C-

końca na aktywność proteolityczną enzymu ADAM 17. Słupki błędu określają 

wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Spośród substratów zawierających cztery reszty aminokwasowe w 

sekwencji (4, 8 oraz 12), najwyższy stopień hydrolizy obserwowałam dla tego, 

który w C-końcowym fragmencie posiadał Tyr(3-NO2) (Rycina 47 A). Pozostałe 
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związki z tej grupy ulegały proteolizie znacznie mniej wydajnie. Wprowadzenie do 

sekwencji dodatkowej reszty aminokwasowej na C-końcu substratu całkowicie 

zmieniło tę zależność (substraty 3, 7 oraz 11). Najefektywniej hydrolizie ulegał 

substrat zawierający Lys(DNP), następnie Dap(DNP) a najmniejszą wydajność 

obserwowałam dla Tyr(3-NO2) (Rycina 47 B). W grupie substratów zawierających 

sześć reszt aminokwasowych (2, 6 oraz 10) w sekwencji najwyższy stopień 

hydrolizy odnotowałam dla Dap(DNP), znacznie niższy dla Lys(DNP) a substrat 

zawierający Tyr(3-NO2) nie ulegał hydrolizie (Rycina 47 C). Dla substratów 1, 5 

oraz 9 efektywna hydroliza zachodziła dla związków zawierających Dap(DNP) lub 

Lys(DNP). Z kolei substrat zawierający Tyr(3-NO2) ulegał hydrolizie w niewielkim 

stopniu w stosunku do pozostałych związków (Rycina 47 D). Zmiany w obrębie C-

końca substratu, obejmujące zarówno długość fragmentu peptydowego jak i 

akceptor fluorescencji, mają znaczący wpływ na oddziaływanie enzym-substrat, 

co przekłada się na obserwowaną aktywność enzymatyczną. 

Poniżej przedstawiłam sekwencje najwydajniej hydrolizowanych 

związków: 

o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1) 

o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5) 
o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH2 (9) 

12. Parametry kinetyczne wybranych substratów 

Wyznaczanie parametrów kinetycznych zostało podzielone na trzy etapy 

i wykonane zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 16. Wyznaczanie 

parametrów kinetycznych dla substratów 1, 5 oraz 9 części Badania własne. 

Otrzymane wartości po przeliczeniu początkowych szybkości reakcji 

hydrolizy substratów wyrażonych w jednostkach [intensywność fluorescencji/s] na 

jednostki [mol/s] wykorzystałam do wykreślenia krzywych Michaelisa-Menten 

zaprezentowanych na rycinie 48. 
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Rycina 48. Wykresy krzywych Michaelisa-Menten dla substratów: A) ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1); B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-

Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5); C) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-

NH2 (9). Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone 

względem trzech niezależnych próbek. 

A 

B 

C 
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Na podstawie otrzymanych wyników wyznaczyłam parametry kinetyczne: 

VMAX, KM, kcat oraz kcat/KM. Otrzymane wyniki zostały zestawione w tabeli 17. 

Tabela 17. Parametry kinetyczne substratów. 

NUMER 

SUBSTRATU 

Vmax  

[mol×s−1] × 10−10 

KM  

[μM] 

kcat  

[s−1] 

kcat/KM  

[M−1×s−1] × 103 

1 1,540±0,054 22,670±2,196 0,096±0,003 4,245±0,028 

5 1,859±0,045 16,120±1,119 0,577±0,014 35,794±0,016 

9 0,654±0,017 22,350±1,393 0,203±0,005 9,082±0,034 

Kolorem zielonym oznaczono parametry kinetyczne substratu o 

najwyższej stałej specyficzności. 

Substrat 5 o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-

NH2 o stałej specyficzności kcat/KM = 35 794±16 M−1×s−1, był najwydajniej 

hydrolizowany przez enzym ADAM 17. 

Parametry kinetyczne znanych substratów enzymu ADAM 17 

opublikowane przez szereg grup badawczych przedstawiłam w tabeli 18221. 

Tabela 18. Wartości stałych specyficzności substratów wyznaczonych 

wobec enzymu ADAM 17. 

SEKWENCJA SUBSTRATU FLUOROGENICZNEGO 
kcat/KM 

[M−1×s−1] 
Lit. 

