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RESYME

Denne oppgaven tar for seg matrix metalloproteinaser, som er en spesiell gruppe
av metalloenzymer og kan tenkes a ha en sentral rolle 1 den proteolytiske
effekten pa basalmembranen.

Ved tumor invasjon og metastasering observeres svaert hgy MMP ekspresjon og
aktivitet. Hapet er at man vil kunne finne stoffer som inhiberer MMP subtype-
spesifikt slik at man kan hemme metastase- prosessen.

Vi har studert geometrien i seks metalloproteinaser (MMP1, MMP2, MMP3,
MMP7, MMPS8 og MMP13), og malt interatomzre avstander i det katalytiske
setet.

Videre har vi foresldtt bruk av struktur analoger av c-Bromo-[3(5-imidazolyl)-
propion syre som inhibitorer av MMP er.

Resultatene tyder pa at det vil veere vanskelig 4 lage subtype spesifikke
inhibitorer. I sa fall ma sekundere bindingsseter 1 enzymet inkluderes.
Aminosyren tilsvarende posisjon 129 1 MMP3 (phe) kan vere interessant i
denne sammenheng.
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1.0 Introduksjon

En kreftcelles interaksjon med basalmembranen anses & vere svart sentral 1
initieringen av metastase-kaskaden, og danner grunnlaget for tumorinvasjon.
Basalmembranen fungerer ogsi som barriere ved flere anledninger senere i
metastaseringen, for eksempel ved vaskuler infiltrasjon.

Degraderingen av basalmembran-komponenter er dermed en sentral proteolytisk
prosess ved metastasering og angiogenese.

Matrix metalloproteinaser (MMP) , en spesiell gruppe av metalloenzymer som
bryter ned ekstracelluleer-matrix, tenkes & ha en viktig rolle i den proteolytiske
effekten pa basalmembranens type-IV kollagen (1).

De endogene inhibitorene eller vevsinhibitorene av MMP er ogsa sentrale. Ved
tumor-invasjon og metastasering observeres sveert hgy MMP ekspresjon og
aktivitet. Man haper dermed at man skal finne stoffer (ligander) som inhiberer
MMP subtype-spesifikt slik at man kan hemme metastase-prosessen (1).

1.1 Tumor-invasjon og metastasering

De cksakte mekanismene for invasjon og metastasering er ikke kjent, men minst
tre kritiske trinn er med 1 prosessen (1).

1. Tumorcellen fester seg til ekstracelluleer-matrix (ECM) — mediert via
eksisterende eller nydannede kontaktpunkter.

2. Igangsette proteolytisk effekt 1 ECM.

3. Migrering gjennom det proteolytisk modifiserte ECM.

Benigne tilstander karakteriseres av en inntakt og kontinuerlig basalmembran
som atskiller normalt og dysplastisk vev. Invasive carcinomer har i motsetning

en diskontinuerlig basalmembran med soner av ECM-tap rundt de invaderende
tumorcellene.

Sentralt i den proteolytiske prosessen star matrix metalloproteinasene (MMP).
Dette er ekstracellulere metalloenzymer som bryter ned ECM.



1.2 MMP

1.2.1 Matrix metalloproteinase familien

MMP er en familie av zink-atom avhengige endopeptidaser. De virker spesifikt
og selektivt p mange av komponentene i ekstracelluler matrix. Matrix
metalloproteinasene produseres som pro-enzymer og aktiveres siden ved at pro-
fragmentet kappes av.

1.2.2 MMP - inndeling og spesifisitet

Matrix metalloproteinasene utgjgr 17 forskjellige enzymer. Disse er inndelt i 4
hovedgrupper utifra substratspesifisitet (2):

1. Kollagenaser

2. Stromelysiner

3. Gelatinaser

4. Membrantype ~-MMP er

Kollagenasene utgjgr interstitiell kollagenase (MMP1), neutrofil kollagenase
(MMPS) og kollagenase-3 (MMP13). Disse degraderer fibrillere interstitielle
kollagener.

Stromelysinene utgjgr STR-1 (MMP3), STR-2 (MMP10), STR-3 (MMP11) og
matrilysin (MMP7). Disse degraderer fibronektiner, laminin, ¢lastin,
proteoglykaner og kollagener.

Gelatinasene utgjgr MMP2 og MMP9. Disse degraderer denaturerte kollagen-
fibriller og type IV kollagen 1 basalmembranen.

De membranbundne MMP ene er de siste beskrevne og heter MT1-MMP, MT2-
MMP, MT3-MMP og MT4-MMP. Type 1 og 3 aktiverer progelatinase A. Type
2 og 4 har enna ikke definert aktivitet.

