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Streszczenie

Enzym Dezintegryny i Metaloproteazy 17 (ang. A Disintegrin And
Metalloprotease, ADAM 17) to transmembranowa proteaza multidomenowa,
ktora uczestniczy w procesach uwalniania cytokin z powierzchni komorki. Enzym
ten zaangazowany jest w hydrolize wielu substratéw biatkowych, dlatego wszelkie
zmiany w jego aktywnosci moga prowadzi¢ do zaburzen w homeostazie
enzymatycznej, co skutkuje rozwojem patologicznych zmian w organizmie. Wiele
badan dowodzi, ze ADAM 17 jest miedzy innymi powigzany z patogeneza

nefropatii cukrzycowej.

Nefropatia cukrzycowa (DN), znana réwniez jako cukrzycowa choroba
nerek, jest powaznym powiktaniem cukrzycy. Diagnozowanie tej choroby jest
bardzo skomplikowane i obecnie opiera sie na badaniu obecnosci biatka w moczu
(mikroalbuminuria). Niestety, objaw ten pojawia sie dopiero w trzecim stadium
choroby, kiedy zmiany w strukturze kiebuszkédw nerkowych stajg sie
nieodwracalne. Dodatkowo, podwyzszone stezenie biatka jest charakterystyczne
dla wielu innych choréb nerek. Doktadny mechanizm rozwoju tej choroby nie jest
wcigz w petni poznany. Badania wykazuja korelacje miedzy rozwojem DN a
zwiekszong aktywnoscig specyficznych proteaz, takich jak metaloproteinazy

macierzy pozakomorkowej oraz enzymoéw z rodziny ADAM w tym ADAM 17.

Aktywnos¢ ADAM 17 mozna monitorowal za pomocag substratow
fluorogenicznych. W  niniejszej pracy sekwencja substratu  zostata
wyselekcjonowana przy zastosowaniu metod chemii kombinatorycznej
(porcjowania i taczenia). W tym celu wykonatam synteze dwoch bibliotek

peptydowych o wzorach ogolnych:
ABZ-Asn-X3-Xz2-Ala-ANB-NH:

Gazie: X3, Xo — reszty aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny




ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy (donor fluorescencyi)
ANB-NH:> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (akceptor fluorescencji)

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH>
Gdzie: Xz, Xz, Xi'- reszty aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny
Tyr(3-NOz)-NH> — amid 3-nitro-L-tyrozyny (akceptor fluorescencyi)
Dekonwolucje wobec ADAM 17 wykonatam metodg iteracyjna. W efekcie
otrzymatam zwigzek o sekwencji:

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH>

W pédzniejszych etapach badan analizowatam wptyw modyfikacji w
obrebie C-konca substratu na tempo jego hydrolizy. Na podstawie parametréow
kinetycznych okreslitam sekwencje najefektywniej hydrolizowanego substratu:

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH:
Gdzie: Lys(DNP)-NH> — amid N-e-2,4-dinitrofenylolizyny (akceptor fluorescencyi)

W ramach niniejszej pracy przeprowadzitam réwniez analize
selektywnosci otrzymanego substratu wzgledem kilku proteaz i udowodnitam, ze
substrat wykazuje duzg selektywnos¢ wobec ADAM 17. Dodatkowo
przeprowadzitam pomiary aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w
materiale biologicznym. Na ich podstawie okreslitam aktywnos¢ badanego
enzymu w medium zewnatrzkomorkowym oraz lizatach ludzkich podocytow.
Ponadto przeprowadzitam badania prébek moczu szczuréw z indukowana
cukrzyca, gdzie zaobserwowatam znaczacy wzrost aktywnosci badanego enzymu.
Wykazatam réwniez, ze w moczu pacjentow z cukrzycg obserwuje sie zwiekszona

aktywnos¢ 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-Xz2-Ala-ANB-NH:

Where: X5, Xz — protein amino acid residues except cysteine
ABZ - 2-aminobenzoic acid (fluorescence donor)

ANB-NH:>—- amide of 5-amino-2-nitrobenzoic acid (fluorescence acceptor)

11



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

Where: X3, X2, X;’— protein amino acid residues except cysteine

Tyr(3-NOz)-NH> — 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)-NH:

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)-NH:

Where: Lys(DNP)-NH> — amide of N-e-24-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 skrotow

Wykorzystywane w tresci symbole oraz skréty reszt aminokwasowych, ich
pochodnych oraz grup ostonowych s3 zgodne z wustaleniami Komisji
Nomenklatury Biochemicznej Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
oraz Miedzynarodowej Unii Biochemicznej IUPAC -IUB™.

Wiekszo$¢  stosowanych  oznaczen  nieobjetych  powyzszymi
postanowieniami zostata rozwinieta w tekscie. Pozostate skroty podane sa

ponizej:

ACN Acetonitryl

AcOH Kwas etanowy

Brij-35 Eter laurylopolietylenoglikolowy

EtOH Etanol

NMP N-metylo-2-pirolidon

OXYMA Cyjano(hydroksyimino)octan etylu

PBS Sél fizjologiczna w buforze fosforanowym

TIPS Triizopropylosilan

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

diolu

13



WPROWADZENIE
TEORETYCZNE




1. Rodzina biatek dezintegryny i metaloproteazy. Budowa,

funkcje biologiczne oraz wplyw na rozwéj choréb

Rodzina biatek dezintegryny i metaloproteazy (ang. A Disintegrin And
Metalloproteinases, ADAM) to grupa kilkudziesieciu przedstawicieli zwigzkéw, w
tym enzymow proteolitycznych, ktére taczg podobienstwa strukturalne. Kazde z
biatek nalezacych do rodziny koordynuje jon cynku. Biatka te sktadaja sie z wielu
domen takich, jak: pro domena, domena metaloproteazy (zwana domena
katalityczng dla przedstawicieli bedacych enzymami), domena dezintegryny,
domena membranowo-proksymalna (inaczej domena bogata w reszty
aminokwasowe cysteiny), domena naskorkowego czynnika wzrostu (ang.
Epidermal Growth Factor, EGF), domena transmembranowa oraz domena
cytoplazmatyczna. Kazdy  przedstawiciel nalezy do grupy biatek
transmembranowych, jednakze czes¢ z nich moze wystepowac rowniez w formie

rozpuszczalnej®.

Podziat biatek nalezacych do rodziny ADAM odbywa sie na podstawie
roznic w ich budowie. Aktywne proteolitycznie biatka ADAM w domenie
katalitycznej posiadajg fragment o ogdlnej sekwencji aminokwasowej: His-Glu-
aa-Gly-His-aa-aa-Gly-aa-aa-His-Asp (ang. HEx sequence). W obrebie domeny
dezintegryny wyrdznia sie motywy odpowiedzialne za oddziatywania z innymi
biatkami, ktorych sekwencja to: aa-Cys-Glu (xCD), badz: Arg-Gly-Glu (RGD).
Klasyfikacja biatek z uwzglednieniem réznic w budowie zostata przedstawiona

graficznie na Rycinie 1.
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ADAM 2-7,11,18,  ADAM 1, 8, 9, 12, 13, 16, 19-21 -
. 11,18, .8,9,12,13,16, . ADAM 15 (cztowiek
22, 23,27, 29, 32 24-26, 28, 30, 33-40 (cztowiel) ADAM 10;:17

@ prodomena

domena metaloproteazy (katalityczna****)

O

s domena dezintegryny
&
g
0

&

domena bogata w reszty aminokwasowe cysteiny
domena EGF
domena transmembranowa
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Rycina 1. Schemat budowy przedstawicieli biatek z rodziny ADAM. HEx* -
sekwencja aminokwasowa charakterystyczna dla  biatek  aktywnych
proteolitycznie, RGD** - sekwencja Arg-Gly-Glu, xCD*** — sekwencja aa-Cys-Glu,
**** - domena metaloproteazy okreslana jest domeng katalityczng dla
przedstawicieli aktywnych enzymatycznie. Rysunek wykonany na podstawie
literatury®”.

Poczatkowo w prowadzonych badaniach koncentrowano sie na
sprawdzeniu funkgcji biatek ADAM, w ktorych potwierdzono ich zdolnos¢ do
tworzenia oddziatywan z integrynami. Interakcje te wptywaty na adhezje komorek
i byly zalezne od szerokiej grupy integryn. Stwierdzono rowniez, ze wybrana
integryna moze oddziatywac z kilkoma przedstawicielami tej rodziny, w zaleznosci
od typu komorki, np. integryna asf3 wigze sie zaréwno z ADAM 15 jak i ADAM
238

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

roku A. Chantry wraz ze wspdtpracownikami zaobserwowali degradacje
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preparatow otoczki mielinowej mézgu. W dalszych badaniach potwierdzono, ze
do hydrolizy biatka meliny dochodzi w wyniku aktywnosci enzymatycznej ADAM
107,

Enzymy proteolitycze z rodziny ADAM aktywuja szlaki sygnalizacyjne
zarbwno w obrebie jednej komorki, jak i miedzykomorkowo. Do aktywacji tych
szlakbw  dochodzi poprzez hydrolize ligandow badz  receptoréow
transmembranowych. Proces ten moze wystepowac na powierzchni tej samej
komorki, na ktorej zlokalizowany jest enzym, ale rowniez pomiedzy dwoma
sgsiednimi komdrkami'®.

Zmiany w poziomie aktywnosci proteolitycznej enzymdw z rodziny ADAM
sg kluczowym czynnikiem w rozwoju wielu chorob (Rycina 2). Enzymy te sa
zaangazowane w rozwodj nowotwordw, standw zapalnych, zaburzen sercowo-
naczyniowych czy tez neurologicznych. Poszczegdlne enzymy biorg udziat w
patogenezie nowotworow: trzustki (ADAM 8), piersi (ADAM 9, 12, 15, 17), prostaty
(ADAM 10 i 15), pecherza moczowego (ADAM 10), czy tez glejakow (ADAM 10,
17, 19, 23). Biorg takze udziat miedzy innymi w rozwoju reumatoidalnego
zapalenia stawéw (ADAM 8, 17), stanach zapalnych (ADAM 10, 17), chorobie
Alzheimera (ADAM 10), reakcjach alergicznych (ADAM 10), cukrzycy (ADAM 17),
chorobach uktadu krazenia (ADAM 10, 17) oraz tuszczycy (ADAM 10, ADAM 33)"
Wielu z przedstawicieli rodziny jest takze zaangazowanych w choroby uktadu

nerwowego.
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Rycina 2. Udziat enzymow nalezacych do rodziny ADAM w wybranych
stanach patofizjologicznych cztowieka. Rysunek wykonany na podstawie

literatury 2.
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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 réwniez pod nazwg TACE (ang. TNF-
Alpha Converting Enzyme). Odkrycia enzymu dokonano w 1997 roku réownolegle
przez dwie niezalezne grupy badawcze. W obu pracach stwierdzono uwalnianie
czynnika martwicy nowotworu z powierzchni btony komdrkowej, przez omawiana
proteaze'> 4,

Enzym ten jest multidomenowa endopeptydaza transmembranowa
(Maktywnej formy = 85 kDa), ktorej aktywnosc proteolityczna jest zalezna od obecnosci

jonéw cynku™. Enzym ADAM 17 zbudowany jest z nastepujacych podjednostek
(Rycina 3).

‘ ‘ PRO domena
' 5 ‘ domena katalityczna ‘

! domena dezintegryny ‘

. I domena membranowo-proksymalna l
\ region CANDIS

| domena transmembranowa

[ domena cytoplazmatyczna
&5

\

|

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie struktury enzymu ADAM 17.
Rysunek wykonany na podstawie literatury®.

e Pro-domena (ang. pro-domain) — fragment peptydowy zdolny do
oddziatywan z centrum katalitycznym enzymu, powodujac zablokowanie
aktywnosci katalitycznej. Hydroliza pro domeny zachodzi w aparacie
Golgiego i katalizowana jest przez furyne. Mutacje w obrebie struktury tej

domeny, skutkowaty powstawaniem biatek nieaktywnych proteolitycznie.
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e Domena katalityczna (ang. catalytic domain) — zdolna do hydrolizy wigzan
peptydowych w substratach biatkowych. Centrum aktywne koordynuje
jon cynku poprzez trzy atomy azotu, znajdujace sie w pierscieniach
imidazolowych reszt histydyn (His405, His409, His415), oraz grupe
karboksylowag kwasu glutaminowego (Glu406). Czasteczka wody, ktéra
jest odpowiedzialna za atak nukleofilowy na wegiel karbonylowy
substratu  peptydowego, zlokalizowana jest pomiedzy grupa
karboksylowa (Glu406) a jonem cynku (Rycina 4). Zgodnie z nomenklatura
Schechtera i Bergera hydroliza wigzania peptydowego zachodzi
pomiedzy pozycjami Py a P1" substratu. Na podstawie przeprowadzonych
badan wykazano preferencje enzymu ADAM 17 do hydrolizy wigzania
peptydowego pomiedzy hydrofobowymi, alifatycznymi  resztami
aminokwasowymi, ze szczegdélnym uwzglednieniem reszty alaniny w

pozycji P1 oraz reszty waliny w pozycji P+'".
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Rycina 4. A) Struktura krystaliczna domeny katalitycznej enzymu ADAM
17. Kolorem czerwonym oznaczono reszty aminokwasowe histydyn, natomiast
kolorem niebieskim reszte aminokwasowa kwasu glutaminowego, petniagcych role
w koordynowaniu jonu cynku; B) zblizenie centrum katalitycznego enzymu ADAM
1777
e Domena dezintegryny (ang. disintegrin domain) — zaangazowana w
adhezje biatka do btony komodrkowej. Wykazuje powinowactwo do
oddziatywan z receptorami transmembranowymi komérek zwierzecych —
integrynami. Enzym ADAM 17 tworzy oddziatywania wytacznie z
integryng asPi. Obserwowane oddziatywania pomiedzy nig a enzymem

ADAM 17, moga wystepowac na tej samej komorce, jak i miedzy dwiema
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komodrkami. Obserwowane interakcje blokuja aktywnos¢ proteolityczna
enzymu.

Domena membranowo-proksymalna (ang. Membrane Proximal Domain,
MPD). Dodatnio natadowany fragment domeny o sekwencji: Arg625-
Lys626-Gly627-Lys628 oddziatuje z ujemnie natadowana
fosfatydyloseryna zlokalizowang na powierzchni komorki, prowadzac do
zmian konformacyjnych w obrebie enzymu tym samym zblizajagc domene
katalityczng ADAM 17 do  miejsc  hydrolizy  substratéw
transmembranowych (Rycina 5). Analiza strukturalna domeny MPD
wykazywata istnienie dwdch form konformacyjnych: otwartej - elastycznej
oraz zamknietej - sztywnej. Obie formy roznig sie topologia mostkow
disulfidowych - odpowiednio Cys600-Cys630 oraz Cys635-Cys641 dla
formy otwartej i Cys600-Cys635 oraz Cys630-Cys641 dla formy
zamknietej. W wyniku przeksztatcenia domeny MPD z formy otwartej do
formy zamknietej dochodzi do dezaktywacji enzymu. Badanie
przeprowadzone przez grupe badawcza [ Lorenzen potwierdzity
zdolnos¢ do tworzenia komplekséw, pomiedzy sekwencjg fragmentu
domeny MPD z wybranymi substratami enzymu ADAM 17. Wyniki te
wskazujg, ze domena ta jest kluczowym czynnikiem w rozpoznaniu

wybranych zwigzkow hydrolizowanych przez enzym.
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Rycina 5. Aktywacja enzymu ADAM 17 poprzez oddziatywanie domeny

MPD z powierzchnig btony komorkowej. Rysunek wykonany na podstawie
literatury'®

e Region CANDIS (ang. Conserved Adam seveNteen Dinamic Interaction

Sequence, CANDIS) tworzy amfipatyczna helise, zdolng do oddziatywan z

btong komorkowa. Oddziatywanie to nasila sie w obecnosci

fosfatydyloseryny, z kolei wysokie stezenie cholesterolu w btonie

komorkowej blokuje wigzanie fragmentu CANDIS z dwuwarstwa lipidowa.

W  przeprowadzonych badaniach zaobserwowano podwyzszong

aktywnos¢ enzymu ADAM 17 wobec innych biatek transmembranowych

przy niskim stezeniu cholesterolu w komérkach. Ponadto fragment

CANDIS jest zdolny do oddziatywan oraz wigzania substratow enzymu

ADAM 17. Istotnym czynnikiem determinujgcym wystepowanie

omawianych oddziatywan jest opisana powyzej domena MPD, ktéra musi

wystepowac w formie otwarte;j.
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e Domena transmembranowa (ang. transmembrane domain) — posiada
strukture pojedynczej helisy. Odpowiada za umiejscowienie enzymu w
dwuwarstwie lipidowej.

e Domena cytoplazmatyczna (ang. cytoplasmic domain) — odgrywa
kluczowa role w regulowaniu aktywnosci proteazy w odpowiedzi na
wewnatrzkomérkowe szlaki sygnalizacyjne. Domena ta moze indukowac
dimeryzacje ADAM 17 na powierzchni komorki, przyczyniajac sie do
dezaktywacji enzymu'3-%2,

Enzym ADAM 17 ulega ekspresji we wszystkich komorkach organizmu. Za
transport na powierzchnie komorek odpowiedzialne sg nieaktywne homologi
proteaz romboidalnych (ang. inactive homologs of Rhomboid proteases, iRhom).
Regulator iRhom 2 ulega ekspresji gtéwnie w komérkach odpornosciowych,
takich jak neutrofile oraz makrofagi, z kolei iRhom 1 w pozostatych komérkach
organizmu?C. Biatko iRhom 1 ma kluczowe znaczenie w dojrzewaniu ADAM 17 w
komorkach mézgu. Badania wskazuja, ze oba zwigzki sg rowniez kluczowymi
regulatorami innych biatek miedzy innymi receptora trifosforanu inozytolu
petnigcego funkcje kanatu wapniowego. Oprécz opisanych wiasciwosci, oba
homologi petnig istotng role w procesie dojrzewania enzymu3!(Rycina 6). Badania
przeprowadzone przez A. Rossello i wspotpracownikédw na modelu zwierzecym
wykazaty, iz zastosowanie inhibitorow selektywnych wobec iRhom1 oraz iRhom
2, znaczaco obnizyto ekspresje enzymu ADAM 17. Co wiecej wszelkie genetyczne
mutacje tych regulatoréw wptywajg bezposrednio na aktywnos¢ oraz ekspresje
enzymu. U pacjentéw z nowotworem przetyku zaobserwowano mutacje w
obrebie A-koncowego fragmentu iRhom 2, co wptywato na zwiekszong
aktywnos¢ proteolityczng ADAM 17 wobec wybranych substratéw, potegujac stan

zapalny w komorkach?2,
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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 wplyw ich procesowania na

komérki organizmu

Jednym z najszerzej opisanych substratow enzymu ADAM 17 jest czynnik
martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor, TNF-a). Nalezy do grupy
cytokin, ktorej prekursor ulokowany jest na powierzchni btony komérkowej w
formie nieaktywnej. Aktywowanie TNF-a zachodzi poprzez hydrolize
enzymatyczng i uwolnienie trimerycznej rozpuszczalnej formy do przestrzeni
miedzykomorkowej*. Enzym ADAM 17 hydrolizuje wigzanie peptydowe
pomiedzy Ala76 a Val77%. TNF-a to cytokina prozapalna petnigca kluczowa role
w odpowiedzi na infekcje. Aktywowanie cytokiny prowadzi do uszkodzenia tkanek
w chorobach autoimmunologicznych. TNF-a wigze sie z receptorami (ang. Tumor
Necrosis Factor Receptor 1, TNF-R1 oraz ang. Tumor Necrosis Factor Receptor 2,
TNF-R2), znajdujacymi sie we wszystkich tkankach organizmu, indukujac stany

zapalne a nawet $mieré komérkiZ®.
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Waznym substratem enzymu ADAM 17 jest receptor interleukiny 6 (ang.
Interleukin 6 Receptor, II-6R), bedacy biatkiem transmembranowym,
zlokalizowanym na powierzchni neutrofili. Hydroliza katalizowana poprzez enzym
ADAM 17 ma miejsce pomiedzy resztg aminokwasowag GIn357 a Asp358°2'.
Uwolniona rozpuszczalna forma II-6R wigze sie z interleuking 6 (ang. Interleukin
6, 1I-6) tworzac aktywny kompleks zdolny do wigzania sie z receptorem gp130
(ang. glycoprotein 130 - glikoproteina 130 (wykazujacy wysoka specyficznosc
wzgledem cytokin)), indukujac stany zapalne komérek. Proces ten nazywany jest
transsygnalizacja. Receptor II-6R zlokalizowany na powierzchni komorki réwniez
wigze sie z II-6, inicjujac dziatanie przeciwzapalne. Z uwagi na te oddziatywania
aktywnos¢ enzymatyczna ADAM 17 jest kluczowa w indukowaniu stanow

zapalnych wywotanych 11-63".

Enzym ADAM 17 odpowiedzialny jest rowniez za procesowanie ligandéw
zdolnych do wigzania sie z receptorem naskérkowego czynnika wzrostu (ang.
Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) i uznaje sie go za kluczowy regulator
szlakow sygnalizacyjnych EGFR (Rycina 7). Wsréd istotnych ligandow wyréznia sie,
naskérkowy czynnik wzrostu wigzacy heparyne (ang. Heparin-Binding Epidermal
Growth Factor, HB-EGF), transformujacy czynnik wzrostu — alfa (ang. Transforming
growth factor - alpha, TGF-a) oraz amfireguline (ang. Amphiregulin, AREG)38,
Wedtug badan L. Rao i wspdtpracownikow aktywacja szlakow sygnalizacyjnych
komorek poprzez tworzenie kompleksu HB-EGF z EGFR jest zaangazowana w
angiogeneze szpiku kostnego®. TGF-a to biatko transmembranowe, ktére po
hydrolizie z powierzchni btony komorkowej, zachodzacej za pomoca enzymu
ADAM 17 wiaze sie z receptorem EGFR. Badania dowodzg, ze aktywny kompleks
posredniczy w rozwoju chordb nerek?. AREG syntezowany jest jako
transmembranowa glikoproteina. Hydroliza wigzania peptydowego uwalniajaca
rozpuszczalna forme zachodzi gtéwnie poprzez aktywnos¢ proteolityczng enzymu

ADAM 174, Ligand AREG wykazuje mniejsze powinowactwo do receptora EGFR

26



niz wczesniej opisywany TGF-a. W komodrkach jest odpowiedzialny za
indukowanie proliferacji komorek nabtonka drég oddechowych oraz bierze udziat
w mechanizmach odpowiedzialnych za wystepowanie stanéw zapalnych oraz
zwtdknienia w komorkach ptuc. Dotychczasowe badania wskazujg réwniez, ze
przewlekte uwalnianie rozpuszczalnej formy AREG jest odpowiedzialne za zmiany

w tkankach ptuc u pacjentéw z mukowiscydoza®.

™
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ADAM 17 TGF-a, AREG RECEPTOR EGFR

Rycina 7. Schemat procesowania ligandéw wigzacych sie do receptora

EGFR. Rysunek wykonany na podstawie literatury®.

Transmembranowy receptor Notch1 to kolejny znany substrat enzymu
ADAM 17. Jest odpowiedzialny za regulacje cyklu zycia komorek, poprzez
stymulowanie proliferacji oraz indukowanie apoptozy komérek. Zaburzenia w
szlakach sygnalizacyjnych z udziatem tego biatka zaobserwowano w trakcie
rozwoju chordb zwtdknienia ptuc, nerek, skéry oraz serca*®. Badania
przeprowadzone przez grupe badawcza M. L. Saad wykazaty, ze nieprawidtowosci

w funkcjonowaniu szlakow, w ktérych zaangazowany jest receptor Notch1, maja
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wplyw na rozwdj nowotworow ztosliwych. Proteolityczna hydroliza receptora
Notch1 moze by¢ powodowana zaréwno przez enzym ADAM 10 jak i ADAM 17.
Wykazano, ze w przypadku enzymu ADAM 10 hydroliza zachodzi wytacznie
wobec receptora zwigzanego z ligandem. W przypadku enzymu ADAM 17

zachodzi niezaleznie od formy kompleksu receptor-ligand®.

Enzym ADAM 17 bierze rowniez udziat w aktywacji innych enzymow np.
konwertazy angiotensyny 2 (ang. Angiotensin Converting Enzyme 2, ACE2). ACE2
to transmembranowa metaloproteaza koordynujaca jon cynku, ktora wykazuje
aktywnos¢ enzymatyczng w formie rozpuszczalnej. Uwalnianie formy
rozpuszczalnej z powierzchni komorki zachodzi poprzez hydrolize proteolityczna
z udziatem enzymu ADAM 17% Enzym ten w komorkach odpowiada za
przeksztatcanie angiotensyny I oraz angiotensyny Il odpowiednio w angiotensyne
(1-9) oraz angiotensyne (1-7). Angiotensyna I jest prekursorem angiotensyny II,
ktéra odpowiedzialna jest za regulacje cisnienia krwi. Rbwniez angiotensyna (1-9)
petni funkcje regulatora cisnienia krwi. Z kolei angiotensyna (1-7) wykazuje
wiasciwoéci  przeciwzapalne oraz  przeciwutleniajgce*’. W  badaniach
przeprowadzonych przez grupe G. Y. Oudit zaproponowano leczenie
rekombinowanym ludzkim ACE2 myszy chorych na nefropatie cukrzycowa.
Otrzymane wyniki wskazujg na znaczace zmniejszenie sie biatkomoczu oraz

spowolnienie postepu choroby.

Biatko Klotho jest znanym enzymem hydrolizowanym przez ADAM 17.
Transmembranowe biatko Klotho uwalniane jest do formy rozpuszczalnej w
przestrzeni cytoplazmatycznej szczegolnie w komérkach dystalnego kanalika
kretego oraz komérkach splotu naczyniowkowego mézgu. Rozpuszczalna forma
biatka jest obecna w ptynie mdzgowo-rdzeniowym, moczu jak i w surowicy.
Poznang funkcja biatka Klotho w moczu jest regulacja dziatania kanatow

wapniowych®.  Wsrdéd najwazniejszych funkcji  wyréznia sie hamowanie
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zwtoknienia nerek, ptuc, tetnic oraz serca. Przeprowadzone badania dowodza
rowniez dziatanie przeciwnowotworowe oraz znacznie zmniejszong ekspresje
tego biatka u pacjentdéw ze zdiagnozowanymi nowotworami przetyku, trzustki,

piersi, jelita grubego, szyjki macicy oraz glejakach°.

Badania przeprowadzone z zastosowaniem spektrometrii mas dowodza,
ze forma transmembranowa kolagenu typu XVII rowniez jest uwalniana do formy
rozpuszczalnej poprzez aktywno$¢ enzymu ADAM 17°7. Kolagen typu XVII
odpowiedzialny jest za adhezje naskdérka poprzez wigzanie sie z
pozakomorkowymi elementami strukturalnymi komérek. Dotychczasowe badania
nie wskazujg bezposredniej roli rozpuszczalnej formy kolagenu typu XVII w
funkcjonowaniu komorek. Przeprowadzono jednak badania, w ktérych
zaobserwowano zmniejszenie ruchliwosci komorek pod wptywem nadmiernego

uwalniania kolagenu typu XVII z powierzchni komorki®2,

Kolagen typu IV to gtowny sktadnik btony podstawnej, w ktorej
odpowiada za adhezje komorek. Dane literaturowe wskazuja, ze za degradacje
kolagenu typu IV odpowiada miedzy innymi ADAM 17%°. W zaleznoéci od miejsca
hydrolizy powstate produkty reakcji moga mie¢ wiasciwosci patogenne jak i
ochronne wobec komoérek. Ze wzgledu na mnogos¢ metaloproteaz zdolnych do
hydrolizy kolagenu typu IV oraz wielu potencjalnych produktéw, zbadanie

wptywu enzymu ADAM 17 jest obecnie wyzwaniem dla nauki>.

Opisane powyzej substraty hydrolizowane przez enzym ADAM 17 to
zaledwie czes¢ sposrod zdefiniowanej puli 90 zwigzkow (Tabela 1). Wynika z tego,
ze enzym ten jest zaangazowany w wiele odrebnych procesow biologicznych,
zardbwno petnigc funkcje fizjologiczne jak i przyczyniajac sie do stanow

patologicznych?.
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Tabela 1. Podziat znanych substratéw enzymu ADAM 17%.

Szlaki
Przyleganie
Cytokiny sygnalizacyjne Receptory Transport Enzymy Inne
komérek
komérek
TNFa Amfiregulina Axl ALCAM SCRB1 ACE-2 APP
Hydrolaza
CSF-1 HB-EGF CD16 CD44 LRP-1 APLP-2
weglowa 9
Biatko
KL-1 TGFa CD163 L-selektyna LDL-R Klotho
prionowe
CD30
KL-2 Epigen Kolagen XVII SORCS-1 NPR1 Vasorin
(TNFRSF8)
Limfotoksyna . . CD40 .
Epiregulina Desmogleina-2 SORCS-3 PMEL-17
a (TNFRSF5)
RANKL NRG-1 CD89 EpCAM SORL-1 Sydecan-1
CX3CL1 Biatko Jagged EPCR GP-1ba SORT-1 Sydecan-4
1-8 DLL-1 ErbB-4 GP-5 TREM-2 Preadipocyt
receptor
PD-L1 GP-6 IGF-2R Kolagen IV
GHRH
ICOS-L M-CSFR ICAM-1 PCPE-1
II-15R Notch-1 JAM-A Cystatyna C
Glikoproteina
II-1R2 NRP-1 L1-CAM
wirusa Ebola
II-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
Trombospodyna-
TIM-4 NTRK1
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 k 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
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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 wywotane zmianami aktywnosci enzymu ADAM 17

Znaczna ilos¢ substratow hydrolizowanych przez omawiany enzym
proteolityczny, powoduje, ze wszelkie zmiany w aktywnosci moga prowadzi¢ do
zaburzenia homeostazy enzymatycznej, co skutkuje rozwojem zmian
patologicznych organizmu. Szczegolnie szeroko prowadzone s3a badania

dotyczace choréb nowotworowych, stanéw zapalnych oraz choréb nerek.