Mca-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-NH2 363 800 215 

Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH2 778 400 218 

Mca-Ser-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys(DNP)-NH2 3 500 219 

Mca-Ser-Ser-Met-Ala-Gln-Thr-Leu-Thr-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH2 130 000 219 

Dabcyl-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-EDANS 466 300 221 

Dabcyl-Leu-Ala-Gln-Ala-hPhe*-Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NH2 430 000 221 

Dabcyl-Pro-Cha**-Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys(5-FAM)-NH2 6 800 221 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 35 794 - 

* - hPhe - homofenyloalanina ** - Cha - cykloheksyloalanina 

Wyższe wartości stałej specyficzności, oznaczają wydajniejszą hydrolizę 

danego substratu. Stała kcat/KM otrzymana dla substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
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Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5) jest o rząd wielkości niższa od pozostałych 

omawianych związków. Należy jednak zwrócić uwagę, że w substratach tych 

występują inne pary donor-akceptor, co ma wpływ na omawianą wartość. 

Parametry kinetyczne wyznaczone dla substratów (1), (5) i (9), (różnią się 

wyłącznie akceptorem fluorescencji) potwierdzają zmianę wartości stałej kcat/KM 

nawet o rząd wielkości. 

Wysoka wartość stałej specyficzności nie jest parametrem krytycznym w 

wyborze substratu do potencjalnego zastosowania jako marker enzymu. Bardzo 

istotna jest jego selektywność, wobec pozostałych enzymów proteolitycznych. 

Badania przeprowadzone przez grupę U. Neumann wykazały, że substrat o 

sekwencji Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH2, wykazujący 

najwyższą wartość stałej specyficzności dla ADAM 17 spośród przytoczonych, 

charakteryzuje się bardzo niską selektywnością. W opracowaniu tym 

przedstawiono wysokie wartości tej stałej względem wielu przedstawicieli 

enzymów z rodziny MMP. Na szczególną uwagę zasługują enzymy MMP-13 oraz 

MMP-14, wobec których wyznaczona stała specyficzności substratu była wyższa 

niż w obecności enzymu ADAM 17223. Z kolei w opracowaniu przygotowanym 

przez G. B. Fields określono selektywność substratów fluorogenicznych 

wykorzystywanych do oceny aktywności proteolitycznej wybranych enzymów z 

rodzin MMP oraz ADAM. Substrat o sekwencji Dabcyl-Leu-Ala-Gln-Ala-hPhe-

Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NH2 był wydajnie hydrolizowany przez szereg enzymów: 

MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, ADAM 8 oraz ADAM 10, co 

świadczy o jego bardzo niskiej selektywności221. 
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13. Wyniki badania wpływu inhibitora TAPI-0 na aktywność 

proteolityczną enzymu ADAM 17 

Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 17. Hamowanie aktywności 

enzymu ADAM 17 inhibitorem TAPI-0, rozdziału Badania własne przedstawiłam 

na rycinie 49. 

 

Rycina 49. Hamowanie aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 

przez inhibitor TAPI-0. Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, 

wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Otrzymane wyniki potwierdziły skuteczną inhibicję enzymu ADAM 17 

przez inhibitor TAPI-0. Aktywność proteolityczna została zahamowana w 95% w 

odniesieniu do próby kontrolnej zawierającej takie samo stężenie enzymu. Wynik 

ten koreluje z badaniami grupy E. J. Lee z roku 2014, podczas których 

przetestowano skuteczność czterech różnych inhibitorów metaloproteaz (TAPI-0, 

NNGH, M8I oraz M9I), wobec enzymu ADAM 17. Inhibitor TAPI-0 efektywnie 

hamował aktywność enzymu ADAM 17 przy stężeniu 1×10-7 M226. 
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14. Ocena selektywności substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-

Lys(DNP)-NH2 w obecności wybranych proteaz 

Przedstawione na rycinie 50 wyniki, otrzymałam w ramach realizacji 

punktu 18. Hydroliza substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-

NH2 przez wybrane proteazy, rozdziału Badanie własne. 

 

Rycina 50. Selektywność substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-

Lys(DNP)-NH2. Aktywność wybranych enzymów z rodzin: metaloproteaz (MMP-1, 

MMP-2, MMP-3 oraz MMP-9), dezintegryn i metaloproteaz (ADAM 10, ADAM 15, 

ADAM 17), kalikrein (kalikreina 1, kalikreina 2, kalikreina 3, kalikreina 8, kalikreina 

13), oraz katepsyn (katepsyna X, katepsyna L, katepsyna S, katepsyna D, katepsyna 

