dr hab. Adam Jarmuta Warszawa, 15 wrzesnia 2023 r.
Pracownia Bioinformatyki

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr inz. L.ukasza Charzewskiego

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. f.ukasza Charzewskiego na
stopien doktora nauk fizycznych zostala wykonana w Zakladzie Biofizyki Instytutu
Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Bogdana Lesynga jako promotora oraz dr Krystiany
Krzysko jako promotora pomocniczego.

Rozprawa doktorska mgr inz. L.ukasza Charzewskiego liczy w czeSci zasadniczej
wraz z literaturg 177 stron i jest podzielona na 9 gtéwnych rozdziatow. Rozprawe
rozpoczyna zwiezle ujety Cel pracy, po czym nastepuje wstep obejmujacy 33 strony,
bedacy wszechstronnym opisem wiasciwosci i struktury biatka metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej-9 (MMP-9), ktore jest glownym bohaterem rozprawy.
Kolejny rozdzial, liczacy 15 stron, to opis metod uzywanych w rozprawie. Zas od
strony 63 do strony 162 znajdujq sie Wyniki i dyskusja, rozdziat traktujacy o
powstawaniu roznych modeli MMP-9, co wydaje sie by¢ kwintesencjq rozprawy.
Dalej znajduje sie jeszcze 1-stronicowe Podsumowanie koncowe, 14 stronicowy spis
Literatury oraz uzyte w Rozprawie Protokolty metodyczne i Zalaczniki obejmujace
wykresy z symulacji dynamiki molekularnej, wyniki dokowania oraz wazne kontakty
wystepujace w wybranych kompleksach.

Biatko MMP-9 posiada wiele interesujacych wtasciwosci, ktére promujq jej
znaczenie biologiczne. Jego aktywacja mozliwa jest na drodze wielu szlakow
metabolicznych. W szczegolnosci, MMP-9 podlega aktywacji proteolitycznej —
proces ten prowadzg inne biatka z rodziny MMP, a takze odrebne biatka jak elastaza,
kalikreina tkankowa, katepsyna, chymaza czy enzym trawienny trypsyna. Mozliwa
jest rowniez tzw. autoaktywacja MMP-9, zachodzaca pod wplywem biatka NGAL
oraz inne jeszcze aktywacje na drodze proteolitycznej. Innym rodzajem aktywacji
MMP-9 o nieznacznej procentowosSci wystepowania jest aktywacja nieproteolityczna
stanowigca wypadkowa odchylenia propeptydu od domeny katalitycznej MMP-9, co
umozliwia dostep substratow. Innym rodzajem aktywacji nieproteolitycznej jest S-
nitrozylacja cysteiny 99 zawartej w sekwencji przelacznika cysteinowego. Warto
podkresli¢, iz ten typ aktywacji wystepuje przede wszystkim w warunkach
patofizjologicznych, np. w niedokrwieniu mozgu.



Innym przejawem aktywnosci MMP-9 jest aktywnos¢ enzymatyczna, ktorej
swoisto$¢ determinujg takie cechy substratow jak: sekwencja, struktura przestrzenna
oraz drugorzedowe miejsca wigzania odlegle od miejsca aktywnego. Do waznych
substratow MMP-9 naleza zdenaturowane wlokna kolagenu typu I-V. Warto
nadmienic, ze za rozpoznawanie i wigzanie substratow przez MMP-9 jest
odpowiedzialna ich domena fibronektynowa, natomiast procesy te nie zalezg zupehie
od domeny hemopeksynowej oraz O-glikozylowanej (OG).

Wygaszanie MMP-9 jest wazng droga regulowania aktywnosci tego biatka, ktore z
uwagi na udzial w degradacji wielu biatek strukturalnych musi podlegac takiej
regulacji. Istotnymi inhibitorami MMP-9 sq biatka z rodziny TIMPs, a w
szczegolnosci TIMP-1.

Z tego krotkiego zestawienia jasno wynika, jak istotng role pelni w komorce biatko
MMP-9. Stad potrzeba dokladnego rozpoznania roznych form strukturalnych MMP-
9, czego mgr inz. L.ukasz Charzewski sprobowal dokona¢ w swojej pracy doktorskiej.