MMP ene har fglgende fellestrekk:

1. Den katalytiske mekanismen avhenger av sink i det aktive setet, samt
krever en metallisk kofaktor, kalsium.



2. De utviser sekvens homologi.

. De fleste utskilles som proenzymer og aktiveres ved proteolytisk
klgyvning.

4. De hemmes av spesifikke metalloprotease vevsinhibitorer, TIMP er.

De degraderer en eller flere av komponentene til den ekstracellulaere

matrix.
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1.2.3 MMP - struktur

MMP"ene kan klassifiseres utifra fglgende funksjonelle proteindomener:
Katalytisk domene, en prolinrik “hinge” region, hemopexin og
vitronektinlignende karboksy-terminal domene, pre-domene inneholdende
signalsekvens og propeptid-domene som klgyves ved aktivering (3).

Alle MMP"er, bortsett fra matrilysin, inncholder et karboksyl-terminal
hemopexin/ vitronektin-lignende domene som har forskjellig funksjon i de
forskjellige MMP er. I pro-MMP2 og pro-MMP9 medierer det interaksjoner
med spesifikke proteinasehemmere. I MMP1 og MMPS er det assosiert med
hemmer og substrat binding. Hinge” regionen er viktig for bestemmelse av
substratspesifisitet.

Samtlige MMPer inneholder et katakytisk domene som inneholder 3 histidiner
og et sink bindende sete som utgjgr det aktive setet. MMP2 og MMP9
inneholder i tillegg en region mellom det katalytiske domene og "hinge”
regionen som er homolog til den kollagenbindende regionen av fibronektin.
Denne regionen er trolig essensiell for MMP?2 kollagen binding og klgyving.

Sink atomet koordineres av tre histidiner (HIS) og et glutamat (GLU).

De interatomere avstandene mellom HIS og GLU, og avstandene mellom sink
og HIS og GLU er viktige nér en skal konstruere ligander som kan vare
potensielle hemmere.

1.2.4 Regulering av MMP

Maligne celler har gkt proteolytisk aktivitet og migrerer raskt gjennom matrix-
barrierer. Dette er et viktig grunnlag for cellenes invasive evne.

En streng regulering er ngdvendig for & holde balanse mellom disse invasive
prosessene.



MMP sin rolle i degradering av ECM kan reguleres pa flere nivaer, blant annet
transkripsjon, translasjon, pro-enzym aktivering, inaktivering ved endogene
inhibitorer og degradering eller fjerning av aktivt enzym (1).

P3 transkripsjonsniva reguleres flere MMP av cytokiner, vekstfaktorer og
hormoner. Disse regulatorene kan bade hemme og fremme MMP produksjon.

1.2.5 Aktivering av MMP

Biokjemien ved MMP aktivering er godt kjent fra flere in vitro studier (1).
Mekanismen for MMP aktivering hos pattedyr refereres ogsa til som “cystein
skifte” (1). T denne mekanismen koordineres et uparret cystein-residu 1 pro-
fragmentet med sink-atomet i det aktive setet. Nar denne cystein-sink atom
interaksjonen forstyrres av kjemiske eller fysiske faktorer, oppstar en
konformasjonsendring med péfglgende proteolytisk klgyving av pro-fragmentet.

En klar forstielse av den biologiske aktiveringen av MMP er derimot ennd ikke
klarlagt. Det er ogsé foreslatt mulige veier for in vivo aktivering av MMP (1),
men det blir ikke gétt nermere inn pa disse her.

1.2.6 Vevs-inhibitorer av MMP (TIMP)

Alle medlemmene av MMP familien kjennetegnes ogsa ved at de hemmes av en
gruppe endogene inhibitorer, ogsa kjent som vevs-inhibitorene av
metalloproteinasene. Balansen mellom nivéet av aktiverte MMP og nivéet av
frie TIMP avgjar netto MMP aktivitet. Ved & endre dette equilibrium, pavirker
man graden av celluleer invasjon.

Flere TIMP molekyler har blitt isolert, klonet og karakterisert fra flere arter.
Selv om TIMP molekylenes inhibitoriske aktiviteter pa mange mater overlapper
hverandre, er de immunologisk distinkte, kodes av gener fra forskjellige
kromosomer og gen-ekspresjonen er uavhengig regulert.

Studier av TIMP indikerer at hver inhibitor har en spesifikk og distinkt funksjon.