Badania grupy N. Hedemann przeprowadzono z wykorzystaniem hodowli
3D linii komérkowych nowotworu jajnika: HEY, Igrov-1, SKOV-3 oraz OVCAR-8. W
eksperymentach zastosowano terapie tgczong z syntetycznym inhibitorem ADAM
17 — GW280246X oraz cisplatyng. Badacze odnotowali znaczacy spadek
zywotnosci  komoérek nowotworowych (niezaleznie od zastosowanej linii
komorkowej), po zastosowaniu obu zwigzkéw. Ponadto udowodniono znacznie
mniejszg skutecznos¢ monoterapii w ktorej stosowano wytacznie cisplatyne. W
wynikach obserwowano rowniez zwiekszong aktywnos$¢ kaspaz w badanych
uktadach terapii taczonej wzgledem monoterapii. Zwiekszenie ekspresji tej grupy

enzymow, przyczynia sie do apoptozy komérek nowotworowych®e,

F. Caiazza wraz z wspotpracownikami w 2015 roku zbadali wptyw
przeciwciata monoklonalnego (D1(A12)) jako inhibitora ADAM 17. Przeciwciato

poprzez oddziatywanie jednoczesnie z domeng katalityczng oraz domena
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dezintegryny blokuje aktywnos$¢ proteolityczng enzymu ADAM 17. W wynikach
wykazano zmniejszenie zdolnosci migracyjnych oraz zwiekszong apoptoze
komodrek nowotworowych piersi (HCC1937 oraz HCC1143). W ninigjszych
badaniach zaobserwowano réwniez zaburzenia w szlakach sygnalizacyjnych

komorek, wynikajacych z uposledzenia dziatania receptora EGFR>’.

W badaniach przeprowadzonych w 2018 roku poddano analizie tkanke
btony Sluzowej okreznicy pobieranej od myszy u ktorych wystepowat nowotwér
okreznicy. U czesci osobnikow zablokowano ekspresje enzymu ADAM 17 poprzez
wprowadzenie mutacji genetycznych. Ograniczenie ekspresji enzymu ADAM 17
znaczaco zmniejszyto szybkos¢ rozwoju nowotworu, jednak nie uchronito ich
przed zachorowaniem. Wyniki te zestawiono z badaniami przeprowadzonymi /n
vitro wobec ludzkich komorek nowotworowych okreznicy linii HCT116 oraz HT29.
W trakcie hodowli zastosowano farmakologiczne hamowanie aktywnosci enzymu
ADAM 17, poprzez zastosowanie inhibitora INCB3619, ktory odpowiedzialny jest
za blokowanie szlakéw sygnatowych wykorzystujgcych receptor EGFR. W
rezultacie zaobserwowano znaczny spadek proliferacji komérek nowotworowych
wzgledem kontroli, co potwierdza kluczowa role enzymu ADAM 17 w rozwoju

nowotworu okreznicy?®.

Grupa badawcza M. L. Saad przeprowadzita badania z wykorzystaniem
myszy u ktorych wystepowat gruczolak ptuc. U osobnikéw zastosowano mutacje
genetyczne w celu zahamowania ekspresji enzymu ADAM 17, w wyniku czego
obserwowano znaczne zmniejszenie tempa rozwoju nowotworu w odniesieniu do
proby kontrolnej. Badania przeprowadzone na réznych etapach rozwoju choroby
potwierdzity zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych oraz obnizony
stan zapalny u osobnikow z wprowadzona mutacjag. W omawianym opracowaniu
sprawdzono rowniez wptyw inhibitorow enzymu ADAM 17 na rozwdj ludzkich linii

komodrkowych gruczolaka ptuca A549, NCI-H23 oraz NCI-H2228. Potwierdzono
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dziatanie onkogenne proteazy, wobec tego nowotworu, wykazujagc wzmozong

proliferacje oraz zywotnos$¢ komorek>.

Poziom ekspresji enzymu ADAM 17 moze wptywal takze na rozwdj
nowotworu zotadka. W 2020 roku przeprowadzono analize danych 1757
pacjentdw z nowotworem zotadka, u ktérych oznaczono poziom ekspresji
enzymu ADAM 17 metodami immunohistochemicznymi. Zwiekszong ekspresje
enzymu ADAM 17 obserwowano u pacjentdw z wyzszym stadium rozwoju
choroby, obecnoscig przerzutdow do innych narzaddédw oraz czasem trwania
choroby. W przeprowadzonej analizie nie zaobserwowano korelacji pomiedzy

poziomem stezenia omawianego enzymu a ptcig pacjentow®.

Onkogeneza gruczolaka przewodowego trzustki moze zaleze¢ od
prawidtowego funkcjonowania szlakéw sygnalizacyjnych zaleznych od aktywnosci
enzymu ADAM 17. Grupa badawcza M. Lesina przeprowadzita badania z
wykorzystaniem gatunku myszy z nowotworem trzustki. Badania wstepne
przeprowadzono na wyizolowanych liniach komérkowych z guza pierwotnego i
zaobserwowano istotny wptyw transsygnalizacji miedzykomodrkowej zaleznej od
II-6, na rozwdj choroby. W nastepnym etapie genetycznie zmodyfikowano
osobniki ograniczajagc ekspresje 1I-6. U badanych zwierzat obserwowano
zahamowanie rozwoju gruczolaka i znaczne opdznienie wystepowania powiktan,
w odniesieniu do osobnikéw bez zablokowanej ekspresji. Dodatkowo wykonano
badania u pacjentow ze zdiagnozowanym gruczolakiem przewodowym trzustki,
sprawdzajac stezenie II-6 w surowicy. Zaobserwowano znaczgco wieksze stezenie
badanego biatka u pacjentow chorych wzgledem grupy kontrolnej. Jak opisano w
podrozdziale ,Substraty enzymu ADAM 17 oraz wptyw ich procesowania na
komorki organizmd/', transsygnalizacja z udziatem II-6 zachodzi przy udziale
enzymu ADAM 17, ktorego aktywnos¢ moze by¢ zaangazowana w patogeneze

choroby?®.
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Przeprowadzono réwniez badania wptywu aktywnosci proteazy ADAM 17

na rozwoj chordb, niebedacych chorobami nowotworowymi.

Nadmierna aktywnos¢ enzymu ADAM 17 w indukcji szlakow
sygnalizacyjnych komorek, moze przyczynia¢ sie do rozwoju i progresji chordb
sercowo-naczyniowych. X. Wang wraz z wsp&tpracownikami przeprowadzili
badania /n vivo wykorzystujac gatunek myszy z rozwijajagcym sie przerostem
miesnia sercowego oraz szczuréw z wrodzonym nadcisnieniem. U wybranych
osobnikow obu gatunkéw ograniczono ekspresje enzymu ADAM 17 poprzez
wprowadzenie mutacji w obrebie genu kodujgcego biatko. W wynikach
obserwowano opdzniony rozwdj nadcisnienia u osobnikow z ograniczong
ekspresja enzymu ADAM 17, jednakze efekt ten byt przejsciowy i po dtuzszym
czasie obserwowano zwiekszone cisnienie krwi u zwierzat. Zarowno w przypadku
przerostu jak i zwtoknienia serca obserwowano znaczne spowolnienie rozwoju
choréb u osobnikéw z ograniczong ekspresja badanego enzymu. Wedtug
autoréw kluczowymi czynnikami w tych chorobach sg cytokiny, ktérych nadmiar

promuje patogeneze niniejszych choréb®.

Zmiany w aktywnosci enzymu ADAM 17 w komérkach majg wptyw takze
na rozwdj miazdzycy. W przeprowadzonych w 2016 badaniach przez grupe
badawczg A. Nicolaou wyhodowano gatunek myszy z miazdzycg oraz z
ograniczong ekspresja enzymu ADAM 17. Zwierzeta te rozwinety bardziej
zaawansowane stany miazdzycowe, niz osobniki kontrolne. Niedobor enzymu
ADAM 17 promowat proliferacje makrofagéw oraz hamowat apoptoze. Nadmiar
komodrek makrofagow akumuluje sie w zmianach miazdzycowych na wczesnym
etapie rozwoju choroby, prowadzac do powstawania blaszek miazdzycowych.
Ponadto zbadano witasciwosci adhezyjne makrofagow, ktore byly znaczaco
wyzsze u osobnikow z niedoborem enzymu ADAM 17, co rédwniez ma wptyw na

tempo rozwoju choroby®3.
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Aktywnos$¢ enzymu ADAM 17 ma wptyw na rozwdj przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc u pacjentéw palacych papierosy, co potwierdzita grupa
badawcza M. Stolarczyk. W ramach badan wyizolowano komorki nabtonka drég
oddechowych pacjentéw, po resekcji nowotworu ptuc. Nastepnie komorki
poddawano ekspozycji na dym papierosowy. W przeprowadzonych
eksperymentach mierzono stezenie uwalnianych substratow enzymu - 1I-6R oraz
AREG. Po inkubacji komérek w obecnosci dymu papierosowego, obserwowano
znaczacy wzrost stezenia obu substratow w medium zewnatrzkomorkowym,
pochodzacym z hodowli komérek pobranych od pacjentéw ze zdiagnozowana
chorobg, wzgledem préby kontrolnej. Dodatkowo sprawdzono wptyw inhibitora
enzymu ADAM 17 (TMI-2 - ((2R,35)-2-([[4-(2-
butynyloksy)fenylo]sulfonylo]amino)-N,3-dihydroksybutanoamid) na stezenie II-
6R oraz AREG, gdzie obserwowano znaczny spadek stezenia substratéw, co

potwierdza uwalnianie ich z powierzchni komérek przez badany enzym®.

W badaniach przeprowadzonych przez grupe badawcza L. Fiorentino
oceniono wptyw dysfunkcji metabolicznych na aktywnos¢ enzymatyczng w
kontroli hiperglikemicznej organizmu. W tym celu w badaniach /in wvitro
wykorzystano trzy linie komorkowe — preadipocyty 3T3-F442A, miocyty C2C12
oraz hepatocyty SV40. Wszystkie linie komdérkowe poddawano ekspozycji na
wysokie stezenie liposacharydow, kwasu palmitynowego, glukozy oraz insuliny,
indukujac zaburzenia metaboliczne. W wynikach obserwowano znaczny wzrost
aktywnosci enzymu ADAM 17 we wszystkich badanych wariantach. Dodatkowo
przeprowadzono badania /n vitro z udziatem myszy z zahamowang ekspresja
naturalnego inhibitora tkankowego metaloproteinaz - 3 (ang. Tissue Inhibitor of
MetalloProteinases — 3, TIMP-3), enzymu ADAM 17. Osobniki spozywaty pokarm
bogaty w lipidy. Po uptywie 20 tygodni zaobserwowano zwiekszone stezenie
glukozy oraz insuliny we krwi wzgledem osobnikow niemodyfikowanych

genetycznie. Przeprowadzona analiza histopatologiczna watroby potwierdzita
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zaawansowane stadium zapalenia watroby u osobnikdw z zahamowang ekspresja

inhibitora TIMP-3 w odniesieniu do zdrowych myszy®>.

W 2014 przeprowadzono badania /n vivo na myszach, ze zmianami
metabolicznymi obserwowanymi w rozwoju cukrzycy typu 1. Po 10 tygodniach
hodowli cze$¢ osobnikbw poddano leczeniu insuling. Obserwowano u nich
spadek stezenia glukozy we krwi oraz znaczne zahamowanie postepu choroby.
Nastepie zbadano stezenie enzymu ADAM 17 zarowno w lizatach komdrkowych
nerek jak i moczu. W efekcie odnotowano zmniejszone stezenie enzymu ADAM
17 u osobnikéw poddanych leczeniu insuling. Rbwnolegle badano stezenie ACE2,
enzymu bedacego substratem ADAM 17 we wskazanych modelach. Profile
ekspresji obu biatek byty identyczne, co wskazuje na silng korelacje pomiedzy
aktywnoscig obu zwigzkow, a zachodzacymi zmianami metabolicznymi w trakcie

rozwoju cukrzycy typu 1,

Doniesienia literaturowe na temat wptywu enzymu ADAM 17 na rozwdj
chordb nerek dowodzg, ze enzym ten aktywuje szlaki prowadzace do zwtdknienia
nerek, ktére pojawia sie w nefropatii cukrzycowej®’. W badaniach
przeprowadzonych przez grupe badawcza R. Li na komorkach podocytéw
wyizolowanych od szczuréw obserwowano znaczacy wzrost aktywnosci ADAM 17
po inkubacji w pozywce zawierajgcej wysokie stezenie glukozy (30 mM) wzgledem
proby kontrolnej, inkubowanej w pozywce zawierajacej standardowe stezenie

glukozy (5,6 mM)©8,

Przedstawione powyzej dane literaturowe obrazuja jak aktywnosc
proteolityczna enzymow, ze szczegdlnym uwzglednieniem ADAM 17, wywiera

wptyw na rozwdj chorob (Rycina 8).
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Choroby
nowotworowe )

Choroby wywolane zmianami w

aktywnosci proteolitycznej enzymu
ADAM 17

Pozostate

Rycina 8. Schemat obrazujacy role enzymu ADAM 17 w patogenezie

wybranych choréb.
2.4 Inhibitory enzymu ADAM 17

Wysoki stopien homologii strukturalnej pomiedzy centrami aktywnymi
enzymow proteolitycznych jest przyczyng ograniczen w projektowaniu
selektywnych drobnoczasteczkowych inhibitorow. Naturalnym inhibitorem

enzymu ADAM 17 jest TIMP-3 (ang. Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-3),
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ktéry wigze sie z centrum aktywnym enzymu z zachowaniem stechiometrii 1:1%,
Natywne biatko TIMP-3 ma mase okoto 24 kDa. Struktura drugorzedowa
zbudowana jest z dwoch a-helis oraz osmiu nici B-kartek, stabilizowanych przez
sze$¢ wigzan disulfidowych. N-koncowy fragment inhibitora zawiera miejsce

glikozylacji w pozycji Asn1847°.

N-koncowy fragment biatka TIMP-3 jest zaangazowany w hamowanie
aktywnosci proteolitycznej ADAM 17. Cysteina w pozycji 1 poprzez grupe o-
aminowa oraz karbonylowy atom tlenu grupy a-karboksylowej konkurencyjnie
koordynuje jon cynku. Grupa a-karboksylowa kwasu glutaminowego (Glu406)
enzymu, ktéra dotychczas zaangazowana byta w koordynowanie jonu cynku,
tworzy miedzyczasteczkowe wigzanie wodorowe z grupa karbonylowa seryny
(Ser66). tancuch boczny treoniny (Thr2) oddziatuje z kieszenig katalityczng S+,
natomiast tancuch boczny seryny (Serd) wpasowuje sie w kieszen S3' enzymu.
Kolejne dwie reszty aminokwasowe w sekwencji inhibitora - prolina (Pro5) oraz
seryna (Ser6), tworza kilka stabilizujgcych cato$¢ oddziatywan Van der Waalsa
odpowiednio z izoleucyng (lle438) oraz tyrozyna (Tyr390). Kluczowym dla
stabilnosci kompleksu TACE-TIMP-3 jest oddziatywanie pomiedzy hydrofobowym
fragmentem enzymu bogatym w reszty tyrozyny, waliny oraz leucyny (Tyr352,
Val353, Tyr369 oraz Leu380), a petlg sA-sB inhibitora o sekwencji Glu31-Gly32-
Pro33-Phe34-Gly35-Thr36”7 (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 reszte aminokwasowa cysteiny w
pozycji 1 inhibitora, petnigca kluczowa role w blokowaniu aktywnosci

proteolitycznej; B) zblizenie struktury krystalicznej kompleksu ADAM 17-TIMP-372,

Wydajnym inhibitorem syntetycznym, selektywnym wobec enzymu
ADAM 17 jest inhibitor przetwarzania TNF-a (ang. Tumor necrosis factor - Alpha

Processing Inhibitor - 0, TAPI-0) (Rycina 10).
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Rycina 10. Wzér potstrukturalny inhibitora syntetycznego TAPI-O.

Grupa K. Kagawa zaobserwowata znaczacy spadek aktywnosci
proteolitycznej enzymu ADAM 17, przy zastosowaniu TAPI-0 w linii komorkowej
szpiczaka mnogiego (RPMI 8226). Wykonane eksperymenty wykazaty brak
cytotoksycznosci  tego inhibitora wzgledem zdrowych komérek’. Grupa
hydroksyloamonowa inhibitora konkurencyjnie wigze sie z jonem cynku, blokujac

aktywnos¢ katalityczng enzymu’.
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3. Cukrzyca

Cukrzyca jest choroba metaboliczng wywotywana zaburzeniami w
produkgji i podazy insuliny. Insulina stabilizuje poziom glukozy we krwi, poprzez
miedzy innymi hamowanie jej produkcji w watrobie. Wyrdzniamy dwie

podjednostki chorobowe:

e cukrzyce typu 1 - jest to choroba autoimmunologiczna w ktérej dochodzi
do niszczenia komoérek B-trzustki, produkujacych insuline, poprzez
wiasny uktad odpornosciowy.

e cukrzyce typu 2 - przejawiajaca sie brakiem reakgji organizmu na zmiany

w stezeniu glukozy we krwi’>.

Ponadto cukrzyca moze pojawiac sie u kobiet w cigzy (cukrzyca cigzowa)
oraz u 0sob obcigzonych genetycznie. Wystepuje takze w trakcie trwania infekgji,
jak i moze byc¢ konsekwencjg diugotrwatego przyjmowania lekéw (cukrzyca

wtorna)’e.

Wedtug danych z raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO) na swiecie w 2014 roku z cukrzyca zyto 422 milionow
ludzi, a od 1980 roku procent populacji z tg chorobg wzrést z 4,7% do 8,5%.
Wedtug najnowszych danych w 2022 roku na $wiecie zyto 830 miliondw oséb
chorych na cukrzyce. Najwiekszy przyrost przypadkéw obserwowano w krajach
stabo i Srednio rozwinietych co wynika z uwarunkowan kulturowych, trybu zycia,
dostepu do stuzby zdrowia oraz swiadomosci spotecznej. Wedtug najnowszych

danych 95% przypadkdw to pacjenci z cukrzyca typu 2777,

W trakcie rozwoju cukrzycy wystepuja powiktania grozne dla organizmu
cztowieka, powodujac znaczny wzrost ryzyka smierci pacjenta. Niezaleznie od
typu cukrzycy, moze ona powodowal rozwdj nastepujacych jednostek

chorobowych’ (Rycina 11):
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. retinopatia — powiktanie nerwowo-naczyniowe powodujace miedzy
innymi $lepote, jaskre oraz za¢me®;

. nefropatia — przejawia sie zaburzeniami w pracy kiebuszkéw
nerkowych, prowadzacymi do niewydolnosci nerek®’;

. neuropatia — zapalenie nerwdéw obwodowych spowodowane
miedzy innymi powstajgcymi reaktywnymi formami tlenu®?;

. udar mozguy;

. choroby serca;

e  choroba naczyn obwodowych;

NEFROPATIA
VYO¥u3S AS04O0HO

Rycina 11. Powiktania pojawiajace sie u pacjentow chorujacych na

cukrzyce. Rysunek wykonany na podstawie literatury®,
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Wedtug danych literaturowych w populacji zamieszkujacej Stany
Zjednoczone Ameryki w latach 2009-2015 przyrost hospitalizacji pacjentow z
cukrzycag wzrést o 73%. Obserwowano rowniez 55% wzrost liczby zgonow, z
ktorych  wiekszo$¢ dotyczyto zawatéw serca oraz niewydolnosci nerek
spowodowanych rozwojem nefropatii cukrzycowej, co czyni te powiktania
najgrozniejszymi sposrod wymienionych®. Szacuje sie, ze liczba zgonéw w 2012
roku wyniosta 1,5 miliona pacjentéw. Wedtug danych liczba ta odpowiada 12,8%
wszystkich zgondw na Swiecie. Wsrdd przyczyn Smierci ponownie najczesciej
wystepowaty niewydolno$¢ nerek oraz choroby serca®. Zgodnie z najnowszymi
danymi Miedzynarodowej Federacji Diabetykow, liczba zgondéw pacjentéw w

2021 roku wywotana powiktaniami cukrzycy, wyniosta 6,7 miliondéw ludzi®.
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4. Nefropatia cukrzycowa

4.1. Klasyfikacja

Nefropatia cukrzycowa (ang. Diabetic Nephropathy, DN) jest
powiktaniem mikronaczyniowym prowadzacym do przewlektej niewydolnosci
nerek. W trakcie trwania choroby obserwuje sie objawy takie, jak obecnos¢ biatka
W moczu oraz zwiekszenie cisnienia tetniczego. DN rozwija sie u pacjentdw

niezaleznie od typu cukrzycy®’.

W trakcie rozwoju choroby obserwuje sie zmiany w morfologii nerki
obejmujace pogrubienie btony podstawnej komorek podocytéw, przerost
kanalikow  proksymalnych  oraz  zwiekszenie  mezangium.  Badania
przeprowadzone przez grupe badawcza P. Bjornstad dowiodty, ze w modelu
zwierzecym z indukowanga cukrzyca, po 50 dniach obserwowano 67% przyrost

masy nerek®,

Tempo rozwoju DN zalezy od takich czynnikow, jak uwarunkowania
genetyczne, rasa czy przynalezno$¢ do grupy etnicznej®. Istotny jest réwniez styl
zycia pacjenta. Przeprowadzone badania dowodzg, ze istnieje Scisty zwigzek
pomiedzy paleniem papieroséw a rozwojem DN. Palacze sg bardziej narazeni na
zachorowania, a ryzyko to rosnie wraz z zwiekszaniem przyjmowanej dawki
tytoniu®’. Zaobserwowano réwniez zalezno$¢ pomiedzy zwiekszonym ryzykiem
zachorowania a podesztym wiekiem, otytoscig, wysokim poziomem cholesterolu
czy tez wczesniejszym zdiagnozowaniem innych powiktan, takich jak retinopatia.
K. Tziomalos i wsp&tpracownicy w swoich pracach wskazuja rowniez, ze mezczyzni
maja wiekszg sktonno$¢ do zachorowania na DN®'. Jednakze najwazniejszym i
najszerzej opisanym w literaturze czynnikiem ryzyka jest hiperglikemia.
Nieodpowiednia kontrola hiperglikemii przyczynia sie do rozwoju i progresji DN.
Scista kontrola, polegajaca na utrzymaniu poziomu glukozy w stezeniu

fiziologicznym spowodowata znaczna regresje w rozwoju DN zarédwno u
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pacjentébw z cukrzycg typu 1 jak i 2%2 Badania przeprowadzone na grupie
pacjentow z cukrzycg typu 1 wykazaty zmniejszenie wystepowania
mikroalbuminurii i albuminurii o odpowiednio 39% i 54%, z kolei u pacjentow z
niepoprawnie kontrolowana hiperglikemiag obserwowano wyrazne pogorszenie

wynikéw klinicznych oraz diagnozowano pierwsze stadia DN®3.

Zidentyfikowano pie¢ stadiéw choroby pojawiajacych sie w trakcie
rozwoju DN (Rycina 12). Klasyfikacji dokonano na podstawie zmian w wartosciach
wspodtczynnika filtracji ktebuszkowej (ang. Glomerular Filtration Rate, GFR) oraz

ci$nienia tetniczego®*.

e [ — Hiperfiltracja — faza poczatkowa, w ktoérej dochodzi do wzrostu GFR
oraz wzrostu cisnienia naczyn wtosowatych.

e II — Etap cichy — w fazie tej obserwuje sie pierwsze zmiany na poziomie
morfologii nerki w tym zgrubienie btony podstawnej. Wystepuje réwniez
nasilona ekspansja macierzy mezangium. Czynnik GFR jest w normie z
tendencja do nieznacznego wzrostu.

e [II - Etap poczatkowy nefropatii — pojawia sie mikroalbuminuria, dochodzi
do nieodwracalnych zmian w ktebuszkach nerkowych, jednak nie
zachodza trwate zaburzenia w funkcjonowaniu nerek. Wartos¢ GFR moze
by¢ zarbwno w normie jak i podwyzszona. Najnowsze badania wykazaty
zdolnos¢ do cofniecia sie zmian w nerkach pacjentéw, u ktorych etap ten
trwat krétko.

e IV —Jawna nefropatia — objawia sie makroalbuminurig oraz zwiekszonym
ciSnieniem tetniczym a wartos¢ GFR maleje. Prawidtowe leczenie na tym
etapie jest kluczowe dla podtrzymania czynnosci nerek.

e V — Schytkowa niewydolnos¢ nerek — wartos¢ GFR jest bardzo niska,

dochodzi do trwatego uszkodzenia nerek. W etapie tym niezbedna jest
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dializa. Jedyng mozliwoscia wyleczenia jest przeszczep nerki, ktory

czasami wykonywany jest razem z przeszczepem trzustki #%97,

HIPERFILTRACIA  ECERVYIde I R el IF]

ETAP CICHY e zgrubienie bfony podstawnej

ETAP

OZNOMNAE ¢ mikroalbuminuria
NEFROPATII

JAWNA

Nt * makroalbuminuria

SCHYLKOWA
NIEWYDOLNOSC

NEREK

Rycina 12. Etapy nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie

literatury®®,

4.2.Diagnostyka

W diagnostyce DN, najbardziej rozpowszechnionym badaniem jest
analiza obecnosci albumin w moczu. Wynik wykraczajacy poza normy nie jest
jednoznaczny z postawieniem diagnozy, ze wzgledu na wystepowanie odchylen
od wartosci referencyjnych obserwowanych rowniez w innych chorobach uktadu
wydalniczego. W przypadku stwierdzenia odchylen od normy, pacjent wykonuje
dalsze badania w odpowiednich odstepach czasowych, a peten okres
diagnostyczny trwa okoto szes¢ miesiecy. Rownolegle u pacjenta wykonuje sie
badanie oceny wartosci wspoétczynnika filtracji ktebuszkowej, ktérego zmiany
towarzysza rozwojowi DN%°. Obecna droga diagnostyczna jest bardzo dtuga oraz

skomplikowana, a przez wystepowanie objawéw niespecyficznych, poszukuje sie
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nowych biomarkeréw, ktére jednoznacznie beda wskazywaé na DN, we
wczesnych stadiach choroby'®. Dane literaturowe opisujg wiele biomarkerdw
roznego pochodzenia. Najczesciej pojawiajacymi sie sa:

e Mikro RNA — krotkie niekodujace fragmenty RNA odpowiedzialne za
ekspresje genow. Ich zaletg diagnostyczng jest wysoka stabilnos¢ w
ptynach ustrojowych. Analizowane sg poprzez sekwencjonowanie oraz
ilosciowy test PCR. Metoda ta jest czuta i precyzyjna a niektdre dane
dowodzg wystepowania korelacji pomiedzy obecnoscia wybranych
fragmentéw mikro RNA, a stopniem rozwoju DN

e Transferyna - to biatko, ktérego zwiekszone stezenie w moczu
obserwowano u pacjentow z cukrzyca typu 2. Dowiedziono, ze diabetycy
z wysokim poziomem transferyny w moczu szybciej zachorujg na DN, niz
pacjenci z prawidtowym poziomem tego biatka'%?;

e Angiotensynogen — biatko, ktérego stezenie w moczu u pacjentow z
cukrzycg typu 1 jest podwyzszone, przed pojawieniem sie
mikroalbuminurii. Z kolei u pacjentow z cukrzyca typu 2 wyzsze stezenie
tego biatka obserwowano dopiero w sytuacji wystgpienia
makroalbuminurii gdzie we wczesniejszych stadiach choroby jego
stezenie byto prawidtowe'®3;

e Kolagen typu IV — sktadnik macierzy mezangialnej, ktérego stezenie
powyzej normy obserwuje sie w moczu pacjentow z cukrzyca typu 2 i
stwierdzong DN. Niestety u 1/3 pacjentow obserwuje sie brak zmian
stezenia kolagenu typu IV, pomimo stwierdzonej mikroalbuminurii'%;

e a-1-mikroglobulina — to niewielka glikoproteina, ktéra z tatwoscia
pokonuje bariere krew/mocz w ktebuszkach nerkowych, po czym zostaje
wchtonieta w kanalikach proksymalnych. Przeprowadzone badania
wykazujg korelacje pomiedzy zwiekszonym stezeniem tej glikoproteiny a

stadium rozwoju DN. Badania grupy Ching-Ye Hong przeprowadzone na
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probkach moczu pacjentdow z cukrzyca typu 2 wskazuja, ze wyniki
pomiaru  stezenia  a-1-mikroglobuliny moga mie¢ charakter
diagnostyczny dla wczesnego wykrywania DN,

Cystatyna C - jest to biatko petnigce funkcje inhibitora proteaz
cysteinowych. Zaobserwowano istotnie zwiekszone poziomy stezenia w
probkach moczu oséb z mikroalbuminurig. Analiza danych literaturowych
wykonana przez T. Fiseha, potwierdza wykorzystanie cystatyny C jako
biomarkera DN. Miedzy innymi zaobserwowano jednoczesny wzrost
stezenia tego biatka, wraz ze wzrostem stezenia albuminy w moczu. Wciaz
trwaja badania nad klinicznym zastosowaniem cystatyny C jako markera
DN/06.

