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Rozbor rieSenia projektu

Uved'te podl'a nasledovnej zavdznej osnovy (max. 10 stran):
1. Postup prac pri rieSeni projektu na pracovisku Ziadatela a spoluriesite’ov vzhPadom na
harmonogram rieSenia projektu.

Pocitacové modelovanie:

Konfigurovanie 24-hod prevadzky multiprocesorovych serverov

V dioch od 1.4.2007 bol do prevadzky uvadzany multiprocesorovy HPC (High Performance
Comuting) server pozostavajuci z 15 ks intel serverov (2 cpu x 4-core) a 9 ks intel serverov (2 cpu x 1-
core). Bola vykonana insStaldcia hardwaru, pripravend kabeldz arackové umiestnenie, spolu
s optimalizovanim a pripojenim PWU (Power Distribution Unit) a zalozného zdroja. Bola navrhnuta
architektura sietovych rozvodov na baze 1GB linky. Na pocitace bola inStalovana bezdiskova verzia
32-bitového operacného systému Linux (distribucia Gentoo) formou distribuovaného zdielania
z centralneho servera. Operacny systém bol optimalizovany na paralelné HPC vypocty. Vytvoril sa
centralny datovy server pre ukladanie a zalohovanie vypoctov pozostavajuci z vysokorychlostného
diskového pola o kapacite 1 TB. Nasledne prebehlo odladenie opera¢ného systému a priprava
zékladného softwarového vybavenia pre uzivatelov vratane PBS ainych programov urcenych na
monitorovanie a beh multiprocesorovych klastrov. Niektoré programové baliky vyzadovali vlastnu
kompilaciu a instalaciu pre Specificky druh pocitacovej architektiry. Administracia pocitacového
klastra spocivala v monitorovani a optimalizacii vytazenia, odstranovania pripadnych portach, vymeny
nefunkénych kusov hardwaru, Skolenie uzivatelov, priprava apravy nového programového
vybavenia podla poziadaviek uzivatelov, 24 hod. poruchovy servis. Konkrétne boli pre uzivatel'ov
pripravené a nainStalované chemické baliky Gaussian 2003, Gromacs 3.3.2, Schrodinger 8, ADF 2006,
ADF 2007, VMD, AMBER 8.

Priprava 3D Struktir 'udskych manozidaz homolégnym modelovanim

Na zaklade pristupnych krystalografickych Struktir Golgi o-manozidazy 11z Drosophila
Melanogaster (dGM) a lyzozomalnej a-manozidazy z Bos Taurus (bLM), a proteinovych sekvencii
Pudksych manozidaz boli pripravé trojrozmerné modely ludskej Golgi manoziddzy (IGM)
a lyzozomalnej manozidazy (hLM) pomocou programovych balikov Modeller v9 a Prime 1.6.
Geometria pripravenych modelov bola d’alej upresiovana optimalizaciou na Urovni molekulovej
mechaniky aplikdciou Amberu ff99. Stabilita vyslednych Struktir s dérazom na aktivne centrum
enzymu bola testovana molekulovou dynamikou pouzijic programovy balik AMBER 8 a parametre
z Ammber FF99. Vhl'adom na to, Ze obidva $tudované enzymy pracuju in vivo pri vyrazne rozdielnom
pH (hGM, pH=7 a hLM, pH=4.5), ich §truktity boli d’alej upresiiované pomocou programu Propka 2.
Tento program umoziiuje predpovedat’ pK, hodnoty ionizujucich aminokyselin priamo v enzyme
s moznost'ou zahrnutia do vypoctu kofaktor popripade iné ligandy ako su substraty alebo inhibitory.

