Streszczenie pracy dokorskiej pt.: ,,Design and Synthesis of Inhibitors of the
MDMX/p53 and USP2a/Ub Interactions”

Niniejsza rozprawa doktorska zostala po§wiecona waznym zagadnieniom dotyczacym
maloczgsteczkowych antagonistéw wybranych biatek onkogennych: MDMX oraz USP2a.
Tematyka zawartych w niej badan porusza istotny problem poszukiwan inhibitorow
oddziatywan biatko-biatko o potencjale terapeutycznym. Mozliwos$¢ zapobiegania nadmiernej
aktywnos$ci biatek USP2a i MDMX stanowitaby cenny wklad w rozwo6j nowoczesnych,
celowanych schematow chemioterapii.

Bialtko p53 jest jednym z wazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych o witasciwosciach
korektorskich wzgledem btedow powstalych w procesie replikacji DNA. P53 odgrywa wazna
role podczas aktywacji szlakow metabolicznych prowadzacych do zaprogramowanej $mierci
komorki, czyli apoptozy. Wykazano, iz ze wzgledu na wystepujace w p53 mutacje lub
nadekspresje jego naturalnych antagonistow t.j biatek MDM?2 oraz MDMX, ta kluczowa dla
utrzymania homeostazy w organizmie proteina jest nieaktywna, co stanowi jedng z
wazniejszych przyczyn procesu nowotworzenia. Wieloletnie badania naukowe interakcji
zachodzacych miedzy p53/MDMX oraz p53/MDM2 potwierdzity, iz inhibicja tych
odzialywan skutecznie przeciwdziata postgpowi wielu typéw choréb o podlozu
nowotworowym.

Bialko USP2a jest proteaza cysteinowa, nalezaca do licznej rodziny proteaz ubikwityno-
specyficznych (USP). Zadaniem protein z rodziny USP jest ratowanie innych biatek,
kierowanych na droge degradacji proteasomalnej, poprzez usuwanie z ich powierzchni
taficuchow poliubikwitynowych. Wykazano, ze wsrdd protein stabilizowanych w ten sposob
przez biatko USP2a znajduja si¢ te, zaangazowane w procesy nowotworzenia, tj. cyklina D1,
dajaca komorkom nowotworowym zdolno$¢ ciaglej proliferacji, oraz wspomniane juz
supresory p53; MDM2 i MDMX. Nadekspresje USP2a zaobserwowano w wielu przypadkach
chorob nowotworowych, co zwigzane jest z jego wlasciwosciami onkogennymi jako
specyficznego aktywatora cykliny D1. Ze wzgledu na zalezno$¢ wielu rodzajow nowotworow
od poziomu ekspresji cykliny D1, USP2a moze by¢ bardzo waznym celem w projektowaniu
nowoczesnych terapii antynowotworowych.

Poczatkowe badania koncentrowatly si¢ gldwnie na poszukiwaniu matoczasteczkowych
inhibitorow biatka MDMX, a ich glownym zaloZeniem byla synteza koniugatow kwasu
litocholowego oraz 1,4,5-tr6jpodstawionych pochodnych imidazolu. Prace badawczg w tym

aspekcie zaplanowano w oparciu o doniesienia literaturowe na temat aktywno$ci kwasu



litocholowego wzgledem bialek MDM2 oraz MDMX. Pomimo Ze badania aktywnos$ci
otrzymanych zwigzkéw chemicznych wzgledem docelowego biatka nie przyniosty
oczekiwanych efektow, to w trakcie ich trwania zaobserwowano nieoczekiwany wplyw
kwasu litocholowego na obnizenie poziomu cykliny D1. Wynik tych badan skorelowano z
potencjalnym powinowactwem tego kwasu zotciowego do deubikwitynazy USP2a. Hipoteze
ta potwierdzity wyniki in vitro oraz z uzyciem linii komoérkowych, przeprowadzone z
wykorzystaniem  zsyntetyzowanych prostych pochodnych kwasu litocholowego, w
szczegblnosci jego hydroksyamidu.

Dalsze badania biologiczne wskazaty na niekompetencyjny charakter oddziatywan tych
inhibitorow z USP2a, co w kontekscie ograniczonych mozliwosci modyfikacji ich struktury
stanowito bodziec do kontynacji prac, tym razem nad otrzymaniem w pelni syntetycznych
sond chemicznych oddzialywujacych z proteaza USP2a. Ze wzgledu na brak struktur
krystalicznych biatka USP2a z matoczasteczkowym ligandem oraz w stanie niezwigzanym z
ubikwityna,  konieczne bylo postugiwanie si¢ prostymi  modelami komputerowymi
dostarczajacymi cennych informacji dla potrzeb procesu projektowania potaczen
organicznych. Informacje strukturalne niezbg¢dne do opracowania potencjalnych zwigzkow
chemicznych zostaly pozyskane w oparciu o strutur¢ kompleksu USP2a z ubikwityng.
Poczatkowe schematy syntezy zostaly oparte gldéwnie o metodologie prowadzenia rekacji
wielosktadnikowych. Negatywne wyniki badan aktywnoS$ci pierwszej grupy zwigzkéw o
charakterze rozmaitych pseudopeptydéow, majacych nasladowac interakcje tancucha
bocznego ubikwityny oraz brak mozliwosci weryfikacji modeli komputerowych doprowadzit
do poszukiwania ,,de novo” zwigzkoéw oddziatywujacych z USP2a.

W wyniku uzyskanym w badaniu przesiewowym, wykonanym technika STD NMR™
udato si¢ wyloni¢ aktywng wzgledem USP2a czasteczke nazwang STDI1. Dalsza
optymalizacja tej pochodnej 5-(2-tienylo)-3-izooksazolu doprowadzita do odkrycia jeszcze
bardziej aktywnego zwigzku chemicznego STDT (ICsp= 3,3£1,1uM), ktéry stat si¢ podstawa
dalszych modyfikacji majagcych na celu glownie podniesienie jego ograniczonej
rozpuszczalnosci w roztworach wodnych. Niestety, ingerencja w struktur¢ STDT
doprowadzita do produktéw o nizszej aktywnos$ci niz struktura wyj$ciowa. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze opisane w niniejszej pracy badania nad czasteczka STDT nie wyczerpuja
wszystkich mozliwosci jej potencjalnych modyfikacji, dlatego tez pozostaje ona atrakcyjnym

punktem startowym dla dalszych poszukiwan antagonistow oddziatywan USP2a-ubikwityna.



