Streszczenie

RAGE  (receptor koncowych produktéw  zaawansowanej  glikacji)  jest
wieloligandowym receptorem btonowym. Po0 potaczeniu liganda z receptorem RAGE
nastepuje aktywacja wielu szlakow sygnatowych wewnatrz komorki, ktore zwigzane sg z
réznorodnymi stanami patologicznymi. Postuluje si¢ udziat receptora RAGE i biatek z nim
oddziatujacych w postgpie wielu schorzen, m. in.: powiktania cukrzycowe (ligand: koncowe
produkty glikacji), chorobie Alzheimera (ligand: peptyd Ap), reumatoidalnym zapaleniu
stawow  (biatko S100A12),  przerzutbw  nowotworowych  (biatko S100P).
Zewnatrzkomorkowy receptor zbudowany jest z trzech domen: V —od 23 do 116 aminokwasu,
Cl-—o0d 124 do 221, C2 — od 227 do 317. Badania dowiodty, ze za oddziatywania z ligandami
glownie odpowiedzialna jest czg§¢ V, a domena C1 jest niezbedna do stabilizacji struktury.
Receptor RAGE 23 - 317 nie jest stabilny, gdyz posiada miejsca rozpoznawane przez
powszechnie wystepujace proteazy. Stabilng forma jest natomiast mini domena RAGE 23 —
143, ktora w przysztosci bedzie wykorzystana jako jeden z aktywnych analitycznie
elementow w bioczujnikach elektrochemicznych wykorzystywanych do analizy obecnosci
ligandéw w ptynach fizjologicznych. Czujniki te postuza do wezesnego wykrywania choroby,
a co za tym idzie do wczesnego rozpoczecia terapii. Przed zastosowaniem domeny RAGE
143 w bioczujnikach nalezy przebadac jej stabilno$¢ oraz powinowactwo do wybranych
bioligandow. Mini domena RAGE 143 bedzie prawdopodobnie odpowiedzialna za
odziatywanie z peptydem AP i kohcowymi produktami glikacji biatek.

Celem mojej pracy jest optymalizacja metody ekspresji w bakteriach E. coli
rekombinowanego fragmentu 23-143 receptora RAGE dzikiego i mutanta (negatywny wynik
odczytu czujnika), a takze sprawdzenie stabilno$ci oraz zbadanie struktury tych mini domen
za pomoca roznorodnych technik, m.in. poprzez analiz¢ szybkosci wymiany
W czgsteczce protonu na deuter przy pomocy spektrometrii mas (HDexMS), dichroizmu
kotowego 1 miareczkowanie fluorescencyjnego. Otrzymane wyniki postuzyty do stwierdzenia,
ze tak wyizolowane mini domeny receptora RAGE 143 sg stabilne i posiadaja cechy struktury
podobne do cech obserwowanych w pelnej zewnatrzkomoérkowej domenie 23 — 317. Wyniki
te wykorzystane zostang do stworzenia bazy porownawczej z danymi uzyskanymi w

przysztosci dla kompleksu receptor RAGE- peptyd AB i okreslenia miejsca kontaktu biatek.



