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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Projektowanie i synteza inhibitorow oddziatywania biatko-biatko
dla uktadéw: menina-MLL i p53-MDM2

Oddziatywania biatko-biatko odgrywajg istotng role w wielu procesach biologicznych
oraz petnig kluczowe role w rozwoju wielu choréb, w tym réznych typéw nowotwordw.
Niestety odkrycie nowych syntetycznych inhibitoréw oddziatywania biatko-biatko jest bardzo
trudnym zadaniem wynikajgcym z koniecznosci dopasowania niskoczgsteczkowych zwigzkdéw
do powierzchni biatka. W niniejszej pracy skupiono sie na otrzymaniu peptydowych
inhibitoréw oddziatywania biatko-biatko dla dwéch uktadéw menina-MLL oraz p53-MDM2/X.
Leki na bazie peptydow wykazujg wiele niekorzystnych witasciwosci, m.in. charakteryzujg sie
niskg stabilnoscig proteolityczng. Jednakze dzieki modyfikacjom obejmujacym szkielet jak
rowniez tancuchy boczne, mozna uzyskaé czgsteczki o pozgdanych witasciwosciach, w tym
o wysokiej stabilnosci proteolitycznej, ktéra jest szczegdlnie wazna w ich terapeutycznym

zastosowaniu.

W niniejszej pracy doktorskiej poszukiwano nowych, wysokoaktywnych peptydowych
inhibitorow dla ukfadéw oddziatujgcych biatek: p53-MDM2 oraz menina-MLL. W obu
przypadkach inhibitory mogg mieé zastosowanie jak leki przeciwnowotworowe. Ogdlna
strategia projektowania polegata na usztywnieniu struktury peptydéw w konformacji
aktywnej poprzez wprowadzenie reszt B-aminokwasowych lub cyklizacje. Celem tych
modyfikacji byto zwiekszenie aktywnosci inhibitorowej oraz zmniejszenie podatnosci na

proteolize.



Wyjsciowym punktem badan byto zaprojektowanie peptydowych inhibitoréw
oddziatywania biatko-biatko dla uktadéw: menina-MLL i p53-MDM2, wykorzystujgc
dotychczas opublikowane struktury krystaliczne fragmentéw oddziatywania biatek przy
zastosowaniu metod komputerowych. Kolejnym etapem pracy byto opracowanie metody
syntezy otrzymania zaplanowanych struktur, co obejmowato synteze odpowiednich blokéw
budulcowych, synteze peptyddéw na podtozu statym oraz modyfikacje grup bocznych (w tym
cyklizacje). Nastepnie otrzymane peptydy zostaty poddane testom aktywnosci biologicznej
wzgledem wybranych uktadéw biatko-biatko. Uzyskane wyniki pozwolity na optymalizacje
majace na celu uzyskania jak najbardziej aktywnych peptydéw. W koricowym etapie badan
dla wybranych peptydéw otrzymano struktury krystaliczne kompleksu biatko-peptyd, a takze

wyznaczono podatnosé na proteolize.

Przeprowadzono skan B-aminokwasowy peptydowego inhibitora oddziatywania p53-
MDM2 (syntezowano i zbadano 24 peptydy), na ktérego podstawie wskazano mozliwe
miejsca podstawienia P-aminokwsow. Zaprojektowano i otrzymano 11 peptydow
zawierajacych 3 lub 4 usztywnione reszty B-aminokwasowe (kwas cis- lub trans-2-
aminocyklopentanokarboksylowy). Na podstawie dichroizmu kotowego wykazano
preferencje wszystkich otrzymanych peptydéow w kierunku konformacji helikalnej.
Najaktywniejsze peptydowe inhibitory oddziatywania p53-MDM2 wykazywaty o 2 rzedy
wyzszg aktywnosc¢ inhibitorowg w porédwnaniu do a-peptydowego PMI, najbardziej aktywny

peptyd wykazywat K; = 0.4 nM wzgledem MDM2 i K; = 23 nM wzgledem MDMX.

Zaprojektowano liniowe oraz cykliczne peptydowe inhibitory oddziatywania menina-
MLL. Opracowano efektywng metode syntezy cyklicznych peptyddéw z uzyciem reakcji
metatezy (katalizator Grubbsa 2 generacji) i reakcje uwodornienia peptydu na podtozu
statym z uzyciem katalizatora Wilkinsona. Przeprowadzono optymalizacje struktury biorgc
pod uwage dtugos¢ tgcznika, N- i C-koniec oraz reszty Phe9 i Alall, w sumie otrzymujac 26
peptyddéw. Syntezowano peptydowe inhibitory oddziatywania menina-MLL o aktywnosci

inhibitorowej w zakresie nanomolarnym, z ktérych najaktywniejszy peptyd miat IC5o = 19 nM.



