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Streszczenie pracy doktorskiej zatytulowane;:

»Design, synthesis and application of small-molecule probes that interact with
tumorigenic proteins: Mdm2, programmed cell death protein 1 and programmed

cell death ligand 1~

Tematyka badan przedstawionych w rozprawie dotyczy poszukiwania matoczgsteczkowych
inhibitoréw oddziatywan biatek: MDM2-p53 oraz PD-1/PD-L1. Odnalezienie czasteczek
aktywnych wzgledem tych oddziatywan biatko-biatko moglyby sta¢ sie¢ podstawa do
opracowania nowoczesnych metod leczenia chorob nowotworowych.

Wykazano, ze biatko p53 ulega dezaktywacji w przypadku wigkszosci ludzkich
nowotworow. Proces ten odbywa si¢ poprzez mutacje genu kodujacego p53 lub nadekspresje
biatek MDM2/X, bedacych negatywnymi regulatorami funkcji tego biatka. Potencjat
terapeutyczny zwiazany z ingerencja w oddziatywania biatek MDM2-p53 zaowocowal
opracowaniem kilku obiecujgcych antagonistow biatkka MDM2, znajdujacych si¢ obecenie w
pierwszej fazie badan klinicznych.

Badania dotyczace poszukiwania matoczasteczkowych inhibitorow biatka MDM?2
rozpoczeto od przeprowadzenia szeregu modyfikacji opisanego wczesniej, opartego na rdzeniu
imidazolowym inhibitora (WK23, Ki= 0.916 uM, Popowicz et al. 2010). Otrzymana grupa
zwigzkOw zostata przetestowana z zastosowoaniem polaryzacji fluorescencyjnej (FP) pod katem
powinowactwa do kieszeni wigzacej biatka MDM2. Kilka z otrzymanych pochodnych wykazato
bardzo wysoka aktywno$¢ inhibitorowa wzgledem biatka (K; w zakresie 4-15 nM). Otrzymane
zwigzki poddano takze testom na liniach komorkowych, wykazujac zdolnos¢ do aktywowania
biatka p53 oraz akumulacji biatek MDM?2 1 p21. Zaobserwowano takze wpltyw testowanych
pochodnych na zatrzymanie cyklu komoérkowego w testach z udzialem linii komdrkowych
zawierajacych p53 typu dzikiego.

Tematyka doktoratu dotyczy takze oddziatywania receptora programowanej
$mierci PD-1 oraz jego liganda PD-L1, ktore jest obecnie bardzo waznym celem w
immunoterapii  nowotoworow. Wykazano, ze modulacja oddzialywania biatek PD-1/PD-L1

moze prowadzi¢ do normalizacji naturalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej organizmu.



Obecnie trzy terapeutyczne przeciwciata monklonalne blokujace oddziatywanie biatka PD-1 lub
jego liganda zostaly zarejstrowane przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow, jako leki
immunoterapeutyczne. Zaprojektowanie matoczasteczkowych inhibitorow oddziatywania tych
biatek mogtoby by¢ podstawa do opracowania nowoczesnych terapii przeciwnowotworowych.

Celem odnalezienia matoczgsteczkowych inhibitorow, ktére moglyby oddziatywaé z
biatkiem PD-1 lub jego ligandem (PD-L1), zaprojektowano i otrzymano szereg polgczen
organicznych. Pierwsza cz¢§¢ badan koncentrowata si¢ na poszukiwaniu inhibitorow
wykazujacych aktywno$¢ wzgledem biatka PD-1. Zaprojektowane i1 otrzymane zwigzki zostaty
zbadane z zastosowaniem spektroskopii NMR, nie wykazujac powinowactwa do docelowego
biatka. W dalszej czgsci badan zastosowano testy przesiewowe oparte na technice NMR (HTS,
high-throughput screening), z udzialem komercyjnie dostepnej biblioteki (Helmholtz Zentrum
Miinchen), liczacej 1500 matoczasteczkowych fragmentow. Doprowadzito to do wylonienia
zwiazkdéw wykazujacych powinowactwo do biatka PD-1, ktore stanowi¢ mogg punkt wyjscia do
projektowania innych aktywnych struktur.

Przeprowadzone badania zwigzane bylty takze z poszukiwaniem inhibitorow biatka PD-
L1. W ramach tej czgsci badan zsyntezowano szereg zwigzkdéw opartych na rdzeniu
bifenylowym, opatentowanych niedawno przez firmg¢ Bristol-Myer-Squibb. Badania
biochemiczne oraz strukturalne przeprowadzone na tej grupie zwigzkoéw pozwolity na poznanie
mechanizmu ich oddziatywania z docelowym biatkiem. Wykazano takze, Zze tworzeniu si¢
kompleksu inhibitor-biatko towarzyszy dimeryzacja biatka PD-L1. W ramach badan otrzymano
takze grupe zwiazkoéw opartych na rdzeniu bifenylowym, z ktérych kilka wykazato takze
powinowactwo wzgledem PD-L1.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan, pozwolily na wyselekcjonowanie nowych
inhibitoroéw biatka MDM2 cechujacych si¢ duzg aktywno$cig w testach in vitro. Rezultaty
przeprowadzonych badan przyczynity si¢ takze do poszerzenia obecnej wiedzy na temat
mechanizmu oddziatywania matoczgsteczkowych inhibitorow z biatkiem PD-L1. Dodatkowo,
odkrycie fragmentoéw strukturalnych wykazujacych aktywnos$¢ wzgledem biatek PD-1 oraz PD-
L1 moze stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania innych aktywnych wzgledem tych bialek

struktur.
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