1.2.7 MMP og cancer

En rekke studier har gitt resultater som tyder pa at MMP enzymer spiller en rolle
i tumorinvasjon og metastasering. Flere metoder er benyttet for 4 méle
tilstedevarelsen av MMP i tumorvev fra menneske og i serum fra
cancerpasienter (1):

1. Lokalisering av MMP i tumor vev ved immunoperoxidase merking.



2. Northern blot analyse av MMP transkripsjoner i RNA prgver isolert fra
tumor vev.

3. Lokalisering av MMP transkripsjon i vev ved in situ hybridisering.

4. Maling av MMP nivaer 1 kropsvasker hos cancerpasienter.
Man har funnet en positiv korrelasjon mellom MMP uttrykk og
tumorinvasjon/metastase in vitro si vel som in vivo i dyremodeller.
MMP assosieres med den maligne phenotype i en rekke vev hos mennesket:
lunge, prostata, magesekk, colon, mammae, ovarier og thyroidea.

1.2.8 TIMP og cancer

Flere studier korrelerer lavt TIMP uttrykk med gkte invasive og metastaserende
egenskaper hos tumorceller (1). Forstyrrelse av endogen TIMP-1 produksjon ga
gkt invasiv adferd 1 embryonale stamceller. Ved a addere exogen TIMP-1
reverserte man denne adferden.

1.2.9 Angiogenese, MMP og TIMP

Invasjon av tumorceller og angiogenese har en rekke funksjonelle likheter. I
begge prosessene kreves det at de invaderende cellene fester til en
basalmembran, etterfulgt av dannelsen av en proteolytisk defekt i
basalmembranen og migrering gjennom denne defekten.

Etter at de invaderende cellene krysser denne bindevevsbarrieren
(basalmembranen), vil videre invasjon og proliferasjon gi enten et nytt kar-
lumen eller et fokus for metastase.

I tillegg til disse likhetene virker det som om angiogenese og tumorvekst
stimulerer hverandre. Dannelse av nye blodkar gjgr at tamoren kan ekspandere i
tre dimensjoner. Vaskulariseringen gir raskere tumorvekst og gker dessuten
potensialet for metastasering. Tumorinvasjon og metastasering er sialedes nart
knyttet til angioneogenesen.

Forsgk har vist at man kan hemme angiogenesen ved 4 tilsette eksogent TIMP
(1).

P4 denne maten fir man en dobbelt hemmende effekt av TIMP pa tumorvekst og
metastasering ved at man hemmer bade angiogenesen og de proteolytiske
prosessene som skaper defekter 1 basalmembranen.



1.3 Molekyl modellering

For & finne den konformeren som er ansvarlig for en biologisk eller
farmakologisk aktivitet, mi man inneha informasjon om molekylets struktur og
funksjon.

Bade eksperimentelle og teoretiske teknikker brukes for & finne den
konformeren som er ansvarlig for aktiviteten.

Molekylaer modellering er generering, manipulering og/eller presentasjon av
realistiske 3-dimensjonale molekylstrukturer. Det er et viktig verktgy, og gir
opplysning om de kjemiske og fysiske egenskaper ved molekyl-mekaniske
beregninger, kvante-mekaniske beregninger og molekyl-dynamikk beregninger

(4).

Ved blant annet ligand-design og i studier av reseptor-ligand interaksjoner er
molekyl-modellering et viktig verktgy.

1.3.1 Molekyl mekanikk (MM)

MM beskriver energien i et molekyl ved hjelp av en funksjon som tar hgyde for
avvik fra "ideelle” bindingsavstander og —vinkler, og ogsa van der Waals og
elektrostatiske interaksjoner. Det beste hadde vert & bruke kvantemekaniske
metoder i beregningene, men selv med de raskeste datamaskiner ville dette ha
tatt uforholdsmessig lang tid.

Det er derfor ngdvendig med tilnzrminger for at MM skal kunne vére et nyttig
verktgy for energiberegninger av molekyler. I MM betraktes atomer som kuler
av forskjellig stgrrelse som knyttes sammen av fjerer (bindinger) med ulik
lengde. Det viktigste ved denne forenklingen er at den tillater beregning av den
totale steriske energien i et molekyl. Den steriske energien beregnes fra
bindingsstrekk-energi, vinkel-bgynings energi, torsjons-energi og ikke-bindende
interaksjonsenergier (van der Waal energi og elektrostatisk energi). Molekyl
mekanikk inkluderer energiminimalisering og molekyldynamikk simuleringer.



1.3.2 Energiminimalisering

For & finne den optimale molekyl-geometrien eller lav-energi konformasjoner 1
et molekylsystem, brukes minimalisering av molekyl-energien.

MM kan ikke krysse energibarrierer, og derfor kan man kun finne lokale
energiminima.

1.3.3 Molekyl-dynamikk (MD) simuleringer

MD simulerer bevegelsen i et molekyl ved a kalkulere fluktuasjoner av atomer i
molekylet som en funksjon av tiden. Dette gjgr det mulig 4 studere for eksempel
termisk mobilitet i molekyler og protein-ligand interaksjoner som ikke lar seg
undersgke i statiske modeller.