Przeglad metodyk zastosowanych w rozprawie daje wstepne wyobrazenie na temat
bieglosci metodycznej autora rozprawy. Wrazenie to poteguje sie przy czytaniu czesci
wynikowej, gdzie mgr inz Charzewski zdaje sie z tatwosScia postugiwac¢ wieloma
metodami takimi jak: mechanika molekularna, dynamika molekularna (DM)
pelnoatomowa i gruboziarnista, dokowanie molekularne, dokowanie molekularne
typu biatko-biatko oraz przer6zne metody analizy trajektorii DM, jak np. obliczanie
energii swobodnej wigzania roznych domen MMP-9 lub ligandéw do biatka/jego
domen w MMP-9.

Mgr inz. f.ukasz Charzewski podat sie zadania wymodelowania kilku r6znych
struktur MMP-9 i ich kompleksow zmieniajgcych aktywnosc tego biatka. Kazdy
model powstawal w wielu kolejnych postaciach, np. model monomerycznej MMP-9
z TIMP-1 zostat opracowany w postaci czterech coraz bardziej rozbudowanych
kompleksow. Dwie pierwsze formy tego kompleksu to struktury fragmentaryczne,
modele biatka TIMP-1 badz z domenami katalityczng i fibronektynowa badz z
domeng hemopeksynowa MMP-9. Trzeci model inkorporuje wszystkie wymienione
domeny MMP-9. Wreszcie czwarty, najwazniejszy model zawiera procz trzech
wspomnianych domen rowniez kolejng domene, OG, spajajacqa domeny katalityczng
z hemopeksynowa MMP-9, w kompleksie z TIMP-1.

Do najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy doktorskiej nalezg trzy modele MMP-9/jego
kompleksow. Pierwszy model stanowi kompleks inhibicyjny pomiedzy MMP-9 i
TIMP-1, ktérego etapy powstawania opisatem w poprzednim akapicie. Sukces tego
modelowania polega m.in. na tym, ze jest to, jak podkresla doktorant, pierwszy opis
kompletnego, ztozonego ukladu inhibicyjnego w rodzinie biatek MMPs. Ten wynik
dostarcza wielu strukturalnych informacji na temat zaangazowania konkretnych



domen MMP-9 w oddziatlywanie z TIMP-1 oraz wzajemnego oddzialywania domen
w inaktywowanej przez TIMP-1 strukturze MMP-9.

Drugi model z serii kluczowych osiagnie¢ rozprawy doktorskiej to homotrimer
proMMP-9. W tej strukturze biatko MMP-9 wystepuje w formie latentnej, przez co
nie moze oddziatywac z TIMP-1 tak jak dzialo sie to w przypadku monomeru MMP-
9. Prawdopodobnie do takiego stanu rzeczy przyczyniaja sie specyficzne
oddzialywania pomiedzy proMMP-9 i TIMP-1, ktére doktorantowi udato sie
zidentyfikowa¢. Jednakze powinowactwo TIMP-1 do struktury homotrimerycznej
proMMP-9 jest nawet wieksze niz dla monomeru MMP-9, co wynika z nowych
oddziatywan wykrytych przez doktoranta pomiedzy TIMP-1 i propeptydem
proMMP-9.

Trzeci model to struktura kompleksu MMP-9 z NGAL, ktorej charakterystyka
stanowi pierwszy doktadny opis tej formy MMP-9. Co ciekawe, funkcja petniona
przez kompleksy MMP-9-NGAL nie zostata dotad zidentyfikowana. W zwiazku z
tym wyniki strukturalne dla tego kompleksu umozliwiajq bardziej szczegotowa
analize badan eksperymentalnych oraz zblizajq do poznania jego funkcjonalnego
znaczenia.

