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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania kinetyczne peptydowych niekowalencyjnych
i kowalencyjnych inhibitorow proteasomu

Degradacja biatek w komorkach eukariotycznych prowadzona jest wewnatrz
lizosomow oraz w wyniku dziatania enzymoéw zwanych proteasomami. Lizosomy, a $cislej
znajdujace si¢ w ich wnetrzu proteazy, degraduja gltownie biatka zewnatrzkomorkowe
1 transblonowe pobrane przez komodrke na drodze endocytozy. Wickszos¢ biatek
wewnatrzkomorkowych (80-90%) hydrolizowanych jest jednak poza lizosomami (ang.
nonlysosomal degradation), przez proteasomy. Proteasom jest duzym wielkoczasteczkowym
kompleksem enzymatycznym. Jego zadaniem jest eliminacja starych, niefunkcjonalnych,
nieprawidlowo zbudowanych lub wuszkodzonych biatek komorkowych. Kregowce, w
przeciwienstwie np. do drozdzy, posiadaja trzy glowne rodzaje proteasomu — proteasom
konstytutywny, immunoproteasom i tymoproteasom.

W komorkach nowotworowych obserwuje si¢ zazwyczaj podwyzszong aktywnos¢
proteasomu (glownie konstytutywnego) co stanowi rodzaj ochrony tych komorek przed
apoptoza. Intensywnie proliferujace komorki nowotwordéw ztosliwych sg bardziej wrazliwe na
inhibicj¢ proteasomu niz komorki prawidtowe. Podwyzszone stezenie immunoproteasomu
stwierdzane jest u pacjentow z chorobami o podiozu autoimmunologicznym. Powyzsze fakty
tltumacza duze zainteresowanie badaniami nad inhibitorami proteasoméw. Prace takie
prowadzone sa juz od wielu lat w licznych osrodkach akademickich i farmaceutycznych i maja
na celu, oprécz aspektéw poznawczych, takze poszukiwanie zwigzkéw o potencjalnym
zastosowaniu w terapii przeciwnowotworoweyj.

W ramach rozprawy doktorskiej zaprojektowano oraz zsyntetyzowano dwie grupy
inhibitorow ludzkiego proteasomu 20S. Pierwsza grupe stanowity krétkie, zbudowane z 4 reszt
aminokwasowych, peptydowe aldehydy wigzace si¢ z enzymem w sposob kowalencyjny.
Zwigzki te zaprojektowane zostaly na podstawie struktur pierwszorzedowych najbardziej
wydajnych substratow proteasomu 20S otrzymanych na drodze chemii kombinatorycznej. Ich
aktywno$¢ inhibitorowa oznaczano wobec ludzkiego proteasomu 20S, a wybrane peptydy z

C-koncowg grupa aldehydowa zbadano wobec ludzkiego immunoproteasomu 20S.



Peptydowe aldehydy o strukturze pierwszorzedowej IPMD-al, posiadajagce na swym
N-koncu grupy acylowe z dlugim tancuchem hydrofilowym (O2Octa-IPMD-al) lub
hydrofobowym (Ahx-IPMD-al) zakonczonym grupa aminowa, wykazywaly najwyzsza
aktywnos$¢ wobec podjednostki flc. Sposrod inhibitorow zaprojektowanych aby blokowaé
podjednostke f2¢ najsilniejszym okazat si¢ peptydowy aldehyd O1Pent-VVMR-al.

Najsilniejszymi inhibitorami zaréwno podjednostki f5c¢ jak i B5i byly zwiazki
020cta-VVFF-al, 020cta-VLFF-al oraz 020cta-hF-LFF-al. Najwyzszg selektywnos$¢,
wyrazang jako roznica w wartosciach ICso wobec obu analizowanych podjednostek
katalitycznych, prezentowaty peptydowe aldehydy O2Octa-VLSF-al, O20cta-VNSF-al oraz
0O20cta-VNFF-al.

Druga grupe zwiazkéw stanowily analogi inhibitora trypsyny wyodrgbnionego z nasion
stonecznika (SFTI-1), taczace si¢ z proteasomem w sposob niekowalencyjny. Zwigzkiem
bazowym podlegajacym dalszym modyfikacjom byl analog [Arg® Lys’8]SFTI-1. Wsrod
badanych inhibitorow znajdowaty si¢ analogi réznigce si¢ typem cyklizacji - peptydy
monocykliczne (zawierajace mostek disulfidowy lub cykliczny tancuch gtéwny), bicykliczne
oraz liniowe. Ponadto badano analogi, ktére charakteryzowaty si¢ modyfikacja N-koncowego
fragmentu macierzystego peptydu polegajacg na usunieciu jednej lub dwoch reszt (Gly! i Arg?),
lub wstawieniu w ich miejsce innych reszt aminokwasowych - biatkowych i niebiatkowych.
Nastepnie analizowano peptydy, ktorych N-koncowa grupa aminowa poddana zostata r6znym
modyfikacjom. Przedmiotem badan byty tez analogi [Arg® Lys"®]SFTI-1 o podwojonej
sekwencji aminokwasowej, posiadajace jeden lub dwa mostki disulfidowe.

Inhibitor (020cta)-[Arg®,Lys"8]SFTI-1 posiadajacy na swym N-koficu hydrofilowa
pochodng poli(tlenku etylenu), okazat si¢ najsilniejszym inhibitorem podjednostki f2¢ sposrod
wszystkich badanych analogow [Arg® Lys"®]SFTI-1. Natomiast inhibitory o podwojne;

sekwencji byty najsilniejszymi inhibitorami podjednostek g1c i f5c.