Med MD kan man krysse energibarrierer metlom ulike konformasjoner og
dermed finne mer optimale energiminima. Ofte heves temperaturen under
simuleringen. Dette for at molekylet skal kunne krysse selv store energibarrierer
slik at man kan sgke blant flere mulige konformasjoner.

2.0 Mal med oppgaven

Malet med oppgaven er & finne strukturelle likheter og forskjeller i geometrien i
det aktive setet mellom forskjellige MMP-er. Dette kan fortelle noe om
strukturelle determinanter for subtype spesifikk binding til ulike MMP-er. Shik
informasjon er viktig for utvikling av subtypespesifikke MMP inhibitorer. I
denne oppgaven har derfor molekyl medelleringsteknikker blitt brukt til &
kartlegge geometrien i det aktive setet til flere MMP er.



3.0 Metoder

3.1 Software

3.1.1 AMBER

Amber er et felles navn for en gruppe programmer som lar brukeren blant annet
utfgre MD-simuleringer og energiminimaliseringer, spesielt pa biomolekyler
(5). Programpakken bestar av en rekke moduler som er lenket sammen med et
sett filer. Amber programpakken ble brukt til energiminimaliseringer av
krystallstrukturen av MMP er.

PREP modulen lager eller adderer residuer til residu-databasen. Den definerer
topologien i residuer; atom type, bindingsforhold og atomladning.

Denne modulen er ikke ngdvendig for residuer i den standardiserte Amber-
databasen som inkluderer residuer for hver aminosyre og nukleinsyre.

LINK modulen definerer topologien i hele molekylet. Aminosyresekvenser
kommer inn her, og topologien for hvert residu lenkes sammen og danner
topologien for hele systemet.

EDIT modulen leser pdb koordinater og anvender dem pa systemet generert av
LINK.

PARM modulen legger til de rette parametere, atomer, bindinger og ikke-
bindende parametere til molekyl systemet. Til slutt skriver det ut koordinatfiler
og topologifiler som trengs for SANDER, ANAL og CARNAL.

SANDER modulen er et molekyl-dynamikk (MD) program og et
energiminimaliseringsprogram. Som beskrevet tidligere kan man med MD
oppné en konformasjon med lavere energi enn man oppnér med
energiminimalisering alene.

ANAL er en modul for statisk analyse. Den utfgrer energimessige og strukturelle
analyser av statiske molekyler.

CARNAL er en modul for dynamisk analyse. Den brukes for geometriske
beregninger, kalkulering av gjennomsnittlig bevegelse og r.m.s. koordinat
tilpasning.



3.1.2 MIDAS plus

"Molecular Interactive Display and Simulation™ er et interaktivt grafikk-
program for framstilling og manipulering av macromolekyler slik som proteiner
og nukleinsyrer (6). MIDAS plus ble brukt til visualisering av MMP strukturer
og til “docking” av o-Bromo-f(5-imidazolyl)-propion syre inn i det aktive setet
til MMP3.

3.1.3 Databaser/servere

Som kilde for MMP-modeller brukte jeg www.merops.co.uk. Dette er en
database som inneholder opplysninger om proteaser: Klaner, familier, sekvenser
og struktur. Ved & velge "struktur”, fgres man til PDB- databasen —
www.resb.org/pdb/. Alle pdb- filene brukt i oppgaven er hentet fra denne
databasen. Tilgangen er gratis for akademiske og statlige institusjoner.

3.1.4 ClustalWw

ClustalW er et aminosyresekvens “alignment” program som gjgr det mulig &
sammenligne divergente aminosyresekvenser (7).

3.2 Konstruksjon av MMP modeller

3.2.1 Database og PDB-filer

I MEROPS-databasen kan man finne PDB-databasen. PDB er en database som
inneholder eksperimentelle 3D koordinater for proteiner. Disse er alle lagret
under et ID- nummer. Koodinatene for ulike proteaser (=peptidaser), deriblant
MMP, finnes her.

Modellene er lagret i et filformat med etternavn *.PDB. Disse filene kan leses av
MIDAS og vises fram pa dataskjermen som en tredimensjonal modell.

Den tredimensjonale strukturen til modellene har man kommet fram til ved
rgntgen-krystallografi. Dette er en prosess hvor man har en lgsning med rent
protein og lar proteinene krystallisere ut. Ved hjelp av rgntgenstraling kan man
fa fram proteinets sekunder, tertizer og kvartzrstruktur (“foldingen av
proteinet”). Primerstrukturen (aminosyresekvensen) kan man finne fram til ved
kjemiske analyser.



Fra MEROPS-databasen velger man familie M10 av metalloproteasene,
subfamilie A.