Lipokalina zwigzana z zelatynaza neutrofili (ang. Neutrophil Gelantinase
Associated Lipocalin, NGAL) — to niewielkie biatko uwalniane miedzy
innymi przez komorki kanalikow nerkowych, jako odpowiedz na
uszkodzenia tych struktur. Zaobserwowano podwyzszone stezenie NGAL
u pacjentéw z cukrzycg w odniesieniu do grupy kontrolnej. U pacjentow
z cukrzyca, ale bez mikroalbuminurii zanotowano podwyzszony poziom
NGAL w moczu, co wskazuje na wczesne uszkodzenie kanalikow. Badania
dowodza, ze NGAL moze by¢ biomarkerem wczesnego wykrywania
DN'07.

Czynnik martwicy nowotworow TNF-a — to wczesniej omawiana cytokina
indukujaca procesy zapalne, ktorej zwiekszone stezenie obserwuje sie u
pacjentbw z DN'%®  Bjerze udziat w homeostazie mediatoréw
odpowiedzialnych za rozszerzanie i zwezanie naczyn krwionosnych oraz
jest cytotoksyczna wobec komérek kiebuszkédw, prowadzac do ich
uszkodzenia'®.

8-hydroksy-2-deoksyguanozyna (8-OHdG) — powstaje w wyniku reakgcji

enzymatycznej z udziatem reaktywnych form tlenu. Nie ulega degradagji
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w komorkach, a usuwana jest z organizmu wraz z moczem. Zwigkszone
stezenia 80OHAG zaobserwowano u pacjentdw z cukrzycg typu 2779 U
pacjentéw z makroalbuminurig poziom 8-OHdG byt znacznie wyzszy niz
u pacjentéw z noralbuminurig. 80OHAG jest ogdlnoustrojowym markerem
stresu oksydacyjnego, wiec jego zmiany w stezeniu w moczu s3
niejednoznaczne z rozwojem DN,

Sercowe biatko wigzace kwasy ttuszczowe (ang. Heart-type Fatty Acid-
Binding Protein, H-FABP) — biatko wykorzystywane jako marker ostrego
uszkodzenia nerek. Zaobserwowano stopniowy wzrost stezenia tego
biatka w moczu wraz z rozwojem DN, co korelowato ze wzrostem stezenia
albuminy'™2,

Koncowe produkty glikolizacji (ang. Advanced Glycation End products,
AGE) — powstajg w wyniku nieenzymatycznych reakgji glikozylacji biatek.
Nadmierna ilos¢ tych zwigzkédw w organizmie powoduje stres
oksydacyjny w komérkach'3. AGE stymuluje réwniez produkcje cytokin,
co wptywa na powstawanie stanow zapalnych. Hiperglikemia przyczynia
sie do samorzutnych reakcji powodujacych produkcje AGE. W badaniach
zaobserwowano znaczny wzrost stezenia AGE w moczu u pacjentéw z

DN114.

Biopsja jest metoda diagnostyczng, ktdra bezposrednio wskazuje na

wystepowanie DN. Niestety jest ona bardzo inwazyjna, powodujac 3% ryzyko

wystgpienia powaznych powiktan. Dodatkowo ten zabieg diagnostyczny jest

kosztowny, co wyklucza go z powszechnego stosowania u pacjentow'",

4.3.Potencjalne metody leczenia

Réznorodne przyczyny DN wymuszaja stosowanie szeregu odmiennych

metod terapeutycznych jako monoterapii lub terapii tgczonej. Czynnikami ryzyka

DN sa miedzy innymi podwyzszone stezenie glukozy oraz podwyzszone cisnienie
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krwi. W leczeniu tych chordb i tym samym prewencji DN stosowane sg miedzy
innymi inhibitory stresu oksydacyjnego oraz leki przeciwzapalne''®'"7,

4.3.1 Inhibitory stresu oksydacyjnego

e APX-115 (ang. Isuzinaxib) jest jednym z inhibitoréw odpowiedzialnych za
hamowanie produkgji reaktywnych form tlenu. Zwigzek ten blokuje
ekspresje enzymédw: Nox-1, Nox-2, Nox-4 oraz Nox-5 w komorkach
nerek. Badania /n vivo potwierdzaja ochronne dziatanie tego inhibitora,
poprzez zmniejszenie ogolnoustrojowego stresu oksydacyjnego. U
zwierzat z indukowana DN obserwowano zahamowanie rozwoju
procesow zapalnych oraz nizsze stezenia albuminy w moczu w
odniesieniu do proby kontrolnej. Stosowanie tego zwigzku usprawnia
dziatanie szlakdéw sygnalizacyjnych komorek odpowiedzialnych za
wtasciwg reakcje na insuling8119,

e L. Kishore ze wspotpracownikami przebadali inhibitory reduktazy
aldozowej, majace potencjalne dziatanie antyoksydacyjne. Wsrdd
inhibitoréw tego enzymu wyrdznia sie naturalnie wystepujacy w ziarnach
soi stigmasterol. Przeprowadzone badania /n vitro potwierdzity skuteczne
dziatanie inhibitora, poprzez zmniejszenie ilosci produkowanych
koncowych produktéw glikacji wzgledem proby referencyjnej. Analiza
histopatologiczna potwierdzita prewencyjng aktywnos$¢ inhibitorow

reduktazy aldozowej wobec komérek objetych DN'?°,
4.3.2 Inhibitory odpowiedzialne za wtasciwa kontrole glikemiczna

e Floryzyna jest jednym ze stosowanych zwigzkdéw aktywnych w lekach
kontrolujacych hiperglikemie. Jest to bioflawonoid naturalnie znajdujacy
sie 'w migzszu jabtek, odpowiedzialny za inhibicje modulatoréw
glukozowo-sodowych (ang. Sodium-Glucose Cotransporter, SGLT). W

przeprowadzonych badaniach /n vivo stosowanie inhibitora SGLT

50



zapobiegato trwatej hiperglikemii, biatkomoczu oraz hiperfiltracji
ktebuszkowej. U zwierzat niewykazujacych biatkomoczu, mimo
zastosowania inhibitora obserwowano znaczng diureze oraz
cukromocz'?'.

Inhibitory dipeptydylo peptydazy-4 (ang. Dipeptidyl-Peptidase-4, DPP-4)
zwane gliptynami, wspieraja kontrole glikemiczng w organizmie. W
przeprowadzonych badaniach zredukowano biatkomocz u pacjentéw z
cukrzyca typu 2 oraz DN, stosujac inhibitor DPP-4 - sitagliptyne. Podobne
dziatanie obserwowano rowniez po zastosowaniu linagliptyny.
Najczesciej stosuje sie gliptyny jako elementy terapii tgczonej wobec
zahamowania rozwoju DN'?2, Dtugoterminowe stosowanie u pacjentéw
alogliptyny jako inhibitora DPP-4 u pacjentow z cukrzycg typu 2
potwierdzito nie tylko poprawe i stabilizacje stezenia glukozy we krwi, ale
takze wykazano brak negatywnych skutkéw tego leku na pozostate

narzady'?3.

4.3.3 Pozostate inhibitory stosowane w terapii DN

Inhibitory uktadu Renina-Angiotensyna (ang. Renin-Angiotensin System,
RAS), to szeroko przebadana grupa zwigzkow, stosowana w leczeniu
pacjentéw z cukrzyca. Opracowane dotychczas inhibitory blokuja
aktywno$¢ reniny oraz konwertaz angiotensyny'?4. Jednym z powszechnie
stosowanych inhibitorow jest kapropryl, ktérego efektem dziatania jest
zmniejszenie cisnienia tetniczego. Badania wykazaty, ze stosowanie
inhibitorow RAS u pacjentow z cukrzyca typu 1 prowadzito do istotnego
zmniejszenia biatkomoczu, wraz z unormowaniem wskaznika GFR'?>.

Blokada receptora interleukiny 6, II-6R. U pacjentow z DN
zaobserwowano nadprodukcje cytokin prozapalnych, co wiecej stezenie

II-6R jest wyzsze u pacjentow z DN niz u pacjentéw z cukrzyca bez
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stwierdzonej nefropatii’?®.

Zastosowanie inhibitora receptora II-6R
(tocilizumab) w modelu mysim z indukowang cukrzyca, spowodowato
zmniejszenie biatkomoczu oraz agregacji macierzy pozakomorkowe;.
Blokowanie receptora II-6R prowadzi do zahamowania wydzielanych

cytokin prozapalnych, co przyczynia sie do ztagodzenia skutkdw rozwoju

DN'?.

4.4 Patogeneza nefropatii cukrzycowej, ze szczegolnym uwzglednieniem

enzymow proteolitycznych

Dotychczasowe badania majace na celu zidentyfikowanie uniwersalnego
szlaku odpowiedzialnego za rozwdj DN wykazaty, ze w proces ten zaangazowane
sg rozne szlaki sygnatowe, aktywujace odmienne mechanizmy. Dodatkowo
zaobserwowano wzajemne oddziatywania pomiedzy poszczegolnymi Sciezkami,

ktére determinujag udziat w rozwoju choroby kilku mechanizmoéw jednoczesnie?S,

Dane literaturowe opisujace sciezki rozwoju DN wskazujg na indukowanie
choroby trwata hiperglikemiag, ktora towarzyszy pacjentom z cukrzyca.
Hiperglikemia ma istotny wptyw na stres oksydacyjny, powstawanie koncowych
produktéw zaawansowanej glikacji, czy tez wzmozong aktywacje szlakéw
sygnatowych. Zaburzenia te prowadza do powstawania prozapalnych
mediatoréw, co w sprzezeniu ze zmianami hemodynamicznymi skutkuje trwatym

uszkodzeniem nerek'??,

Kluczowa w rozwoju DN jest rowniez aktywnos¢ enzymatyczna. Enzymy,
to wielkoczasteczkowe gtownie biatkowe zwigzki o whasciwosciach katalitycznych.

Ich zadaniem jest obnizanie energii aktywacji specyficznych reakcji'3°.

Od wielu lat prowadzone sg badania dotyczace genezy oraz rozwoju DN
zaleznego od aktywnosci proteaz. W przeprowadzonych badaniach wykazano
znaczace roznice w aktywnosci enzymow i wynikajacej z niej zawartosci peptydow

w probkach moczu, pomiedzy pacjentami zdrowymi a pacjentami chorujgcymi na
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DN. W analizie tej potwierdzono zmiany w aktywnosci siedemnastu proteaz w tym
metaloproteaz macierzy pozakomorkowej (MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8,
MMP-9, MMP-12, MMP-13), katepsyny D, katepsyny K, kalikreiny 4 oraz
konwertaz probiatkowych (Tabela 2)'3'. W przypadku nefropatii cukrzycowej
analize moze komplikowa¢ pojawiajaca sie albuminuria. Na podstawie
omawianych badan mozna zatozy¢, ze zachodzace zmiany w sktadzie i aktywnosci
peptydow znajdujacych sie w moczu moga wskazywaé na wczesniejsze

zaburzenia na poziomie tkankowym3?,
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Tabela 2. Enzymy proteolityczne zaangazowane w rozwoj nefropatii

cukrzycowej.

ENZYM

Konwertaza

angiotensyny

Konwertaza

angiotensyny 2

Renina

MMP-2

MMP-3

MMP-7
MMP-8
MMP-9

MMP-12

MMP-13

ADAM 10
ADAM 17
ADAMTS 13

Aminopeptydaza N

Chymaza

Dipeptydylo
peptydaza 4
Karnozynaza

Kaspazay
Katepsyna C
Katepsyna D

Katepsyna K

Katepsyna L
Kalikreina 4

Trombina

FUNKCJA

przeksztatcenie angiotensyny I w angiotensyne II'*?

przeksztatcenie angiotensyny I w angiotensyne (1-9)
oraz angiotensyny Il w angiotensyne (1-7)"*
przeksztatcenie angiotensynogenu w angiotensyne
1135
degradacja kolagenu 1V, V oraz zdenaturowanego
kolagenu I'*
degradacja kolagenéw typu: II, IV, V. Hydroliza TV-C,
lamininy oraz fibronektyny'*’
degradacja kolagenu 1V, fibronektyny, lamininy oraz
entaktyny'®
degradacja kolagenéw typu: I, I, III, VII oraz X'*°
degradacja kolagenéw typu IV oraz V,
proteoglikanéw oraz elastyny'°
degradacja elastyny, fibronektyny, lamininy,
witronektyny oraz kolagenu typu IV’
degradacja kolagenéw typu: I, IL, IIT, IV, X, XIV oraz

fibronektyny'*?
proteoliza cytokin oraz chemokin
procesowanie czynnika wzrostu TNF-o'**
proteoliza czynnika ULVWF'#°
gedradacja macierzy pozakomérkowej'*®
przeksztatcenie angiotensyny I w angiotensyne I
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degradacja macierzy pozakomérkowe;j'®

hydroliza karnozyny'#°
aktywacja szeregu reakgji prowadzacych do
apoptozy komérki'*°
aktywacja proteaz serynowych'’
degradacja aktyny, miozyny, aktywacja enzyméw
(katepsyna B, katepsyna L)'*?
degradacja kolagenu typu I, endostatyny oraz
osteonektyny
rozpad biatek w lizosomach, hydroliza dynaminy
oraz synaptopodiny'®?
degradacja fibrynogenu, kolagenéw typu I oraz IV'*
homeostaza krzepniecia krwi, przeksztatcenie
fibrynogenu w fibryne'*®

STADIUM
CHOROBY W
KTORYM
OBSERWUJE
SIE ZMIANY
AKTYWNOSCI

II
I
III
I
111

111
I
I

brak danych

brak danych

II
I
II
I
I

II
Il
v
brak danych
I

brak danych

Il
brak danych
Il
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Sposréd  przedstawionych  powyzej enzymdw  proteolitycznych,
szczego6lng uwage chciatabym zwréci¢ na dwa enzymy, ktorych zaangazowanie w

rozwoj nefropatii cukrzycowej jest szeroko opisane w literaturze.

Pierwszym z nich jest ADAM 10, ktory znany jest rowniez pod nazwa
Kuzbanina. Znajduje sie we wszystkich komérkach organizmu a jego zadaniem
jest proteolityczne rozszczepianie substratow w przestrzeni zewnatrzkomorkowej,
wsréd  ktérych znajduja sie cytokiny, chemokiny oraz prekursory czynnikdw

wzrostu'°®.

Grupa badawcza P. Gutwein przeprowadzita eksperymenty z
wykorzystaniem materiatu biologicznego (mocz), ktéry pochodzit od pacjentow
ze zdiagnozowanymi chorobami nerek (toczniowe zapalenie nerek, zapalenie
nerek, nefropatia cukrzycowa). W analizowanych prébkach sprawdzono stezenie
enzymu ADAM 10, a wartosci poréwnano z materiatem biologicznym zdrowych
ochotnikow. W rezultatach u wszystkich chorych pacjentéow zaobserwowano
podwyzszone stezenie enzymu ADAM 10, wzgledem zdrowych oséb. Dodatkowo

wykorzystujac technike western blot potwierdzili, ze w komodrkach podocytow

dochodzi do ekspresji enzymu ADAM 107%”.

Kolejnym enzymem szeroko opisanym w literaturze jest ADAM 17. Jego
budowa oraz specyficznos¢ substratowa zostaty oméwione w rozdziale 2. £Enzym
dezintegryny i metaloproteazy 77. W 2021 roku przeprowadzono badania na
myszach z indukowana cukrzycg wywotang przez podanie streptozotocyny.
Naukowcy u wybranych osobnikow zahamowali ekspresje enzymu ADAM 17
poprzez modyfikacje genetyczne. U osobnikéw z indukowang cukrzyca i
zahamowaniem ekspresji enzymu ADAM 17 obserwowano zmniejszony przerost
nerek, wzgledem proby kontrolnej. Sprawdzono réwniez wptyw ograniczenia
ekspresji badanej proteazy na apoptoze komorek podocytow, ktéra zachodzita
wolniej. W obu przypadkach sprawdzono réwniez stezenia markerow

odpowiedzialnych za zwtoknienie nerek (np. HB-EGF, TGF-a, TGF-B). U wszystkich
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osobnikdow z indukowana cukrzycg zaobserwowano zwiekszong ekspresje
analizowanych markeréw w odniesieniu do zwierzat zdrowych. U myszy bez
zahamowanej ekspresji enzymu ADAM 17 zaobserwowano znacznie wyzsze

stezenie omawianych markeréw'>8,

Niewatpliwie wszelkie zmiany zachodzace w organizmie, ktére prowadza
do zaburzenia stezenia oraz aktywnosci enzymoéw proteolitycznych moga
wywotywaé reakcje tancuchowa, przyczyniajac sie do dalszej progresji choroby.
To wiasnie z tych powoddw badania nad rozpoznaniem nefropatii cukrzycowej sa
tak bardzo istotne dla rozwoju zaréwno diagnostyki jak i leczenia choroby.

Pogtebienie wiedzy w tej tematyce moze by¢ kluczowe dla zdrowia catej populacji.

5. Nefron - podstawowa jednostka budulcowa uktadu wydalniczego
5.1 Funkcje elementow strukturalnych odpowiedzialnych za filtracje

ktebuszkowa

Nerki to organy, ktérych gtownag funkcjg jest wydalanie produktow
przemiany materii. Ponadto odpowiadajg za utrzymanie prawidtowej gospodarki
wodno-elektrolitowej. Podstawowa jednostka funkcjonalng nerek jest nefron
(Rycina 13). Badania autopsyjne nerek przeprowadzone u ludzi na przestrzeni lat,
wykazaty, ze liczba nefrondw wynosi od 210 000 do 2 700 000, a ich liczebnos¢
spada wraz z wiekiem. Grupa badawcza J. R. Chartlon przedstawita badania, w
ktérych udowodniono spadek ilosci nefrondw u pacjentow z nadcisnieniem
tetniczym. Prawdopodobnie przyczyng obumierania nefronow jest niedokrwienie
ktebuszkow nerkowych, ktore prowadzi do ich stwardnienia a w konsekwencji do
zaniku kanalikéw. Doktadny mechanizm nie zastat jednak poznany. W analizie
rozwazono takze wptyw pici oraz rasy na ilos¢ nefronéw, jednak nie wykryto

znaczacych zaleznosci™®.
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kapsutka Bowmana

tetniczka y
odprowadzajaca »

ktebuszek nerkowy /

tetniczka doprowadzajaca

kanalik proksymalny

kanalik zbiorczy

Rycina 13. Schemat budowy nefronu. Rysunek wykonany na podstawie

literatury 1.

Ktebuszek nerkowy jest elementem nerki odpowiadajagcym za filtrowanie
krwi (Rycina 14). Osocze filtrowane jest do kapsuty Bowmana. Pokonywanie
bariery krew-mocz jest mozliwe dzieki stosunkowo mniejszej srednicy tetniczki
odprowadzajacej wzgledem tetniczki doprowadzajacej. W wyniku tej rdznicy

powstaje ci$nienie, umozliwiajace filtracje krwi'®'.

komoérki podocytow naczynie wtosowate

tetniczka
odprowadzajaca btona podstawna
tetniczka ‘
doprowadzajgca kanalik proksymalny

komorki mezangium komoérki nabtonkowe

Rycina 14. Przekrdj poprzeczy ktebuszka nerkowego. Rysunek wykonany

na podstawie literatury'>,
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Filtrowane produkty przemiany materii, aby przedosta¢ sie do moczu
muszg pokona¢ bariere komorek nabtonkowych, btony podstawnej oraz

podocytow.

Btona podstawna budowana jest przez lamininy, kolagen typu 1V, kolagen
typu XVIII jak i proteoglikany. Btona ta oddziela komérki podocytéow od komorek
nabtonkowych, a jej funkcja jest zwiekszenie selektywnosci filtracyjnej ktebuszkéw

nerkowych'®2,

Podocyty wyscielajg zewnetrzng powierzchnie btony podstawne;.
Komorki te sktadajg sie z ciatka komérki oraz wypustek szczelnie otaczajacych
naczynia wtosowate. Pomiedzy wypustkami znajduje sie szczelina filtracyjna, ktora
umozliwia przenikanie produktow przemiany materii (Rycina 15). Funkcje
podocytow zalezg od prawidtowej sygnalizacji miedzykomorkowej, dlatego sa

one bardzo wrazliwe na wszelkie zmiany'®3.

Ciatko komorki

Wypustki podocytow

Naczynie wtosowate
Rycina 15. Utozenie komorek podocytow wokot naczyn wiosowatych w

ktebuszku nerkowym. Rysunek wykonany na podstawie literatury®4,

Komorki mezangium ulokowane miedzy naczyniami witosowatymi w
ktebuszku nerkowym, zdolne sg do kurczenia sie, co pozwala na mechaniczna

kontrole cisnienia w tetniczkach, wptywajac na szybkosc¢ filtracji krwi. Obszar
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mezangium odpowiada za usuwanie ztogdw filtrowanych makroczasteczek

osadzajagcych sie w btonie podstawnej'®®.

5.2 Zmiany zachodzace w kilebuszkach nerkowych podczas rozwoju

nefropatii cukrzycowej

Podczas rozwoju DN obserwuje sie wczesne zmiany w obrebie btony
podstawnej ktebuszkédw nerkowych. W poczatkowych stadiach choroby btona
podstawna ulega pogrubieniu. Zmiany w przestrzennej lokalizacji sktadnikow
btony podstawnej wptywaja na funkcjonowanie komoérek podocytéw oraz
proliferacje komodrek mezangium. Zaobserwowano pogrubienie btony
podstawnej u pacjentow z cukrzyca bez towarzyszacej albuminurii, co oznacza, ze
zmiany w grubosci btony nie sa przyczyng wystepowania biatka w moczu.
Najprawdopodobniej zmiany te sg wynikiem wczesnych uszkodzen podocytow i

pojawiajag sie w celu utrzymania czynnosci nerek ',

Zwiekszone cisnienie w tetniczkach przebiegajacych przez kiebuszek
nerkowy, prowadzi do deformacji struktury podocytéw. Komorki podocytow sg w
stanie dostosowac¢ sie do drobnych zmian. Jednakze dtugotrwate zaburzenia
prowadza do trwatych modyfikacji w cytoszkielecie komorek. W podocytach
zachodzi ekspresja receptoréw cytokin i chemokin, promujacych stan zapalny. W
omawianych stanach zapalnych komérek podocytow, wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnalizacyjne wptywaja na ich funkcje, prowadzac do zaburzen w ich
integralnosci na powierzchni btony podstawnej. Ponadto w rozwoju DN

obserwuje sie apoptoze komérek podocytéw oraz deformacje ich wypustek®”.

Stany zapalne towarzyszace rozwojowi nefropatii cukrzycowej powoduja
podwyzszong proliferacje komoérek mezangium, ktorych nadmiar deformuje
naczynia krwionosne. Ponadto obserwuje sie utrate zywotnosci komorek,
przyczyniajac sie do zwtoknienia ktebuszkow nerkowych. Deformacja naczyn

krwionosnych powoduje zwiekszenie cisnienia, ktore wptywa na proces filtracji

59



krwi'®8, Zmiany zachodzgce w strukturze bariery filtracyjnej prowadzg do zaniku

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

ZDROWA NERKA

MOCz

wypustki podocytow B e
btona podstawna 7 = a
komérki srédnabtonka a

albumina

NACZYNIE KRWIONOSNE

WCZESNY ETAP
NEFROPATII CUKRZYCOWE)

. o S Mocz
mikroalbuminuria

oderwanie podocytow ———————+" ¢

deformacja wypustek —

pogrubienie btony
podstawnej

NACZYNIE KRWIONOSNE

ZAAWANSOWANY ETAP
NEFROPATII CUKRZYCOWEJ

= mocz L

albuminuria ——

apoptoza podocytéw

szczelina miedzy ————_,
wypustkami :

pogrubienie btony a
podstawne;j NACZYNIE KRWIONOSNE

Rycina 16. Zmiany w organizacji bariery krew-mocz, obserwowane
podczas rozwoju nefropatii cukrzycowej. Rysunek wykonany na podstawie

literatury°.
5.3 Wptyw hiperglikemii na podocyty w modelu komoérkowym

Ekspozycja komorek na hiperglikemie prowadzi do insulinoopornosci, w
wyniku ktorej dochodzi do czesciowego zahamowania kontroli glikemicznej
zaleznej od insuliny. Zjawisko to obserwuje sie miedzy innymi w komérkach

wyizolowanych podocytow'’°.
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Inkubacja podocytéw w pozywce hodowlanej zawierajacej 30 mM
stezenie  glukozy powoduje zapoczatkowanie zmian patologicznych
charakterystycznych dla hiperglikemii, takich jak zaburzenia ich funkgji, czy $mier¢

komérkowa'’'.

Wykorzystujgc mysig linie komdrkowa podocytéw zbadano wptyw
ekspozycji komoérek na wysokie stezenie glukozy. W badaniach komorki
podocytow inkubowano w pozywce RPMI 1640 zawierajagcg 10% FBS oraz D-
glukoze o stezeniu 30 mM. Inkubacje prowadzono przez 2 godziny, 1 dzien, 3 dni
oraz 5 dni. Wyniki interpretowano w stosunku do podocytéw hodowanych przy
stezeniu glukozy 5,6 mM i oceniano produkcje reaktywnych form tlenu. W efekcie
tego eksperymentu ilos¢ reaktywnych form tlenu (NADP(H) oraz H202) wzrdst
istotnie w kazdym punkcie pomiarowym, aby piagtego dnia osiggna¢ przyrost
rzedu 90%. Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych w pierwszym okresie
wzrosta, co wskazuje na ich dziatanie ochronne. Niestety efekt ten zanikt po 3-5
dniach, przy jednoczesnej zwiekszonej ekspresji tych enzyméw w komorkach.
Swiadczy to o patologicznym zablokowaniu komérkowych proceséw ochronnych,
podczas dtuzszej ekspozycji na zwiekszong ilos¢ glukozy, tym samym

odzwierciedla proces nefropatii cukrzycowej w organizmie zywym'’2,
5.4 Znaczenie biatka Klotho w komarkach nerek

Biatko Klotho moze wystepowac w trzech formach: a-Klotho, ktore
wystepuje gtéwnie w komdrkach mozgu, nerek oraz watroby, B-klotho ktérego
ekspresja zachodzi gtownie w watrobie, Sledzionie oraz w nerkach. Ostatnim
przedstawicielem jest y-Klotho, wystepujagce w komérkach fibroblastow oraz
nerek. Gtéwna forma tego biatka jest a-Klotho a jego nazwa w literaturze czesto
upraszczana jest do nazwy Klotho. Klotho jest multidomenowym biatkiem

transmembranowym, ktérego budowe zaprezentowano na rycinie 1777,
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domena KL1

domena KL2

domena transmembranowa

domena cytoplazmatyczna

Rycina 17. Schematyczna budowa biatka Klotho. Rysunek wykonany na

podstawie literatury'”,

Na powierzchni btony komorkowej Klotho wiaze sie z czynnikiem wzrostu
fibroblastow — 23 (ang. Fibroblast Growth Factor, FGF-23), przyczyniajac sie do
regulacji (wchtaniania) fosforanow w kanalikach proksymalnych nerek.
Dodatkowo biatko to aktywuje receptor waniloidowy przejsciowego potencjatu 5
(ang. Transient receptor potential cation channel subfamily V. member 5, TRPV-
5), poprzez usuniecie reszty kwasu sialowego z miejsc N-glikozylacji. Proces ten
zachodzi dzieki funkcji enzymatycznej, jaka wykazuje biatko Klotho, ktére nalezy
do grupy glikozylaz. Stabilizacja TRPV-5 wptywa na wchtanianie zwrotne jonow
wapnia z moczu do krwi, ktore zachodzi w kanalikach proksymalnych nerek.

Okoto 95-98% wchtanianych jondw wapnia przebiega za posrednictwem TRPV-

5775

Poprzez aktywnos¢ proteolityczng enzymow ADAM 10 oraz ADAM 17,
biatko Klotho moze ulegac rozszczepieniu w dwdch miejscach. Pierwsze z nich
zlokalizowane jest pomiedzy domeng transmembranowa a domena KL2.
Produktem hydrolizy jest rozpuszczalna forma Klotho o masie 130 kDa, sktadajaca
sie z domen KL1 oraz KL2. Drugie miejsce hydrolizy zlokalizowane jest pomiedzy

domenami KL1 oraz KL2. Produktem hydrolizy tego wigzania jest domena KL1 o
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masie 68 kDa. Uwalnianie rozpuszczalnych form biatka do krwioobiegu oraz
moczu jest Scisle powigzane z patologig chorob nerek. Grupa badawcza A.
Piwkowskiej wykazata wzrost stezenia rozpuszczalnych form biatka w surowicy,
przy jednoczesnym spadku stezenia biatka transmembranowego w komérkach
podocytdw u szczurdw z indukowang cukrzyca. Wykazano takze znaczacy wptyw
rozpuszczalnych form biatka na metabolizm glukozy w komorkach podocytéw.
Ponadto  przeprowadzone  badania  wobec  komodrek  podocytow
odzwierciedlajgcych warunki hiperglikemii wykazaty zwiekszong aktywnosc¢
enzymu ADAM 10, odpowiedzialnego za procesowanie rozpuszczalnych form

biatka Klotho na powierzchni komérki'’e,

U myszy z ostrym uszkodzeniem nerek stwierdzono ochronne dziatanie
rozpuszczalnych form biatka Klotho, ktére hamowaty rozwoj zwtdknienia tkanek
nerek. Dziatanie to moze wynikac z regulacji dziatania transformujgcego czynnika
wzrostu B1. Rozpuszczalna forma biatka Klotho poprzez oddziatywanie z
receptorem tej cytokiny blokuje dalsze szlaki sygnalizacyjne, ktore sa
odpowiedzialne za wzrost komérek, ich proliferacje oraz hamowanie apoptozy.
Rozpuszczalna forma biatka Klotho moze takze wigzac sie z tratwami lipidowymi,
znajdujacymi sie w btonie komérkowej. Poprzez te aktywnos¢ rozpuszczalna
forma biatka Klotho blokuje $ciezki sygnatowe zalezne od kinazy 3 -
fosfatydyloinozytolu, ktora jest odpowiedzialna za proliferacje, roznicowanie oraz
dalsza sygnalizacje w szlakach komérkowych np. w kontroli ekspresji genéw

regulujacych przebieg apoptozy'’’.

