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Streszczenie pracy doktorskiej zatytutowanej:

»,Characterization of small-molecule antagonists for oncogenic proteins Mdm2 and Hub1”

Przedmiotem badan zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej bylo poszukiwanie
matoczgsteczkowych inhibitorow oddziatywarn MDM2/p53 oraz Hub1/Snu66, ktére w przysztosci
mogtyby zosta¢ zastosowane, jako leki w niegenotoksycznej terapii przeciwnowotworowej.

Biatko p53, tak zwany straznik genomu, odgrywa kluczowa role w procesie ochrony
organizmu przed nagromadzeniem mutacji spowodowanych czynnikami stresowymi takimi jak:
uszkodzenie DNA, niedotlenienie czy tez nieprawidtowe sygnaty proliferacyjne. Moze ono dziata¢
poprzez blokowanie cyklu komérkowego w celu dokonania naprawy genomu lub w przypadku
nieodwracalnych uszkodzen indukowac naturalng smier¢ komérki — apoptoze. Aktywnos¢ biatka p53
jest naturalnie regulowana poprzez wytworzenie kompleksu z biatkiem MDM2, na skutek, czego
nastepuje jego eksport do cytoplazmy lub proteosomalna degradacja. W wielu typach nowotwordéw
wystepuje nadekspresja biatka MDM2, prowadzgca do zahamowania aktywnosci p53, a co za tym
idzie namnazania sie nieprawidtowo funkcjonujgcych komdrek i wytworzenia nowotworu.

Nowoczesne przeciwnowotworowe strategie terapeutyczne opierajg sie, zatem na
zastosowaniu matoczasteczkowych inhibitoréw oddziatywania p53-MDM2, ktére wigzac sie
z biatkiem MDM2, powodujg uwolnienie z kompleksu biatka p53 oraz jego ponowng aktywacje.
Badania nad poszukiwaniem matoczgsteczkowych inhibitoréw biatka MDM2 rozpoczeto od
optymalizacji struktury znanego wczesniej antagonisty MDM2: WK23 (Popowicz et al., 2010).
Przeprowadzono szereg jego modyfikacji z zastosowaniem reakcji wielosktadnikowych (reakcja van
Leusena) prowadzacych do otrzymania dwunastu zwigzkéw, ktérych powinowactwo wzgledem
kieszeni wigzgcej biatka MDM2 zostato przetestowane za pomocg polaryzacji fluorescencyjnej (FP)
oraz spektroskopii NMR. Kilka sposréd badanych zwigzkéw wykazato statg inhibicji o nizszej wartosci
niz wyjsciowy zwigzek WK23, co oznacza wieksze powinowactwo do kieszeni wigzgcej MDM2, jednak
najlepszym z nich okazat sie by¢ inhibitor KH1. Z tego wzgledu to wtasnie on zostat poddany dalszym
modyfikacjom. W konsekwencji otrzymano zwigzek KH25, ktéry w badaniach zuzyciem linii
komérkowych wykazat zdolnos¢ do aktywowania biatka p53. Dodatkowo struktura krystaliczna
kompleksu MDM2/KH25 pozwolita na przeanalizowanie sposobu interakcji pomiedzy KH25
a kieszenig wigzacg biatka MDM2. Okazato sie, ze zwigzek ten powoduje dimeryzacje biatka. Ze
wzgledu na fakt, ze tego typu oddziatywania byly opisane do tej pory w literaturze naukowej tylko

raz, przeprowadzono dwa dodatkowe eksperymenty (oparte na: spektroskopii NMR oraz sgczeniu



molekularnym), ktére pozwolity potwierdzi¢, ze analiza struktury krystalicznej jest stuszna a powstaty
dimer wystepuje takze w roztworze.

Druga czes¢ badan dotyczyta poszukiwania inhibitoréw niekanonicznego biatka Hub1 (UBL5),
ktore niedawno zostato scharakteryzowane jako czynnik kontrolujgcy alternatywny splicing poprzez
niekowalencyjne oddziatywanie z domeng HIND spliceosomalnego biatka Snu66 (Mishra et al., 2011;
Ammon et al.,, 2014). Ze wzgledu na fakt, ze nieprawidtowosci w alternatywnym splicingu moga
powodowac¢ wiele chordb takich jak: hipercholesterolemie, przedwczesne starzenie, choroby
neurodegradacyjne czy tez nowotwory, znalezienie matoczgsteczkowych inhibitoréw oddziatywania
Hub1/Snu66 pozwolitoby nie tylko na lepsze zrozumienie sposobu dziatania biatka Hubl ale tez
mogtoby by¢ poczatkiem nowej przeciwnowotworowej terapii.

Do tej pory, w literaturze naukowej nie zostat opisany zaden zwigzek, ktéry wykazywatby
powinowactwo wzgledem biatka Hubl, pierwszym krokiem w drodze do znalezienia tego typu
zwigzkéw byto, wiec przeprowadzenie modelowania in silico zzastosowaniem programu
AnchorQuery. Otrzymany wynik doprowadzit do zwigzkdw ordzeniu 2-imidazoliny. Trzy
z zaprojektowanych zwigzkdw zostaty zsyntezowane z zastosowaniem reakcji wielosktadnikowych
typu Orru. Niestety, zaden z nich nie wykazat powinowactwa wzgledem biatka Hubl. Kolejnym
krokiem byto, wiec przeprowadzenie tzw. fragment-based screening z zastosowaniem technik NMR
(pomiary widm 'H-N SOFAST HMQC). Do tego celu uzyto dwdch bibliotek zwigzkéw: jednej
niekomercyjnej ztozonej z 500 matoczasteczkowych fragmentdw oraz drugiej komercyjnej
z Helmholtz Zentrum Miinchen ztozonej z 1500 fragmentéw. Wyselekcjonowano dwadziescia jeden
zwigzkow, ktére wykazujg powinowactwo do biatka Hub1, a dla jednego z nich udato sie ustali¢ statg
dysocjacji (1.97 mM).

Otrzymane w trakcie realizacji badan wyniki przyczynity sie do zwiekszenia obecnej wiedzy na
temat procesu dimeryzacji biatka MDM2 (do tej pory opisanej w literaturze naukowej tylko raz:
Graves et al. 2012) a takze do wyselekcjonowania nowych inhibitoréw biatka MDM2 w tym zwigzku
KH25, ktéry wykazuje duzg aktywnos¢ biologiczng. Dodatkowo poszukiwanie fragmentow
wykazujgcych powinowactwo wzgledem biatka Hubl doprowadzito do wytonienia kilku struktur,

ktore w wyniku dalszej optymalizacji mogtyby stac sie efektywnymi inhibitorami biatka Hub1.
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