I denne oppgaven har jeg valgt a ta for meg fglgende 6 MMP:

MMP1! (collagenase 1)  MEROPS ID: M10.001
MMP2 (gelatinase A) MEROPS ID: M10.003
MMP3 (stromelysin 1)  MEROPS ID: M10.0035
MMP7 (matrilysin) MEROPS ID: M10.008
MMPS (collagenase 2)  MEROPS ID: M10.002
MMP13(collagenase 3)  MEROPS ID: M10.013
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Ved 4 g4 inn pé en av disse vil et av valgene vaere “struktur”. Her vil man
komme inn pa PDB- databasen og {a opp en rekke forskjellige pdb-filer av
proteasen. For alle MMP valgte man pdb-filer av katalytisk omréde som viser
det frie enzymet uten ligand. For hver MMP ble pdb- filen med best opplasning
valgt (det betyr at de strukturelle detaljene i modellen er lgst med stgrre
sikkerhet).

Fglgende PDB-filer ble valgt som utgangspunkt for oppgaven:

MMP1: 1HFC.pdb

MMP2: 1CK7.pdb

MMP?2 - katalytisk sete: 1QIB.pdb
MMP3: 1SLM.pdb

MMP7: 1MNQ.pdb

MMPS: IMNC.pdb

MMP13: 456C.pdb

Al e

Programmet Clustal W ble brukt til & utfgre et aminosyresekvens alignment av
de katalytiske omrddene til MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, MMP8 og MMP13.

3.2.2 Raffinering

De seks pdb-filene ble renset for all tekst slik at man satt igjen med bare
koordinatene. Deretter var tiden kommet for 4 kjgre gjennom Link, Edit og Parm
(som nevnt under “software”). Man inkluderte her Zn, Ca og vannmolekyler.
Videre skulle man gjgre energiminimalisering i Sander, men her ble det
problemer. Ved & inkludere vannmolekylene, oversteg man visse verdier slik at
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Sander ikke ville fullfgre minimaliscringen. Da man fjernet vannet, lot
imidlertid minimaliseringen seg gjennomigre.

Alle de videre beregningene i oppgaven ble dermed utfgrt uten at det er tatt
hensyn til vannmolekylene i modellen. Man antar at dette vil spille en liten rolle
siden beregningene baseres rundt det aktive setet hvor vannmolekylene ikke har
noen signifikant betydning. Energiminimaliseringen ble utfgrt over 2000 steg.

3.3 Miling av interatomeare avstander

De interatomere avstandene mellom sink atomet og de koordinerende histidiner
og glutamat er viktig for inhibitorer som binder i det aktive setet. Vi har derfor
malt disse avstandene. Nér det gjelder avstandene fra histidiner, tas det
utgangspunkt i nitrogenet som ligger naermest sink. For glutamat tas det
utgangspunkt i det terminale oksygenet som er nermest.

Bredden og dybden av det katalytiske setet i tillegg til hvilken aminosyre som
finnes i bunnen er viktig for spesifisiteten. Kjennskap til bredden og dybden av
det katalytiske setet er ogsé viktig for utviklingen av potensielle hemmere.

Aminosyren som ligger i bunnen av det katalytiske setet er posisjonert 4
aminosyrer fgr histidinet som sekvensielt er nzrmest N-terminalen av
histidinene som koordinerer det katalytiske sink. Dybden definerer vi som
avstanden mellom katalytisk sink og alfa-karbonet til aminosyren i bunnen.

Bredden definerer vi som avstanden mellom de to aminosyrene som ligger
nzrmest hverandre i toppen av lommen. Verdien fas ved & male avstanden
mellom alfa-karbonet til disse to aminosyrene

3.4 Docking av ligand inn i MMP3 (katalytisk omrade)

Som et eksempe! pa hvordan en mulig inhibitor kan virke, "docket” Vi O
Bromo-B(5-imidazolyl)-propion syre inn i det katalytiske omradet pa MMP3.
Denne forbindelsen er en inhibitor av hestelever ADH (8).

Det katalytiske setet i hestelever ADH ligner mye pa det katalytiske setet 1
MMP. Man kan dermed tenke seg at o-Bromo-p(5-imidazolyl)-propion syre kan
la seg modifisere til & binde til det katalytiske setet i en MMP og dermed hemme
denne.
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4.0 Resultater

De interatomeare avstandene i omridet omkring det katalytiske sink atomet 1 de
undersgkte MMP ene finnes i tabell 1 til 8.

Fig. 1 viser o-Bromo-p(5-imidazolyl)-propion syre.

Fig. 2 viser det katalytiske omradet til MMP3 med (o-Bromo-f3(5-imidazolyl)-
propion syre pa det aktive setet.

Fig. 3 viser aminosyresekvens alignment av det katalytiske omradet til MMP1,
MMP2, MMP3, MMP7, MMPS, og MMP13.