H oraz katepsyna B). Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, 

wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Badania zostały przeprowadzone w takich warunkach w jakich hydrolizie 

ulegał substrat ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 (5) w 

obecności enzymu ADAM 17. Eksperyment miał na celu zweryfikowanie 

selektywności otrzymanego substratu. Na podstawie otrzymanych wyników 

stwierdziłam, że system zawierający ADAM 17 wykazywał najwyższy przyrost 

intensywności fluorescencji w czasie. Część wykorzystanych enzymów należących 
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do rodziny kalikrein wykazywało nieznaczną zdolność do hydrolizy substratu (10% 

względem enzymu ADAM 17). W przypadku pozostałych enzymów nie 

obserwowałam wzrostu fluorescencji w warunkach przeprowadzonego 

eksperymentu. Podobne badania przeprowadzono wobec innych substratów i tak 

grupa M. Moss w 2007 roku przetestowała substrat o sekwencji Dabcyl-Pro-Cha-

Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys(5-FAM)-NH2, który ulegał hydrolizie przez enzymy: 

MMP-1 MMP-2, MMP-9, MMP-13, MMP-14, ADAM 8, ADAM 10, ADAM 12 oraz 

ADAM 17227. Badania innego dostępnego komercyjnie substratu o sekwencji: 

Mca-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH2, zostały 

przeprowadzone przez grupę D. M. Bennion w 2016 roku. Otrzymane wyniki 

wskazują na jego hydrolizę przez enzymy MMP-3, MMP-7, MMP-12, MMP-17, 

oraz ADAM 17228. Oba eksperymenty oznaczają, że substraty te charakteryzują się 

niską selektywnością wobec enzymu ADAM 17. 

15. Badania biologiczne 

15.1 Wpływ modyfikacji wprowadzonych na etapie hodowli komórek 

podocytów ludzkich na aktywność enzymu ADAM 17 

W ramach przeprowadzonych eksperymentów opisanych w 

podrozdziałach 19.2 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w 

lizatach linii komórkowej ludzkich podocytów oraz 19.3 Ocena aktywności 

proteolitycznej enzymu ADAM 17 w medium zewnątrzkomórkowym linii 

komórkowych ludzkich podocytów, części Badania własne, otrzymałam wyniki 

przedstawione na rycinach 51-53. 
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Rycina 51. Aktywność enzymu ADAM 17 A) w lizatach komórkowych; B) 

w medium zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów. SG - warunki 

odzwierciedlające fizjologiczny poziom glukozy, HG - warunki poziomu glukozy 

indukujące cukrzycę, SG+Klotho, HG+Klotho – działanie protekcyjne białka 

Klotho w stosunku do linii komórek podocytów. Słupki błędu określają wartości 

błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

W próbkach lizatów komórkowych obserwowałam wyższą aktywność 

proteolityczną enzymu ADAM 17 w przypadku linii komórkowych podocytów 

inkubowanych w pożywce zawierającej fizjologiczne stężenie glukozy (SG) (Rycina 

51 A). Z kolei w medium zewnątrzkomórkowego wyższą aktywność enzym ADAM 

17 wykazywał w przypadku hodowli komórek prowadzonej w pożywce 

zawierającej podwyższone stężenie glukozy (HG) (Rycina 51 B). Wyniki te 

pokrywają się z doniesieniami literaturowymi grupy badawczej V. Palau, w których 

zaobserwowano zwiększoną ekspresję enzymu ADAM 17 w panelu różnych 

komórek nerek (śródbłonka kłębuszków nerkowych, mezangialnych, nabłonka 

kanalików bliższych oraz podocytów) w stanach cukrzycowych229. 

Wprowadzenie do hodowli na etapie wzrostu komórek białka Klotho, 

spowodowało znaczące zmiany w aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17. 

W lizatach linii komórkowych (zarówno komórek inkubowanych w pożywce 
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zawierającej 30 mM (HG) jak i 11 mM (SG) stężenie glukozy) nie obserwowałam 

różnicy w aktywności proteolitycznej enzymu. Ponadto poziom aktywności 

enzymu ADAM 17 dla linii inkubowanych z białkiem Klotho był porównywalny dla 

obu systemów (SG i HG) (Rycina 51 A). Z kolei aktywność enzymu ADAM 17 w 

medium zewnątrzkomórkowym była niższa w obu układach w obecności białka 

Klotho (SG+Klotho, HG+Klotho) (Rycina 51 B), Ponadto w medium 

zewnątrzkomórkowym znad linii komórkowych hodowanych w pożywce 

zawierającej 30 mM stężenie glukozy, obserwowałam znacznie większą aktywność 

proteolityczną enzymu ADAM 17 w odniesieniu do medium uzyskanego znad linii 

komórkowych inkubowanych w pożywce zawierającej fizjologiczne stężenie 

glukozy. 