Strukturalny dizajn swainsoninovych inhibitorov pomocou molekulového dokovania

V priebehu roku 2007 bola uskutocnena prva faza dokovacich vypoctov s cielom overit’ presnost
dokovacieho programu Glide 4.5 a vytvorit’ modelova skérovaciu funkciu pre korelaciu a predpoved
vézbovej afinity medzi inhibitorom a enzymom. Presnost’ dokovania bola zalozena na porovnavani
predpovedanych geometrickych pé6z inhibitora v aktivhnom mieste enzymu s experimentalne
dostupnymi ca. 15 kryStalografickymi Struktirami komplexov enzymu s inhibitorom. Teoretické
hodnoty vézbovej afinity napocitané na tirovni molekulovej mechaniky (OPLS 2001 ff) boli fitované
s experimentalnymi inhibi¢nymi konstantami K; swainsoninovych a manostatinovych Strukturalnych
mimetik. Teoretickd metoda linearnej interakénej energie (LIE) bola pouzita pri vypoctoch hodnoét a.,
B a y korelaénych koeficientov pre elektrostatické, solvataéné a van der Waalsove deskriptory
fitovanych na testovacej sade ca 30 inhibitorov s pouZzitim programu Laison 4.5. Vytvorena skérovacia
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funkcia bude pouzita v d’al§ich dokovacich fazach na zvysenie presnosti predpovedanych K; hodn6t de
novo inhibitorov a §truktur filtrovanych z virtualneho skriningu.

Molekularna biolégia:

Cielom molekularno —biologickej cCasti projektu bolo uplatnenie metddy heterolognej funkénej
expresie pri analyze putativnych ortolégov lyzozomalnych mannozidaz D. melanogaster ( typ Canton
S ), ktoré svojou sekvencnou homolodgiou patria do rodiny, ktorej ¢lenom je aj mannoziddza s
vyrieSenou 3D Strukturov. Tieto ortolégy boli uz skor identifikované cez analyzu génovej databazy D.
melanogaster pouzitim l'udského homolégu lyzozomalnej mannozidazy a uplatnenim, tzv. PFAM
motivu glykozylhydrolazovej rodiny GH 38 metdédou ClustalX a Treeview. Metédou BLASN pri
identifikacii kodujucich casti sme vychadzali z depozitovanych DNA sekvencii spristupnenych
v databaze génov s prislusnym ozna¢enim. Amplifikdciou pomocou RT-PCR a pouzitim gén-
Specifickych oligoprimerov.  a mRNA izolovanej zdospelych musiek D. melanogaster boli
korespondujice DNA fragmenty danych ortoléogov naklonované do expresného vektora pPICZa pod
kontrolu AOXI indukovateI'ného promotora.

Klonovanie lyzozomalnej manozidazy z D. melanogaster /dLM 408/ (NP 609408).

-Izolacia celkovej RNA z D. melanogaster CS: RNA bola izolovana metédou zmrazovania
homogenatu D.melanogaster v tekutom dusiku s pouzitim ,,SV Total RNA Isolation System*
(Promega)

- Priprava cDNAs: cDNAs boli pripravené z celkovej RNA pouzitim , ImProm-II"™ Reverse
Tramscriptase™ (Promega) a oligo dT,g primeru.

-Amplifikécia génu kodujuceho solubilnu Cast’ lyzozomalnej manozidazy dLM 408: DNA tsek , ktory
predstavuje protein zbaveny cytoplazmatickej a transmembranovej domény, pocnic aminokyselinou
Cys-34 a konciac Stop-kodonom, bol ziskany PCR metédou s pouzitim gén- Specifickych
oligoprimerov so zabudovanou sekvenciou pre restrikénu endonukleazu Kpnl .

-Klonovanie PCR produktu kédujticeho solubilnu ¢ast’ dLM 408: Purifikovany PCR produkt,
opracovany restrikénou endonukledzou Kpn I bol klonovany do linearizované¢ho kvasinkového
expresného plazmidu pPICZa-A (Invitrogen). Rekombinantny plazmid bol transformovany do E. coli
(Nova Blue), amplifikovany a nasledne preparativne izolovany pomocou plazmidového izolacného
kitu (Qiagen).

-Transformacia Pichia pastoris GS115: po predchadzajucej linearizacii rekombinantného plazmidu
restrikénou endonukledzou Pmel a metddou elektroporacie bol na pritomnost” transgénu selektovany
pozitivny kvasinkovy klon.