Tabell 1

Interatomaere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 3 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av
hele enzymet

ZN227 - HIS177 :16A
- HIS 181 :1,6A
- HIS187 :16A
- GLU178 :3.8A

HIS 177 - HIS181 :2,8A

- HIS187 :27A
HIS 181 - HIS 187 :2,7A
GLU 178 - HIS177 :3,7A

- HIS181 :41A
- HIS187 :52A

DYBDE:

ZN 227 . LEU173 :112A
BREDDE:

PRO 197 - VAL 139 :102A
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Tabell 2

Interatomare avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 3 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

det katalytiske omradet.

ZN 168

HIS 118

HIS 122

GLU 119

DYBDE:

ZN168

BREDDE:

PRO 138

HIS 118
HIS 122
HIS 128
GLU 119

HIS 122
HIS 128

HIS 128
HIS 118

HIS 122
HIS 128

LEU 114

VAL 80

1,7 A
1,7 A
1,8 A
:I,Sﬁ\

:2,9A
2.7 A

:2,7A
2.6 A

2,6 A
2.8 A

10,4 A

10,3 A
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Tabell 3

Interatomeaere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 1 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

det katalytiske omradet.

ZN 158 -

HIS 122 -

HIS 116 -

GLU 113 -

DYBDE:

ZN 158 -

BREDDE:

PRO 132 -

HIS 112
HIS 116
HIS 122
GLU 113

HIS 116
HIS 122

HIS 122
HIS 112

HIS 116
HIS 122

ARG 108

ASN 74

1,8 A
1,7 A
‘1,7 A
:1,5/3&

:3,0A
2.7 A

2.7 A
2.6 A

2.6 A
2.8 A

112 A

10,1 A
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Tabell 4

Interatomsere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 7 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

det katalytiske omradet.

ZN 166 -

HIS 116 -

HIS 123 -

GLU 120 -

DYBDE:

ZN 166 -

BREDDE:

PRO 139 -

HIS 119
HIS 123
HIS 129
GLU 120

HIS 123
HIS 129

HIS 129
HIS 119

HIS 123
HIS 129

TYR 115

THR 81

1,8 A
:1,813;
- 1,7A
:I,SA

3.1 A
2.7 A

:2,71&
:2,615&

:2,61&
:2,91&

10,7 A

10,5 A
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Tabell 5

Interatomsaere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 8§ etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

det katalytiske omradet.

ZN 159

HIS 113

HIS 117

GLU 114

DYBDE:

ZN 159

BREDDE:

PRO 133

HIS 113
HIS 117
HIS 123
GLU 114

HIS 117
HIS 123

HIS 123
HIS 113

HIS 117
HIS 123

LEU 109

ILE 75

1,7 A
1,7 A
:I,SA
1,5A

2.8 A
:2,8A

:2,7/?\
2.6 A

2.6 A
:Z,SA

10,5 A

- 10,0 A
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Tabell 6

Interatomsere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 13 etter energiminimalisering av krystallstrukturen
det katalytiske omradet.

7N 161 - HIS113 :1,7A
- HIS117 :18A
- HISI123 :1,7A
- GLU114 :1,5A

HIS 113 . HIS117 :28A

- HIS123 :28A
HIS 117 . HIS123 :27A
GLU 114 . HIS113 :26A

. HIS117 :2,6A
. HIS123 :28A
DYBDE:

ZN 161 - LEU109 :10,5A

BREDDE:

PRO 133 - LEU75 :10,7A
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Tabell 7

Interatomere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 2 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

hele enzymet

ZN 631

HIS 373

HIS 377

GLU 374

GLU 382

DYBDE:

ZN 631

BREDDE:

PRO 393

HIS 373
HIS 377
HIS 383
GLU 374
GLU 332

HIS 377
HIS 383

HIS 383
HIS 373
HIS 377
HIS 383
GLU 382
HIS 373

HIS 377
HIS 383

LEU 369

LEU 160

1,6 A
1,6 A
1,6 A
:3,61?\
52 A

:2,81&
27 A

2.7 A
:35A
39 A
5.0 A
: 8,3 A
£ 6,5A

45A
:4,61&

‘112 A

10,5 A
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Tabell 8

Interatomzere avstander mellom sentrale atomer i det aktive
setet i MMP 2 etter energiminimalisering av krystallstrukturen av

det katalytiske omradet.