Powyższe wyniki wskazują na zwiększoną ekspresję enzymu ADAM 17 w 

układzie zawierającym podwyższone stężenie glukozy. Dodatkowo, inkubacja linii 

komórkowej ludzkich podocytów w pożywce zawierającej 30 mM stężenie 

glukozy w obecności białka Klotho wskazuje na jego prewencyjne działanie. 

 

Rycina 52. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach 

komórkowych; B) w medium zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów z 

wyciszoną ekspresją białka Klotho. SG kontrola – warunki fizjologiczne komórek 

podocytów, SG shKlotho – warunki fizjologiczne komórek podocytów z 
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zahamowaną biosyntezą białka Klotho. Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Zahamowanie biosyntezy białka Klotho w linii komórkowej podocytów 

inkubowanych w pożywce zawierającej standardowe stężenie glukozy zmieniło 

aktywność proteolityczną enzymu ADAM 17 (Rycina 52). Tendencja zmian 

obserwowana zarówno dla lizatów jak i medium zewnątrzkomórkowego 

wykazywała podobieństwo do tych, które obserwowałam w linii komórkowej 

podocytów w pożywce zawierającej 30 mM stężenie glukozy (Rycina 51). 

Wyniki te wskazują, że zablokowanie ekspresji białka Klotho w komórkach 

podocytów prawdopodobnie prowadzi do zaburzenia w przekazywaniu sygnałów 

w szlakach sygnalizacyjnych, zależnych od enzymu ADAM 17. W znanej mi 

literaturze nie spotkałam analogicznych badań, które mogłabym przedyskutować. 

 

Rycina 53. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach 

komórkowych; B) w medium zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów z 

wyciszoną ekspresją enzymu ADAM 17. SG kontrola – warunki fizjologiczne 

komórek podocytów, HG kontrola - warunki poziomu glukozy indukujące 

cukrzycę, SG shADAM 17 – warunki fizjologiczne komórek podocytów z 

zahamowaną biosyntezą enzymu ADAM 17, HG shADAM 17 – warunki z 

indukowaną cukrzycą z zahamowaną biosyntezą enzymu ADAM 17. Słupki błędu 
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określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Spadek aktywności proteolitycznej ADAM 17 w systemach zawierających 

shRNA, jednoznacznie wskazuje na efektywne wyciszenie ekspresji genu 

kodującego enzym ADAM 17. Obserwowany wzrost fluorescencji w omawianych 

systemach może wynikać z niepełnego wyciszenia genu przez shRNA lub z 

obecności innej proteazy zdolnej do hydrolizy użytego substratu. Nie wykluczone 

jest zajście obu tych przypadków, lecz wymaga to bez wątpienia dodatkowych 

eksperymentów. 

15.2 Wyniki aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu 

szczurów z indukowaną cukrzycą 

Wyniki otrzymane w ramach realizacji badań opisanych w podrozdziale 

19.4 Ocena aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu szczurów z 

indukowaną cukrzycą, części Badania własne, przedstawiłam na rycinie 54. 

 

Rycina 54. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 w moczu 

szczurów rasy Wistar grupy kontrolnej (Kontrola 1-4; 4 osobniki), oraz z 

indukowaną cukrzycą (STZ 1-4; 4 osobniki). Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech próbek. 
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W moczu szczurów z indukowaną cukrzycą obserwowałam znacznie 

podwyższoną aktywność enzymu ADAM 17 w odniesieniu do próby kontrolnej 

(wzrost około 200%). Grupa badawcza S. Zhang w roku 2012 udowodniła, że 

podawanie streptozotocyny szczurom rasy Wistar w fazie ich wzrostu, powoduje 

zmiany w masie ciała, objętości wydalanego moczu, oraz stężeniu glukozy we 

krwi. Ponadto zauważono zmiany morfologiczne w kłębuszkach nerkowych, 

odpowiadające zmianom obserwowanym w nefropatii cukrzycowej. Tym samym 

potwierdzono indukowanie nefropatii cukrzycowej poprzez streptozotocynę u 

szczurów rasy Wistar230. W znanej mi literaturze nie znalazłam bezpośredniego 

powiązania pomiędzy indukowaniem nefropatii cukrzycowej u szczurów tej rasy 

a aktywnością enzymu ADAM 17. 