Szereg przeprowadzonych badan wykonanych z uzyciem komoérek
nabtonkowych kanalikow proksymalnych nerek, komorek srodbtonka naczyn
ktebuszkow nerkowych oraz komérek mezangialnych ktebuszkéw nerkowych,
wobec ktérych indukowano stany fizjologiczne odpowiadajace nefropatii

cukrzycowej, wykazaty protekcyjne dziatanie biatka Klotho. W badaniach tych
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zaobserwowano zmniejszenie stopnia zwidknienia, spadek reaktywnych form
tlenu, ztagodzenie stanu zapalnego oraz zahamowanie procesu apoptozy.
Wykazano takze, ze stezenie biatka Klotho w komérkach spada wraz z rozwojem
cukrzycy (zaréwno typu 1 jak i 2), z kolei stezenie form rozpuszczalnych wzrasta.
W badaniach klinicznych obserwowano niski poziom rozpuszczalnej formy biatka
Klotho u 0s6b z niewydolnoscia nerek. Ponadto wykazano zmniejszenie ekspres;ji
biatka Klotho u pacjentéw we wczesnych stadiach DN, a wraz z rozwojem choroby

odnotowano dalszy spadek'’®.

Wptyw rozpuszczalnych form biatka Klotho w patogenezie nefropatii
cukrzycowej wydaje sie istotnym aspektem w okresleniu mechanizméw
odpowiedzialnych za ochrone komodrek nerek przed stanem zapalnym,

zwidknieniem i apoptoza.
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1. Chemia kombinatoryczna

Pierwsze metody chemii kombinatorycznej, zostaty opracowane w
potowie lat osiemdziesigtych dwudziestego wieku, ograniczajac sie do syntezy
bibliotek z wykorzystaniem uktadéw biologicznych: fagoéw, plazmidéw, drozdzy
czy bakterii. Strategia syntezy zostata szeroko rozwinieta i obecnie znajduje
zastosowanie w odkrywaniu oraz optymalizacji lekow jak i w diagnostyce chorob.
Metoda ta generuje duza liczbe zwigzkdw w niewielu krokach syntezy,
umozliwiajac wykonanie szybkich badan przesiewowych. Algorytm rozwigzywania
otrzymanych na drodze syntezy bibliotek peptydowych pozwala sposréd miliona
zwigzkdéw wyselekcjonowac strukture jednego selektywnego wobec wybranego
czynnika'”®. Technika syntezy porcjowania i tgczenia (ang. mix and split) zostata
zaproponowana w 1988 roku do generowania duzych bibliotek peptydow.
Metode stosuje sie z wykorzystaniem syntezy na nosniku statym. W technice tej
nosnik dzielony jest na ,n" czesci i poddawany reakcji z X' reagentami. W
nastepnym kroku cato$¢ nosnika taczy sie w jednym naczyniu i ponownie dzieli
na poszczegodlne naczynia reakcyjne. llos¢ powtarzalnych krokow zalezy od ilosci
dotaczanych reagentow. Zaletami tej metody jest niewielka ilos¢ naczyn
reakcyjnych niezbedna do syntezy wielu zwigzkdw oraz mozliwos¢ syntezowania
duzych bibliotek. Liczba produktéw otrzymanych z wykorzystaniem tej syntezy

ro$nie wyktadniczo, zgodnie ze wzorem'8°:
K= x"
gdzie: K — liczba produktow
x — liczba stosowanych modyfikacji

n — liczba pozycji z wprowadzanymi modyfikacjami
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Rycina 18. Schemat tworzenia biblioteki peptydowej metoda chemii
kombinatorycznej ,porcjowania i taczenia”. Niebieska kulka odpowiada ziarnu

zywicy, pozostate resztom aminokwasowym. Rysunek wykonany na podstawie

literatury 8",
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Na powyzszej rycinie 18 zobrazowano synteze biblioteki peptydowej,
sktadajacej sie z trzech reszt aminokwasowych. Zastosowanie metody
.porcjowania i taczenia” pozwala otrzymaé wszystkie mozliwe kombinacje w

trzech krokach syntezy.

Proces dekonwolucji polega na wyselekcjonowaniu sposrdd mieszaniny
otrzymanych sekwencji aktywnego biologicznie zwigzku'®. Do metod
pozwalajacych okresli¢ strukture biologicznie aktywnego zwigzku zalicza sie
metode iteracyjng oraz skanowanie pozycyjne. Metoda iteracyjna polega na
analizie kazdej z pozycji substratu, wobec badanego enzymu proteolitycznego.
Identyfikacje prowadzi sie stosujac resynteze wszystkich pozycji biblioteki.
Skanowanie pozycyjne polega na syntezie mniejszych podbibliotek zawierajacych
statg sekwencje w okreslonych pozycjach reszt aminokwasowych. W metodzie tej
nie wykonuje sie resyntezy. Na podstawie analizy wynikdw wybiera sie sekwencje
substratu, wobec ktorego enzym wykazuje najwiekszg aktywnos¢ w kazdej

podbibliotece®,
2. Synteza peptydow

Zastosowanie odpowiedniej taktyki w trakcie syntezy peptydow to
niezbedny element do otrzymywania bibliotek peptydowych. Ze wzgledu na
wysoka wydajnos¢ oraz ftatwos¢ w dzieleniu i tgczeniu na poszczegolnych etapach
syntezy, wykorzystuje sie synteze na nosniku statym (ang. Solid Phase Peptide

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

2.1 Nosnik staty
W zaleznosci od oczekiwanego produktu, do syntezy peptydow
wykorzystuje sie rozne nosniki state. Nosnik taki sktada sie z rdzenia (najczesciej
polistyrenowego badz polietylenoglikolowego), ktéry moze by¢ dodatkowo

funkcjonalizowany linkerami. Najistotniejszymi parametrami zywic sa: srednica
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ziaren, stopien sieciowania oraz stopien osadzenia. Wybierajac zywice do syntezy
zwraca sie szczego6lng uwage na:
e kompatybilnos¢ zywicy z warunkami prowadzenia reakgji
e rozmiar ziaren oraz stopien sieciowania, ktére decyduja o tatwosci dyfuzji
rozpuszczalnika oraz reagentow
e stopien osadzenia zywicy, ktory powinien by¢ odpowiednio dobrany do

dtugosci sekwencji syntezowanych peptydow

W ramach wykonywanych badan stosowane byty dwa rodzaje no$nikow

statych:

e ZYWICA TENTA GEL SRAM
Zywica ta charakteryzuje sie wysokim stopniem pecznienia w
rozpuszczalnikach niepolarnych oraz niskim stopniem w rozpuszczalnikach
polarnych. Funkcjonalizowana jest linkerem, zawierajagcym aktywna grupe

aminowa i nalezy do grupy zywic amidowych (Rycina 19)'84,
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Rycina 19. Wzor potstrukturalny linkera przytaczonego do zywicy TENTA
GEL SRAM. Rysunek wykonany na podstawie literatury'®.
e ZYWICA 2-CHLORO-CHLOROTRITYLOWA
Funkcjonalizowana jest linkerem zawierajagcym dwa atomy chloru, w czym
jeden zlokalizowany jest poza ugrupowaniem aromatycznym, ktory petni role

grupy odchodzacej w reakgji sprzegania. Zywica ta jest szczegdlnie wrazliwa na
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warunki kwasowe, alkohole oraz fenole. Stosowanie tagodnych warunkow w
trakcie odszczepiania peptydu z nosnika, pozwala na zachowanie grup
ochronnych w tancuchach bocznych reszt aminokwasowych. W przeciwienstwie
do zywicy Tenta Gel SRAM, produkt posiada wolng grupe a-karboksylowa na C-
koncu peptydu (Rycina 20)8¢.

Cl

: o>

Rycina 20. Wzér potstrukturalny linkera przytaczonego do zywicy 2-

chloro-chlorotritylowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury'®’.
2.2 Pochodne aminokwasow i ich grupy ochronne

Wszystkie aminokwasy w stosowanej syntezie (z wyjatkiem glicyny)
posiadaty konfiguracje wzgledna L. Grupa alfa-aminowa posiadata ostone 9-
fluorenylometoksykarbonyl — Fmoc, ktora wykluczata niepozadane reakcje
uboczne. Zastosowana grupa protekcyjna jest stabilna w warunkach acylowania.
Aminokwasy zawierajgce grupy funkcyjne w tancuchu bocznym posiadaty
dodatkowe grupy ochronne'®, Aminokwasy stosowane do syntezy, to:

e Fmoc-Ala-OH

Fmoc-Arg(Pbf)-OH

Fmoc-Asn(Trt)-OH

Fmoc-Phe-OH

Fmoc-Gly-OH

Fmoc-GIn(Trt)-OH
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e Fmoc-His(Trt)-OH

e Fmoc-Ile-OH

e Fmoc-Asp(OtBu)-OH

e Fmoc-Glu(OtBu)-OH

e Fmoc-Leu-OH

e Fmoc-Lys(BOC)-OH

e Fmoc-Met-OH

e Fmoc-Pro-OH

e Fmoc-Ser(tBu)-OH

e Fmoc-Thr(tBu)-OH

e Fmoc-Trp(BOC)-OH

e Fmoc-Tyr(tBu)-OH

e Fmoc-Val-OH

2.3 Automatyzacja procesu syntezy peptydow
Synteze peptydéw mozna prowadzi¢ zarowno manualnie jak i przy uzyciu

metod automatycznych. Synteza mikrofalowa pozwala na znaczne skrdcenie
czasu syntezy peptydu. Zastosowanie w trakcie syntezy specjalnego, obojetnego
chemicznie reaktora sprawia, ze promieniowanie mikrofalowe jednorodnie
ogrzewa probke. Aby zapewni¢ mieszanie reagentdw w naczyniu reakcyjnym
stosuje sie gazowy azot lub mieszanie magnetyczne, z czego druga forma nie jest
zalecana ze wzgledu na ryzyko uszkodzenia zywicy. W trakcie syntezy stosuje sie
standardowe odczynniki sprzegajace oraz DMF jako rozpuszczalnik ze wzgledu
na swoje wiasciwosci przekazywania energii cieplnej. Wzrost temperatury
mieszaniny reakcyjnej do 60°C prowadzi do okoto 50-krotnego wzrostu szybkosci
reakcji. Zastosowanie automatycznej syntezy mikrofalowej prowadzi do

otrzymania w krotkim czasie peptyddéw o wysokiej czystosci'®.
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2.4 Stosowane aktywatory

Do prawidtowego przebiegu reakgji tworzenia wigzania peptydowego,
niezbedna jest aktywacja grupy karboksylowej. Czesto wykorzystywanymi
czynnikami aktywujacymi sg TBTU, HBTU oraz HATU, ktore przeksztatcajg grupe
karboksylowg w aktywny ester uroniowy. W reakcji wykorzystuje sie réwniez
trzeciorzedowa amine np. DIPEA, ktéra ma za zadanie wytworzenie karboksylanu.
W przypadku stosowania tej strategii niezwykle istotne jest, aby najpierw
wytworzy¢ karboksylan i dopiero w nastepnym kroku doda¢ do mieszaniny
reakcyjnej aktywatory. Zapobiega to zajsciu reakcji ubocznych z wolng grupa
aminowa. Mozna takze zastosowac tagodniejsze warunki reakcji, wykorzystujac
zwigzki  karboimidowe'®. Aktywne pochodne mozna uzyska¢ réwniez
przeksztatcajac grupe karboksylowa w azydek badz chlorek, jednak wiagze sie to z
duzym prawdopodobienstwem racemizacji.

3. Metody analizy aktywnosci proteolitycznej enzymoéw

Aktywnosc proteolityczng enzymow mozna analizowac z wykorzystaniem

substratéw peptydowych'91192:

e substraty chromogeniczne;

e substraty fluorogeniczne;

e substraty wykorzystujgce wewnatrzczasteczkowy transfer energii
wzbudzenia elektronowego.

3.1 Substraty chromogeniczne

Zwiagzki te w sekwencji oprocz fragmentu peptydowego posiadaja
chromofor wykazujacy absorpcje w zakresie dtugosci fal UV-VIS. W wyniku reakg;ji
hydrolizy obserwujemy przesuniecie maksimum absorpgcji produktu wzgledem
substratu. Metoda ta polega na pomiarze stezenia uwalnianego chromofora w
czasie rzeczywistym, co pozwala na monitorowanie przebiegu reakgji hydrolizy.

W celu zweryfikowania obecnych produktow hydrolizy stosowane sa metody
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chromatograficzne badZz spektrometria mas. Przyktadowe chromofory

wykorzystywane do syntezy substratéw zestawiono w tabeli 37977,

Tabela 3. Przyktady zwigzkdw, wykorzystywanych do syntezy substratow

chromogenicznych.

Dtugosc fali
Nazwa zwigzku Wzor potstrukturalny
absorbangji
ANB 2
410 nm on
kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy
PAZ o
320 nm v
kwas 4-(fenyloazo)benzoesowy O/ N
p_ N A NH,
400 nm
p-nitroanilina o

3.2 Substraty fluorogeniczne

Substraty fluorescencyjne w sekwencji posiadaja fluorofor, ktéry zostaje
uwolniony z sekwencji w wyniku reakcji enzymatycznej. Fluorofor wykazuje
zjawisko fluorescencji, ktérym jest emitowanie swiatta przez wzbudzona
czasteczke w wyzszym stanie elektronowym, podczas przechodzenia do stanu
podstawowego. Emitowane fotony wykazuja nizsza energie od tych, ktorymi
wzbudzono czasteczke, zatem obserwowana fluorescencja wystepuje przy
wiekszych dtugosciach fali wzgledem pasm wzbudzenia. Rdznica ta okreslana jest
mianem przesuniecia Stokesa, a wielko$¢ przesuniecia zalezy od zastosowanego

fluorofora oraz jego otoczenia'”.

Z zastosowaniem tej metody obecnos¢ enzymu mozna okresli¢ zarowno

jakosciowo jak i ilosciowo. Przyrost intensywnosci fluorescencji mozna mierzy¢ w
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czasie rzeczywistym, co odpowiada aktywnosci proteolitycznej enzymu. Substraty
fluorescencyjne sa najczesciej stosowane w przypadku okreslania aktywnosci
egzopeptydaz. Produkty hydrolizy sg mozliwe do scharakteryzowania poprzez
metody chromatograficzne badz spektrometrie mas. Przyktadowe fluorofory
zostaty przedstawione w tabeli 4796797,

Tabela 4. Przyktady zwigzkdw, wykorzystywanych do syntezy substratow
fluorescencyjnych.

Dtugosc fali  Dtugosc

Nazwa zwigzku Wzor pofstrukturalny
wzbudzenia  fali emisji

MCA
kwas (7-metoksy-4- 322 nm 381 nm /O\/Q:OH
kumarylo)octowy ~o 0
ACC
7-amino-4- 325 nm 400 nm /CE%UH
karbamoilometylokumaryna . o
AMC
7-amino-4 metylokumaryna 341 nm 441 nm m

5-FAM O

492 nm 517 nm

5-karboksy fluoresceina O ~ O
FITC O
S

498 nm 517 nm
izotiocyjanian fluoresceiny O

RODAMINA B 553 nm 627 nm O \
o N/\
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3.3 Substraty fluorogeniczne wykorzystujace wewnatrzczasteczkowy

transfer energii wzbudzenia elektronowego

Wewnatrzczasteczkowy transfer przeniesienia elektronu (ang. Froster
Resonance Energy Transfer (FRET)) wystepuje miedzy dwoma czasteczkami
znajdujacymi sie w bliskim sasiedztwie. Procesy absorpcji i emisji energii
obserwowane pomiedzy donorem a akceptorem fluorescencji opisywane sa przez
diagram Jabtonskiego, przedstawiony na rycinie 21.

DONOR AKCEPTOR

ENERGIA

_|
=
=
=
LN
T
m
pe=)
)
=)
m
_'
FLUORESCENCIA

S

Rycina 21. Diagram Jabtonskiego ilustrujacy przejscia energetyczne
obserwowane pomiedzy donorem a akceptorem, wykazujgcymi zjawisko FRET.
So — podstawowy stan energetyczny, S1—wzbudzony stan energetyczny. Rysunek

wykonany na podstawie literatury ',

Wybrane pary musza spetnia¢ warunek naktadania sie widma emisyjnego
donora z widmem absorpcyjnym akceptora fluorescencji. Obszar ten zostat

zaznaczony na rycinie 22 szarym kolorem',

75



-

widmo widmo  widmo widmo
absorpj emisji  absorpgji emisji
donora donora akceptora  akceptora

Intensywnosc fluorescencjifabsorbancja

AN R

dtugosc fali [nm]

Rycina 22. Zalezno$¢ widm wzbudzenia oraz emisji dla donora i

akceptora, tworzgcych pare FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury?®.

Im wiekszy zakres naktadania sie omawianych widm, tym lepsza
wydajnos¢ FRET. W badaniach biologicznych istotng cecha jest odlegtos¢ w
tancuchu peptydowym pomiedzy donorem a akceptorem, w obrebie ktorej
obserwuje sie omawiane zjawisko i wynosi od 20 do 100 A. Przyktadowe pary

donor-akceptor przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Przyktady par

substratow FRET.

donor-akceptor stosowanych do syntezy

DONOR

AKCEPTOR

Nazwa zwigzku

Wzor pofstrukturalny

Nazwa zwigzku

Wzor pofstrukturalny

ABZ (Awz = 325 nm, Aem = 400 nm)
kwas 2-aminobenzoesowy

NH2

OH

DNP Az = 380)
2,4-dinitrofenol

O,N NO,
Hoi :

Tyr(3-NO2) (Asp = 420 nm)
3-nitro-L-tyrozyna

NH,

o

OH

MCA (Awz = 322 nm, Aem = 381 nm)
kwas (7-metoksy-4-kumarylo)octowy
Q

OH

X

~

Q 0 o

ANB (Aap = 410 nm)
kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy

NH,

EDANS (Awz = 342 nm, Aem = 496 nm)
kwas 5-[(2-aminoetylo)amino]naftalen-1-

sulfonowy
NH
HN/\/ :

SOH

DABCYL (Aab = 463 nm)
kwas 4-(4'-dimetyloaminofenyloazo)-

benzoesowy
OH

5-FAM (Awz = 490 nm, Aem = 515 nm)
5-karboksy fluoresceina

N
SO
\N
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Omawiana metoda znajduje szerokie zastosowanie w analizie interakgji
zwigzkow biologicznie czynnych, badaniu regulacji procesow komorkowych oraz
aktywnosci enzymatycznej. Ogromng zaleta jest mozliwo$¢ zastosowania tej
techniki w czasie rzeczywistym, na zywych komorkach. Ponadto obecnie znanych
jest wiele roznych par donor-akceptor, co daje wiele mozliwosci dostosowania
parametrow do konkretnego typu badan®'. Substraty FRET, to krotkie zwigzki
zawierajace szkielet peptydowy oraz donor i akceptor fluorescencji w koncowych
fragmentach zwiagzku. Bliska obecnos¢ donora i akceptora pozwala na zachowanie
transferu energii i nie obserwuje sie zmian w intensywnosci fluorescencji. Obecny
w roztworze enzym proteolityczny, ktory hydrolizuje wigzanie peptydowe w
substracie, powoduje oddalenie sie w przestrzeni donora i akceptora
fluorescencji, przez co transfer FRET jest niemozliwy (Rycina 23). W omawiane;j
sytuacji obserwuje sie przyrost intensywnosci fluorescencji pochodzacej od
donora, w czasie trwania reakcji enzymatycznej. Analizowany wzrost fluorescencji

jest wprost proporcjonalny do aktywnosci enzymu?%2.

)

DONOR_ ™ /7| AKCEPTOR

@)’(9

| AKCEPTOR

DONOR

DONOR .~ AKCEPTOR

_|_

Rycina 23. Schemat hydrolizy enzymatycznej substratu peptydowego

wykazujacego zjawisko FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury®®,
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3.4 Notacja Schechtera i Bergera

Zgodnie z nomenklaturg wprowadzong przez Schechtera i Bergera,
tancuchy boczne reszt aminokwasowych oddziatuja z kieszeniami centrum
aktywnego enzymu. Reszty aminokwasowe w pozycjach nieprimowanych
znajduja sie po N-koncowej stronie hydrolizowanego wigzania peptydowego, z
kolei pozycje primowane w (-koncowej czesci. Gtdwne zatozenie tej
nomenklatury definiuje pozycje hydrolizowanego wigzania peptydowego,
znajdujacego sie zawsze pomiedzy resztami aminokwasowymi w pozycjach P1 a

P1' substratu (Rycina 24)%%,

MIEJSCE HYDROLIZY
|

Rycina 24. Schematyczne przedstawienie miejsca aktywnego enzymu

wedtug nomenklatury Schechtera i Bergera. Rysunek wykonany na podstawie

literatury?°>.

4. Wyznaczanie parametrow kinetycznych substratow
Wzdr ogolny przedstawiajacy przeksztatcenie substratu (S) w produkt (P)

w reakcji katalizowanej przez enzym (E) okresla rbwnanie:

Ky k,
E+S —— ES

K4

E+P

Zgodnie z przedstawionym réwnaniem powstajacy na drodze reakcji

kompleks ES moze rozpadac sie na dwa sposoby — poprzez dysocjacje na Ei S ze
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statg szybkosci k-1 badZ ulega przeksztatceniu z utworzeniem produktu, ze stata

szybkosci ko?%.
Szybkos$¢ poczatkowa reakcji zalezy zarédwno od szybkosci rozpadu
kompleksu, jak i od szybkosci jego tworzenia, dlatego stata rownowagi

tworzacego sie kompleksu nazywana statag Michaelisa [Km], okres$la sie wzorem:

k_ +k
KM: R
Rl

[E]X[S]
[ES]

Szybkos¢ reakcji enzymatycznej silnie zalezy od stezenia substratu. Przy
wyzszych stezeniach substratu, szybkos¢ reakcji zbliza sie do maksimum [Vmax],
wynikajacego z catkowitego wysycenia miejsc reaktywnych enzymu. Dalsze
zwiekszanie stezenia substratu nie wptywa na szybkos¢ reakcji enzymatycznej.

Zaleznosc ta zostata opisana rownaniem Michaelisa-Menten:

V. X[S]

max

Ky (5]

Rozwigzaniem omawianego rownania jest krzywa Michaelisa-Menten

(Rycina 25)%%.

)

;5 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, — Vmax
g - _

U

<

% / 1\/
et 2 ' max
U

O

N~

o

>

N

wv |

KM STEZENIE SUBSTRATU [mol/dm?]

Rycina 25. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia

substratu. Rysunek wykonany na podstawie literatury®®,
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Na podstawie omoéwionych danych mozna wyznaczy¢ nastepujace

parametry kinetyczne enzymu:

Vmax — maksymalna szybkos$¢ reakcji enzymatycznej, dla ktérej
dalsze zwiekszanie stezenia substratu nie wptywa na jej wartos¢;
Km — stata Michaelisa — okresla stezenie substratu, przy ktorym
szybkos¢ reakcji enzymatycznej wynosi potowe maksymalnej
szybkosci. Okresla powinowactwo do substratu a im mniejsza
wartos¢, tym powinowactwo jest wieksze;

keat — stata katalityczna — okresla liczbe czasteczek substratu, ktore
zostaty zhydrolizowane przez czasteczke enzymu, w przeliczeniu
na jedna sekunde;

keat/Km — miara wydajnosci katalitycznej enzymu. Informuje o
efektywnosci enzymatycznej wzgledem badanego substratu.
Wieksza wartos¢ statej wskazuje na wiekszg preferencje enzymu

wzgledem danego substratu.

Wyznaczenie parametrow kinetycznych pozwala na okreslenie

efektywnosci hydrolizy proteolitycznej enzymdw. Analizowane wyniki pomiaréw,

moga réznic sie miedzy soba w zaleznosci od warunkdédw pomiarowych, takich jak

pH, temperatura, obecno$¢ inhibitora badz aktywatora®®.
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CEL PRACY




Enzymy proteolityczne to grupa specyficznych biatek wykazujacych
zdolnos¢ do katalizowania rozpadu wigzania peptydowego. Zmiany w ich

aktywnosci sa przyczyna wielu choréb.

Gtownym celem niniejszej pracy byto otrzymanie metodami chemii
kombinatorycznej selektywnego substratu fluorogenicznego wzgledem enzymu
ADAM 17. Enzym ADAM 17 odgrywa istotna role w biologii komérek. Proteaza ta
bierze udziat w wielu procesach biologicznych, a jej zwiekszona aktywnosc¢
przyczynia sie do rozwoju stanow zapalnych, choréb nowotworowych, choréb
uktadu krazenia, nefropatii cukrzycowej oraz innych choréb uktadu wydalniczego.
Poznanie wtasciwosci enzymu ADAM 17 oraz funkgji jakie petni w organizmie sa

wcigz wyzwaniem nauki.

W ramach gtéwnego celu rozprawy doktorskiej zaplanowatam realizacje

celéw szczegotowych:

»  Dekonwolucje tetrapeptydowe;j biblioteki substratow
chromogenicznych wobec enzymu ADAM 17, o wzorze ogolnym:

ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH:2

Gadzie: X4, X3, Xz, X1 - aminokwasy biatkowe z wyjatkiem cysteiny

ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy

ANB-NH> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego

»  Dekonwolucje heptapeptydowej biblioteki substratow
fluorescencyjnych wobec enzymu ADAM 17, o wzorze ogolnym:

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2"-X3"-Tyr(3-NO2)-NH:

Gazie: X3, Xz, X1~ reszty aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny

ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy

Tyr(3-NOz)-NH> — amid 3-nitro-L-tyrozyny

»  Okreslenie wptywu modyfikacji C-koncowego ugrupowania na

szybkos¢ hydrolizy substratu.
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»  Wyznaczenie parametrow kinetycznych: statej Michaelisa (Kw),
szybkosci maksymalnej (Vimax), statej katalitycznej (kcat) oraz statej specyficznosci
(kcat/Km) dla najefektywniej hydrolizowanych substratéw.

> Okredlenie tendencji zmian w aktywnosci enzymu ADAM 17 w
materiale biologicznym (lizaty komérkowe, medium zewnatrzkomorkowe).

»  Préba wyznaczenia zaleznosci miedzy aktywnoscia enzymu w

moczu a cukrzyca i jej powiktaniami.
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BADANIA WrASNE




1. Okreslenie pierwszorzedowej specyficznosci substratowej enzymu

ADAM 17 w pozycji X1

Wykorzystujac dziewietnascie bibliotek peptydowych ze znang pozycja X1
(zsyntezowane w zespole badawczym dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG),
okreslitam specyficznos¢ pierwszorzedowa (w pozycji X1) enzymu ADAM 17. Wzor

0golny bibliotek przedstawitam ponize;:
ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH:
Gdzie: X4, X3, Xo, X7 - aminokwasy biatkowe z wyjatkiem cysteiny
ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy
ANB-NH:> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego

W  wyniku hydrolizy wigzania amidowego pomiedzy resztg
aminokwasowa w pozycji X1 a amidem kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego
obserwowatam wzrost absorbancji w czasie. Hydroliza pozostatych wigzan
peptydowych w bibliotekach nie powodowata uwolnienia chromoforu (ANB-NH>)
i w tym przypadku nie obserwowatam zmiany. Podsumowujac, wzrost absorbancji
podczas inkubacji biblioteki z enzymem wynika wytacznie z hydrolizy wigzania
peptydowego zlokalizowanego pomiedzy resztg aminokwasowa w pozycji X1 a

chromoforem (Rycina 26).

86



POMIAR ABSORBANCII

ABZ X, X3 X, X, ANB-NH,

|

MIEJSCE HYDROLIZY

POMIAR FLUORESCENCII

ABZ X, X; X, X, ANB-NH,

]

POTENCJALNE MIEJSCA HYDROLIZY

Rycina 26. Zestawienie potencjalnych miejsc hydrolizy w stosowanym

substracie w trakcie pomiaru przyrostu absorbancji oraz fluorescencji.

Pomiary przyrostu absorbancji wykonatam przy uzyciu czytnika
mikroptytek Spectrostar Nano firmy BMG Labtech, Niemcy, w trybie ciggtego
pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 410 nm. Otrzymane wyniki opracowatam
w formie wykresow, wykorzystujagc program GraphPad Prism, obrazujacych

przyrost absorbancji w czasie trwania reakgcji.

Nawazke 5 mg wybranej biblioteki rozpuscitam w 1 mL DMSO. Nastepnie
roztwor rozcienczytam 10-krotnie buforem pomiarowym zawierajagcym: 25 mM

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

Do studni pomiarowych bezbarwnej ptytki 96-dotkowej dodawatam po
20 pL wybranego roztworu biblioteki. Nastepnie do kazdej ze studni dodawatam
mieszanine enzymu oraz buforu pomiarowego. Stezenie enzymu ADAM 17 w
dotku pomiarowym wynosito 9,65x10° M. W celu wykluczenia autohydrolizy

podbibliotek przygotowatam uktady odniesienia w ktorych znajdowaty sie
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wytacznie wybrane roztwory podbibliotek oraz bufor pomiarowy. Kazdy pomiar

wykonywatam w trzech powtdrzeniach.
2. Okreslenie specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X4

W kolejnym etapie dekonwolucji okreslitam reszte aminokwasowg w
pozycji Xa. Wykorzystatam 19 podbibliotek z resztg aminokwasowa Ala w pozycji
X1 (wynik otrzymany w ramach realizacji punktu 1. Okreslenie pierwszorzedowej

specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X7).
Wzér ogdlny biblioteki:
ABZ-X4-X3-X2-Ala-ANB-NH;
Gdzie: X4, X3, Xo - aminokwasy biatkowe z wyjatkiem cysteiny
ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy
ANB-NH:> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego

W eksperymencie poddatam analizie 19 podbibliotek, ze znang reszta
aminokwasowg w pozycji X4, ktore w pozycjach Xz i Xo zawieraty wszystkie

mozliwe kombinacje.

