Streszczenie

Zastosowanie metod modelowania molekularnego do
opisu mechanizmow kontroli aktywnosci
metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej-9

Metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej-9 (MMP-9) jest jedng z najszerzej
badanych metaloproteinaz, a przy tym jednym z najcze$ciej badanych biatek enzymatycznych
zwigzanych z nowotworzeniem. Jako enzym modyfikujacy strukture macierzy
zewnatrzkomoérkowej w tkankach zwierzgcych jest bezposrednio zaangazowana w liczne
procesy fizjologiczne, ale takze patologiczne. Dodatkowo wtasciwosci regulatorowe MMP-9
w kontekscie odpowiedzi immunologicznej, apoptozy czy angiogenezy sprawiaja, ze
zrozumienie mechanizmow dzialania i kontroli jej aktywnosci sg niezwykle istotne. Zapoznajac
si¢ z literatura tatwo mozna zauwazy¢, ze badania biologiczne dotyczycace MMP-9 skupiaja
si¢ przede wszystkim na aspektach enzymatycznych oraz fizjologicznych. Aspekty
strukturalne, zardwno samej MMP-9 jak i formowanych przez nig kompleksow, cho¢ dobrze
zarysowane, nie s3 jednak w satysfakcjonujagcym stopniu przebadane. Wynika to przede
wszystkim z wysokiego stopnia ztozonosci uktadu. Za przyktad moze tu postuzy¢ fakt, ze
MMP-9 wydzielana jest przez komorki jako mieszanina monomerdéw i homomultimerow.
Dodatkowo niektore komorki, jak np. neutrofile, posiadaja zdolnos¢ wydzielania MMP-9
w postaci stabilizowanego kowalencyjnie kompleksu z lipokaling 2 (NGAL). Do kazdej z tych
form moze dotaczy¢ si¢ podstawowy inhibitor MMP-9 — tkankowy inhibitor metaloproteinaz
zewnatrzkomorkowych-1 (TIMP-1). Ze wzgledu na znaczne réznice strukturalne MMP-9
wzgledem pozostatych przedstawicieli MMPs, formowany przez nig kompleks z TIMP-1
charakteryzuje si¢ duza zlozono$ciag. Kompleks ten moze wystepowaé nie tylko
w formie inhibicyjnej, ale takze nieinhibicyjnej. Te uktady mogg sugerowa¢ odmienng droge
procesowania monomeru proMMP-9 i kompleksu proMMP-9-NGAL. Charakterystyka
oddziatywan w tych kompleksach jest waznym zagadnieniem dotyczacym wygaszania
aktywnosci MMP-9. Do tego wszystkiego dochodzi jeszcze fakt, Zze posrod wszystkich MMPs
ruchliwo$¢ 1 elastyczno§¢ domen MMP-9 jest najwigksza, co znacznie utrudnia badania
strukturalne. Opisana stosunkowo niedawno homotrimeryczna forma proMMP-9 posiada
w literaturze zaledwie zarys struktury, oparty na wynikach obrazowania molekularnego,
a doktadny uktad jej podjednostek nie jest znany.

W rozprawie doktorskiej przedstawione zostaty wyniki modelowania molekularnego
struktur MMP-9 1 jej komplekséw, ktore tworza si¢ na drodze kontroli jej aktywnosci
enzymatycznej. Do opracowania modeli takich uktadow zostaty wykorzystane dostepne
w Protein Data Bank struktury MMP-9, TIMP-1 oraz NGAL lub ich fragmenty. Wykorzystane
metody obejmujg klasyczng mechanike i dynamike molekularng, zard6wno petnoatomowa, jak
1 gruboziarnista, dokowanie biatko-biatko, a takze najnowsze metody uczenia maszynowego,
jak np. wzbudzajacy duze zainteresowanie AlphaFold 2.



Pierwszga sposrdd opracowanych struktur stanowi pelny model inhibicyjny kompleksu
MMP-9-TIMP-1. Model ten wyjasnia na poziomie atomowym oddziatywanie MMP-9 z jej
najwazniejszym inhibitorem tkankowym. Wykonane badania stanowig pierwszy opis petnego,
tak ztozonego uktadu inhibicyjnego w catej rodzinie biatek MMPs. Wyniki wskazuja nie tylko
na zaangazowanie domeny fibronektynowej MMP-9 w oddziatywanie z TIMP-1, ale takze na
wzajemne oddzialywanie domeny fibronektynowej 1 hemopeksynowej MMP-9
w inaktywowanej przez TIMP-1 strukturze.

Drugim opracowanym modelem jest homotrimer proMMP-9. Stanowi on cenny wktad
w zrozumienie mechaniki funkcjonowania tej formy MMP-9, zaréwno w aspekcie
oddziatywania z inhibitorem TIMP-1, jak 1 jej aktywacji proteolitycznej. Szczegdlnie
ciekawym aspektem wydaje si¢ kooperacja podjednostek MMP-9 w wigzaniu witokna
kolagenowego.

Trzeci model reprezentuje struktur¢ kompleksu MMP-9-NGAL. Charakterystyka
komplekséw zawierajacych uklad MMP-9-NGAL stanowi pierwszy tak doktadny opis
strukturalny tej formy MMP-9. Z uwagi na to, ze funkcja uktadow MMP-9-NGAL nie zostata
jeszcze zidentyfikowana, opisane wyniki moga umozliwi¢ dokladniejsza analiz¢ badan
eksperymentalnych i przyblizy¢ zrozumienie funkcjonalnego znaczenia kompleksowania
MMP-9 przez NGAL.

Wszystkie wyznaczone metodami modelowania molekularnego struktury, bezposrednio
lub posrednio, wywierajag wptyw na aktywno$¢ enzymatyczng MMP-9. Badania teoretyczne
i obliczeniowe tych ukladéw pozwolily na przeanalizowanie i1 zrozumienie pewnych
mechanizmoéw, wyrdzniajacych MMP-9 na tle pozostatych MMPs oraz umozliwity
rozszerzenie dostgpnej wiedzy na temat struktury MMP-9 oraz formowanych przez nig
komplekséw, ktére moga regulowac jej aktywno$¢ enzymatyczng. Poznanie molekularnych
podstaw tych regulacji moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia mechanizméw prowadzacych do
rozwoju i eskalacji schorzen charakteryzujacych si¢ podwyzszong aktywnoscia MMP-9, a takze
do opracowania nowych strategii terapeutycznych.