15.3 Wyniki aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu 

pacjentów chorych na cukrzycę 

W wyniku realizacji punktu 19.5 Ocena aktywności proteolitycznej 

enzymu ADAM 17 w moczu pacjentów chorych na cukrzycę, rozdziału Badania 

własne otrzymano wyniki, które zostały przedstawione na rycinie 55. 
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Rycina 55. Proteoliza substratu o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-

Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2, A) w próbkach moczu zdrowych ochotników (1-10) oraz 

pacjentów ze zdiagnozowaną cukrzycą (627, 632, 640, 648, 654, 663, 603, 607, 

552, 577); B) w próbkach moczu pacjentów ze zdiagnozowaną cukrzycą po 

inkubacji z inhibitorem TAPI-0. Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Otrzymane wyniki jednoznacznie wykazały całkowity brak aktywności 

proteolitycznej w próbkach moczu zdrowych ochotników (Rycina 55 A). 

Jednocześnie obserwowałam przyrost intensywności fluorescencji wynikający z 

aktywności proteolitycznej enzymu w próbkach moczu pacjentów ze 

zdiagnozowaną cukrzycą. Inkubacja próbek z inhibitorem TAPI-0 (Rycina 55 B) 

spowodowała zmniejszenie obserwowanej aktywności we wszystkich próbkach a 

dla niektórych z nich (632, 603). obserwowałam całkowity zanik aktywności. W 
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próbkach biologicznych może dochodzić do niespecyficznej hydrolizy substratu i 

z tego wynikać może tylko częściowa skuteczność inhibicji enzymu ADAM 17 

obserwowana dla większości prób. Ponadto część z pacjentów ze zdiagnozowaną 

cukrzycą chorowało także na inne choroby między innymi pacjent 607 cierpiał na 

sarkoidozę, która powoduje stan zapalny przyczyniając się do ogólnego wzrostu 

aktywności enzymatycznej w moczu. Brak dostępu do pełnej historii chorób 

pacjentów uniemożliwia skorelowania otrzymanych wyników z parametrami 

takimi jak: czas trwania choroby, typ prezentowanej cukrzycy czy też stadium 

rozwoju nefropatii cukrzycowej. W związku z tym otrzymane wyniki należy 

traktować jako wstępne i wymagające dalszych prac. 
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W ramach badań będących przedmiotem mojej pracy doktorskiej, 

otrzymałam wyniki, które podsumowuję: 

1. Wykorzystując metodę chemii kombinatorycznej, zsyntezowałam 

tetrapeptydową bibliotekę, którą poddałam dekonwolucji. W wyniku 

przeprowadzonych badań wyselekcjonowałam substrat 

hydrolizowany przez enzym ADAM 17 o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-ANB-NH2. 

2. W kolejnym etapie zaprojektowałam heptapeptydową bibliotekę. W 

wyniku dekonwolucji wyselekcjonowałam substrat wydajnie 

hydrolizowany przez enzym ADAM 17, o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1). 

3. W wyniku optymalizacji sekwencji substratu w obszarze C-końcowym 

(wpływ długości fragmentu peptydowego oraz rodzaju akceptora 

fluorescencji), otrzymałam związek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-

Arg-Lys(DNP)-NH2 (5), o wartości kcat/KM = 35 794±16 M−1×s−1. 

4. Substrat ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH2 jest 

selektywnie hydrolizowany przez enzym ADAM 17. 

5. Określiłam aktywność enzymu ADAM 17 w próbkach lizatów oraz 

medium zewnątrzkomórkowego podocytów. W warunkach wysokiej 

glukozy, rozumianych jako warunki uszkadzające komórki podocytów 

dochodzi do obniżenia wewnątrzkomórkowej aktywności ADAM 17. 

Zwiększoną aktywność tego enzymu obserwujemy na zewnątrz 

komórki. Jednym z powodów takiego zjawiska może być uszkodzenie 

błony komórkowej podocytów i w efekcie zwiększenie 

przepuszczalności składników cytoplazmy. 

6. Obecność białka Klotho w analogicznych eksperymentach istotnie 

zwiększa aktywność wewnątrzkomórkową enzymu dla systemu 

inkubowanego w podwyższonym stężeniu glukozy. Niezależnie od 
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stężenia glukozy w pożywce, w której inkubowane były podocyty 

aktywność enzymu ADAM 17 jest zdecydowanie wyższa dla systemu 

bez Klotho lub z wyciszonym genem tego białka w medium 

zewnątrzkomórkowym. Efekt ten może być następstwem 

protekcyjnego działania białka Klotho wobec komórek, które reguluje 

wydzielanie rozpuszczalnej formy enzymu ADAM 17. Alternatywnie 

efekt protekcyjnego działania białka Klotho może powodować 

zaburzenie szlaku sygnałowego bądź szlaków sygnałowych, w efekcie 

czego dochodzi do zahamowania wydzielania badanego enzymu. 