Heterologna expresia lyzozomalne] manozidazy dLM 408 v P. pastoris.

Kodujuca cast homolégu lyzozomalnej mannozidazy (NP 609408)/, ktora nevykazovala bodovu
mutaciu bola exprimovana v systéme P. pastoris a metdédou dalSej funkénej analyzy k syntetickému
substratu pNP-alpha-mannopyranozid-u.

Stanovenie enzymovej aktivity rekombinantne] mannozidazy dLM408.

Hydrolyza pNP-alpha-mannopyranozidu sa uskutocnila pri 37 C pouzitim 1-5 ul rekombinantného
enzymu /podla Specifickej aktivity/ v celkovom objeme 50 ul reakénej zmesi. Katalyza sa uskutocnila
v prostredi 100mM acetatoveho tlmivého roztoku pri optime pH 5,2 a v absencii ionov. Po ukonéeni
reakcie, pridanim 100 ul uhli¢itanu sodneho do vyslednej koncentracie 150mM, bol produkt reakcie
analyzovany meranim absorbancie pri A 410. Pre ucely stanovenia selektivity swainsoninu
k rekombinantnej manozidaze bol inhibitor pripraveny v redestilovanej H20 a testovany v oblasti
koncentracii 0.1 — 10 uM. Pri ureni pH optima aktivity enzymu , reakcia sa uskutoc¢nila pouzitim
Mcllvaine tlmivom roztoku v oblasti pH 3,5 az 7,0

Syntéza:

Nové swainsoninové mimetikum 7,8-dihydroxyhexahydropyrrolo[1,2-a]pyramidin-6(7H)-6n bolo
nasyntetizované v laboratoriu Dr. Siriwardenu na Univerzite v Amiens a testovana jeho biologicka
aktivita vo¢i hGM a hLM manozidazam in vitro. Nasledne bolo pripravenych niekol’ko jeho derivatov
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so substitiiciou v polohe 2. Predbezna biologicka aktivita jedného derivatu bola testovand v naSom
laboratoriu voc¢i rekombinantnej drosophila lyzozomalnej manozidaze (dALM) a merana zavislost’ K;
hodnét od pH prostredia enzymu s cielom optimalizovat’ podmienky na nésledné merania s hGM
a hLM enzymami.

2. Rozbor vysledkov rieSenia vzhP’adom na stanovené ciele.

Pocitacové modelovanie:

Konfigurovanie 24-hod prevadzky multiprocesorovych serverov

32-bitova linuxova architektira sa ukdzala ako stabilna verzia opera¢né¢ho systému umoznujuca
bezproblémovu kompilaciu chemickych programov a ich efektivny chod pre paralelné a distribuované
vypocty. Programy ADF a Gaussian pri paralelnych vypoctoch Skalovali takmer linearne do 8
procesorov (80 %), ¢o umozni realizovat’ asovo naro¢né ab initio a DFT vypocty systémov substrat-
kofaktor, substrat-aktivne centrum enzymu popripade substrat-kofaktor-enzym v pripade hybridnych
QM/MM vypoctov. Programy Amber, Jaguar a Qsite sa ukazali byt menej efektivne a nestabilné pri
viac ako Stvorprocesorovych vypoctoch. Hlavna pri¢ina ich nizkeho skalovania je spdsobena
v definovanej komunikéacii medzi procesorovymi nédmi prostrednictvom programu MPICHI,
nestabilitu pri Jaguari spOsoboval Casty vyskyt konfliktov pri svapovacich zapisoch na hardisk.
Vzhl'adom na neefektivne Skalovanie chemickych programov s MPICH1, bol Gromacs pre vypocty
molekulovej dynamiky paralelizovany prostrednictvom balika LAM7, kde nastalo vylepSenie
skalovania do 8 procesorov (47 %) a bolo mozné uskuto¢nit’ ndro¢né vypocty pre systémy s viac ako
100 tisic atdbmami.