Dekonwolucje 19 podbibliotek wykonatam analogicznie do procedury
opisanej w punkcie 1. Okreslenie pierwszorzedowej specyficznosci substratowej
enzymu ADAM 17 w pozygji X;. Stezenie koncowe enzymu ADAM 17 wynosito
9,65x10° M.
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3. Okreslenie specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X3

W oparciu o wyniki otrzymane w ramach realizacji punktéw 1. Okreslenie
pierwszorzedowej specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji Xi
oraz 2. Okreslenie specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycii X,

zsyntezowatam biblioteke o wzorze ogo6lnym:
ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH:
Gdzie: X3, Xz - aminokwasy biatkowe z wyjatkiem cysteiny
ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy
ANB-NH:> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego
3.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki
e Cykle przemywan zywicy

W trakcie prowadzenia syntezy biblioteki peptydowej, wykonywatam

cykle przemywan zgodnie z nastepujacymi krokami:

o z uzyciem DMF potaczone z wytrzasaniem (wytrzasarka
laboratoryjna mechaniczna - typ 358A, firmy ELPIN+, Polska), czas
trwania 2 minuty. Etap powtarzany trzykrotnie;

o zuzyciem izopropanolu potgczone z wytrzasaniem, czas trwania 2
minuty. Etap powtarzany trzykrotnie;

o zuzyciem DCM potaczone z wytrzgsaniem, czas trwania 2 minuty.
Etap powtarzany trzykrotnie.

e  Wykonywanie barwnego testu chloranilowego

Test barwny wykonywatam w celu okreslenia obecnosci wolnej grupy
aminowej. Niewielka porcje zywicy wprowadzitam do szklanej probdwki testowe;.
Kolejno dodatam 100 pL roztworu chloranilu w toluenie oraz 100 pL acetaldehydu.

Nastepnie mieszanine pozostawitam na osiem minut, po czym obserwowatam
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wybarwienie ziaren peptydylozywicy. Analizujgc wynik testu obserwuje sie zielone
ziarna zywicy, co $wiadczy o obecnosci wolnej grupy aminowej. Wynik w postaci
bezbarwnych ziaren peptydylozywicy, $wiadczy o braku wolnych grup

aminowych.

e Deprotekcja grupy ostonowej Fmoc z wykorzystywanych do

syntezy reszt aminokwasowych

Deprotekcje grupy ostonowej Fmoc przeprowadzatam zgodnie z

nastepujacym schematem:

o 20 % roztwér piperydyny w NMP 3 minuty wytrzasania
e Ptukanie przy uzyciu DMF 2 minuty wytrzasania
e 20 % roztwor piperydyny w NMP 8 minut wytrzasania

e Ptukanie przy uzyciu DMF 2 minuty wytrzasania

e 20 % roztwor piperydyny w NMP 8 minuty wytrzasania

Po kazdej wykonanej deprotekgji przeprowadzatam cykl przemywan oraz

barwny test chloranilowy.

e Reakcja acylowania z wykorzystaniem HBTU, TBTU oraz HATU jako

aktywatoréw

Peptydylozywice zawierajaca wolng grupe aminowa poddawatam
trzykrotnie reakcji acylowania. Stosunki molowe reagentéw wynosity
odpowiednio: aminokwas:OXYMA:DIPEA:czynnik sprzegajacy, 3:3:6:3 w stosunku
do osadzenia peptydylozywicy. Stosowane czynniki sprzegajace to HBTU, TBTU
lub HATU. Reagenty rozpuszczatam w mieszaninie DMF.DCM:NMP w stosunku
objetosciowym 1:1:1. Reakcje acylowania prowadzitam maksymalnie 24 godziny,
stosujgc wytrzasanie przy uzyciu mechanicznej wytrzgsarki laboratoryjnej. Po

zakonczeniu kazdej z reakcji wykonywatam cykl przemywan.
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3.2 Synteza tetrapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-X3-Xz-Ala-
ANB-NH:

Synteze biblioteki tetrapeptydowej wykonatam z zastosowaniem zywicy

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

W pierwszym etapie 17,1 g zywicy umiescitam w naczyniu Merrifield'a.
Nastepnie wykonatam deprotekcje grupy ostonowej Fmoc zgodnie z procedura

opisang w poprzednim podrozdziale.

Zywice z wolng grupa aminowa poddatam cyklowi przemywan:

5% roztwor N-metylomorfoling w DMF 5 minut wytrzasania

Ptukanie przy uzyciu DMF 2 minuty wytrzasania

5% roztwor N-metylomorfoling w DMF 5 minut wytrzasania

Trzykrotne ptukanie przy uzyciu DMF 2 minuty wytrzasania
3.3 Przylaczanie do zywicy chromoforu ANB

Drugim etapem syntezy byto dotaczenie do peptydylozywicy chromoforu
ANB. Do naczynia Merrifield'a wprowadzitam mieszanine reagentow
ANB:TBTU:DMAP:DIPEA, w stosunku molowym 3:3:2:6 wzgledem osadzenia
zywicy?'%. Reagenty rozpuscitam w DMF. Reakcje prowadzitam 3 godz. z
wykorzystaniem wytrzgsarki laboratoryjnej. Nastepnie odsgczytam mieszanine
poreakcyjng i przeprowadzitam cykl przemywan: 5 % roztworem N-
metylomorfoliny w DMF, 3 x DMF. Ponownie przeprowadzitam reakcje
acylowania, stosujgc HBTU jako aktywator (czas trwania reakcji 3 godz.). Po
zakonczonej reakcji ponownie wykonatam cykl przemywan, ptukanie N-
metylomorfoling oraz przygotowatam reagenty do ponownego przeprowadzenia
reakcji acylowania z zastosowaniem aktywatora HATU. Reakcje prowadzitam

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

pozycji P1 biblioteki

W kolejnym kroku syntezy biblioteki tetrapeptydowej, dotaczytam do
chromoforu reszte aminokwasowa w pozycji P1 = Fmoc-Ala-OH. Stosunek
molowy zastosowanych reagentéw Fmoc-Ala-OH:POCI3 wynosit 9:9 wzgledem
osadzenia zywicy?'?. Nosnik staty umiescitam w kolbie okragtodennej. Reszte
aminokwasowa rozpuscitam w bezwodnej pirydynie stosujac 10 mL pirydyny na 1
g peptydylozywicy. Rozpuszczong Fmoc-Ala-OH dodatam do peptydylozywicy,
umiescitam na mieszadle magnetycznym a nastepnie schtodzitam mieszanine do
temperatury -15 °C (taznia lodowa z dodatkiem soli: NH4Cl oraz NaNOs3). Po
uzyskaniu zadanej temperatury do mieszaniny dodatam POCIls. Reakcje
prowadzitam przez 20 minut utrzymujac temperature -15 °C, a nastepnie 30 minut
w temperaturze pokojowej. Kolejno umiescitam kolbe reakcyjng w tazni olejowej
o temperaturze 40 °C. Po uptywie 6 godzin odsaczytam mieszanine reakcyjna,
przeptukatam peptydylozywice dwukrotnie metanolem i pozostawitam do

wysuszenia.
3.5 Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycje X: biblioteki

W celu wprowadzenia pozycji X> do sekwencji, osuszong peptydylozywice
podzielitam na 19 czesci i umiescitam w strzykawkach o objetosci 25 mtL
zakonczonych spiekiem szklanym, wykorzystywanych do syntezy peptydow. Dla
wszystkich porcji nosnika statego wykonatam deprotekcje grupy ostonowej Fmoc,
nastepnie cykl przemywan, po czym potwierdzitam obecnos¢ wolnej grupy
aminowej testem chloranilowym. Do kazdej z 19 porcji peptydylozywicy
przytaczytam konkretng reszte aminokwasowa, zgodnie z procedurg opisang w
podrozdziale 3.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki,
przeprowadzajac cykl przemywan po kazdym acylowaniu. Nastepnie z kazdej

porcji peptydylozywicy odtozytam 0,5 g do dalszej dekonwolucji. W kolejnym
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etapie pozostate porcje potaczytam w kolbie okragtodennej oraz wymieszatam w

roztworze DCM i DMF.

Otrzymang peptydylozywice wysuszytam i ponownie podzielitam na 19

porcji i umiescitam w strzykawkach o objetosci 12 mL.
3.6 Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycje X3 biblioteki

Przytagczanie 19 reszt aminokwasowych w pozycje X3 biblioteki
wykonatam w taki sposéb, jak opisano w punkcie 3.5 Wydtuzanie taricucha

peptydowego o pozycje X2 biblioteki.

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

OH w pozycji X4 biblioteki

Zgodnie z wynikami badan wstepnych w pozycje Xs wszystkich 19
syntezowanych podbibliotek wprowadzitam reszte aminokwasowa Fmoc-

Asn(Trt)-OH.

3.8 Wprowadzenie kwasu 2-aminobenzoesowego (ABZ) do sekwencji

biblioteki

W ostatnim etapie syntezy, po odszczepieniu grupy ostonowej Fmoc, do
wszystkich  porcji  peptydylozywicy przytaczytam pochodng Boc-ABZ-OH

wykorzystujgc nastepujace mieszaniny reakcyjne:

e Boc-ABZ-OH:HBTU:DIPEA:OXYMA, stosunki molowe 3:3:6:3 w
stosunku do osadzenia zywicy;

e Boc-ABZ-OH:DIC:OXYMA, stosunki molowe 2:2:2 w stosunku do
osadzenia zywicy;

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

stosunku do osadzenia zywicy.

Kazda z przedstawionych reakcji trwata 3 godziny.
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3.9 Reakcja usuwania z nosnika statego otrzymanych podbibliotek

tetrapeptydowych o sekwencji ABZ-Asn-X3-Xz-Ala-ANB-NH:

19 podbibliotek tetrapeptydowych poddatam reakcji usuwania z nosnika
statego. Reakcja ta jednoczesnie prowadzi do usuniecia wszystkich stosowanych
oston grup bocznych reszt aminokwasowych. Kazda porcje peptydylozywicy
wprowadzitam do kolby po czym dodatam mieszanine $ciggajaca o sktadzie:
TFA:fenol:woda:TIPS, 88:5:5:2 (v/v/v/v). Na 1 g peptydylozywicy stosowatam 10 mL
mieszaniny $ciagajacej. Reakcje prowadzitam przez 3 godziny, z wykorzystaniem
mieszania magnetycznego. Po zakonczeniu reakcji przesaczytam mieszanine
reakcyjng pod zmniejszonym ciSnieniem z zastosowaniem lejka Schotta. Do
otrzymanego przesaczu dodawatam schtodzonego (-20°C) eteru dietylowego w
celu wytracenia podbibliotek. Osad odwirowatam w probdowkach typu falcon w
wiréwce Centrifuge 5430R firmy Eppendorf, Niemcy. Parametry wirowania: 7830
obrotéw/minute, czas wirowania 15 minut, temperatura 4°. Roztwor
zdekantowatam znad osadu, po czym osad rozpuscitam w wodzie. W ostatnim
kroku otrzymany rozwor wymrozitam w ciektym azocie oraz poddatam procesowi
liofilizacji.

3.10 Analiza jonu masowego podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X3

W sekcji Pomiarow Fizyko-Chemicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego, otrzymane podbiblioteki poddatam analizie mas MALDI-TOF-TOF.
Zwigzkami wykorzystywanymi jako matryce do pomiaréw byty kwas a-cyjano-4-
hydroksycynamonowy (CCA) Ilub kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB).
Otrzymane wyniki analizowatam metoda Furlonga zaproponowang w 2002 roku,
polegajaca na pordéwnaniu najbardziej intensywnych sygnatéw z widm?'!. Roznica

mas wybranych sygnatow, odpowiadata roznicy mas reszt aminokwasowych w
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znanej pozydji (X3), co potwierdza poprawne wykonanie syntezy biblioteki (Tabela

6). Otrzymane widma zamie$citam na rycinie 27.

A B
'; 104 ey
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£ - 713324 5
20 758.282
698.382
3
15
679.314
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Rycina 27. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach:

A) ABZ-Asn-Gly-Xz2-Ala-ANB-NH>, B) ABZ-Asn-Thr-Xz-Ala-ANB-NHz.

Tabela 6. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Gly-X>-Ala-ANB-NH;
oraz ABZ-Asn-Thr-Xz-Ala-ANB-NH..

BIBLIOTEKA
Réznica mas

X3 = Gly X3 = Thr

Sygnat o najwiekszej intensywnosci 683,342 727,345 44,003

Masa molowa reszty aminokwasowej w
75,067 119,119 44,052
pozycji X3
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4. Dekonwolucja tetrapeptydowej biblioteki o wzorze ogélnym ABZ-

Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH:

Dekonwolucje pozycji X3 biblioteki ABZ-Asn-X3-X2-Ala-ANB-NH;,
wykonatam wedtug schematu opisanego w punkcie 1. Okreslenie
pierwszorzedowej specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji X:.
Stezenie koncowe enzymu ADAM 17 wynosito 6,45x10° M. W wyniku
dekonwolucji  podbiblioteka o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-ANB-NH>

najwydajniej ulegata hydrolizie w obecnosci enzymu ADAM 17.
5. Synteza zwiazkow o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-ANB-NH;
5.1 Etapy syntezy

Wykorzystujac porcje peptydylozywicy odtozone do dekonwolucji w
trakcie syntezy tetrapeptydowej biblioteki (etap syntezy opisany w podpunkcie
3.5 Wydtuzanie tanicucha peptydowego o pozycie X> biblioteki), przeprowadzitam
synteze koncowych sekwencji zwigzkdéw. Kazda z 19 porcji peptydylozywicy
posiadata przytgczong sekwencji: Fmoc-X>-Ala-ANB-nosnik, gdzie w pozycji Xz
znajdowaty sie okreslone reszty aminokwasowe. Kolejne reszty aminokwasowe
wprowadzatam zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 28,
wykorzystujgc metody opisane w podrozdziale 3.1 Podstawowe procedury

stosowane w trakcie syntezy biblioteki.
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Rycina 28. Etapy syntezy zwigzkéw o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-X>-Ala-ANB-

S —

NHz. X2 — 19 reszt aminokwasowych z wyjatkiem cysteiny, ABZ — kwas 2-

aminobenzoesowy, ANB — kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, R — zywica.

5.2 Reakcja usuwania z nosnika stalego otrzymanych pochodnych

tetrapeptydowych o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-ANB-NH:

Otrzymane zwigzki poddatam reakgji usuwania z nosnika statego, zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 3.9 Reakga usuwania z nosnika statego

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych.

5.3 Analiza jonu masowego zwiazkow o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-

ANB-NH:

Otrzymane produkty poddatam 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-NH: [M = 747 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-Pro-Ala-ANB-
NH2 [M = 745 g/mol].

6. Dekonwolucja pozycji X2 19 zwiazkéw o wzorze ogélnym ABZ-Asn-

Tyr-Xz-Ala-ANB-NH:

Dekonwolucje pozycji X2 w zwigzkach przeprowadzitam analogicznie do
procedury opisanej w punkcie 1. Okreslenie pierwszorzedowej specyficznosci
substratowej enzymu ADAM 17 w pozycji Xi. Stezenie koncowe enzymu ADAM
17 wynosito 6,45x10° M. W wyniku dekonwolugji substrat o sekwencji ABZ-Asn-
Tyr-Met-Ala-ANB-NH: najwydajniej ulegat hydrolizie w obecnosci enzymu ADAM
17.

7. Synteza heptapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-X1"-X2"-X3'-Tyr(3-NO2)-NH:

Ilos¢ reszt aminokwasowych w sekwencji substratowej ma istotny wptyw
na tworzenie oraz stabilizacje kompleksu enzym-substrat w trakcie trwania reakgji

hydrolizy enzymatycznej?®*. Zgodnie z omawiang w podrozdziale 3.4 Notaga
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Schechtera i Bergera, czesci Metody numeracjag, dotyczacag miejsca aktywnego
enzymu, postanowitam wydtuzy¢ sekwencje substratu o pozycje primowane,

projektujac biblioteke o wzorze ogdélnym:
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1"-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH2
Gazie: X3, Xz, X1~ reszty aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny
ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy
Tyr(3-NOz)-NH> — 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, zostaty opisane czynnosci, ktore réwniez wykorzystywatam podczas
syntezy heptapeptydowej biblioteki. Dotyczyty one wykonywania: cykli
przemywan zywicy, barwnego testu chloranilowego oraz deprotekcji grupy

ostonowej Fmoc z wykorzystywanych do syntezy reszt aminokwasowych.

Wszystkie reakcje przytgczania reszt aminokwasowych wykonatam z
wykorzystaniem Srodka sprzegajgcego DIC. Stosunki molowe stosowanych
reagentow wynosity: aminokwas:OXYMA:DIC, 2:2:2 w stosunku do osadzenia
zywicy. Reagenty rozpuszczatam w mieszaninie DMF.DCM:NMP w stosunku
objetosciowym 1:1:1. Reakcje prowadzitam przez 3 godziny, a nastepnie

przeprowadzatam cykl przemywan.
7.2 Reakcja przytaczania chromofora Fmoc-L-Tyr(3-NO2)-OH do zywicy

Nawazke 17,1 g zywicy TentaGel SRAM o osadzeniu 0,23 mmol/g
umiescitam w naczyniu Merrifield'a. W kolejnym kroku wykonatam deprotekcje
grupy ostonowej Fmoc zgodnie z procedurg opisang podrozdziale 3.1

Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki.
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Nastepnie do zywicy przytgczatam pochodng Fmoc-L-Tyr(3-NO2)-OH. Do
naczynia reakcyjnego wprowadzitam mieszanine reagentdw zawierajaca
aminokwas:OXYMA:DIC 2:2:2 w stosunku molowym do osadzenia zywicy. Reakcje
prowadzitam przez 3 godz. w mieszaninie rozpuszczalnikébw DMF:DCM:NMP w
stosunku objetosciowym 1:1:1. Po jej zakonczeniu wykonywatam cykl przemywan.

Omawiany schemat powtorzytam trzykrotnie.
7.3 Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycje X3’ biblioteki

Osuszong peptydylozywice z osadzonym chromoforem podzielitam na 19
porcji, a nastepnie wykonatam deprotekcje grupy ostonowej Fmoc oraz cykl
reakcji acylowania z wykorzystaniem DIC (rozdziaty odpowiednio 3.1 oraz 7.1).
Nastepnie, kazdg porcje peptydylozywicy wysuszytam i odtozytam po 0,3 g do
dalszej dekonwolucji. Pozostatg czes¢ potaczytam w kolbie okragtodennej a
nastepnie dodatam mieszanine DCM i DMF (1:1, v/v) i wymieszatam w czasie
pieciu minut. Otrzymang mieszanine odsaczytam pod zmniejszonym cisnieniem i

ponownie pozostawitam do wysuszenia.
7.4 Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycje Xz’ biblioteki

W kolejnym etapie syntezy biblioteki ponownie peptydylozywice
podzielitam na 19 porcji. Kolejne etapy syntezy wykonatam analogicznie do
opisanych w podrozdziale 7.3 Wyadfuzanie taricucha peptydowego o pozycie X’
biblioteki. W kohcowym etapie otrzymane porcje peptydylozywicy wysuszytam i
odtozytam po 0,3 g do dalszej dekonwolucji. Pozostatg zywice (0,3g z kazdej

porcji) wykorzystatam do dalszych etapdw syntezy.
7.5 Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycje X1’ biblioteki

Wprowadzenie do sekwencji biblioteki 19 reszt aminokwasowych w
pozycje Xi' przeprowadzitam zgodnie z procedurami syntezy opisanymi w

podrozdziale 7.3 Wydtuzanie faricucha peptydowego o pozycie X3’ bibliotek.
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Otrzymang peptydylozywice pozostawitam w naczyniach reakcyjnych, aby

wykona¢ dalsze etapy syntezy.

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

Zgodnie z wynikami badan otrzymanymi w procesie dekonwolugji
biblioteki tetrapeptydowej, w kolejnych etapach wprowadzitam sekwencje Fmoc-
Tyr(tBu)-Met-Ala-OH. Stosowatam naprzemiennie cykle deprotekcji oraz
acylowania, wykorzystujac DIC jako aktywator (szczegdtowe warunki opisane w
podrozdziale 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy

heptapeptydowej biblioteki).
7.7 Przytaczanie do 19 podbibliotek sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH

Dwie ostatnie pozycje biblioteki heptapeptydowej wprowadzitam 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 zywicy

Synteze dipeptydomimetyku wykonatam na 15 g zywicy 2-chloro-
chlorotritylowej. Bezwodnga reszte aminokwasowg Fmoc-Asn(Trt)-OH (4
mmole/2 g zywicy), rozpuscitam w DCM (20 mL/2 g zywicy). Nastepnie
dodatam rownomolowa ilos¢ DIPEA, a w kolejnym etapie zywice. Catosc¢
umiescitam na mieszadle magnetycznym na 2 godziny. W celu
zablokowania nieprzereagowanych miejsc reaktywnych na zywicy, po
zakonczeniu reakcji dodatam do mieszaniny metanol, mieszajac roztwor
przez kolejne pietnascie minut. Otrzymang mieszanine reakcyjna

odsaczytam na lejku Schotta i pozostawitam zywice do wysuszenia.
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77.1.2 Oznaczanie stopnia osadzenia peptydylozywicy

10 mg suchego nosnika z osadzong resztag aminokwasowa umiescitam w
kolbie miarowej o objetosci 50 mL, po czym dodatam 1,3 mL 30%
roztworu piperydyny w DMF i pozostawitam na 30 minut. Nastepnie kolbe
dopetnitam absolutnym EtOH. W kolejnym kroku wykonatam pomiary
absorbancji uwalnianego dibenzofulwenu (A = 300 nm). Odnosnik
stanowit roztwdr niezawierajacy peptydylozywicy. Pomiar absorbancji
wykonywatam z wykorzystaniem sprzetu Spectrostar Nano firmy BMG
Labtech.

7713 Przytaczanie Boc-ABZ-OH

W kolejnym etapie przeprowadzitam standardowa deprotekcje grupy
Fmoc oraz barwny test chloranilowy Nastepnie przeprowadzitam
trzykrotnie reakcje przytgczania Boc-ABZ-OH, stosujagc mieszanine o
sktadzie: Boc-ABZ-OH: OXYMA: DIC (proporcje molowe w stosunku do
osadzenia zywicy 2:2:2). Reagenty rozpuszczatam w mieszaninie
DMF:.DCM:NMP, stosunek objetosciowy 1:1:1. Reakcje prowadzitam przez
dwie godziny, wykonujac pomiedzy powtorzeniami standardowe cykle

przemywan.

7714 Usuwanie dipeptydomimetyku Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH z

nosnika statego

W ostatnim etapie usunetam dipeptydomimetyk z zywicy z zachowaniem
grup ostonowych. W tym celu zywice umiescitam w kolbie okragtodennej
i dodatam mieszanine Sciggajaca o sktadzie: AcCOH:TFE:DCM (2:2:6, v/v/Vv).
Stosowatam 10 mL mieszaniny/1 g peptydylozywicy. Reakcje
prowadzitam na mieszadle magnetycznym przez 2 godziny. Zywice
odsaczytam i trzykrotnie przemytam mieszaning $ciggajaca. Do

otrzymanego  przesaczu dodawatam  porciami  heksan  (1:10,
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Vprzesaczu/Vheksanu) |1 odparowywatam prézniowo uzyskang mieszanine
azeotropowa. Otrzymany osad rozpuscitam w t-BuOH i poddatam
liofilizacji.

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

Otrzymany peptydomimetyk wykorzystatam do przytaczenia do 19 porgji
peptydylozywicy zawierajacych sekwencje: Fmoc-Tyr(tBu)-Met-Ala-X1'-X3'-X3'-
Tyr(3-NO2)-nosnik. W tym celu dla kazdej z porcji peptydylozywicy wykonatam
deprotekcje grupy Fmoc (przebieg opisany w podrozdziale 3.1 Podstawowe
procedury stosowane w trakcie syntezy biblioteki). Nastepnie dodatam
mieszanine reagentéw: Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH:OXYMA:DIC (proporcje molowe w
stosunku do osadzenia zywicy 2:2:2), rozpuszczone w mieszaninie DMF.DCM:NMP
(1:1:1, v/v/v). Reakcje prowadzitam przez 24 godziny, po czym wykonywatam cykl
przemywan. Etap acylowania powtarzatam, az do momentu obserwowania

bezbarwnych ziaren peptydylozywicy po wykonanym tescie chloranilowym.

7.8 Usuwanie z nosnika stalego podbibliotek heptapeptydowych o
sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1"-X2'-X3'-Tyr(3-NOz2)-NH:

Po zakonczeniu syntezy otrzymane 19 podbibliotek poddatam reakgcji
usuwania z nosnika statego. Schemat postepowania zostat omowiony w
podrozdziale 3.9 Reakcja usuwania z nosnika statego otrzymanych podbibliotek

tetrapeptydowych.
7.9 Analiza jonu masowego podbibliotek ze znana resztag aminokwasowa

w pozycji X1’

Podbiblioteki poddatam analizie mas MALDI-TOF-TOF. Otrzymane
widma zamiescitam na rycinie 30. Sygnaty na widmie masowym poréwnatam z

roznica 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)-NHz; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Lys-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH..

Tabela 7. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-Xz'-

X3'-Tyr(3-NO2)-NHz oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH..

BIBLIOTEKA
Xi'=Trp Xi =Lys

Réznica mas

Sygnat o najwiekszej intensywnosci  1279,624 1221,640 57,984

Masa molowa reszty aminokwasowej

w pozycji X1’

204,225 146,188 58,037
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8. Dekonwolucja pozycji Xi° heptapeptydowej biblioteki o wzorze

ogoinym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH:

W kazdym etapie dekonwolugji, biblioteki o wzorze ogdinym: ABZ-Asn-
Tyr-Met-Ala-X1'-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH> ~ wykonywatam  pomiar  przyrostu
fluorescencji w czasie uwalnianego przez enzym ADAM 17 fragmentu biblioteki o
sekwencji:  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH.  Eksperymenty = wykonywatam z
wykorzystaniem czarnej ptytki 96-dotkowej i czytnika mikroptytek Clariostar firmy
BMG Labtech (Aw; = 320 nm, Aem = 450 nm). Kazda seria zostata powtdrzona
trzykrotnie. Procedura przygotowania probek oraz przeprowadzonego pomiaruy,
zostata wykonana analogicznie do opisanej w rozdziale 1. Okreslenie
pierwszorzedowej specyficznosci substratowes enzymu ADAM 17 w pozygi Xi.
Stezenie koncowe enzymu wynosito 1,29x10% M. W wyniku dekonwolugji
podbiblioteka o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>'-X3'-Tyr(3-NOz)-NH>
najwydajniej ulegata hydrolizie w obecnosci enzymu ADAM 17. W celu
potwierdzenia miejsca hydrolizy w powyzszej podbibliotece wykonatam analizy
HPLC zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem
wysokosprawnej — chromatografii  cieczowej  otrzymanych — zwigzkow.
Chromatogramy bedace wynikiem analiz przedstawitam w rozdziale 6. Analiza
podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Xz"-X3-Tyr(3-NOz)-NH> z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej, czesci Wyniki i

dyskusja.

9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej otrzymanych zwiazkow

Biblioteki peptydowe oraz pojedyncze zwigzki poddatam analizie z
wykorzystaniem  wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Analizy wykonatam za pomoca

chromatografu ChromNAV firmy JASCO, stosujac uktad faz odwrdconych.
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Stosowany uktad rozpuszczalnikdéw zawierat faze (A) 0,1 % roztwor TFA w wodzie
oraz faze (B) 80% roztwdr ACN w roztworze fazy (A). Rozdziat prowadzitam na
kolumnie Aeris Widepore ze ztozem C18, o wymiarach 100 x 4,6 mm, firmy
PHENOMENEX. Zastosowatam gradient liniowy 10-90% fazy B w czasie 43 minut
z detekcjg UV przy A = 226 nm, oraz detekcjg fluorescencyjng Awz =320 nm i Aem
=450 nm.

10. Synteza heptapeptydowej biblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-Leu-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH:

10.1 Etapy syntezy biblioteki peptydowej o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-Leu-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH:

Porcje peptydylozywicy odtozone do dekonwolugji (podrozdziat 7.4
Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozycie X>' biblioteki), zawierajace
sekwencje Fmoc-Xo'-X3'-Tyr(3-NO2)-nosnik, poddatam cyklicznym reakcjom
deprotekcji i acylowania. Etapy syntezy wykonatam zgodnie ze schematem
przedstawionym na rycinie 31, wykorzystujgc procedury opisane w
podrozdziatach 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy
heptapeptydowej biblioteki, oraz 7.7.2 Przytaczanie sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-
OH.
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Rycina 31. Etapy syntezy heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogdlnym:
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH.. X2,  X3' - 19  reszt
aminokwasowych z wyjatkiem cysteiny, ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-
NOz) —3-nitro-L-tyrozyna, R — zywica.

10.2 Usuwanie z nosnika statego podbibliotek o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-X2'-X3'-Tyr(3-NOz)-NH:

W kolejnym etapie 19 podbibliotek usunetam z nosnika statego wedtug
reakcji opisanej w podrozdziale 3.9 Reakga usuwania z nosnika statego

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych.
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10.3 Analiza jonu masowego ze znana reszta aminokwasowa w pozycji X'

Otrzymane podbiblioteki przebadatam metodg MALDI-TOF-TOF. Widma
zamiescitam na rycinie 32, natomiast analize metoda Furlonga pozycji X'

przedstawitam w tabeli 8.
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Rycina 32. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach:
A) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3'-Tyr(3-NO2)-NHy; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
Leu-Lys-X3'-Tyr(3-NO2)-NHo.