Odpowiedź na to pytanie wymaga jednak poszerzonych badań 

komórkowych, które nie zostały zaplanowane w niniejszej rozprawie 

doktorskiej. 

7. Wykazałam, że w próbkach moczu szczurów z cukrzycą istnieje 

statystycznie większa aktywność enzymu ADAM 17 w porównaniu do 

osobników zdrowych. 

8. Analiza moczu pacjentów chorych na cukrzycę wykazała zwiększoną 

aktywność enzymu ADAM 17, wobec moczu osób zdrowych. 

9. Otrzymane związki mogą stanowić element diagnostyki cukrzycy i 

związanych z nią chorób nerek. 
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VIII Wykaz rycin 

Rycina 1. Schemat budowy przedstawicieli białek z rodziny ADAM. HEx* - 

sekwencja aminokwasowa charakterystyczna dla białek aktywnych 

proteolitycznie, RGD** - sekwencja Arg-Gly-Glu, xCD*** – sekwencja aa-Cys-Glu, 

**** - domena metaloproteazy określana jest domeną katalityczną dla 

przedstawicieli aktywnych enzymatycznie. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury. 

Rycina 2. Udział enzymów należących do rodziny ADAM w wybranych stanach 

patofizjologicznych człowieka. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie struktury enzymu ADAM 17. Rysunek 

wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 4. A) Struktura krystaliczna domeny katalitycznej enzymu ADAM 17. 

Kolorem czerwonym oznaczono reszty aminokwasowe histydyn, natomiast 

kolorem niebieskim resztę aminokwasową kwasu glutaminowego, pełniących rolę 

w koordynowaniu jonu cynku; B) zbliżenie centrum katalitycznego enzymu ADAM 

17. 

Rycina 5. Aktywacja enzymu ADAM 17 poprzez oddziaływanie domeny MPD z 

powierzchnią błony komórkowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 6. Schematy A) lokalizacji aktywatora iRhom 2 w dwuwarstwie lipidowej; B) 

aktywacja enzymu ADAM 17; IRHD (ang. iRhom Homology Domain). 

Rycina 7. Schemat procesowania ligandów wiążących się do receptora EGFR. 

Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 8. Schemat obrazujący rolę enzymu ADAM 17 w patogenezie wybranych 

chorób. 

Rycina 9. A) Struktura krystaliczna kompleksu domeny katalitycznej enzymu 

ADAM 17 (kolor zielony) z naturalnym inhibitorem TIMP-3 (kolor niebieski). 

Czerwonym kolorem oznaczono resztę aminokwasową cysteiny w pozycji 1 
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inhibitora, pełniącą kluczową rolę w blokowaniu aktywności proteolitycznej; B) 

zbliżenie struktury krystalicznej kompleksu ADAM 17-TIMP-3. 

Rycina 10. Wzór półstrukturalny inhibitora syntetycznego TAPI-0. 

Rycina 11. Powikłania pojawiające się u pacjentów chorujących na cukrzycę. 

Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 12. Etapy nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury. 

Rycina 13. Schemat budowy nefronu. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 14. Przekrój poprzeczy kłębuszka nerkowego. Rysunek wykonany na 

podstawie literatury. 

Rycina 15. Ułożenie komórek podocytów wokół naczyń włosowatych w kłębuszku 

nerkowym. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 16. Zmiany w organizacji bariery krew-mocz, obserwowane podczas 

rozwoju nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 17. Schematyczna budowa białka Klotho. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury. 

Rycina 18. Schemat tworzenia biblioteki peptydowej metodą chemii 

kombinatorycznej „porcjowania i łączenia”. Niebieska kulka odpowiada ziarnu 

żywicy, pozostałe resztom aminokwasowym. Rysunek wykonany na podstawie 

literatury. 

