Streszczenie

Interaction of small-molecule inhibitors with the deubiquitinating protease USP2

(Oddziatywanie matoczgsteczkowych inhibitorow z proteaza deubikwitynujagcg USP2)

Ubikwitynacja jest jednym z mechanizméw shuzagcych hamowaniu aktywnos$ci bialek
i 0znaczeniu ich do zniszczenia na drodze degradacji proteasomalnej. Proces ubikwitynynacji
jest odwracalny i regulowany przy udziale biatek z rodziny proteaz deubikwitynujacych,
majacych zdolnos¢ do specyficznego przecinania tancucha ubikiwtynowego, a tym samym

kontrolowania aktywnosci, miejsca docelowego czy procesu degradacji biatek.

Jedna z najlepiej poznanych grup, sposrod enzymoéw deubikwitynujacych, sa proteazy
specyficzne dla ubikiwtyny — USPs, ktorych nadmierna ekspresja zostala wielokrotnie
powigzana z progresja chorob nowotworowych. W szczegodlnosci, nadekspresja deubikwitynazy
USP2 zostata odkryta w komorkach raka prostaty oraz opisana jako czynnik wplywajacy na
rozwoj i opornosé tej choroby. Proteaza USP2 jest rowniez znana jako aktywator cykliny D1 —
biatka niezbednego do progresji cyklu komorkowego z fazy Gl do S oraz istotnego
w namnazaniu komoérek nowotworowych. Regulacja aktywnosci enzymu USP2, przy uzyciu
maloczagsteczkowych inhibitorow jest, zatem, obiecujagcym celem terapeutycznym chordb

0 podtozu onkologicznym.

Celem pracy bylo poszukiwanie matoczasteczkowych inhibitorow biatka USP2 oraz
charakterystyka ich aktywno$ci biologicznej. Na pierwszym etapie badan przeprowadzono
ekspresje biatek rekombinowanych w systemie bakteryjnym E. coli oraz ich oczyszczanie
z zastosowaniem technik  chromatograficznych. Kolejnym etapem bylo testowanie
oddziatywania oraz charakterystyka wlasciwosci potencjalnych inhibitoréw proteazy
deubikwitynujacej USP2, przy uzyciu testow fluorescencyjnych. Wstepne wyniki potwierdzono,
nastgpnie stosujac metody spektroskopii NMR oraz Thermal Shift Assay, a w celu dalszej
charakterystyki wybranych zwigzkow, potencjalne inhibitory poddano testom na liniach

komorkowych nowotworu jelita grubego HCT116.



Przeprowadzone badania doprowadzily do wytonienia dwéch grup zwigzkéw wykazujacych
umiarkowane powinowactwo do deubikwitynazy USP2. Wyjsciowe zwigzki byly oparte na
strukturze kwasu litocholowego 1 5-(2-tienylo)-3-izoksazolu. Przeprowadzona nastgpnie
optymalizacja, struktur wylonionych zwigzkow, umozliwita otrzymanie antagonistow biatka
USP2 wykazujacych aktywno$¢ w testach in vitro, charakteryzujacg si¢ statymi wigzania rzedu
mikromoli. Dalsze badania wykazaty zdolno$¢ finalnych zwiazkow do hamowania wzrostu linii
komorkowych nowotworu jelita grubego HCT116, jak rdwniez obnizenia poziomu cykliny D1
w badanych komorkach. Obserwowane efekty byly znacznie wigksze w przypadku zwigzkow
o rdzeniu sterolowym, co wskazuje na ich wigkszy potencjat w przysztych zastosowaniach

medycznych.

W drugiej czesci pracy opisano podjete proby krystalizacji biatka USP2 w formie apoenzymu,
jak rowniez w kompleksie ze skroconym konstruktem ubikwityny, w celu uzyskania struktury
z wolng przestrzenig kieszeni aktywnej deubikwitynazy. Problem z zaprojektowaniem zwiazkow,
ktére powinny wigza¢ si¢ do centrum aktywnego biatka USP2, jest prawdopodobnie zwigzany
z brakiem danych o strukturze krystalicznej apoenzymu. Podjete, w trakcie badan, préby
uzyskania struktury biatka w formie apoenzymu nie doprowadzity do otrzymania krysztatu.
Biatkowe krysztaly udato si¢ uzyska¢ po nastawieniu krystalizacji biatka USP2 w kompleksie
ze skroconym mutantem ubikwityny, jednak slaba rozdzielczo$¢ danych uniemozliwila

rozwigzanie struktury.

Przedstawione badania przyczynity si¢ do sprecyzowania struktur zwigzkow wykazujacych
powinowactwo do proteazy deubikwitynujacej USP2 oraz scharakteryzowania ich wtasciwosci
biologicznych. Sposréd wytonionych dwodch grup inhibitoréw, pochodne kwasu litocholowego
wykazaly szczeg6lnie interesujaca aktywnos¢ biologiczng zard6wno w testach in vitro jak
1 w badaniach na liniach komérkowych. Zastosowanie tych, opartych na naturalnym rdzeniu,
inhibitorow proteazy USP2 do celow medycznych moze da¢ poczatek efektywnej i selektywnej

terapii chorob o podtozu onkologicznym.