Distribuované vypocty tykajuce sa virtualneho skriningu uskuto¢nené programami v baliku
Schrodinger (Ligprep, Qikprop, Glide, Liaison) skalovali linearne na maximalny pocet procesorov s
limitom na pocet zakupenych licencii. Distribuovany sposob vypoctov umozni efektivne skrinovat’
databazy zltcenin ako napr. ZINC databaza (6 milionov zlucenin) v d’alSej faze projektu.

Limity pouzitej 32-bitovej architektiry sa objavili pri naroénych vypoctoch, kde na komunikéciu
programov s velkymi datovymi sibormi bolo vyzadované pouzitie viac ako 2GB fyzickej pamite
RAM. (analyza trajektorii z molekulovej dynamiky, preprocesing a filtrovanie databazovych suborov,
ab initio post Hartree-Fockové vypocty systémov z viac ako 50 atdbmami). Preto planujeme v d’alsej
faze projektu prekonfigurovat’ operaény systém na 64-bitovl architektiru, ktorym sa budu eliminovat’
limity tykajuce velkosti pouzitia RAM pri naro¢nych vypoctoch.

Priprava 3D §truktar l'udskych manoziddz homolégnym modelovanim

Trojrozmerné modely hGM a hLM postavené na zaklade jedného templatu (bud dGM alebo bLM)
vykazovali vyznamné Strukturalne chyby. Az s pouzitim obidvoch krystalografickych templatov sa
dosiahla pozadovana presnost’ homolognych modelov v rozsahu celej proteinovej sekvencie pre kazdy
model. Hlavny doraz sa kladol na dosiahnutie maximalnej geometrickej presnosti aktivneho centra
enzymov (§truktira ca do 1,5 nm od naviazaného kovového kofaktora, Zn®" ionu). Cast’ nespravne
umiestnenich bo¢nych retazcov si vyziadala set niekolkych po sebe nasledujicich optimalizacnych
procedur spojenych s 1 ns molekulovou dynamikov enzymového systému s naviazanym
swainsoninom  a kovovym  kofaktorom. Konfiguracie bocnych retazcov  ionizujucich
aminokyselinovych rezidui, ako su asparaginova alebo glutamova kyselina atd’., boli ionizované podla
pK. vypoctov Propka programu. Pre hGM pre pH=7 a pre hLM pre pH=5. Tu sa ukazalo, Ze napriek
vysokej podobnosti a identite aminokyselinovych rezidui medzi hGM a hLM v aktivhom centre
enzymu, protonizované stavy ich ionizujucich residui nie s vo vsetkych miestach identické. To ma za
nasledok, Ze interakcie manozidizaddovych inhibitorov v aktivnom mieste obidvoch enzymov moézu
vykazovat’ odli$né vidzbové afinity. Tento predpoklad sa budeme snazit’ potvrd’it’ na experimentalnej
urovni v d’alSich fazach projektu, kedze sa ukazuje ako jeden z kl'acovych faktorov pre Strukturalny
dizajn selektivnych manozidazovych inhibitorov hGM s antirakovinotvornymi u¢inkami. Druha
stratégia pre pocitacovy dizajn selektivnych inhibitorov IGM bola navrhnuta na zaklade primarnych
a sekundarnych rozdielov medzi aktivnymi centrami v obidvoch homolognych modelov hGM a hLM
enzymov vizualizovanych v superpozicii. Hlavny rozdiel bol indikovany v aminokyselinovej
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sekvencii Pro350-Phe351-Tyr352-Ser353 v hGM, ktory prislachal sekvencii Leu257-Pro258-Asn259-
Gly260 v hLM, pricom bocné retazce Tyr352-Ser353 v hGM boli orientované smere, v ktorom sa
viazu manozidazové inhibitory do aktivneho centra a naopak pri hLM bol bo¢ny retazec v Asn259
orientovany od aktivneho centra, plus Gly260 postrada bocny retazec. Vysledkom takéhoto
Strukturalneho usporiadania je vznik hydrofébneho vrecka, ktoré je pri hGM definované polohou
boc¢ného ret'azca Tyr352. Pri hLM je hydrofobny priestor ovel'a vacsi a otvoreny do priestoru vd’aka
geometrii sekvencie Asn259-Gly260. Preto bude Strukturalny dizajn selektivnych inhibitorov hGM
zamerany na vyvoj Struktary, ktord dokaze specificky interagovat’ s boénym retazcom Tyr352
pomocou hydrofobnych interakcii priCom si zachova biologicku aktivitu na Girovni swainsoninu alebo
manostatinu.