Tabela 8. Analiza jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: ABZ-Asn-
Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3'-Tyr(3-NO2)-NH> oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-
X3'-Tyr(3-NO2)-NH..

BIBLIOTEKA Roéznica
X2'=Gly X;' =Lys mas
Sygnat o najwiekszej intensywnosci 1134,512  1205,588 71,076

Masa molowa reszty aminokwasowej

e vy s 75,067 146,188 71,121
w pozycji X2
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11. Dekonwolucja pozycji X2' heptapeptydowej biblioteki o wzorze

0golnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Xz'-Xs3'-Tyr(3-NO2)-NH:

Dekonwolucje pozycji X2' oraz analize HPLC wykonatam analogicznie do
opiséw zawartych odpowiednio w rozdziale 8. Dekonwoluga pozyci Xi’
heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogdlnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X;-X>"-Xs-
Tyr(3-NOz)-NH> oraz rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej otrzymanych zwigzkow. Stezenie kohcowe enzymu
wynosito 9,70x10° M. W wyniku dekonwolugji najefektywniej hydrolizowana
przez enzym ADAM 17 podbiblioteka posiadata sekwencje ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NO2)-NH..

12. Synteza zwigzkow o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Xs'-
Tyr(3-NO2)-NH:

12.1 Etapy syntezy zwiazkow o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-
Arg-X3'-Tyr(3-NO2z)-NH:

19 porcji peptydylozywicy odtozonej do dekonwolucji (podrozdziat 7.3
Wydtuzanie tancucha peptydowego o pozyce X' biblioteki), zawierajacej
sekwencje Fmoc-X3'-Tyr(3-NO2)-nosnik, poddatam  etapom  syntezy
przedstawionym na rycinie 33. Przebieg reakcji szczegotowo opisatam w
podrozdziatach 7.1 Podstawowe procedury stosowane w trakcie syntezy
heptapeptydowey biblioteki, oraz 7.7.2 Przytaczanie sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-
OH.
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Rycina 33. Etapy syntezy heptapeptydowych zwigzkdw o wzorze
ogolnym: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NOz)-NHz.  X3" - reszty
aminokwasowe z wyjatkiem cysteiny, ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-
NOz) — 3-nitro-L-tyrozyna, R — zywica.

12.2 Usuwanie z nosnika statlego zwiazkéw o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-Xs'-Tyr(3-NO2z)-NH:

19 zwigzkdw zsyntezowanych w ramach realizacji poprzedniego punktu
usunetam z nosnika statego (opis reakcji w podrozdziale 3.9 Reakga usuwania z

nosnika statego otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych).
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12.3 Analiza jonu masowego zwiazkéw o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Arg-Xs'-Tyr(3-NOz)-NH:

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

widma zamiescitam na rycinie 34.
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Rycina 34. Widma analizy jonu masowego zwigzkow o sekwencjach: A)
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Ser-Tyr(3-NOz)-NH> [M = 1180 g/mol]; B) ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Val-Tyr(3-NO2)-NH> [M = 1192 g/mol].

13. Dekonwolucja pozycji X3° w zwiagzkach o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-

Met-Ala-Leu-Arg-Xs'-Tyr(3-NO2z)-NH:

Dekonwolucje pozycji X3’ oraz analize HPLC wykonatam analogicznie do
opisdw zawartych odpowiednio w rozdziale 8. Dekonwolucgia pozyci Xi’
heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogolnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1"-Xz"-X3"-
Tyr(3-NOz)-NH> oraz rozdziale 9. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawne/
chromatografii cieczowej otrzymanych zwigzkow. Stezenie kohcowe enzymu

wynosito 1,60x10° M. W wyniku dekonwolucji najefektywniej hydrolizowana
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przez enzym ADAM 17 podbiblioteka posiadata sekwencje ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NHo..

14. Modyfikacje substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-
NO2)-NH:

Czasteczke otrzymanego substratu modyfikowatam na dwa sposoby.
Pierwszy polegat na wymianie C-koncowego chromofora, z kolei drugi na zmianie
dtugosci tancucha peptydowego. Sekwencje zaprojektowanych substratéw

przedstawitam w tabeli 9.

Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych substratéw.

NUMER

SUBSTRATU SEKWENCJA SUBSTRATU
1* ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH>
2 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Tyr(3-NO2)-NH:
3 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Tyr(3-NO2)-NH>
4 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Tyr(3-NO2)-NH>
5 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH>
6 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Lys(DNP)-NH:
7 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys(DNP)-NH>
8 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys(DNP)-NH>
9 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH>
10 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Dap(DNP)-NH:
11 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Dap(DNP)-NH:
12 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Dap(DNP)-NH:

Gdzie: ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO2)-NHz — amid 3-nitro-
L-tyrozyny, Lys(DNP)-NHz — amid N-g-2,4-dinitrofenylo-L-lizyny, Dap(DNP)-NH; —
amid kwasu (N-B-2,4-dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionowego; * - sekwencja

substratu wyjsciowego.

Substraty (2)-(4) syntezowatam hybrydowo stosujac zaréwno syntezator
automatyczny oraz synteze manualng, z kolei substraty (5)-(12) wykorzystujac

wytacznie synteze automatyczna.
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14.1 Strategia syntezy modyfikowanych substratow z zastosowaniem

automatycznego syntezatora mikrofalowego

Substraty (5)-(12) syntezowatam stosujac syntezator mikrofalowy Liberty
Blue firmy CEM. Synteza przebiegata zgodnie ze standardowym protokotem, w

oparciu o strategie Fmoc/tBu. Stezenia reagentéw zestawitam w tabeli 10.

Tabela 10. Odczynniki wykorzystywane w trakcie syntezy automatyczne.

L.P. ODCZYNNIK STEZENIE ROZPUSZCZALNIK
1 Pochodna aminokwasowa 02M DMF
2 OXYMA 1,0 M DMF
3 DIC 05M DMF
4 Piperydyna 20% DMF

Synteze kazdego analogu wykonywatam w skali 0,1 mmola,
wykorzystujac 0,435 g zywicy Tenta Gel SRAM, o osadzeniu 0,23 mmol/g.

Poszczegolne etapy oraz czas ich trwania umiescitam w tabeli 11.

Tabela 11. Etapy jednego cyklu przytaczania pochodnej aminokwasowej.

L.P. ETAP SYNTEZY OBJETOSC ODCZYNNIKOW CZAS
TRWANIA
1. | Spulchnianie zywicy 15 mL DMF 300s
2*. | Deprotekcja 2 x 4 mL 20% piperydyny w DMF 2x5s
3*. | Ptukanie 4 x 4 mL DMF 4x5s
2,5 mL pochodnej aminokwasowej
4*, | Sprzeganie 1 mt DIC 30s
0,5 mL OXYMA
2 mL DMF
5% | Ptukanie 4 x 4 mL DMF 3x5s
2,5 mL pochodnej aminokwasowej
6*. | Sprzeganie 1 m DIC 30s
0,5 mL OXYMA
2 mL DMF
7*. | Ptukanie 3 x 4 mL DMF 3x5s
8. | Koncowe ptukanie 4 x 4 mL DMF 4x5s
* - etapy powtarzane cyklicznie dla wszystkich reszt aminokwasowych,

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

metoda hybrydowa

Synteze substratow (2)-(4) prowadzong hybrydowo wykonatam z
wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego do pozycji aminokwasowej Tyr.
Dalszy  etap  przytaczania  dipeptydomimetyku  Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH
wykonywatam manualnie (opis przebiegu w podrozdziale 7.7.2 Przytaczanie

sekwencji Boc-ABZ-Asn(Trt)-OH).
14.3 Reakcja usuwania z nosnika statego otrzymanych analogow

11 otrzymanych analogdéw usunetam z nosnika statego zgodnie z etapami
przedstawionymi w podrozdziale 3.9 Reakga usuwania z nosnika statego

otrzymanych podbibliotek tetrapeptydowych.

15. Ocena wydajnosci hydrolizy modyfikowanych substratow

fluorogenicznych

W kolejnym etapie prowadzonych badan dla zsyntezowanych zwigzkow
wykonatam pomiar przyrostu intensywnosci fluorescencji w czasie trwania reakgji
hydrolizy enzymatycznej, zgodnie z procedurg przedstawiong w rozdziale 8.
Dekonwolugia pozycji Xi” heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogdolnym ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-X;"-X2"-Xz-Tyr(3-NOz)-NH.. Zakres stezen substratéw oraz

enzymu przedstawitam w tabeli 12.

Tabela 12. Koncowe stezenia substratow i enzymu.

STEZENIE STEZENIE

Nr SEKWENCJA SUBSTRATU SUBSTRATU ENZYMU
[M] [M]

4 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Tyr(3-NO2)-NH, 6,03x10°
8  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys(DNP)-NH, 549x10™ 1,61x108
12 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Dap(DNP)-NH, 5,76x107
3 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Tyr(3-NO,)-NH. 5,33x107

4,84x10°
7 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys(DNP)-NH, 4,89x107°
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11 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Dap(DNP)-NH; 5,09x107

2 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Tyr(3-NO2)-NH; 4,57x107
6  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Lys(DNP)-NH; 424%x107 3,87x107°
10  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Dap(DNP)-NH; 4,39x107
1 ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO,)-NH; 4,00x10°
5  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH. 3,74x10° 3,22x107"°
9  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH; 3,87x10°

16. Wyznaczanie parametrow kinetycznych dla substratow 1, 5 oraz 9

Wyznaczanie parametréw kinetycznych dla wszystkich substratow

wykonywatam wedtug etapow opisanych ponizej.

ETAP I - hydroliza substratu w réznych zakresach stezen w obecnosci

enzymu ADAM 17.

W pierwszym kroku przygotowatam rozcienczenia substratu w buforze
pomiarowym zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 1. Okreslenie
pierwszorzedowej specyficznosci substratowes enzymu ADAM 17 w pozyci Xi.

Otrzymane stezenia substratéw zestawitam w tabeli 13.

Tabela 13. Zakres stezen substratow w studni pomiarowej.

STEZENIE SUBSTRATU
L.P. (1) (5) (9)
1 4,00x10* M 3,74x10* M 3,87x10* M
2 2,00x10* M 1,87x10* M 1,94x10* M
3 1,00x10* M 9,35x10° M 9,68x10° M
4 6,67x10° M 6,23x10° M 6,45x10° M
5 571x10° M 534x10° M 5,53x10° M
6 500x10° M 4,68x10> M 4,84x10° M
7 4,44x10> M 4,16x10> M 4,30x10° M
8 4,00x10> M 3,74x10° M 3,87x10° M
9 2,00x10° M 1,87x10° M 1,94x10° M
10 1,33x10° M 1,25%10° M 1,29%x10° M
11 1,00x10° M 9,35x10° M 9,68x10° M
12 8,00x10° M 7,48x10° M 7,74x10° M
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13 6,67x10° M 6,23x10° M 6,45x10° M
14 571x10° M 5,34x10° M 5,53x10° M
15 4,44%x10° M 4,16x10°¢ M 430x10° M
16 4,00x10° M 3,74x10° M 3,87x10° M
17 2,00x10° M 1,87x10° M 1,94x10° M

Nastepnie wykorzystujac ptytke 96-dotkowa do pomiaroéw fluorescencji,
wykonatam pomiary przyrostu intensywnosci fluorescencji w czasie trwania
reakcji hydrolizy. W kazdym dotku pomiarowym znajdowat sie substrat o
okreslonym stezeniu, bufor pomiarowy (sktad buforu: 25 mM TRIS-HCI, 2,5 uM
chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C) oraz enzym ADAM 17.
Dodatkowo dla kazdego z rozcienczen substratu przygotowatam odnosnik
zawierajacy wytacznie substrat oraz bufor. Wyznaczanie parametréw kinetycznych

wykonatam w dwdch powtorzeniach.

ETAP II - wyznaczenie krzywej wzorcowej uwalnianego fragmentu

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

W celu wykreslenia krzywej wzorcowej przygotowatam serie rozcienczen
fragmentu zwigzku o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH (Cpoczatkowe = 8,10x10"
3> M w DMSO) (tabela 14). W kolejnym etapie wykorzystujgc czarng ptytke 96-
dotkowa wykonatam pomiar intensywnosci fluorescencji w punkcie przy dtugosci
fali wzbudzenia Aw; = 320 nm, oraz emisji Aem = 450 nm. Dla kazdego

analizowanego substratu wykonywatam oddzielng krzywa wzorcowa.
Tabela 14. Koncowe stezenie ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH.

L.P. STEZENIE ZWIAZKU
1,62x10% M
1,62x10° M
3,24x10° M
1,62x10 M
3,24x107 M
1,62x107 M

SO 1 A W N =
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7 3,24x108 M

1,62x10®% M
9 3,24x10°M
10 1,62x10° M

ETAP III - wykreslenie krzywej Michaelisa-Menten

W celu wykreslenia krzywej Michaelisa-Menten wartosci przyrostu
intensywnosci fluorescencji z etapu I (wyrazone w jednostce intensywnosci
fluorescencji/s), przeliczytam na szybkos¢ hydrolizy enzymatycznej (wyrazonej w
jednostce mol/s). Obliczenia te przeprowadzitam w oparciu o krzywa wzorcowa
fragmentu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH, otrzymang w etapie II. Krzywe Michaelisa-

Menten wykreslitam w programie GraphPad Prism.

Na podstawie otrzymanych wynikow wyznaczytam parametry kinetyczne
takie, jak szybkos¢ maksymalna (Vmax), stata Michaelisa (Kv), stata katalityczna

(keat) Oraz stata specyficznosci (Kcat/Kwm).
17. Hamowanie aktywnosci enzymu ADAM 17 inhibitorem TAPI-0

W celu potwierdzenia, ze obserwowana hydroliza substratu w materiale
biologicznym wynika z aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17,
wykorzystatam selektywny inhibitor enzymu ADAM 17 - TAPI-0. W
eksperymencie wykorzystatam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-
Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NHz> (1). Do dotka ptytki pomiarowej wprowadzatam
inhibitor TAPI-0 (Ckoncowe = TuM), bufor pomiarowy (25 mM TRIS-HCI, 2,5 uM
chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w 37°C) oraz enzym ADAM 17 (Ckoncowe
= 3,22x10° M). Prébki inkubowatam 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Odnosnik stanowity studzienki zawierajagce enzym ADAM 17 w buforze
pomiarowym. Po zakonczeniu inkubacji do wszystkich studni dodatam substrat
(Ckoncowe = 1,87x10 M), a nastepnie wykonatam pomiar przyrostu fluorescengji

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

NH: przez wybrane proteazy

Substrat o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH>
(5) dodatam do studni pomiarowych czarnej ptytki 96-dotkowej (Croncowe =
3,74x10™ M). Nastepnie dodawatam wybrany enzym (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, ADAM 10, ADAM 15, ADAM 17, kalikreine 1, kalikreine 2, kalikreine 3,
kalikreine 8, kalikreine 13, katepsyne X, katepsyne L, katepsyne S, katepsyne D,
katepsyne H oraz katepsyne B), oraz bufor pomiarowy o sktadzie: 25 mM TRIS-
HCl, 2,5 uM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 (pH 9,0 w 37°C). Stezenie koncowe
kazdego z enzymdéw wynosito 1,25 nM. Rownolegle przygotowatam uktady
odniesienia zawierajagce wytacznie substrat oraz bufor pomiarowy. W
eksperymencie wykonywatam pomiary przyrostu fluorescencji w czasie.

Eksperyment powtorzytam trzykrotnie.

19. Badania aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w materiale

biologicznym

Eksperymenty wykonatam wykorzystujgc czytnik mikroptytek Clariostar
firmy GMB Labtech oraz czarne ptytki 96-dotkowe. Pomiary prowadzitam przy
dtugosci fal wzbudzenia Aw; = 320 nm oraz emisji Aem = 450 nm. W badaniach
mierzytam przyrost intensywnosci fluorescencji w czasie, a kazdy eksperyment
powtarzatam trzykrotnie. Bufor stosowany w pomiarach zawierat 25 mM TRIS-

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

19.1 Materiat biologiczny wykorzystany do badan in vitro wraz z

zastosowanymi modyfikacjami

Materiat biologiczny (lizaty oraz medium zewnatrzkomérkowe znad linii
komorkowej ludzkich podocytow, wyizolowanych przez grupe badawcza Moin A.
Saleem?'?) otrzymatam z zespotu prof. dr hab. Agnieszki Piwkowskiej z Pracowni

Molekularnej i Komodrkowej Nefrologii, IMDIK, PAN. Proliferacja komérek
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odbywata sie w 33°C w 5% CO», w pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100
U/mL penicyliny i 100 pug/mL streptomycyny: Nastepnie w celu zréznicowania
hodowano je przez 10-14 dni (w temperaturze 37°C oraz 5% CO, w pozywce RPMI
1640, zawierajacej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny i 100 pg/mL streptomycyny). W
kolejnym kroku hodowli wprowadzono nastepujace modyfikacje, majace na celu

wymuszenie konkretnych zmian w funkcjonowaniu:

Grupa kontrolna (symbol SG, ang. Standard Glucose) — pieciodniowa
inkubacja komérek w pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100 U/mL
penicyliny, 100 pug/mL streptomycyny oraz glukoze (C = 11 mM);

System I (symbol HG, ang. High Glucose) — pieciodniowa inkubacja
komorek w pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100
pg/mL streptomycyny oraz glukoze (C = 30 mM);

System II (symbol SG+Klotho) — pieciodniowa inkubacja komérek w
pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100 pg/mL
streptomycyny oraz glukoze (C = 11 mM). Nastepnie inkubacja 24 godziny w

powyzszej pozywce zawierajacej 0,5 nM stezenie biatka Klotho;

System III (symbol HG+Klotho) — pieciodniowa inkubacja komodrek w
pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100 U/mL penicyliny, 100 pyg/mL
streptomycyny oraz glukoze (C = 30 mM). Nastepnie inkubacja 24 godziny w

powyzszej pozywce zawierajacej 0,5 nM stezenie biatka Klotho;

System IV (symbol SG kontrola) — proba kontrolna do systemu V oraz VL
W systemie IV do linii komérkowej ludzkich podocytow wprowadzono
niewyciszajace lentiwirusowe shRNA (GIPZ non-silencing lentiviral shRNA control,
Horizon). Na etapie wzrostu komorek wykorzystywano pozywke RPMI 1640
zawierajacg 10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 pg/mL streptomycyny. Przez

ostatnie piec¢ dni do stosowanej pozywki dodawano glukoze (C = 11 mM);
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System V (symbol SG shKlotho) — linia komoérkowa ludzkich podocytow
z wyciszong ekspresja biatka Klotho (GIPZ Lentiviral Human KL shRNA, Horizon).
Na etapach wzrostu komorek wykorzystywano pozywke RPMI 1640 zawierajaca
10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 pug/mL streptomycyny. Przez ostatnie pie¢
dni do pozywki dodawano glukoze (C = 11 mM);

System VI (symbol SG shADAM 17) oraz VII (symbol HG shADAM 17) -
do linii komorkowych wprowadzono lentiwiruswe shRNA wyciszajagce gen
kodujagcy ADAM 17 (GIPZ Lentiviral Human ADAM 17 shRNA, Horizon). Na
etapach wzrostu komorek wykorzystywano pozywke RPMI 1640 zawierajaca 10%
FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 pg/mL streptomycyny. Przez ostatnie pie¢ dni
do pozywki dodawano glukoze o stezeniu C = 11 mM, dla SG shADAM 17 (system
V1) oraz o stezeniu C = 30 mM, dla HG shADAM 17 (system VII).

System VIII (symbol HG kontrola) - proba kontrolna do systemu VIL. W
systemie tym do linii komodrkowej ludzkich podocytéw wprowadzono
niewyciszajace lentiwirusowe shRNA (GIPZ non-silencing lentiviral shRNA control,
Horizon). Na etapie wzrostu komorek wykorzystywano pozywke RPMI 1640
zawierajacg 10% FBS, 100 U/mL penicyliny oraz 100 pg/mL streptomycyny. Przez

ostatnie pie¢ dni do stosowanej pozywki dodawano glukoze (C = 30 mM);

19.2 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w lizatach linii

komorkowej ludzkich podocytow

Do studni pomiarowej dodawatam 10 pL lizatu oraz 110 pL mieszaniny
zawierajacej: 10 pL inhibitora TAPI-O0 (Ckopcowe = 1 M) oraz 100 pL buforu
pomiarowego. Uktady odniesienia sktadaty sie z: 10 pL lizatu, 10 yL DMSO oraz
100 pL buforu pomiarowego. Dla kazdego systemu przygotowatam po trzy
powtdrzenia. Ptytke inkubowatam 30 minut (w temperaturze 23°C), po czym
dodatam 80 pL mieszaniny zawierajacej substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-

Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NHz2 (1) (Ckotcowe = 1,87x10° M), w buforze
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pomiarowym. Nastepnie wykonywatam pomiar przyrostu intensywnosci

fluorescencji w czasie.

19.3 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w medium

zewnatrzkomorkowym linii komérkowych ludzkich podocytow

W wykonywanych eksperymentach do studni pomiarowej dodawatam 20
L medium  zewnatrzkomérkowego*, 10 pyL DMSO oraz 90 pL buforu
pomiarowego. W pomiarze zastosowatam uktady odniesienia o sktadzie: 20 pL
medium zewnatrzkomdrkowego oraz 100 uL mieszaniny zawierajacej: 10 L
inhibitora TAPI-0 (Ckoncowe = 1 uM) i 90 pL buforu pomiarowego. Dla kazdego
systemu przygotowatam po trzy powtorzenia. Ptytke inkubowatam 30 minut (w
temperaturze 23°C), a nastepnie dodatam 80 uL mieszaniny zawierajacej substrat
o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NHz (1) (Ckoncowe =
1,87x10° M), oraz bufor. Nastepnie wykonywatam pomiar przyrostu
intensywnosci fluorescencji w czasie.

* - Na etapie przygotowania probek przeprowadzitam dodatkowe zageszczenie
analitow za pomoca probowek wirowkowych typu AMICON 3 kDa, firmy Milipore.

19.4 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu

szczurow z indukowana cukrzyca

Doswiadczenie przeprowadzitam na prébkach moczu szczuréow rasy
Wistar w wieku 7 tygodni. Prébki moczu otrzymano w ramach wspotpracy z prof.
dr hab. Agnieszka Piwkowska z Pracowni Molekularnej i Komoérkowej Nefrologii
IMDIK, PAN. Zwierzeta karmiono standardowa dietg i hodowano w trybie 12
godz./12 godz. cyklu Swiatto/ciemnosc. W eksperymencie wykorzystano mocz
pochodzacy od czterech samcow szczurdw, ktoérym wykonywano iniekcje
streptozotocyna [80 mg/kg] w celu eksperymentalnego wywotania cukrzycy u
zwierzat (tzw. cukrzycy streptozotocynowej) Streptozotocyna jest inhibitorem
replikacji DNA, ktory blokuje ekspresje w komérkach B-trzustki, przyczyniajac sie
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glukozy we krwi ktére wynosito >250 mg/dL, co potwierdzito obecnos¢ stanu
cukrzycy u osobnikow. Dodatkowo pobierano materiat biologiczny od czterech
samcow szczurdow kontrolnych, ktorym podczas iniekcji podawano bufor

cytrynianowy.

Do ptytki 96-dotkowej dodawatam 5 pL zageszczonego moczu* oraz 115
uL buforu. Dla kazdego systemu przygotowatam po trzy powtdrzenia. W kolejnym
etapie do kazdej studni dodawatam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NHz (1), (Ckorcowe = 1,87x10° M), w buforze
pomiarowym. Nastepnie wykonywatam pomiar przyrostu intensywnosci

fluorescencji w czasie.
* z wykorzystaniem probowek wirowkowych typu AMICON 10 kDa, firmy Milljpore

19.5 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu

pacjentéw chorych na cukrzyce

Probki moczu pochodzace od pacjentéw chorych na cukrzyce oraz
zdrowych ochotnikéw, zostaty pobrane w szpitalu miejskim im. Sw. Wincentego a
Paulo w Gdyni. Procedura zostata wykonana zgodnie z Deklaracjag Helsinska
Swiatowego Stowarzyszenia Lekarzy. W pierwszym eksperymencie wykonatam
pomiar dla wszystkich prébek moczu (zdrowych ochotnikow i chorych pacjentow).
Do dotka ptytki 96-dotkowej wprowadzitam 80 pL moczu, 100 uL buforu oraz
substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH. (5)
(Ckotcowe = 3,74x10° M). W prébkach moczu pacjentéw ze zdiagnozowana
cukrzyca dodatkowo postanowitam zahamowac aktywnos¢ enzymu ADAM 17.
Uktady pomiarowe zawieraty: 80 pyL moczu, 90 pL buforu oraz inhibitor TAPI-O
(Ckoncowe = 1 uM). Préby odniesienia zamiast inhibitora zawieraty DMSO. Dla
kazdego systemu przygotowatam po trzy powtorzenia. Po uptywie inkubagji (30
minut) do kazdej studni dodawatam substrat o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-

Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH; (5) (Ckocowe = 3,74x10° M).
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WYNIKII DYSKUSJA




1. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X1

Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 1. Okreslenie
pierwszorzedowej specyficznosci substratowej enzymu ADAM 17 w pozygji X,

rozdziatu Badania wtasne, przedstawitam na rycinie 35.
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Rycina 35. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowg w pozycji X1 (wzor ogolny: ABZ-Xs-X3-X2-X1-ANB-NH,). Stupki
btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych probek.

Analizujac otrzymane wyniki jednoznacznie okreslitam, ze podbiblioteka
zawierajagca w pozycji X; reszte aminokwasowa alaniny, byta najefektywniej
hydrolizowana przez enzym ADAM 17. Podbiblioteka zawierajgca reszte
aminokwasowa treoniny w badanej pozycji sekwencji, rowniez ulegata hydrolizie,
jednakze znacznie mniej wydajnie. W tabeli 15 zestawiono przyktadowe substraty

enzymu ADAM 17.
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Tabela 15. Sekwencje substratéw enzymu ADAM 17.

L.P.

Py Pg P7 Pe Ps P, P; P;
1 DABCYL  Ser Pro Leu Ala GIn
2 Mca Pro Leu Ala GIn
3 5-FAM Ser Pro Leu Ala GIn
4 DABCYL Pro Arg Ala Ala
5 Mca Lys Pro Leu
6 Mca Ser Pro Leu Ala GIn
7 Mca Ser  Ser Met Ala  GIn Thr Leu
8 ABZ Leu Ala GIn
9 ABZ Leu Ala GIn
10 DABCYL Leu Ala GIn
11 DABCYL Leu Ala GIn

P
Ala
Ala
Ala
Ala
Gly

Ala
Thr
Ala

Ala
Ala

Ala

Py’
Val
Val
Val
hPhe*
Leu

Val
Leu

Val
Leu
Val

hPhe*

SEKWENCJA SUBSTRATU
P’ Y P,
Arg Ser Ser

Dap(DNP) Arg Ser
Arg Ser Ser
Thr Ser Pro

Dap(DNP) Ala Arg-NH;
Arg Ser Ser
Arg Ser Ser
Arg Ser Ser
Arg Ser Ser
Arg Ser Ser
Arg Ser Lys(5-FAM)-NH;

Ps’
Lys(5-FAM)-NH;
Ser
Ser

Lys(5-FAM)-NH,

Ser
Ser

Ser
Ser

Ser

Ps’

Ser

Arg

Arg
Lys(DNP)-NH:
Arg
Arg

Ala

P

Arg-NH

Lys

Lys(DNP)-NH>

Dap(DNP)
Dap(DNP)

Arg

* - homofenyloalanina; kolorem zielonym oznaczono miejsce hydrolizy substratu pomiedzy resztami aminokwasowymi w pozycjach P1-P'.
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W pozycji P1 sekwencji substratowych umieszczonych w tabeli 15
najczesciej wystepuje reszta aminokwasowa Ala (z wyjatkiem substratu 5: P1 = Gly

oraz substratu 7: Py = Thr).

Dane literaturowe sg zgodne z otrzymanymi w moich eksperymentach,
wedtug ktorych podbiblioteka z resztg aminokwasowa alaniny w pozycji X, jest

najefektywniej hydrolizowana.

2. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X

W ramach realizacji punktu 2. Okreslenie specyficznosci substratowej
enzymu ADAM 17 w pozycji X4 rozdziatu Badania wiasne, otrzymatam wyniki,

ktore przedstawitam na rycinie 36.
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RESZTA AMINOKWASOWA W POZYCJI X,
Rycina 36. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowa w pozycji X4 (wzor ogolny: ABZ-Xs-X3-Xz2-Ala-ANB-NH). Stupki
btedu okreslaja wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych prébek.

Na podstawie otrzymanych wynikéw ustalitam, ze podbiblioteka z reszta

aminokwasowg asparaginy najwydajniej ulega hydrolizie przez badany enzym.
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Wydajnej hydrolizie enzymatycznej ulegaty réwniez podbiblioteki z resztami
aminokwasowymi proliny oraz leucyny w pozycji Xa (50% wzgledem podbiblioteki

Z asparaging).

W sekwencji aminokwasowej wiekszosci substratdw umieszczonych w
tabeli 15 w pozycji P4+ wystepuje Leu. W substratach 4, 5 oraz 7 obserwujemy
odpowiednio: Arg, Lys lub GIn. Sposréd wymienionych, wytacznie podbiblioteka
zawierajace reszte aminokwasowa leucyny, znajdujaca sie w pozycji X4 wydajnie
ulegata hydrolizie przez enzym ADAM 17 w przeprowadzonym przeze mnie

eksperymencie.

3. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X

Rycina 37 przedstawia wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 4.
Dekonwolugja tetrapeptydowej biblioteki o wzorze ogolnym ABZ-Asn-Xz-X>-Ala-

ANB-NH;, rozdziatu Badanie wtasne.
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Rycina 37. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowa w pozycji X3 (wzdr ogélny: ABZ-Asn-X3-Xz-Ala-ANB-NH,). Stupki
btedu okreslaja wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych prébek.
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Wysokie wartosci przyrostu absorbancji w czasie obserwowatam dla
podbibliotek zawierajacych w pozycji X3 reszty aminokwasowe metioniny, kwasu
asparaginowego oraz tyrozyny. Najwyzsza warto$¢ przyrostu absorbangji
obserwowatam dla podbiblioteki o wzorze ogolnym: ABZ-Asn-Tyr-X>-Ala-ANB-
NH>).

Analizujac dane w tabeli 15 mozna zauwazy¢, ze w pozycji P3 substratu
najczesciej obecna jest reszta aminokwasowa alaniny. Wyjatek stanowity substraty
5 oraz 7, ktére w wybranej pozycji miaty reszty aminokwasowe odpowiednio
proliny oraz treoniny. W wykonanym przeze mnie eksperymencie dla
podbiblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Ala-Xz-Ala-ANB-NHz obserwowatam przyrost
absorbancji w czasie, jednak byt on znacznie nizszy niz otrzymany dla innych
podbibliotek. W dekonwolucji biblioteki kierowatam sie najwyzszg wartoscia
przyrostu absorbancji w czasie, dlatego do dalszych badan w pozycji X3 wybratam

reszte aminokwasowa tyrozyny.

4. Dekonwolucja dziewietnastu zwiazkbw ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji Xz

Wyniki eksperymentu opisanego w punkcie 6. Dekonwolucja pozycji Xz
19 zwigzkow o wzorze ogolnym ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-ANB-NH>, rozdziatu Badania

witasne przedstawitam na rycinie 38.
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RESZTA AMINOKWASOWA W POZYCJI X,
Rycina 38. Dekonwolucja dziewietnastu zwigzkow ze znang resztag
aminokwasowa w pozycji X2 (wzor ogoélny: ABZ-Asn-Tyr-Xz2-Ala-ANB-NH>). Stupki
btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych probek.

Sposrod 19 zwigzkow proteolizie ulegaty wytacznie te, ktore zawieraty
reszty aminokwasowe metioniny, treoniny, tyrozyny lub asparaginy w pozycji Xz,

ulegaty proteolizie.

Analiza informacji zamieszczonych w tabeli 15 wskazuje, ze w pozycji P>
dotychczas opracowanych substratow fluorogenicznych najczesciej wystepuje
reszta aminokwasowa glutaminy. Wyjatek stanowig substraty 4, 5 oraz 7, w
ktorych pojawiaja sie alanina oraz leucyna. Do dalszych etapéw badan wybratam

zwiazek o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-NH; (Rycina 39).
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Rycina 39. Struktura substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-

NH:z
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5. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X1’

Rycina 40 prezentuje wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 8.
Dekonwolugia pozycji Xi” heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogolnym ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-X;"-X2"-Xz"-Tyr(3-NO:z)-NH, rozdziatu Badania witasne.

4

M w

PRZYROST FLUORESCENCJI/S

[’I.mudzma= 320 nm, lms" =450 nm]

ILE{

RN A R A
0O > 0 =< o T o 3% 0Fa F < 2

o
o
}_
RESZTA AMINOKWASOWA W POZYCJI X'

Rycina 40. Dekonwolucja pozycji X1' dziewietnastu podbibliotek o wzorze
ogolnym:  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2"-X3'-Tyr(3-NOz)-NH2.  Stupki  btedu
okreslaja wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych prébek.
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Tylko podbiblioteki zawierajagce w pozycji Xi' reszty aminokwasowe
waliny, leucyny, metioniny oraz izoleucyny ulegaty proteolizie. Najwydajniejsza
hydroliza zachodzita dla podbiblioteki zawierajacej reszte aminokwasowa

leucyny.

W pozycji P1' sekwencji substratowych zamieszczonych w tabeli 15
najczesciej wystepuja reszty aminokwasowe leucyny oraz waliny, natomiast w
substratach 4 oraz 11 w omawianej pozycji znajduje sie homofenyloalanina. Grupa
badawcza G. Jin w 2002 roku, przeprowadzita analize wptywu reszt
aminokwasowych w pozycjach P1 oraz P’ na wydajno$¢ proteolityczng enzymu
ADAM 17. Szczegolnie dwa substraty o sekwencjach: ABZ-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-
Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) oraz ABZ-Leu-Ala-GIn-Ala-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-
Arg-Dap(DNP) ulegaty proteolizie, odpowiednio w 90% i 92%2%°. Wyniki te

koreluja z wykresem dekonwolucji przedstawionym na rycinie 40.

6. Analiza podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>'-
X3'-Tyr(3-NO2)-NH: z wykorzystaniem wysokosprawnej

chromatografii cieczowej

W celu potwierdzenia miejsca hydrolizy enzymatycznej pomiedzy
resztami aminokwasowymi Ala-Leu (odpowiednio pozycje P1-P1), wykonatam
analizy z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wyniki
poréwnatam z préba kontrolng. Otrzymane chromatogramy zamiescitam na

rycinie 41.
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Rycina 41. Chromatogramy HPLC A) préba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-OH; B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH> w
buforze z Brij-35 (25 mM TRIS-HCI, 2,5 pM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o
pH 9,0 w 37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>'-X3'-Tyr(3-NO.)-

NH2 po inkubacji z enzymem ADAM 17.
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W danych otrzymanych z przeprowadzonej dekonwolugcji najwiekszy
przyrost intensywnosci fluorescencji w czasie obserwowatam dla podbiblioteki
zawierajacej reszte aminokwasowa leucyny. Analiza HPLC podbiblioteki o
sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NHz, inkubowanej w
obecnosci enzymu ADAM 17 potwierdzita hydrolize zachodzaca pomiedzy
resztami aminokwasowymi w pozycjach Pi1-Pi. Na podstawie otrzymanych

wynikow wybratam reszte aminokwasowa leucyny do dalszych etapdw badan.

Na podstawie otrzymanych wynikow jednoznacznie wskazatam
podbiblioteke zawierajgcg w pozycji Xi' reszte aminokwasowa leucyny jako
najefektywniej hydrolizowana. Udziat w tworzeniu kompleksu enzym-substrat
maja fancuchy boczne reszt aminokwasowych, tworzacych oddziatywania z
kieszeniami enzymu. Badania przeprowadzone przez U. Neumann wraz ze
wspotpracownikami, polegaty na optymalizacji sekwencji znanego w literaturze
substratu  fluorogenicznego  (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH>),
ktéry zostat opracowany w 1992 roku przez grupe badawczg C. G. Knight??2, W
wyniku przeprowadzonych badan zespot otrzymat substrat o sekwencji: Mca-Lys-
Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH,, ktory byt wydajnie hydrolizowany
przez enzym ADAM 17 pomiedzy resztami aminokwasowymi glicyny oraz leucyny.
Dodatkowo autorzy przeprowadzili badania z wykorzystaniem dwoch
dodatkowych substratow o sekwencjach: Mca-Pro-Leu-GIn-Ala-Val-Dpa-Arg-
Ser-Ser-Ser-Arg-NHz, oraz Dabcyl-Leu-GIn-Ala-Val-Dpa-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-
EDANS, w ktérych hydroliza wigzania peptydowego zachodzita pomiedzy
resztami aminokwasowymi alaniny oraz waliny?®3, Substraty wydajnie
hydrolizowane przez enzym ADAM 17 zawierajg w pozycji Xi' reszte

aminokwasowa o niepolarnym i alifatycznym tancuchu bocznym.
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7. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X2’
Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 11. Dekonwolugia pozycji
X>" heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogolnym ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>"-

Xz-Tyr(3-NOz)-NH- rozdziatu Badania wtasne zostaty przedstawione na rycinie

42.
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Rycina 42. Dekonwolucja pozycji X2 biblioteki peptydowej o wzorze
ogolnym:  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH,.  Stupki  btedu
okreslajg  wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych probek.

Podbiblioteki zawierajgce w pozycji Xz' zasadowe reszty aminokwasowe
lizyny lub argininy najwydajniej ulegaty proteolizie. Pozostate badane
podbiblioteki (z wyjatkiem sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Glu-X3'-Tyr(3-
NO2)-NHz) ulegaty czesciowej hydrolizie. Reszta aminokwasowa argininy
najczesciej powtarza sie w pozycji X2' substratow przedstawionych w tabeli 15.
Substraty 2 oraz 5 w omawianej pozycji zawieraja reszte Dap(DNP), natomiast

substrat 4 — reszte aminokwasowg treoniny.
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Grupa badawcza C. I. Caescu w 2010 roku przeprowadzita dekonwolucje
biblioteki o wzorze ogolnym: Ac-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-NHz (gdzie X -
rownomolowa mieszanina dziewietnastu reszt aminokwasowych z wyjatkiem
cysteiny). Bioblioteka zostata zsyntezowana metoda skaningu pozycyjnego.
Podbiblioteki zawierajace w pozycji P>’ reszty aminokwasowe Lys, Val lub Ile
najwydajniej ulegaty proteolizie?®*. Z kolei w badaniach przeprowadzonych w
2005 roku, przez grupe badawcza M. H. Lambert analizowano wptyw kombinagji
reszt aminokwasowych w pozycjach P¢'-P>' na aktywnos$¢ enzymu ADAM 17.
Wyjsciowa sekwencja: Biotyna-Leu-Ala-GIn-Ala-P+'-P,'-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH:
stanowita fragment naturalnego substratu badanego enzymu - TNF-a.
Zaprojektowana biblioteka zawierata w pozycjach P1'-P>" aminokwasy biatkowe i
niebiatkowe (odpowiednio 50 i 20 zmiennych), ktére wyselekcjonowano z
wykorzystaniem metod modelowania molekularnego. Nastepnie najbardziej
obiecujace zwigzki zsyntezowano i poddano inkubacji z enzymem ADAM 17. Do
analizy jakosciowej oraz iloSciowej produktow reakcji enzymatycznej
wykorzystano metode LC-MS. W rezultacie najlepsze oddziatywanie enzym-
substrat obserwowano dla kombinacji zawierajgcej zasadowe reszty
aminokwaséw biatkowych w pozycji P>'. Zdecydowanie najefektywniejsza parg

reszt aminokwasowych okazata sie Leu-Arg (odpowiednio P1'-P,')?%°,

8. Analiza podbiblioteki o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-
X3'-Tyr(3-NOz)-NH: z wykorzystaniem wysokosprawnej

chromatografii cieczowej

Analogicznie do puntu 6. Analiza podbiblioteki o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-
Met-Ala-Leu-X>"-Xz3"-Tyr(3-NOz)-NH>  z  wykorzystaniem  wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, przeprowadzitam analize HPLC dla podbiblioteki o
sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NO2)-NHz, a jej wyniki

zamiescitam na rycinie 43.
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Rycina 43. Chromatogramy HPLC A) proba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-OH; B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NOz)-NH2 w
buforze z Brij-35 (25 mM TRIS-HCI, 2,5 pM 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-NOz)-

NH2 po inkubacji z enzymem ADAM 17.

W wyniku przeprowadzonej hydrolizy enzymatycznej obserwowatam na
chromatogramach HPLC uwalnianie fragmentu fluorescencyjnego o sekweng;ji
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH, tr = 7,22 minuty. Do dalszych etapéw syntezy

wybratam reszte aminokwasowa argininy.
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9. Dekonwolucja dziewietnastu zwiazkbw ze znana reszta

aminokwasowa w pozycji X3’

Przedstawione na rycinie 44 wyniki otrzymane zostaty w ramach realizagji
badan opisanych w puncie 13. Dekonwolucja pozycji X3’ w zwiazkach o sekwengji:

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Xz"-Tyr(3-NO2z)-NH-, rozdziatu Badania witasne.
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Rycina 44. Dekonwolucja pozycji X3' zwigzkédw o wzorze ogélnym: ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NOz)-NH». Stupki btedu okreslaja wartosci

btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.

Najwyzszg aktywnos¢ enzymatyczng obserwowatam wobec substratow
zawierajgcych w pozycji X3’ nastepujace reszty aminokwasowe: Arg>Lys>Ser=Gly.
Pozostate zwigzki (z wyjatkiem: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Glu-Tyr(3-NO.)-
NHz), rowniez ulegaty proteolizie, jednak w znacznie mniejszym stopniu. W
sekwencjach substratéow zebranych w tabeli 15 w pozycji P3" wystepuja reszty
aminokwasowe seryny (substraty: 1, 3, 4, 6-11), argininy (substrat 2) oraz alaniny

(substrat 5).
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10. Analiza zwiazku o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-
Tyr(3-NOz)-NH: z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej

Analogicznie do punktu 6 wykonatam analize HPLC zwigzku o sekwencji:

ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH: (Rycina 45).
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Rycina 45. Chromatogramy HPLC A) préba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-OH; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH, w buforze z Brij-
35 (25 mM TRIS-HCI, 2,5 pM 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)-NH: po inkubacji z enzymem
ADAM 17.
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Chromatogramy zamieszczone na rycinie 45 potwierdzajg miejsce
hydrolizy w substracie o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-

NO,)-NH>, pomiedzy resztami aminokwasowymi Ala-Leu (odpowiednio P1-P+’).

W wyniku dekonwolucji pozycji X3' wyselekcjonowatam substrat o

sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH> (Rycina 46).

HN NH,

T
N, g
B A
N N N N
o NH
A

HN NH,

Rycina 46. Struktura wyselekcjonowanego substratu o sekwencji: ABZ-Asn-

Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH,.

Znanych jest wiele naturalnych substratéw enzymu ADAM 17, ktorych

sekwencje w pozycjach Ps-P3" przedstawitam w tabeli 16.
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Tabela 16. Zestawienie sekwencji substratéw syntetycznych (1-11) oraz naturalnych (12-26) enzymu ADAM 17, zestawione z
sekwencja wyselekcjonowanego w ramach niniejszej pracy substratu fluorogenicznego (27).

Reszta aminokwasowa w wyznaczonej pozycji

L.P. Substrat enzymu ADAM 17
P4 P3 P2 Pi1 P1’ P2’ P3’
1 Dabcyl-Ser-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Lys(5-FAM)-NH, Leu Ala GIn Ala Val Arg Ser
2  Mca-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH; Leu Ala GIn Ala Val  Dap(DNP) Arg
3  5-FAM-Ser-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys-TAMRA Leu Ala GIn Ala Val Arg Ser
4  Dabcyl-Pro-Arg-Ala-Ala-Ala-hPhe-Thr-Ser-Pro-Lys(5-FAM)-NH, Arg Ala Ala Ala hPhe Thr Ser
5  Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH, Lys Pro Leu Gly Leu Dap(DNP) Ala
6  Mca-Ser-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys(DNP)-NH> Leu Ala GIn Ala Val Arg Ser
7  Mca-Ser-Ser-Met-Ala-GIn-Thr-Leu-Thr-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH,  GIn Thr Leu Thr  Leu Arg Ser
8  ABZ-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) Leu Ala GIn Ala Val Arg Ser
9  ABZ-Leu-Ala-GIn-Ala-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Dap(DNP) Leu Ala GIn Ala Leu Arg Ser
10 Dabcyl-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-EDANS Leu Ala GIn Ala  Val Arg Ser
11 Dabcyl-Leu-Ala-GIn-Ala-hPhe-Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NH. Leu Ala GIn Ala hPhe Arg Ser
12 TNF-« Leu Ala GIn Ala  Val Arg Ser
13 TGF-a* Val Ala Ala Ala  Val Val Ser
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14 TGF-a* Asp Leu Leu Ala Val Val Ala
15 IL-6R Leu Pro Val GIn 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 GIn Gly
19 L-selektyna Glu Thr Asn Arg  Ser Phe Ser
20 GHRH GIn Met Ser Pro Phe Thr Cys
21  Glikoproteina wirusa Ebola Thr Ile Pro Asp GIn Gly Asp
22 PTPRZ Ile Ala Glu Glu Ile Glu Ser
23 APP His His GIn Lys Ile Val Phe
24  Biatko prionowe* Asn Met Lys His Met Ala Gly
25 Biatko prionowe* Thr  Asn Met Lys  His Met Ala
26 PMEL-17 Val  Ser Thr GIn Ile Ile Met
27 WYSELEKCJONOWANY SUBSTRAT Asn Tyr Met Ala Leu Arg Arg

* - zwigzki z dwoma miejscami hydrolizy
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Kluczowymi czynnikami stabilizujgcymi oddziatywanie enzym-substrat sa
reszty aminokwasowe zaroéwno substratu biatkowego jak i enzymu, znajdujace sie

w poblizu centrum katalitycznego proteinazy.

Sekwencje substratéw 1-11 zostaty wywiedzione z naturalnego substratu
enzymu ADAM 17 — TNF-a. Dla wielu z nich reszty aminokwasowe powtarzaj3 sie
w wybranych pozycjach. Znaczace modyfikacje wystepuja tylko w substratach 4,
5 oraz 7. W substratach biatkowych obserwujemy zdecydowanie mniejsza
selektywnos¢ substratowa enzymu ADAM 17. Wymagania strukturalne enzymu
ADAM 17 w pozycjach P4-Pq substratow biatkowych sg bardzo zréznicowane. W
konkretnej pozycji tego fragmentu wystepujg reszty aminokwasowe zaréwno
hydrofobowe jak i hydrofilowe a czesto nawet o roznym charakterze (kwasowym
oraz zasadowym). Brak Scisle okreslonego charakteru reszt aminokwasowych w
pozycjach P4-Py naturalnych substratow utrudnia projektowanie substratow

syntetycznych.

Natomiast w pozycji P1" biatkowych substratow enzymu bardzo czesto
wystepuja alifatyczne reszty aminokwasowe, co znalazto potwierdzenie podczas
dekonwolucji pozycji Xi' (rycina 40). W wyniku dekonwolucji biblioteki ze znana
pozycja X' (Rycina 42) najwydajniej hydrolizie ulegaty podbiblioteki: P>' = Arg,
Lys, Val lub Met. Wymienione reszty aminokwasowe wystepuja w substratach 1,
3, 6-14, 17, 23 oraz 25. W pozycji X3' w wiekszosci wymienionych w tabeli 15
substratow wystepuja polarne reszty aminokwasowe, co koreluje z wynikami

dekonwolucji (P3" = Arg, Lys lub Ser), zamieszczonymi na rycinie 44.

11. Ocena wydajnosci hydrolizy pochodnych substratu

fluorogenicznego w obecnosci enzymu ADAM 17

W  wyniku realizacji punktu 14. Ocena wydajnosci hydrolizy
modlyfikowanych substratow fluorogenicznych rozdziatu Badania wiasne,

otrzymatam wyniki przedstawione na rycinie 47. Stezenie enzymu ADAM 17
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zostato dobrane odpowiednio do dtugosci tancucha peptydowego substratéw i

zostato zestawione w tabeli 12 w czesci Badania wihasne.
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Rycina 47. Wptyw modyfikacji substratu fluorogenicznego w obrebie C-
konca na aktywnos¢ proteolityczng enzymu ADAM 17. Stupki btedu okreslaja

wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.

Sposrod  substratow zawierajgcych cztery reszty aminokwasowe w
sekwencji (4, 8 oraz 12), najwyzszy stopien hydrolizy obserwowatam dla tego,

ktory w C-koncowym fragmencie posiadat Tyr(3-NO2) (Rycina 47 A). Pozostate
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zwiazki z tej grupy ulegaty proteolizie znacznie mniej wydajnie. Wprowadzenie do
sekwencji dodatkowej reszty aminokwasowej na C-koncu substratu catkowicie
zmienito te zalezno$¢ (substraty 3, 7 oraz 11). Najefektywniej hydrolizie ulegat
substrat zawierajgcy Lys(DNP), nastepnie Dap(DNP) a najmniejsza wydajnosc
obserwowatam dla Tyr(3-NO.) (Rycina 47 B). W grupie substratow zawierajgcych
sze$C reszt aminokwasowych (2, 6 oraz 10) w sekwencji najwyzszy stopien
hydrolizy odnotowatam dla Dap(DNP), znacznie nizszy dla Lys(DNP) a substrat
zawierajacy Tyr(3-NOz2) nie ulegat hydrolizie (Rycina 47 C). Dla substratow 1, 5
oraz 9 efektywna hydroliza zachodzita dla zwigzkdéw zawierajacych Dap(DNP) lub
Lys(DNP). Z kolei substrat zawierajacy Tyr(3-NO>) ulegat hydrolizie w niewielkim
stopniu w stosunku do pozostatych zwigzkow (Rycina 47 D). Zmiany w obrebie C-
konca substratu, obejmujace zaréwno dtugos¢ fragmentu peptydowego jak i
akceptor fluorescencji, maja znaczacy wptyw na oddziatywanie enzym-substrat,

co przektada sie na obserwowang aktywnos¢ enzymatyczna.

Ponizej przedstawitam sekwencje najwydajniej hydrolizowanych
zZwigzkow:
o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NHz (1)

o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH: (5)
o ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH: (9)

12. Parametry kinetyczne wybranych substratow

Wyznaczanie parametréw kinetycznych zostato podzielone na trzy etapy
i wykonane zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 16. Wyznaczanie

parametrow kinetycznych dla substratow 1, 5 oraz 9 czesci Badania wiasne.

Otrzymane wartosci po przeliczeniu poczatkowych szybkosci reakcji
hydrolizy substratéw wyrazonych w jednostkach [intensywnosc fluorescencji/s] na
jednostki [mol/s] wykorzystatam do wykreslenia krzywych Michaelisa-Menten

zaprezentowanych na rycinie 48.
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Rycina 48. Wykresy krzywych Michaelisa-Menten dla substratow: A) ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NH: (1); B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-
Arg-Arg-Lys(DNP)-NHz (5); C) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-
NHz (9). Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone

wzgledem trzech niezaleznych probek.
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Na podstawie otrzymanych wynikdédw wyznaczytam parametry kinetyczne:

Vmax, Km, keat oraz keat/Km. Otrzymane wyniki zostaty zestawione w tabeli 17.

Tabela 17. Parametry kinetyczne substratow.

NUMER Vimax K Keat keat/ K
SUBSTRATU  [molxs™'] x 107"° [uM] [s7'] M 'xs™"] x 10°
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
najwyzszej statej specyficznosci.

Substrat 5 o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-
NH. o statej specyficznoéci keat/Km = 35 794116 M 'xs™', byt najwydajniej

hydrolizowany przez enzym ADAM 17.

Parametry kinetyczne znanych substratbw enzymu ADAM 17

opublikowane przez szereg grup badawczych przedstawitam w tabeli 18427,

Tabela 18. Wartosci statych specyficznosci substratéw wyznaczonych

wobec enzymu ADAM 17.

kcat/ KM

SEKWENCJA SUBSTRATU FLUOROGENICZNEGO (M-Txs] Lit.
Mca-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-NH; 363800 215
Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH; 778400 218
Mca-Ser-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys(DNP)-NH, 3500  °™°
Mca-Ser-Ser-Met-Ala-GIn-Thr-Leu-Thr-Leu-Arg-Ser-Ser-Ser-Lys(DNP)-NH, | 130000 279
Dabcyl-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ser-Ala-Arg-EDANS 466300 2T
Dabcyl-Leu-Ala-GIn-Ala-hPhe*-Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NH; 430000 21
Dabcyl-Pro-Cha**-Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys(5-FAM)-NH; 6800 2
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH; 35794 -

* - hPhe - homofenyloalanina ** - Cha - cykloheksyloalanina

Wyzsze wartosci statej specyficznosci, oznaczaja wydajniejszg hydrolize

danego substratu. Stata keat/Km otrzymana dla substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
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Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH, (5) jest o rzad wielkosci nizsza od pozostatych
omawianych zwigzkédw. Nalezy jednak zwroci¢é uwage, ze w substratach tych
wystepuja inne pary donor-akceptor, co ma wptyw na omawiang wartosc.
Parametry kinetyczne wyznaczone dla substratéw (1), (5) i (9), (réznig sie
wytacznie akceptorem fluorescencji) potwierdzajg zmiane wartosci statej kcat/Km

nawet o rzad wielkosci.

Wysoka wartosc¢ statej specyficznosci nie jest parametrem krytycznym w
wyborze substratu do potencjalnego zastosowania jako marker enzymu. Bardzo
istotna jest jego selektywnos¢, wobec pozostatych enzymoéw proteolitycznych.
Badania przeprowadzone przez grupe U. Neumann wykazaty, ze substrat o
sekwencji Mca-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-Dap(DNP)-Ala-Arg-NH, wykazujacy
najwyzsza wartosc statej specyficznosci dla ADAM 17 sposrod przytoczonych,
charakteryzuje sie bardzo niskg selektywnoscia. W opracowaniu tym
przedstawiono wysokie wartosci tej statej wzgledem wielu przedstawiciel
enzymow z rodziny MMP. Na szczegolng uwage zastuguja enzymy MMP-13 oraz
MMP-14, wobec ktorych wyznaczona stata specyficznosci substratu byta wyzsza
niz w obecnosci enzymu ADAM 1793, Z kolei w opracowaniu przygotowanym
przez G. B. Fields okreslono selektywnos¢ substratow fluorogenicznych
wykorzystywanych do oceny aktywnosci proteolitycznej wybranych enzymow z
rodzin MMP oraz ADAM. Substrat o sekwencji Dabcyl-Leu-Ala-GIn-Ala-hPhe-
Arg-Ser-Lys(5-FAM)-NHz byt wydajnie hydrolizowany przez szereg enzymoéw:
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, ADAM 8 oraz ADAM 10, co

$wiadczy o jego bardzo niskiej selektywnosci??'.
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13. Wyniki badania wptywu inhibitora TAPI-0 na aktywnos¢
proteolityczna enzymu ADAM 17

Wyniki otrzymane w ramach realizacji punktu 17. Hamowanie aktywnosci
enzymu ADAM 17 inhibitorem TAPI-0, rozdziatu Badania wtasne przedstawitam

na rycinie 49.
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+ TAPI-0;
- TAPI-0

Rycina 49. Hamowanie aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17
przez inhibitor TAPI-0. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego,

wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Otrzymane wyniki potwierdzity skuteczng inhibicje enzymu ADAM 17
przez inhibitor TAPI-0. Aktywnos¢ proteolityczna zostata zahamowana w 95% w
odniesieniu do proby kontrolnej zawierajacej takie samo stezenie enzymu. Wynik
ten koreluje z badaniami grupy E. J. Lee z roku 2014, podczas ktorych
przetestowano skutecznos¢ czterech réznych inhibitorow metaloproteaz (TAPI-O0,
NNGH, M8I oraz M9I), wobec enzymu ADAM 17. Inhibitor TAPI-O efektywnie

hamowat aktywnos$¢ enzymu ADAM 17 przy stezeniu 1x1077 M226,
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14. Ocena selektywnosci substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-
Lys(DNP)-NHz w obecnosci wybranych proteaz

Przedstawione na rycinie 50 wyniki, otrzymatam w ramach realizagji
punktu 18. Hydroliza substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-

NH: przez wybrane proteazy, rozdziatu Badanie wtasne.
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Rycina 50. Selektywnosc¢ substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-
Lys(DNP)-NH>. Aktywnos¢ wybranych enzyméw 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). Stupki btedu okreslaja wartosci btedu standardowego,

wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.

Badania zostaty przeprowadzone w takich warunkach w jakich hydrolizie
ulegat substrat ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH>  (5) w
obecnosci enzymu ADAM 17. Eksperyment miat na celu zweryfikowanie
selektywnosci otrzymanego substratu. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzitam, ze system zawierajagcy ADAM 17 wykazywat najwyzszy przyrost

intensywnosci fluorescencji w czasie. Cze$¢ wykorzystanych enzymow nalezacych
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do rodziny kalikrein wykazywato nieznaczna zdolnos¢ do hydrolizy substratu (10%
wzgledem enzymu ADAM 17). W przypadku pozostatych enzyméw nie
obserwowatam wzrostu fluorescencji w warunkach przeprowadzonego
eksperymentu. Podobne badania przeprowadzono wobec innych substratéw i tak
grupa M. Moss w 2007 roku przetestowata substrat o sekwencji Dabcyl-Pro-Cha-
Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys(5-FAM)-NH, ktéry ulegat hydrolizie przez enzymy:
MMP-1 MMP-2, MMP-9, MMP-13, MMP-14, ADAM 8, ADAM 10, ADAM 12 oraz
ADAM 17427 Badania innego dostepnego komercyjnie substratu o sekwencji:
Mca-Pro-Leu-Ala-GlIn-Ala-Val-Dap(DNP)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NHp, zostaty
przeprowadzone przez grupe D. M. Bennion w 2016 roku. Otrzymane wyniki
wskazujg na jego hydrolize przez enzymy MMP-3, MMP-7, MMP-12, MMP-17,
oraz ADAM 17225, Oba eksperymenty oznaczajg, ze substraty te charakteryzuja sie

niskg selektywnoscig wobec enzymu ADAM 17.
15. Badania biologiczne

15.1 Wplyw modyfikacji wprowadzonych na etapie hodowli komoérek
podocytow ludzkich na aktywnos¢ enzymu ADAM 17

W  ramach przeprowadzonych eksperymentéw opisanych w
podrozdziatach 19.2 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w
lizatach linii komorkowej ludzkich podocytow oraz 19.3 Ocena aktywnosci
proteolitycznej enzymu ADAM 17 w medium zewnatrzkomorkowym [linii
komorkowych ludzkich podocytow, czesci Badania wtasne, otrzymatam wyniki

przedstawione na rycinach 51-53.
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Rycina 51. Aktywnos¢ enzymu ADAM 17 A) w lizatach komérkowych; B)
w medium zewnatrzkomérkowym, ludzkich podocytow. SG - warunki
odzwierciedlajace fizjologiczny poziom glukozy, HG - warunki poziomu glukozy
indukujgce cukrzyce, SG+Klotho, HG+Klotho — dziatanie protekcyjne biatka
Klotho w stosunku do linii komérek podocytow. Stupki btedu okreslajg wartosci

btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.

