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Opinia o rozprawie doktorskiej pana magistra £.ukasza Charzewskiego zatytutowanej
“Zastosowanie metod modelowania molekularnego do opisu mechanizméw kontroli aktywnosci
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej-9”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana magistra Eukasza Charzewskiego poswiecona
jest opracowaniu modeli strukturalnych kilku komplekséw biatkowych zawierajacych
metaloproteinaze macierzy zewnatrzkomérkowej 9 (MMP-9). Rozprawa sktada sie z 9 rozdziatéw,
wykazu literatury, 10 protokotow i 22 zalgcznikéw. Rozdziat 1 definiuje cel pracy. Rozdziat 2 jest
podsumowaniem istotnych w kontekscie rozprawy informacji na temat metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej (MMP). Rozdzialy 3, 4 i 5 dotycza odpowiednio aktywacji, aktywnosci
enzymatycznej i wygaszania aktywnosci metaloproteinazy MMP-9. Rozdzialy te s3a napisane
bardzo starannie, zawierajg przeglad istotnych dla rozprawy pojec¢ i jednocze$nie demonstrujg
znajomosc literatury specjalistycznej na temat MMP-9. Rozdziat 6 stanowi skr6towy opis metod,
ktore zostaty uzyte do modelowania struktur komplekséw MMP-9. Rozdziat 7 zawiera giowne
wyniki pracy doktorskiej. Sklada sie on z 6 podrozdzialéw, ktére dotycza modelowania
inaktywnego monomeru MMP-9 (podrozdziat 7.1), homotrimeru proMMP-9 (podrozdziat 7.2),
domeny OG w homotrimerze proMMP-9 (podrozdziat 7.3), nieinhibicyjnego kompleksu
homotrimeru proMMP-9 z TIMP-1 (podrozdziat 7.4), aktywowanego homotrimeru MMP-9
(podrozdziat 7.5) i kompleksu MMP-9 z NGAL (podrozdzial 7.6). Rozdzial 7 uzupeinia 10
protokotdw i 22 zalacznikow, ktdére zamieszczone s na koricu rozprawy. Rozdziat 8 opisuje probe
zastosowania algorytmu AlphaFold 2 do modelowania struktur komplekséw biatkowych
przedstawionych w rozdziale 7. Rozdziat 9 stanowi zwiezle podsumowanie rozprawy.

W podrozdziale 7.1 przedstawione zostalo opracowanie modelu strukturalnego
metaloproteinazy MMP-9 zwigzanej z inhibitorem TIMP-1. Opracowany model zostat szczegotowo
przeanalizowany. Za pomocg metody MM-GBSA wyznaczone zostaly energie oddzialywania
pomigdzy podjednostkami tego kompleksu biatkowego. Ponadto szczegdétowo opisane zostaly
kontakty pomiedzy MMP-9 a TIMP-1.

Podrozdziat 7.2 dotyczy modelowania homotrimeru proMMP-9 bez nieustrukturyzowanych
facznikow pomiedzy domenami katalitycznymi a domenami hemopeksynowymi. Wykorzystane
zostaty tu dwie metody — symulacje dynamiki molekularnej w ramach gruboziarnistego modelu
MARTINI oraz dokowanie biatko-biatko przy uzyciu serwera GRAMM-X. Pierwsza metoda nie
dostarczyta satysfakcjonujacych wynikéw. Modele strukturalne otrzymane z symulacji MARTINI
byly niezgodne z wynikami obrazowania homotrimeru proMMP-9 metoda transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM). Natomiast dokowanie metoda GRAMM-X umozliwito
opracowanie modelu strukturalnego, ktéry wydaje sie by¢ zgodny z wynikami obrazowania metoda



TEM oraz z innymi obserwacjami doswiadczalnym. Model ten zostal szczegélowo
przeanalizowany. Wyznaczone zostaly oddzialywania stabilizujgce kolista strukture homotrimeru
proMMP-9. Zbadana zostata mozliwos¢ przylgczenia taricuchéw cukrowych w N-glikozylowanych
miejscach propeptydu i domeny katalitycznej w kazdej z podjednostek. Sprawdzona zostata takze
mozliwo$¢ zwigzania inhibitora TIMP-1 do domeny hemopeksynowej oraz dostepnos$¢ regionéow
MMP-9 wymaganych do aktywacji proteolitycznej tej metaloproteinazy.