ZN 161

HIS 114

HIS 118

GLU 115

GLU 123

DYBDE:

ZN 161

BREDDE:

PRO 134

HIS 114
HIS 118
HIS 124
GLU 115
GLU 123

HIS 118
HIS 124

HIS 124
HIS 114
HIS 118
HIS 124
GLU 123
HIS 114

HIS 118
HIS 124

LEU 110

LEU 76

:1,8;%
1,7 A
1,7 A
:1,51-?\
. 9.5 A

28 A
:2,7A

2.7 A
2.6 A
. 2.6 A
2,8 A
: 10,613;
9.8 A

10,6 A
09,5 A

10,5 A

109 A
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5.0 Diskusjon

Fra tabellene kan vi se at de interatomere avstandene i det aktive setet er noksa
like hos alle MMP ene. Avstandene fra det katalytiske sink til de tre histidinene
ligger mellom 1,6 og 1,8 A. Avstandene mellom de tre histidinene er relativt lik
for alle MMP ene og varierer mellom 2,7 og 3,0 A. Dybde og bredde er ogsé vel
bevart gjennom alle MMPene. Dypest er MMP3 (hele enzymet) med 11,2 A.
Grunnest er MMP3 (katalytisk omride) med 10,4 A. Bredest er MMP2
(katalytisk omrade) med 10,9 A. Smalest er MMP8 med 10,0 A.

Det vil derfor veere vanskelig & utvikle subtype- spesifikke smdmolekyl
inhibitorer som binder til sink og koordinerende aminosyrer.

Skal man finne subtype spesifikke inhibitorer, mé man derfor inkludere
sekundere bindingsseter 1 MMP ene.

Avstandene fra katalytisk sink til glutamat er pd 1,5 A hos alle unntatt MMP3
(hele enzymet) og MMP2 (hele enzymet) hvor avstanden er henholdsvis 3,8 og
3,6 A. Mellom de tre histidinene og glutamatet som er felles for alle MMP ene,
er avstanden mellom 2,6 og 2,8 A. Modellene for hele MMP2 og MMP3 skiller
seg her ut ved at disse avstandene er noe stgire og ligger mellom 3,5 og 5,2 A.
Det tyder derfor p& at omréder utenfor det katalytiske setet pévirker den
tredimensjonale strukturen i det katalytiske setet, noe det ma tas hensyn til ved
design av inhibitorer.

MMP?2 har i tillegg en glutamat pA oversiden av sink som kan veere viktig for
utviklingen av hemmere.

Avstanden fra sink til dette glutamatet er 5,2 A for hele enzymet og 9,5 A for det
katalytiske omrédet.
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Som tidligere nevnt ligner det katalytiske setet i MMP mye pi det tilsvarende
setet i hestelever ADH. Videre er oi-Bromo-p(5-imidazolyl)-propion syre en
hemmer av hestelever ADH.

/O

c
N N

§ | o

N— Br

FIG. 1 (c-Bromo-f(5-imidazolyl)-propion syre)

I hestelever ADH koordineres sink av to histidiner og et cystein. Et av
nitrogenatomene i o-Bromo-B(5-imidazolyl)-propion syre danner en ikke-
kovalent binding med sinkatomet.

Den negativt ladede karboksyl-gruppen binder videre til et positivt ladet arginin
1 hestelever ADH.
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FIG. 2 Viser bilde av det katalytiske omrade i MMP3 med foresiatt plassering
av a-Bromo-B(5-imidazolyl)-propion syre(magenta) . Tre histidiner(rode)
koordinerer sink (gronn) pd samme mdte som de to histidinene og cysteinet i
hestelever ADH. I tillegg sees glutamat (bla) som ogsd koordinerer sink.
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I stedet for et positivt ladet arginin, har MMP3 (og de andre MMP ene) et
glutamat med negativ ladning som kan spille samme rolle som argininet i

hestelever ADH.

For at o-Bromo-B(5-imidazolyl)-propion syre skal binde bedre tit MMP3, kan

man tenke seg & bytte ut den negativt ladede karboksylgruppen med en positivt
ladet gruppe som vil binde ikke-kovalent til glutamat.

Siden alle MM P ene har de tre histidinene og det ene glutamatet, forstar vi at en

slik modifisert c-Bromo-f(5-imidazolyl)-propion syre ikke vil kunne bli en

selektiv MMPx hemmer.
Ved 4 lete etter forskjeller i aminosyresekvensen rundt det katalytiske omradet,
kan man prgve 4 finne en eller flere aminosyrer som bare en MMP har og som 1

tillegg befinner seg i en gunstig posisjon for & kunne binde til inhibitoren.