Rycina 19. Wzór półstrukturalny linkera przyłączonego do żywicy TENTA GEL 

SRAM. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 20. Wzór półstrukturalny linkera przyłączonego do żywicy 2-chloro-

chlorotritylowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 21. Diagram Jabłońskiego ilustrujący przejścia energetyczne obserwowane 

pomiędzy donorem a akceptorem, wykazującymi zjawisko FRET. S0 – podstawowy 

stan energetyczny, S1 – wzbudzony stan energetyczny. Rysunek wykonany na 

podstawie literatury. 
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Rycina 22. Zależność widm wzbudzenia oraz emisji dla donora i akceptora, 

tworzących parę FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 23. Schemat hydrolizy enzymatycznej substratu peptydowego 

wykazującego zjawisko FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 24. Schematyczne przedstawienie miejsca aktywnego enzymu według 

nomenklatury Schechtera i Bergera. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 25. Wykres zależności szybkości reakcji enzymatycznej od stężenia 

substratu. Rysunek wykonany na podstawie literatury. 

Rycina 26. Zestawienie potencjalnych miejsc hydrolizy w stosowanym substracie 

w trakcie pomiaru przyrostu absorbancji oraz fluorescencji. 

Rycina 27. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: A) ABZ-

Asn-Gly-X2-Ala-ANB-NH2, B) ABZ-Asn-Thr-X2-Ala-ANB-NH2. 

Rycina 28. Etapy syntezy związków o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2. X2 

– 19 reszt aminokwasowych z wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-

aminobenzoesowy, ANB – kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, R – żywica. 

Rycina 29. Widma analizy jonu masowego pochodnych o sekwencjach: A) ABZ-

Asn-Tyr-Val-Ala-ANB-NH2 [M = 747 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-Pro-Ala-ANB-NH2 

[M = 745 g/mol]. 

Rycina 30. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: A) ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-X2’-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Rycina 31. Etapy syntezy heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogólnym: ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. X2’, X3’ – 19 reszt aminokwasowych 

z wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO2) –3-nitro-L-

tyrozyna, R – żywica. 

Rycina 32. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: A) ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-

X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 
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Rycina 33. Etapy syntezy heptapeptydowych związków o wzorze ogólnym: ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. X3’ - reszty aminokwasowe z 

wyjątkiem cysteiny, ABZ – kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO2) –3-nitro-L-

tyrozyna, R – żywica. 

Rycina 34. Widma analizy jonu masowego związków o sekwencjach: A) ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Ser-Tyr(3-NO2)-NH2 [M = 1180 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-Val-Tyr(3-NO2)-NH2 [M = 1192 g/mol]. 

Rycina 35. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X1 (wzór ogólny: ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Rycina 36. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X4 (wzór ogólny: ABZ-X4-X3-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Rycina 37. Dekonwolucja dziewiętnastu podbibliotek ze znaną resztą 

aminokwasową w pozycji X3 (wzór ogólny: ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki 

błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Rycina 38. Dekonwolucja dziewiętnastu związków ze znaną resztą aminokwasową 

w pozycji X2 (wzór ogólny: ABZ-Asn-Tyr-X2-Ala-ANB-NH2). Słupki błędu określają 

wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 39. Struktura substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-NH2. 

Rycina 40. Dekonwolucja pozycji X1’ dziewiętnastu podbibliotek o wzorze 

ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu 

określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 
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Rycina 41. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH; 

B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 w buforze z 

Brij-35 (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 

37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 po 

inkubacji z enzymem ADAM 17. 

Rycina 42. Dekonwolucja pozycji X2’ biblioteki peptydowej o wzorze ogólnym: 

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu określają 

wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 43. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH; 

B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 w buforze z 

Brij-35 (25 mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 

37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 po 

inkubacji z enzymem ADAM 17. 

Rycina 44. Dekonwolucja pozycji X3’ związków o wzorze ogólnym: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 45. Chromatogramy HPLC A) próba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH; 

B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 w buforze z Brij-35 (25 

mM TRIS-HCl, 2,5 μM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C); C) ABZ-

Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 po inkubacji z enzymem ADAM 

17. 

Rycina 46. Struktura wyselekcjonowanego substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Rycina 47. Wpływ modyfikacji substratu fluorogenicznego w obrębie C-końca na 

aktywność proteolityczną enzymu ADAM 17. Słupki błędu określają wartości 

błędu standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 48. Wykresy krzywych Michaelisa-Menten dla substratów: A) ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH2 (1); B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-
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Arg-Lys(DNP)-NH2 (5); C) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH2 (9). 

Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem 

trzech niezależnych próbek. 