W prébkach lizatbw komérkowych obserwowatam wyzszg aktywnosc¢
proteolityczng enzymu ADAM 17 w przypadku linii komdérkowych podocytow
inkubowanych w pozywce zawierajacej fizjologiczne stezenie glukozy (SG) (Rycina
51 A). Z kolei w medium zewnatrzkomodrkowego wyzszg aktywnos¢ enzym ADAM
17 wykazywat w przypadku hodowli komorek prowadzonej w pozywce
zawierajacej podwyzszone stezenie glukozy (HG) (Rycina 51 B). Wyniki te
pokrywaja sie z doniesieniami literaturowymi grupy badawczej V. Palau, w ktérych
zaobserwowano zwiekszong ekspresje enzymu ADAM 17 w panelu réznych
komorek nerek (Srodbtonka ktebuszkdw nerkowych, mezangialnych, nabtonka

kanalikéw blizszych oraz podocytdéw) w stanach cukrzycowych??.

Wprowadzenie do hodowli na etapie wzrostu komorek biatka Klotho,
spowodowato znaczace zmiany w aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17.

W lizatach linii komorkowych (zaréwno komorek inkubowanych w pozywce
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zawierajacej 30 mM (HG) jak i 11 mM (SG) stezenie glukozy) nie obserwowatam
roznicy w aktywnosci proteolitycznej enzymu. Ponadto poziom aktywnosci
enzymu ADAM 17 dla linii inkubowanych z biatkiem Klotho byt porownywalny dla
obu systemow (SG i HG) (Rycina 51 A). Z kolei aktywno$¢ enzymu ADAM 17 w
medium zewnatrzkomdrkowym byta nizsza w obu uktadach w obecnosci biatka
Klotho (SG+Klotho, HG+Klotho) (Rycina 51 B), Ponadto w medium
zewnatrzkomérkowym znad linii  komorkowych hodowanych w  pozywce
zawierajacej 30 mM stezenie glukozy, obserwowatam znacznie wiekszg aktywnos¢
proteolityczng enzymu ADAM 17 w odniesieniu do medium uzyskanego znad linii
komodrkowych inkubowanych w pozywce zawierajacej fizjologiczne stezenie

glukozy.

Powyzsze wyniki wskazuja na zwiekszong ekspresje enzymu ADAM 17 w
uktadzie zawierajagcym podwyzszone stezenie glukozy. Dodatkowo, inkubacja linii
komorkowej ludzkich podocytow w pozywce zawierajagcej 30 mM stezenie

glukozy w obecnosci biatka Klotho wskazuje na jego prewencyjne dziatanie.
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Rycina 52. Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach
komodrkowych; B) w medium zewnatrzkomdrkowym, ludzkich podocytéw z
wyciszong ekspresja biatka Klotho. SG kontrola — warunki fizjologiczne komérek

podocytéw, SG shKlotho — warunki fizjologiczne komérek podocytéw z
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zahamowang biosyntezg biatka Klotho. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu

standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Zahamowanie biosyntezy biatka Klotho w linii komérkowej podocytéw
inkubowanych w pozywce zawierajacej standardowe stezenie glukozy zmienito
aktywnos$¢ proteolityczng enzymu ADAM 17 (Rycina 52). Tendencja zmian
obserwowana zaréwno dla lizatéw jak i medium zewnatrzkomoérkowego
wykazywata podobienstwo do tych, ktore obserwowatam w linii komorkowej

podocytow w pozywce zawierajacej 30 mM stezenie glukozy (Rycina 51).

Wyniki te wskazuja, ze zablokowanie ekspres;ji biatka Klotho w komaorkach
podocytow prawdopodobnie prowadzi do zaburzenia w przekazywaniu sygnatow
w szlakach sygnalizacyjnych, zaleznych od enzymu ADAM 17. W znanej mi

literaturze nie spotkatam analogicznych badan, ktére mogtabym przedyskutowac.
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Rycina 53. Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach
komodrkowych; B) w medium zewnatrzkomérkowym, ludzkich podocytéw z
wyciszong ekspresja enzymu ADAM 17. SG kontrola — warunki fizjologiczne
komodrek podocytéw, HG kontrola - warunki poziomu glukozy indukujace
cukrzyce, SG shADAM 17 - warunki fizjologiczne komorek podocytow z
zahamowang biosynteza enzymu ADAM 17, HG shADAM 17 — warunki z
indukowang cukrzyca z zahamowang biosynteza enzymu ADAM 17. Stupki btedu
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okredlajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych prébek.

Spadek aktywnosci proteolitycznej ADAM 17 w systemach zawierajacych
shRNA, jednoznacznie wskazuje na efektywne wyciszenie ekspresji genu
kodujagcego enzym ADAM 17. Obserwowany wzrost fluorescencji w omawianych
systemach moze wynika¢ z niepetnego wyciszenia genu przez shRNA lub z
obecnosci innej proteazy zdolnej do hydrolizy uzytego substratu. Nie wykluczone
jest zajscie obu tych przypadkéw, lecz wymaga to bez watpienia dodatkowych

eksperymentow.

15.2 Wyniki aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu

szczurow z indukowana cukrzyca

Wyniki otrzymane w ramach realizacji badan opisanych w podrozdziale
19.4 Ocena aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu szczurow z

indukowana cukrzyca, czesci Badania wtasne, przedstawitam na rycinie 54.
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Rycina 54. Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 w moczu
szczurdw rasy Wistar grupy kontrolnej (Kontrola 1-4; 4 osobniki), oraz z
indukowanga cukrzyca (STZ 1-4; 4 osobniki). Stupki btedu okreslajag wartosci btedu

standardowego, wyliczone wzgledem trzech prébek.
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W moczu szczurdw z indukowana cukrzycg obserwowatam znacznie
podwyzszong aktywnos¢ enzymu ADAM 17 w odniesieniu do proby kontrolnej
(wzrost okoto 200%). Grupa badawcza S. Zhang w roku 2012 udowodnita, ze
podawanie streptozotocyny szczurom rasy Wistar w fazie ich wzrostu, powoduje
zmiany w masie ciata, objetosci wydalanego moczu, oraz stezeniu glukozy we
krwi. Ponadto zauwazono zmiany morfologiczne w ktebuszkach nerkowych,
odpowiadajgce zmianom obserwowanym w nefropatii cukrzycowej. Tym samym
potwierdzono indukowanie nefropatii cukrzycowej poprzez streptozotocyne u
szczuréw rasy Wistar?®?, W znanej mi literaturze nie znalaztam bezposredniego
powigzania pomiedzy indukowaniem nefropatii cukrzycowej u szczuréw tej rasy

a aktywnoscig enzymu ADAM 17.

15.3 Wyniki aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu

pacjentéw chorych na cukrzyce

W wyniku realizacji punktu 19.5 Ocena aktywnosci proteolitycznes
enzymu ADAM 17 w moczu pacientow chorych na cukrzyce, rozdziatu Badania

wiasne otrzymano wyniki, ktore zostaty przedstawione na rycinie 55.
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Rycina 55. Proteoliza substratu o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-
Arg-Arg-Lys(DNP)-NHz, A) w prébkach moczu zdrowych ochotnikow (1-10) oraz
pacjentéw ze zdiagnozowang cukrzyca (627, 632, 640, 648, 654, 663, 603, 607,
552, 577); B) w probkach moczu pacjentdow ze zdiagnozowanag cukrzyca po
inkubacji z inhibitorem TAPI-0. Stupki btedu okreslajag wartosci btedu

standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Otrzymane wyniki jednoznacznie wykazaty catkowity brak aktywnosci
proteolitycznej w prébkach moczu zdrowych ochotnikdéw (Rycina 55 A).
Jednoczesnie obserwowatam przyrost intensywnosci fluorescencji wynikajacy z
aktywnosci proteolitycznej enzymu w prébkach moczu pacjentow ze
zdiagnozowana cukrzyca. Inkubacja probek z inhibitorem TAPI-O (Rycina 55 B)
spowodowata zmniejszenie obserwowanej aktywnosci we wszystkich prébkach a

dla niektorych z nich (632, 603). obserwowatam catkowity zanik aktywnosci. W
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probkach biologicznych moze dochodzi¢ do niespecyficznej hydrolizy substratu i
z tego wynika¢ moze tylko czesciowa skutecznos¢ inhibicji enzymu ADAM 17
obserwowana dla wiekszosci prob. Ponadto czes¢ z pacjentdéw ze zdiagnozowana
cukrzycg chorowato takze na inne choroby miedzy innymi pacjent 607 cierpiat na
sarkoidoze, ktora powoduje stan zapalny przyczyniajac sie do ogdlnego wzrostu
aktywnosci enzymatycznej w moczu. Brak dostepu do petnej historii chordb
pacjentéw uniemozliwia skorelowania otrzymanych wynikéw z parametrami
takimi jak: czas trwania choroby, typ prezentowanej cukrzycy czy tez stadium
rozwoju nefropatii cukrzycowej. W zwigzku z tym otrzymane wyniki nalezy

traktowac jako wstepne i wymagajace dalszych prac.
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PODSUMOWANIE 1
WNIOSKI




W ramach badan bedacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej,

otrzymatam wyniki, ktére podsumowuje:

1.

Wykorzystujgc metode chemii kombinatorycznej, zsyntezowatam
tetrapeptydowa biblioteke, ktérg poddatam dekonwolucji. W wyniku
przeprowadzonych badan wyselekcjonowatam substrat
hydrolizowany przez enzym ADAM 17 o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-ANB-NH,.

W kolejnym etapie zaprojektowatam heptapeptydowa biblioteke. W
wyniku  dekonwolucji  wyselekcjonowatam  substrat  wydajnie
hydrolizowany przez enzym ADAM 17, o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH: (1).

W wyniku optymalizacji sekwencji substratu w obszarze C-koncowym
(wptyw dtugosci fragmentu peptydowego oraz rodzaju akceptora
fluorescencji), otrzymatam zwigzek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-
Arg-Lys(DNP)-NH: (5), o wartosci keat/Km = 35 79416 M~ "xs™ .
Substrat  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH,  jest
selektywnie hydrolizowany przez enzym ADAM 17.

Okreslitam aktywnos¢ enzymu ADAM 17 w probkach lizatéw oraz
medium zewnatrzkomérkowego podocytow. W warunkach wysokiej
glukozy, rozumianych jako warunki uszkadzajgce komorki podocytéw
dochodzi do obnizenia wewnatrzkomorkowej aktywnosci ADAM 17.
Zwiekszong aktywnos¢ tego enzymu obserwujemy na zewnatrz
komorki. Jednym z powodéw takiego zjawiska moze by¢ uszkodzenie
btony komérkowej podocytow i w efekcie zwiekszenie
przepuszczalnosci sktadnikow cytoplazmy.

Obecnos¢ biatka Klotho w analogicznych eksperymentach istotnie
zwieksza aktywnos¢ wewnatrzkomorkowa enzymu dla  systemu

inkubowanego w podwyzszonym stezeniu glukozy. Niezaleznie od
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stezenia glukozy w pozywce, w ktoérej inkubowane byty podocyty
aktywnos¢ enzymu ADAM 17 jest zdecydowanie wyzsza dla systemu
bez Klotho lub z wyciszonym genem tego biatka w medium
zewnatrzkomérkowym.  Efekt ten moze by¢ nastepstwem
protekcyjnego dziatania biatka Klotho wobec komorek, ktére reguluje
wydzielanie rozpuszczalnej formy enzymu ADAM 17. Alternatywnie
efekt protekcyjnego dziatania biatka Klotho moze powodowac
zaburzenie szlaku sygnatowego badz szlakéw sygnatowych, w efekcie
czego dochodzi do zahamowania wydzielania badanego enzymu.
OdpowiedZ na to pytanie wymaga jednak poszerzonych badan
komorkowych, ktére nie zostaty zaplanowane w niniejszej rozprawie
doktorskiej.

. Wykazatam, ze w probkach moczu szczurow z cukrzyca istnieje
statystycznie wieksza aktywnos¢ enzymu ADAM 17 w poréwnaniu do
osobnikéw zdrowych.

. Analiza moczu pacjentéw chorych na cukrzyce wykazata zwiekszong
aktywnos¢ enzymu ADAM 17, wobec moczu oséb zdrowych.

. Otrzymane zwiagzki moga stanowi¢ element diagnostyki cukrzycy i

zwigzanych z nig chordb nerek.

160



VII Dorobek naukowy
1. Publikacje naukowe

1) D. Rogacka, P. Rachubik, M. Typiak, T. Kulesza, I. Audzeyenka, M. A. Saleem,
H. Sikora, N. Gruba, M. Wysocka, A. Lesner, A. Piwkowska, "Involvement of
ADAM17-Klotho crosstalk in high glucose-induced alterations of podocyte

function”, International Journal of Molecular Sciences, Vo. 26, 2025, str. 1-21.

2) N. Gruba, H. Sikora, J. Ciesielska, W. Rejmak, A. Lesner, ,Caspase-like
activity is associated with bacterial infection of the urine in urinary tract diseases”,

Analytical Biochemistry, Vo. 688, 2024, str. 1-7.

3) H. Sikora, N. Gruba, M. Wysocka, A. Piwkowska, A. Lesner, ,Optimization
of fluorescent substrates for ADAM17 and their utility in the detection of
diabetes”, Analytical Biochemistry, Vo. 681, 2023, str. 1-11.

4) N. Gruba, A. Romanowska, W. Rejmak, H. Sikora, M. Wysocka, A. Lesner,
.Monitorowanie aktywnosci proteolitycznej jako element diagnostyki chorob

cywilizacyjnych”, Wiadomosci Chemiczne, Vo. 76, 2022, str. 335-347.
2. Postery na konferencjach krajowych i zagranicznych

1) H. Sikora, N. Gruba, A. Lesner, ,Aktywnos$¢ wybranych enzymoéw
proteolitycznych w materiale biologicznym pochodzacym od pacjentow ze
zdiagnozowanym zapaleniem bakteryjnym”, III Kongres Mtodej Nauki, 6-

8.07.2023, Gdansk, Polska.

2) H. Sikora, N. Gruba, A. Piwkowska, A. Lesner, M. Wysocka, ,Synthesis of
specific substrate for ADAM 17 using combinatorial chemistry methods”,

CYSTATINS, 16-18.06.2022, Gdansk, Polska.

161



3) H. Sikora, M. Wysocka, A. Lesner, ,Koniugaty peptydomimetykéw z
doksorubicyng jako alternatywa dla leczenia choréb nowotworowych”, VI

Ogolnopolskie Sympozjum Biomedyczne ESKULAP, 30.11.2019, Lublin, Polska.
3. Komunikaty ustne na konferencjach krajowych i zagranicznych

1) H. Sikora, N. Gruba, A. Lesner, A. Piwkowska, M. Wysocka, ,Ocena
aktywnosci  proteolitycznej enzymu ADAM 17 wobec  selektywnie
hydrolizowanych substratéw fluorogenicznych, réznigcych sie dtugoscia
fragmentu peptydowego oraz akceptorem fluorescencji”, X tédzkie Sympozjum

Doktorantow Chemii, 18-19.05.2023, £6dz, Polska.

2) H. Sikora, N. Gruba, A. Lesner, A. Piwkowska, M. Wysocka, ,Optimalization
of specific substrate for ADAM 17 using different fluorescence acceptors”, Baltic

Chemistry Conference, 2023, 27-28.05.2023, Online, Polska.
4. Kierowanie projektami badawczymi oraz udziat w takich projektach

1) .Rola biatek klotho i NPP1 w regulacji funkcji komorki podocytarnej”, nr
UMO-2018/29/B/NZ4/02074 (NCN), OPUS 15, 2019-2022, doktorant stypendysta.

2) .Synteza oraz ocena wydajnosci hydrolizy selektywnych substratéw
fluorogenicznych wobec enzymu ADAM 17", nr 539-T070-B908-21 (Wydziat
Chemii, Uniwersytet Gdanski), Projekt badawczy w ramach Badan Naukowych
Stuzacych Rozwojowi Mtodych Naukowcow oraz Uczestnikow  Studiow

Doktoranckich, 2021, kierownik projektu.

3) ,Synteza substratow fluorogenicznych enzymu ADAM 17 zawierajacych 3-
nitro-L-tyrozyne”, nr 539-T070-B034-22 (Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski),
Projekt badawczy w ramach Badan Naukowych Stuzacych Rozwojowi Mtodych

Naukowcédw oraz Uczestnikdw Studiéw Doktoranckich, 2022, kierownik projektu.

4) .Synteza pochodnych selektywnych substratow fluorogenicznych wobec

wybranych proteaz serynowych. Ocena wptywu struktury akceptora fluorescenc;ji

162



na wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej”, nr 539-T070-B066-23 (Wydziat Chemii,
Uniwersytet Gdanski), Projekt badawczy w ramach Badan Naukowych Stuzacych
Rozwojowi Mtodych Naukowcdw oraz Uczestnikéw Studiow Doktoranckich, 2023,

kierownik projektu.

163



VIII Wykaz rycin

Rycina 1. Schemat budowy przedstawicieli biatek z rodziny ADAM. HEx* -
sekwencja aminokwasowa charakterystyczna dla  biatek  aktywnych
proteolitycznie, RGD** - sekwencja Arg-Gly-Glu, xCD*** — sekwencja aa-Cys-Glu,
***% - domena metaloproteazy okreslana jest domenag katalityczng dla
przedstawicieli aktywnych enzymatycznie. Rysunek wykonany na podstawie
literatury.

Rycina 2. Udziat enzyméw nalezacych do rodziny ADAM w wybranych stanach
patofizjologicznych cztowieka. 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 reszte aminokwasowg kwasu glutaminowego, petnigcych role
w koordynowaniu jonu cynku; B) zblizenie centrum katalitycznego enzymu ADAM
17.

Rycina 5. Aktywacja enzymu ADAM 17 poprzez oddziatywanie domeny MPD z
powierzchnig btony komaorkowej. 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 ligandow wigzacych sie do receptora EGFR.
Rysunek wykonany na podstawie literatury.

Rycina 8. Schemat obrazujacy role enzymu ADAM 17 w patogenezie wybranych
chorob.

Rycina 9. A) Struktura krystaliczna kompleksu domeny katalitycznej enzymu
ADAM 17 (kolor zielony) z naturalnym inhibitorem TIMP-3 (kolor niebieski).

Czerwonym kolorem oznaczono reszte aminokwasowa cysteiny w pozycji 1
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inhibitora, petnigca kluczowa role w blokowaniu aktywnosci proteolitycznej; B)
zblizenie struktury krystalicznej kompleksu ADAM 17-TIMP-3.

Rycina 10. Wzér potstrukturalny inhibitora syntetycznego TAPI-0.

Rycina 11. Powiktania pojawiajace sie u pacjentdw chorujacych na cukrzyce.
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. Przekrdj poprzeczy ktebuszka nerkowego. Rysunek wykonany na
podstawie literatury.

Rycina 15. Utozenie komoérek podocytdw wokot naczyn witosowatych w ktebuszku
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 biatka Klotho. Rysunek wykonany na podstawie
literatury.

Rycina 18. Schemat tworzenia biblioteki peptydowej metoda chemii
kombinatorycznej ,porcjowania i tagczenia”. Niebieska kulka odpowiada ziarnu
zywicy, pozostate resztom aminokwasowym. Rysunek wykonany na podstawie
literatury.

Rycina 19. Wzér potstrukturalny linkera przytaczonego do zywicy TENTA GEL
SRAM. Rysunek wykonany na podstawie literatury.

Rycina 20. Wzor potstrukturalny linkera przytaczonego do zywicy 2-chloro-
chlorotritylowej. Rysunek wykonany na podstawie literatury.

Rycina 21. Diagram Jabtonskiego ilustrujacy przejscia energetyczne obserwowane
pomiedzy donorem a akceptorem, wykazujacymi zjawisko FRET. So — podstawowy
stan energetyczny, S1 — wzbudzony stan energetyczny. Rysunek wykonany na

podstawie literatury.
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Rycina 22. Zalezno$¢ widm wzbudzenia oraz emisji dla donora i akceptora,
tworzacych pare FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury.

Rycina 23. Schemat hydrolizy enzymatycznej substratu peptydowego
wykazujacego zjawisko FRET. Rysunek wykonany na podstawie literatury.

Rycina 24. Schematyczne przedstawienie miejsca aktywnego enzymu wedtug
nomenklatury Schechtera i Bergera. Rysunek wykonany na podstawie literatury.
Rycina 25. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia
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-X>-Ala-ANB-NH,, B) ABZ-Asn-Thr-Xz-Ala-ANB-NHa.

Rycina 28. Etapy syntezy zwigzkow o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Xz-Ala-ANB-NH.. Xz
- 19 reszt aminokwasowych z wyjatkiem cysteiny, ABZ - kwas 2-
aminobenzoesowy, ANB — kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy, R — zywica.

Rycina 29. Widma analizy jonu masowego pochodnych o sekwencjach: A) ABZ-
Asn-Tyr-Val-Ala-ANB-NH: [M = 747 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-Pro-Ala-ANB-NH>
[M = 745 g/mol].

Rycina 30. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: A) ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X>'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-X>'-
X3'-Tyr(3-NO2)-NHo..

Rycina 31. Etapy syntezy heptapeptydowej biblioteki o wzorze ogolnym: ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH.. X2, X3' = 19 reszt aminokwasowych
z wyjatkiem cysteiny, ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO;) —3-nitro-L-
tyrozyna, R — zywica.

Rycina 32. Widma analizy jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: A) ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Gly-X3'-Tyr(3-NOz)-NHz; B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-
X3'-Tyr(3-NO2)-NHo..
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Rycina 33. Etapy syntezy heptapeptydowych zwigzkéw o wzorze ogolnym: ABZ-
Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NO2)-NHz. X3 - reszty aminokwasowe z
wyjatkiem cysteiny, ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy, Tyr(3-NO;) —3-nitro-L-
tyrozyna, R — zywica.

Rycina 34. Widma analizy jonu masowego zwigzkéw o sekwencjach: A) ABZ-Asn-
Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Ser-Tyr(3-NO2)-NHz2 [M = 1180 g/mol]; B) ABZ-Asn-Tyr-
Met-Ala-Leu-Arg-Val-Tyr(3-NO2)-NHz [M = 1192 g/mol].

Rycina 35. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowag w pozycji X1 (wzdr ogolny: ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NHy). Stupki
btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech
niezaleznych prébek.

Rycina 36. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowg w pozycji X4 (wzor ogolny: ABZ-Xs-X3-Xz2-Ala-ANB-NHz). Stupki
btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech
niezaleznych probek.

Rycina 37. Dekonwolucja dziewietnastu podbibliotek ze znang reszta
aminokwasowa w pozycji X3 (wzor ogdlny: ABZ-Asn-X3-X>-Ala-ANB-NH>). Stupki
btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech
niezaleznych probek.

Rycina 38. Dekonwolucja dziewietnastu zwigzkdw ze znang reszta aminokwasowa
w pozycji X2 (wzor ogoélny: ABZ-Asn-Tyr-X>-Ala-ANB-NH>). Stupki btedu okreslaja
wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.
Rycina 39. Struktura substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-NHo.
Rycina 40. Dekonwolucja pozycji Xi" dziewietnastu podbibliotek o wzorze
ogolnym:  ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2'-X3'-Tyr(3-NOz)-NH2.  Stupki  btedu
okreslaja wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech

niezaleznych prébek.

167



Rycina 41. Chromatogramy HPLC A) proba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH;
B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Xz'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH> w buforze z
Brij-35 (25 mM TRIS-HCI, 2,5 uM 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 ogdlnym:
ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-X>'-X3'-Tyr(3-NOz)-NH,.  Stupki  btedu  okreslaja
wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.
Rycina 43. Chromatogramy HPLC A) proba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH;
B) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NOz)-NH> w buforze z
Brij-35 (25 mM TRIS-HCI, 2,5 uM chlorek cynku oraz 0,005% Brij-35 o pH 9,0 w
37°C); C) podbiblioteka: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Xs'-Tyr(3-NO2)-NH2 po
inkubacji z enzymem ADAM 17.

Rycina 44. Dekonwolucja pozycji X3' zwigzkow o wzorze ogdlnym: ABZ-Asn-Tyr-
Met-Ala-Leu-Arg-X3'-Tyr(3-NOz)-NH. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu
standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Rycina 45. Chromatogramy HPLC A) proba kontrolna: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH;
B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH> w buforze z Brij-35 (25
mM TRIS-HCI, 2,5 uM 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)-NH> po inkubacji z enzymem ADAM
17.

Rycina 46. Struktura wyselekcjonowanego substratu o sekwencji: ABZ-Asn-Tyr-
Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NOz)-NHo..

Rycina 47. Wptyw modyfikacji substratu fluorogenicznego w obrebie C-konca na
aktywnos$¢ proteolityczng enzymu ADAM 17. Stupki btedu okreslajg wartosci
btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Rycina 48. Wykresy krzywych Michaelisa-Menten dla substratéw: A) ABZ-Asn-Tyr-
Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH> (1); B) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-
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Arg-Lys(DNP)-NH: (5); C) ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH: (9).
Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem
trzech niezaleznych probek.

Rycina 49. Hamowanie aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 przez
inhibitor TAPI-0. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego, wyliczone
wzgledem trzech niezaleznych prébek.

Rycina 50. Selektywnos¢ substratu ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-
NH.. Aktywno$¢ wybranych enzymow 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). Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego,
wyliczone wzgledem trzech niezaleznych prébek.

Rycina 51. Aktywnos¢ enzymu ADAM 17 A) w lizatach komérkowych; B) w medium
zewnatrzkomorkowym, ludzkich podocytow. SG - warunki odzwierciedlajace
fizjologiczny poziom glukozy, HG - warunki poziomu glukozy indukujace
cukrzyce, SG+Klotho, HG+Klotho — dziatanie protekcyjne biatka Klotho w
stosunku do linii komorek podocytow. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu
standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Rycina 52. Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach
komodrkowych; B) w medium zewnatrzkomérkowym, ludzkich podocytéw z
wyciszong ekspresja biatka Klotho. SG kontrola — warunki fizjologiczne komérek
podocytow, SG shKlotho - warunki fizjologiczne komorek podocytéow z
zahamowang biosyntezg biatka Klotho. Stupki btedu okreslajg wartosci btedu
standardowego, wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.

Rycina 53. Aktywno$¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 A) w lizatach
komodrkowych; B) w medium zewnatrzkomérkowym, ludzkich podocytéw z

wyciszong ekspresja enzymu ADAM 17. SG kontrola — warunki fizjologiczne

169



komoérek podocytéw, HG kontrola - warunki poziomu glukozy indukujace
cukrzyce, SG shADAM 17 — warunki fizjologiczne komérek podocytéw z
zahamowang biosynteza enzymu ADAM 17, HG shADAM 17 — warunki z
indukowang cukrzyca z zahamowang biosynteza enzymu ADAM 17. Stupki btedu
okredlajg wartosci btedu standardowego, wyliczone wzgledem trzech
niezaleznych prébek.

Rycina 54. Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 w moczu szczurdw rasy
Wistar grupy kontrolnej (Kontrola 1-4; 4 osobnikéw), oraz z indukowana cukrzyca
(STZ 1-4; 4 osobnikow). Stupki btedu okreslajg wartosci btedu standardowego,
wyliczone wzgledem trzech prébek.

Rycina 55. Proteoliza substratu o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-
Lys(DNP)-NH>, A) w probkach moczu zdrowych ochotnikdéw (1-10) oraz pacjentéw
ze zdiagnozowang cukrzyca (627, 632, 640, 648, 654, 663, 603, 607, 552, 577); B)
w prébkach moczu pacjentow ze zdiagnozowang cukrzycg po inkubacji z
inhibitorem TAPI-0. Stupki btedu okreslaja wartosci btedu standardowego,

wyliczone wzgledem trzech niezaleznych probek.
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IX Wykaz tabel

Tabela 1. Podziat znanych substratow enzymu ADAM 17.

Tabela 2. Enzymy proteolityczne zaangazowane w rozwdj nefropatii cukrzycowej.
Tabela 3. Przyktady zwigzkéw, wykorzystywanych do syntezy substratow
chromogenicznych.

Tabela 4. Przyktady zwiazkoéw, wykorzystywanych do syntezy substratow
fluorescencyjnych.

Tabela 5. Przyktady par donor-akceptor stosowanych do syntezy substratéw FRET.
Tabela 6. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Gly-Xz-Ala-ANB-NH: oraz
ABZ-Asn-Thr-X2-Ala-ANB-NH..

Tabela 7. Analiza widm mas podbibliotek: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Trp-X2'-X3'-
Tyr(3-NO2)-NH: oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Lys-X>'-X3'-Tyr(3-NOz)-NHo.

Tabela 8. Analiza jonu masowego podbibliotek o sekwencjach: ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-Leu-Gly-X3'-Tyr(3-NO2)-NH> oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Lys-X3'-Tyr(3-
NO2)-NHo..

Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych substratéow.

Tabela 10. Odczynniki wykorzystywane w trakcie syntezy automatyczne;.

Tabela 11. Etapy jednego cyklu przytagczania pochodnej aminokwasowe).

Tabela 12. Koncowe stezenia substratow i enzymu.

Tabela 13. Zakres stezen substratow w studni pomiarowej.

Tabela 14. Koncowe stezenie ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-OH.

Tabela 15. Sekwencje substratow enzymu ADAM 17.

Tabela 16. Zestawienie sekwencji substratow syntetycznych (1-11) oraz
naturalnych  (12-26) enzymu ADAM 17, zestawione z sekwencja
wyselekcjonowanego w ramach niniejszej pracy substratu fluorogenicznego (27).
Tabela 17. Parametry kinetyczne substratéw.

Tabela 18. Wartosci statych specyficznosci substratéw wyznaczonych wobec

enzymu ADAM 17.
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