Som tidligere nevnt har MMP2 en ekstra glutamat som kan bidra til & koordinere
sink. Ved & addere en sekundeer positivt lada gruppe til liganden, kan man gjgre
at liganden og:.1 nir denne.

mmpl
e 8
mmp 2
e 13
g3
amp 7

mep 1
mmnp 8
g 2
mpl3
mmp 3
mmp 7

mmpl
mmg8
mpe 2
mmpl3
mmp 3
mmp 7

Fig. 3. Amino:yresekvens alignment av de katalytiske omradene til MMP1,

VI TEGNPRWEQTHLTYR I ENYTPDLPRADVDHAIEKAFQLWSNVTPLTFTKVSEGQADI
- -LTPGGPKWERTNLTYRIRNYTPQLSEAEVERAIKDAFELWSVASPLIFIGISQGEADT
————— REPRWDENQITYRIIGYTPDLDPETVDDAFARAFQVWSDVTPLRFSRIHDGEADT
NVEFPRTLEWSEMNL TYRIVNY TPDMTHSEVEK AFKKAFKVWSDVTPLNFTRLHDGIADT
-RTFPGIPKWRKTHLTYRIVNYTPDLPRDAVDSAVEKALKVWEEVTPLTFSRLYEGEADT
YSLFPNSPEWTSKVVTYRIVSYTRDLPHITVDRLVSKALNMWGKEI PLHFRKVVIWGTADT

. % . kCRRR ER . . *oaowowk kk K . & kok ok

MISFVRGDHRDNS PFDGPGGNLAHAFQPGPG IGGDAHFDEDERWTN-NFREYNLHRVAAH
NIAFYQRDHGDGSPFDGPNGILAHAFQPGQGIGGDAHFDAEETWTN—TSANYNLFLVAAH
MINFGRWEHGDGY PFDCGKDGLLAHAFAPGTGVGGDSHFDDDELWSLGKGVGY SLFLVAAH
MISFGIKFHGDFY PFDGPSGLLAHAF PPGPNYGGDAHFDDDETWTS - SSKGYNLFLVAAH
[ II SFAVREHGDFY PFDGPGNVLAHAYAPGPG INGDAHFDDDEQWTK ~-DTTGTNLFLVAAH
MIGFARGAHCDSY PFDGPGNTLAHAFAPG TG LGGDAHFDEDERWTDGS SLGINFLYAATH

&k * K * ok kK &k kK . B ok . Rk R PR Y . * .ok

ELCHSLGLSHSTDIGALMYPSYTR - --SGDVQLAQDDIDGIQAIVGRSQNEVOR
EFGHSLGLAHSSDPGALMY PNYAFRE-TSNYSLPODDIDGIQATYGL ~—~——~~
EFGHAMGLEHSQDPGALMAPIYTY T - ~KNFRLSQDDIKGIQELYGASE —~~~~
RFGHSLGLDHSKDPGALMPP IVTY TG -KSHFMLPRDDVQGIQSLYGPGDE- - -~
TICHSLGLFESANTEALMY PLYHSLTDLTRFRLSCDDINGIQSLYGPPP - - -~ -
ELGHSLOMGHSSDPNAVMY PTYGNGD - PQNFELSCDDIKGIQKLYGKRSNS - - -

E AN O A *k . * .k kK * .'k*: L . kk

MMP2, MMF 3, MMP7, MMP8, og MMP13.
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Residuene i MMP ene som tilsvarer 80 til 86 og 123 til 130 t MMP3 ligger
rundt det katal ytiske setet, Finner man forskjeller her, kan det tenkes at disse kan
brukes for & syntetisere en subtype spesifikk inhibitor.

Residu 129 er interessant i s& méte, hvor MMP ene har fglgende residuer:

1.

e

Glutamatet i MMP2 og aspartatet i MMP13 er negative med forskjellig
lengde.

MMP’1 har en OH — gruppe 1 serin

MMi’3 har en aromatisk aminosyre (phenylalanin)

MMP7 og MMPS har en svert liten aminosyre ( henholdsvis glysin og
alanin)

Liganden kan derfor modifiseres med funksjonelle grupper for & né residuet
tilsvarende posisjon 129 i det katalytiske omrédet til MMP3.

1. Addere til liganden en positiv gruppe. Vil da kunne binde sterkest til
MMP’2 og MMP13.

2. Addere aromatisk gruppe til liganden. Vil da binde sterkest til MMP3.

3. Addere stor hydrofob gruppe til liganden. Vil da sansynligvis passe
best i MMP7 og MMPS.

4. Addere en gruppe med OH til liganden. Vil da kunne binde MMP1,
MMI 2 og MMP13.

6.0 Konklusjon

Vare stv lier tvder pa at det vil veere vanskelig & foresla subtype spesifikke
yderp g ype sp

inhibitorer son: bare binder til sink og koordinerende aminosyrer 1 det aktive
setet. Skal man kunne foresld molekyler som vil kunne veare subtype spesifikke
inhibitorer, m. sekundare bindingsseter i enzymet involveres. Aminosyren
tilsvarende posisjon 129 i MMP3 (phe) kan vaere en gunstig kandidat i s& méte.
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