Rycina 49. Hamowanie aktywności proteolitycznej enzymu ADAM 17 przez 

inhibitor TAPI-0. Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, wyliczone 

względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 50. Selektywność substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-

NH2. Aktywność wybranych enzymów z rodzin: metaloproteaz (MMP-1, MMP-2, 

MMP-3 oraz MMP-9), dezintegryn i metaloproteaz (ADAM 10, ADAM 15, ADAM 

17), kalikrein (kalikreina 1, kalikreina 2, kalikreina 3, kalikreina 8, kalikreina 13), 

oraz katepsyn (katepsyna X, katepsyna L, katepsyna S, katepsyna D, katepsyna H 

oraz katepsyna B). Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, 

wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 51. Aktywność enzymu ADAM 17 A) w lizatach komórkowych; B) w medium 

zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów. SG - warunki odzwierciedlające 

fizjologiczny poziom glukozy, HG - warunki poziomu glukozy indukujące 

cukrzycę, SG+Klotho, HG+Klotho – działanie protekcyjne białka Klotho w 

stosunku do linii komórek podocytów. Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 52. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach 

komórkowych; B) w medium zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów z 

wyciszoną ekspresją białka Klotho. SG kontrola – warunki fizjologiczne komórek 

podocytów, SG shKlotho – warunki fizjologiczne komórek podocytów z 

zahamowaną biosyntezą białka Klotho. Słupki błędu określają wartości błędu 

standardowego, wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 

Rycina 53. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach 

komórkowych; B) w medium zewnątrzkomórkowym, ludzkich podocytów z 

wyciszoną ekspresją enzymu ADAM 17. SG kontrola – warunki fizjologiczne 
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komórek podocytów, HG kontrola - warunki poziomu glukozy indukujące 

cukrzycę, SG shADAM 17 – warunki fizjologiczne komórek podocytów z 

zahamowaną biosyntezą enzymu ADAM 17, HG shADAM 17 – warunki z 

indukowaną cukrzycą z zahamowaną biosyntezą enzymu ADAM 17. Słupki błędu 

określają wartości błędu standardowego, wyliczone względem trzech 

niezależnych próbek. 

Rycina 54. Aktywność proteolityczna enzymu ADAM 17 w moczu szczurów rasy 

Wistar grupy kontrolnej (Kontrola 1-4; 4 osobników), oraz z indukowaną cukrzycą 

(STZ 1-4; 4 osobników). Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, 

wyliczone względem trzech próbek. 

Rycina 55. Proteoliza substratu o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-

Lys(DNP)-NH2, A) w próbkach moczu zdrowych ochotników (1-10) oraz pacjentów 

ze zdiagnozowaną cukrzycą (627, 632, 640, 648, 654, 663, 603, 607, 552, 577); B) 

w próbkach moczu pacjentów ze zdiagnozowaną cukrzycą po inkubacji z 

inhibitorem TAPI-0. Słupki błędu określają wartości błędu standardowego, 

wyliczone względem trzech niezależnych próbek. 
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IX Wykaz tabel 

Tabela 1. Podział znanych substratów enzymu ADAM 17. 

Tabela 2. Enzymy proteolityczne zaangażowane w rozwój nefropatii cukrzycowej. 

Tabela 3. Przykłady związków, wykorzystywanych do syntezy substratów 

chromogenicznych. 

Tabela 4. Przykłady związków, wykorzystywanych do syntezy substratów 

fluorescencyjnych. 

Tabela 5. Przykłady par donor-akceptor stosowanych do syntezy substratów FRET. 

Tabela 6. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Gly-X2-Ala-ANB-NH2 oraz 

ABZ-Asn-Thr-X2-Ala-ANB-NH2. 

Tabela 7. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X2’-X3’-

Tyr(3-NO2)-NH2 oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2. 

Tabela 8. Analiza jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Gly-X3’-Tyr(3-NO2)-NH2 oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-X3’-Tyr(3-

NO2)-NH2. 

Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych substratów. 

Tabela 10. Odczynniki wykorzystywane w trakcie syntezy automatycznej. 

Tabela 11. Etapy jednego cyklu przyłączania pochodnej aminokwasowej. 

Tabela 12. Końcowe stężenia substratów i enzymu. 

Tabela 13. Zakres stężeń substratów w studni pomiarowej. 

Tabela 14. Końcowe stężenie ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH. 

Tabela 15. Sekwencje substratów enzymu ADAM 17. 

Tabela 16. Zestawienie sekwencji substratów syntetycznych (1-11) oraz 

naturalnych (12-26) enzymu ADAM 17, zestawione z sekwencją 

wyselekcjonowanego w ramach niniejszej pracy substratu fluorogenicznego (27). 

Tabela 17. Parametry kinetyczne substratów. 

Tabela 18. Wartości stałych specyficzności substratów wyznaczonych wobec 

enzymu ADAM 17. 
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