W podrozdziale 7.3 przedstawione zostaty metody i wyniki modelowania domen OG (tzn.
nieustrukturyzowanych  lacznikéw pomiedzy domenami Kkatalitycznymi a  domenami
hemopeksynowymi) w homotrimerze proMMP-9. Wykorzystany zostal tu model strukturalny
przedstawiony w podrozdziale 7.2. Przyjeto zalozenie, ze kazda z domen OG zwigzana jest
kowalencyjnie poprzez mostek dwusiarczkowy i wigzanie peptydowe na C-kofcu z dwiema
roznymi domenami hemopeksynowymi w homotrimerze proMMP-9. Przy tym zaloZeniu
rozwazonych zostalo sze$¢ mozliwosci poprowadzenia nieustrukturyzowanych domen OG w
homotrimerze proMMP-9. Analiza geometryczna i energetyczna opracowanych modeli
strukturalnych doprowadzila do wskazania najbardziej prawdopodobnej konfiguracji domen OG w
homotrimerze proMMP-9. Zaproponowano, ze do tego samego taicucha polipeptydowego nalezg
domeny katalityczna i hemopeksynowa potozone na przeciwlegtych stronach okregu, a domena OG
tworzy mostek dwusiarczkowy z ta domenga hemopeksynowa, ktéra kontaktuje sie z domeng
fibronektynowa danego taricucha polipeptydowego.

W  podrozdziale 7.4 przedstawione zostalo opracowanie strukturalnego modelu
heteroheksameru proMMP-9—TIMP-1, tzn. nieinhibicyjnego kompleksu homotrimeru proMMP-9
z TIMP-1. Wykorzystano tu modele strukturalne przedstawione w poprzednich podrozdziatach.
Obliczenia metoda MM-GBSA wykazaly, ze energia oddzialywania TIMP-1 z proMMP-9 w
ukladzie homotrimerycznym ma wartos¢ pomiedzy wartoSciami energii w uktadach
monomerycznych — nieinhibicyjnym i pelnym inhibicyjnym — co oznacza, ze energetycznie
najkorzystniejsze oddziatywanie TIMP-1 z MMP-9 wystepuje w ukladzie, w ktérym TIMP-1
blokuje aktywnos¢ MMP-9.

W  podrozdziale 7.5 przedstawiony zostat model strukturalny aktywowanej formy
homotrimerycznej MMP-9. Model ten zostal otrzymany przez usuniecie propeptydu ze struktury
homotrimeru proMMP-9 opracowanej w podrozdziatach 7.2 i 7.3. Przedstawione zostaty wyniki
symulacji dynamiki molekularnej, ktére sugeruja, ze usunigcie propeptydu powoduje znaczne
zwiekszenie swobody konformacyjnej homotrimeru MMP-9. Uzyskany model strukturalny zostat
uzyty do przeprowadzenia analizy mozliwosci zwiazania przez homotrimer MMP-9 potréjnej helisy
kolagenu. Model aktywowanego homotrimeru MMP-9 zostat takze uzyty do préby odpowiedzi na
pytanie, dlaczego biwalenty inhibitor MMP-9 wykazuje wieksza aktywno$¢ wzgledem formy
trimerycznej niz monomerycznej.

Podrozdziat 7.6 dotyczy modelowania MMP-9 zwigzanej z lipokaling-2 (NGAL).
Przedstawione zostalo opracowane modeli strukturalnych domeny hemopeksynowej MMP-9
zwiazanej z NGAL kowalencyjnie (poprzez mostek dwusiarczkowy) i niekowalencyjnie (pod
nieobecno$¢ mostka dwusiarczkowego). Modele te umozliwily zidentyfikowanie regionu domeny
hemopeksynowej, ktéry NGAL chroni przed cigciem proteolitycznym i degradacja. Przedstawiona
zostata takze konstrukcja modelu strukturalnego MMP-9 zwigzanej zaréwno z NGAL jak i z TIMP-



1. Model ten sugeruje, ze NGAL nie tylko nie zaburza mechanizmu blokowania aktywno$ci MMP-
9 przez TIMP-1, ale wrecz stabilizuje czasteczke TIMP-1 tworzac z nig dodatkowe kontakty.