Ciekawie brzmi rozdziat poswiecony wynikom uzyskanym dzieki AlphaFold2.
Doktorant opierat sie na wynikach osiggnietych przez dr. Szymona Nowakowskiego,
ktory wykonat predykcje modeli na podstawie plikbw FASTA. Sposrdd ogotu
predykcji, jedynie struktury posiadajgce homologiczne kompleksy w bazie PDB, daty
poprawne wyniki. Predykcje pozostatych modeli okazaly sie nieprzydatne w
badaniach dotyczacych MMP-9. Okazato sie, ze AlphaFold2 sprawdza sie w
modelowaniu stosunkowo prostych struktur, jak podjednostki opracowywanych
kompleksow. Bardziej skomplikowane struktury nie zostaly poprawnie przewidziane
przez program. Wydaje sie, zZe przyczyna tego niepowodzenia by} brak uktadow o
podobnych interfejsach, przez co nie znalazly sie szablony do poprawnego
wypracowania ztozonych modeli. Przykladowo, model homotrimerycznego
proMMP-9 zawierajacy fragmenty nieustrukturyzowane wymaga dla poprawnej
konstrukcji uwzglednienia wiedzy biologicznej, z czego AlphaFold2 nie jest w stanie
skorzysta¢. Nadto, struktury komplekséw potrzebujace modyfikacji w strukturach
podjednostek, byly przewidywane niepoprawnie. Reasumujac, AlphaFold2
przegrywa rywalizacje z metodami modelowania molekularnego w zakresie
modelowania struktur MMP-9.

Generalnie, modele uzyskane w Rozprawie doktorskiej moga dopoméc w
zrozumieniu mechanizméw kontroli aktywnosci MMP-9, ktére biatko to realizuje
poprzez tworzenie wielu réznych kompleksow. Autor rozprawy sugeruje ze
eksplorowanie aspektow strukturalnych wypracowanych modeli komplekséw moze,
z uwagi na ich podatnos¢ do dywersyfikowania aktywnoS$ci enzymatycznej MMP-9,
przyczynic sie do opracowania nowych strategii terapeutycznych oraz ksenobiotykow
do uzycia w schorzeniach odznaczajacych sie podwyzszong aktywnoscia MMP-9.



Wsrod stabszych stron rozprawy moge wymienic serie btedéw edytorskich, co jednak
nie zmienia generalnie bardzo pozytywnego wydzwieku przedstawionej dysertacji.
Rozumiem, ze trudno jest catkowicie unikna¢ btedoéw edytorskich, w zwigzku z czym
i wobec w innych aspektach bardzo zadowalajacego poziomu rozprawy, nie bede ich
tutaj wymieniat.

Reasumujac, stwierdzam jednoznacznie ze rozprawa doktorska mgr inz. Lukasza
Charzewskiego jest napisana w sposob dojrzaty i dowodzi bieglego opanowania
szerokiego bioinformatycznego warsztatu badawczego przez doktoranta. Doktorant z
wyczuciem dobiera metodyke do poszczegolnych zadan i thumaczy praktycznie kazde
podjete w rozprawie dzialanie oraz jego konsekwencje, przez co uzyskane wyniki
stajq sie bardziej dostepne dla czytelnika. Mgr inz. Lukasz Charzewski informuje, iz
czesS¢ wynikow przedstawionych w Jego rozprawie doktorskiej (a konkretnie model
inhibicyjny kompleksu MMP-9-TIMP-1 oraz model homotrimeru proMMP-9)
zostata opublikowana w pismie Scientific Reports, zas wyniki dotyczace kompleksu
MMP-9-NGAL s obecnie przygotowywane do publikacji. Ale jest to tylko fragment
dotychczasowego dorobku doktoranta, ktory zawiera sie w 9 solidnie
opublikowanych artykutach (w tym 2 najnowszych z pierwszym autorstwem) oraz 13
wystgpieniach konferencyjnych (w tym w 3 wyk}tadach i 10 posterach). Taki dorobek
na obecnym poziomie kariery naukowej wydaje sie by¢ bardzo dobrym osiggnieciem.
Doktorant spetnia w catej rozciggltoSci wymagania ustawowe (ustawa z dnia 20 lipca
2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z
poézZniejszymi zmianami) i zwyczajowe i w tej sytuacji wnosze o dopuszczenie
doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na bardzo wysoka jakos¢ rozprawy doktorskiej i bardzo dobry
dorobek naukowy mgr inz. L.ukasza Charzewskiego wnosze o wyroznienie Jego
rozprawy doktorskiej. Na szczegolne uznanie zastluguje wymodelowanie
inhibicyjnego kompleksu MMP-9 z TIMP-1 oraz kompleksu MMP-9 z NGAL. Te
wyniki, wzbogacone o model homotrimerycznej postaci proMMP-9, majg znaczenie
zarowno dla peliejszego zrozumienia aktywnosci biologicznej MMP-9 oraz
otwierajg droge do skutecznych terapii wygaszajacych rzeczong aktywnosc.
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