Streszczenie

Enzym Dezintegryny i Metaloproteazy 17 (ang. A Disintegrin And
Metalloprotease, ADAM 17) to transmembranowa proteaza multidomenowa, ktéra
uczestniczy w procesach uwalniania cytokin z powierzchni komérki. 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 cukrzycowe;.

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 ktebuszkéw 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 aktywnoscia
specyficznych proteaz, takich jak metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej oraz

enzymow z rodziny ADAM w tym ADAM 17.

Aktywnos¢ ADAM 17 mozna monitorowaé za pomocg substratow
fluorogenicznych. W niniejszej pracy sekwencja substratu zostata wyselekcjonowana
przy zastosowaniu metod chemii kombinatorycznej (porcjowania i taczenia). W tym

celu wykonatam synteze dwodch bibliotek peptydowych o wzorach ogolnych:
ABZ-Asn-X3-Xz2-Ala-ANB-NH:

Gazie: X5, Xz — reszty aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny

ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy (donor fluorescenci)

ANB-NH:> — amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (akceptor fluorescencyi)



ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-X1'-X2'-X3'-Tyr(3-NO2)-NH>
Gazie: 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 metoda 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 -
konca substratu na tempo jego hydrolizy. Na podstawie parametréw kinetycznych
okreslitam sekwencje najefektywniej hydrolizowanego substratu:

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

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

sie zwiekszong aktywnosc¢ tego enzymu.