Strukturalny dizajn swainsoninovych inhibitorov pomocou molekulového dokovania

Presnost’ dokovacieho programu Glide 4.5 bola testovana na sade ca 15 manoziddzovych inhibitorov,
pre ktoré sme mali pristupné krystalografické Struktary komplexov dGM s inhibitormi. Vicsia Cast’
predpovedanych po6z naviazanych inhibitorov (ca 70 %) bola v stlade s experimentom, pri¢om
presnost’ predpovedi zavisela od viacerych faktorov: spravnej konfiguracii ionizovatelnych bo¢nych
refazcov aminokyselinovych rezidui v aktivnom mieste enzymu, konfigurdcii aminoskupin
v inhibitoroch, konformacii kruhov pri cyklickych Struktarach inhibitorov a hlavne od parametrizacie
atomovych nabojov na enzyme a inhibitore. Konfiguracia aminoskupin v inhibitoroch bola definovana
na zaklade ich pK, hodnét napocitanych pre vodné prostredie pouzitim presnych kvantovo-
chemickych vypoctov (DFT-B3LYP) v programe Jaguar. Atdmové naboje na enzyme a kovovom
kofaktore (Zn®") boli poé&itané pomocou hybridnej QM/MM metédy (DFT-B3LYP/6-
31G(d,p):OPLS2001) pomocou programu Qsite 4.5. Dramaticka redistribticia nabojov (ca az do 30 %)
oproti Standardne pouzivanym atdomovym ndbojom parametrizovanych pre molekulovii mechaniku
bola zaznamenana pre atbmové naboje na Zn>" iéne a aminokyselinach priamo interagujucich s tymto
kofaktorom.

Modelova skorovacia funkcia pre korelaciu a predpoved’ védzbovej afinity medzi inhibitorom
a enzymom bola vytvorend z testovacej sady ca 30 inhibitorov s pouzitim programu Liaison 4.5.
Presnost’ skorovacej funkcie varirovala v zavislosti od pouzitych konfiguracii inhibitorov (neutralne
versus protonizované aminoskupiny) adokovacich modelov (homologne modely versus
krystalografické Struktiry), kde sa RMS chyba pohybovala vrozmedzi 0.4-0.8 kcal/mol pre
predpoved’ vidzbovej afinity inhibitorov v aktivnych centrach dGM, hGM, bLM a hLM.

Molekularna bioldgia:

Charakterizacia rekombinantnej mannozidazy dLM408:

Koédujuca cast’ klonovanej manozidazy predstavuje dlzku 3141 bp a koduje protein o vel'kosti 1047
aminokyselinovych zvyskov. Rekombinantna mannozidaza dLM408 vykazuje aktivitu v rozmedzi pH
: 4-6 s reakénym optimom pri pH : 5,2. Teplotné optimum enzymovej reakcie je v Sirokej oblasti od 25
do 40 C, hodnota Km pre pNP-alpha-mannopyranozid je 2mM. Swainsonine, reverzibilny inhibitor
mannozidaz, v koncentracii 1uM inhiboval rekombinantny enzym za danych reakénych podmienok na
100%.

Povodnym vedeckym cielom v prvej faze projektu bolo klonovanie a expresia 'udskej manozidazy 11
a IlIx Golgiho aparatu. Vzhl'adom nato, ze na$ spolupracujiici partner na univerzite vo Viedni uz
pripravil klonovanti Man II a IIx v P. pastoris, nase dalSie experimenty budu zamerane na $tadium ich
expresie a funkcnej analyze. dLM 408 predstavuje novli mannozidazu klonovanu z bezstavovcov,
ktord svojimi vlastnostami sa zaclefiuje medzi ortology mannozidaz lyzozomalneho typu z D.
melanogaster.