Rozdzial 8 przedstawia prébe zastosowania algorytmu AlphaFold 2 do okreslenia struktur
komplekséw biatkowych oméwionych w rozdziale 7. Przewidywania otrzymane na podstawie
algorytmu AlphaFold 2 zostaly poréwnane z wynikami modelowania ukltadéw MMP-9 opisanymi
w rozdziale 7 oraz zestawione z wiedza na temat biologicznych funkcji i dziatania tych uktadéw.
Okazuje sie, ze jedynie struktury tych ukladoéw, ktérych homologi znajduja sie w bazie PDB,
zostaty przewidziane przez AlphaFold 2 poprawnie. Przewidywania AlphaFold 2 dotyczace
pozostatych struktur (w tym struktury homotrimeru proMMP-9) okazaly sie nieprzydatne w
badaniach nad MMP-9. Wniosek plynacy z rozdziatu 8 jest taki, ze klasyczne metody modelowania
molekularnego pozostaja lepszym narzedziem do badania komplekséw biatkowych zawierajacych
MMP-9. Uwazam, Ze wniosek ten jest warto$ciowy i pouczajacy.

Rozprawa napisana jest starannie i z duza dbaloscia o szczeg6ty. Drobne zastrzezenia moga
budzi¢ tylko pewne skréty myslowe. Przyktadowo, w rozdziale 7 kilkukrotnie powtarza sie
nieprecyzyjne stwierdzenie “symulacje ustabilizowaly sie po czasie... ”. Zdanie “automatycznie
wygenerowana topologia homotrimeru w uktadzie zostala zmieniona na topologie wygenerowana
oddzielnie... ” w protokole 7 na stronie 182 jest niejasne.

Za skabszy punkt rozprawy mozna uzna¢ brak uzasadnienia wyboru metod i parametréw
modelowania molekularnego. Nie zostal w szczegdlnosci uzasadniony wybér pola sitowego
CHARMM?27 do symulacji dynamiki molekularnej komplekséw MMP-9. Brak jest takze
wyjasnienia, dlaczego do modelowania gruboziarnistego zastosowany zostat model MARTINI.

Praca doktorska wydaje sie by¢ merytorycznie poprawna. Przedstawione wyniki sa
oryginalne i wartosciowe, a pewien niedosyt budzg tylko dwa punkty pracy. Po pierwsze, trudno
oprzec¢ si¢ podejrzeniu, ze sklebiona i zwarta konformacja domeny OG, ktéra opisana zostata w
podrozdziale 7.1, moze by¢ artefaktem pola sitowego CHARMM27. Warto by byto sprawdzic, jakie
konformacje przybiera domena OG w symulacjach dynamiki molekularnej z nowszym,
poprawionym polem silowym CHARMMB36m, ktére wydaje sie bardziej odpowiednie do
modelowania i symulacji biatek nieustrukturyzowanych czeSciowo lub catkowicie. Po drugie,
niesatysfakcjonujgce wyniki symulacji homotrimeru proMMP-9 w ramach gruboziarnistego modelu
MARTINI, ktére przedstawione zostalty w podrozdziale 7.2.1, nie sa zaskakujace, gdyz model
MARTINI 2.2 bez poprawek oddzialywania biatko-woda nie wydaje sie by¢ optymalnym
narzedziem do symulacji dokowania biatko-biatko. Szkoda, ze w tej czesci pracy doktorskiej nie
zostata podjeta proba uzycia innego modelu gruboziarnistego (np. UNRES lub CABS lub SIRAH).

Pomimo opisanych powyzej drobnych uwag, uwazam rozprawe pana magistra f.ukasza
Charzewskiego za warto$ciowa prace badawcza speiniajgca ustawowe i zwyczajowe warunki
stawiane pracam doktorskim. Autor wykazat w niej bardzo dobrg znajomos¢ literatury naukowej na
temat metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej, zastosowat z powodzeniem metody
modelowania molekularnego i uzyskat szereg oryginalnych przewidywan, ktére moga przyczyni¢
si¢ do lepszego poznania mechanikéw kontroli aktywnosci MMP-9. Wieksza cze$¢ wynikow
przedstawionych w rozprawie zostata opublikowana w czasopiSmie naukowym Scientific Reports.
Z calym przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie pana magistra £.ukasza Charzewskiego do
publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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