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1a. Pocitacové modelovanie:

Transformacia 24-hod prevadzky multiprocesorovych serverov na 64-bitovu architekturu

V priebehu roku 2008 boli vykonané nasledovné prace s ciefom umoznit realizaciu
naroc¢nych QM, QM/MM vypoctov a spracovania objemnych MD trajektorii a databaz
zlucenin:

-In&talacia operacného system LINUX 64 (Gentoo) a kompilacia prislusnych programovych
balikov

-Navrh, zapojenie datového servera so zdiefanym diskovym polom o velkosti 5 TB
-In&talacia a zapojenie dalSich 5 nodov na LINUX 64 vypoctovy server

-In&talacia a migracia programového balika ADF na tzv. “Floating type license”

-Navrh a instalacia elektrickej a datovej siete pre LINUX vypoctové servery

-In&talacia a odladenie MPI protokolu pre LINUX 64 vypocltové servery.

-Zalohovanie a 24 hod. prevadzka vypoctovych serverov

-Optimalizacia kniznic pre vypoctové servery LINUX 64

-In&talacia progamovych balikov AMBER, GROMACS, ADF, SCHRODINGER, GAUSSIAN a
konzultacné sluzby suvisejuce s pouzivanim danych balikov

-InStalacia a optimalizacia PBS servera pre spravu velkého poctu uloh

-InStalacia 64-bitového grafického servera PALA

Priprava 3D $truktur manozidaz homolégnym modelovanim

V priebehu roku 2009 bol vykonany nasledujuci vyskum s cielom vytvorit enzymové modely
manozidaz na Strukturalny dizajn selektivnych inhibitorov Golgi manozidazy II:

-parova a multiparova sekvenéna analyza Golgi manozidaz zo skupiny EC 3.2.1.114 a
lyzozomalnych manozidaz zo skupiny EC 3.2.1.24 (programy EMBOSS a ClustalW2,
GeneDoc)




2/8

A
h A PV V Agentura na podporu vyskumu a vyvoja
Mytna 23, P.0.BOX 346, 814 99 Bratislava
\ 4 Y

-vytvorenie Styroch trojdimenzionalnych (3D) Struktar Golgi manozidaz zo skupiny EC
3.2.1.114 [ludskej Golgi mannozidazy lIx (hGMx), myS8acej Golgi manozidazy Il (mGM),
podkanej (rGM) a rastlinnej Arabidopsis (aGM)] (program Modeller 9v2)

-vytvorenie Siestich 3D Struktur lyzozomalnych manozidaz zo skupiny EC 3.2.1.24 [mySacej
lyzozomalnej manozidazy (mLM), prasacej (cLM), macacej (fLM) a vinnej musky drosophila
(dim252, dim407, dim408] (program Modeller 9v2)

-pKa vypocty ionizovatelnych funkénych skupin aminokyselin vo vSetkych Studovanych
enzymoch (program PropKa)

Dokovanie substratov a inhibitorov do aktivheho centra manozidaz

-hybridné QM/MM vypocty (kvantovo-mechanické/molekulovo mechanické) atémovych
nabojov v aktivnhom mieste enzymov (aminokyseliny+iénovy zino€naty kofaktor) (program
Qsite-Schrodinger)

-priprava dokovacieho gridu pre vsSetky analyzované enzymové modely (z homoldégneho
modelovania alebo z krystalovych Struktir) zahrnutim QM atémovych nabojov (program
Glide-Schrodinger)

-dokovanie tréningového setu inhibitorov a intaktnych substratov do aktivneho centra
enzymov (program Glide-Schrodinger)

Strukturalny dizajn inhibitorov manozidaz

-filtrovanie pristupnych organickych molekul z databazy ZINC (viac ako 6 milionov zli¢enin)
a nasledna priprava ,Diol-Man® databazy (ca 47 tisic zlu€enin) molekul obsahujucich diolovu
funk&nu skupinu (program Matchmol)

-dokovanie molekul z Diol-Man databazy do aktivneho centra dGM enzymu (program Glide-
Schrodinger)

-QM vypocty atédmovych nabojov pre 2000 zlu€enin z Diol-Man databazy s najlepSim
dokovacim skore vo&i dGM (program Jaguar-Schrodinger)

-dokovanie nasyntetizovanych zlu€enin pracovnou skupinou Dr. Marchalina aDr.
Siriwardenu a nasledné navrhy na ich Strukturnu modifikaciu s ciefom zvySenia potencie
a selektivity

1b. Organicka syntéza

Organicki chemici nie su spolurieSitelia APVV projektu ale v ramci naSej medzinarodnej
a institucionalnej spoluprace pripravuju zlu€eniny pre APVV projekt [organicka syntéza
financovana z vlastnych zdrojov Dr. Siriwardenu (Univerzita v Amiens) a Dr. Marchalina
(STU Bratislava)]. Dané pracovné skupiny poskytli do projektu v priebehu roka 2008
nasledovné zluceniny:

-boli pripravené derivaty UDII (7,8-dihydroxyhexahydropyrrolo[1,2-a]pyramidin-6(7H)-énu)
substituované 3-aminopropylovou a 3-acetamidopropylovou funkénou skupinou v polohe N1
pracovnou skupinou Dr. Siriwardenu (planované syntézy derivatov UDII substituované
v polohe C2 neboli zatial uskutoénené vzhladom na vazne zdravotné problémy Dr.
Siriwardenu a chybajuce pracovné kapacity v jeho skupine v roku 2008)

-na 14 nasyntetizovanych novych indolizidinovych derivatoch s fuzovanymi aromatickymi
kruhmi pracovnou skupinou Dr. Marchalina (publikovanych Tetrahedron: Asymmetry, 2008,
19, 467; Tetrahedron Lett.,, 2007, 48, 697; Tetrahedron 2005, 61, 4743) boli testované
biologické aktivity vo¢i dLM408 (ICs a K; pre vyselektované inhibitory)

1c. Molekularna biolégia

Vitalnym ciefom projektu bolo klonovanie, expresia a charakterizacia manozidaz geneticky
modelového organizmu: D.melanogaster , ako zakladnej podmienky in vitro testovania
potentnosti a selektivity inhibitorov glykozyl hydrolaz-manozidaz, ktoré vykazuju réznu
Specificitu k prirodzenému substratu. Na zaklade proteinovej podobnosti a uplatnenim uz
skér publikovanych udajov o proteinovej sekvencii hovadzej aludskej lyzozomalnej
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manozidazy identifikovali sme v genomickej databaze D. melanogaster sedem putativnych
foriem lyzozomalnych manozidaz s kddovym oznaenim /NP723591.1 , NP609408.1*, NP
609252.1*, NP 609253.1, NP 609250.1, NP 609251.1, NP 609407.1*/ a dve formy kodujuce
Golgi- typ manozidaz /s oznaCenim NP524291.2-opisana ako a dGMIl a putativhu formu
NP650494.2 oznaCenu ako dGM Ilb /. Na zaklade ich proteinovej podobnosti /ClustalW
a analyza fylogenetického stromu (TreeTop)/ pre dalSiu charakterizaciu boli selektované
cDNA s oznacenim NP 609407.1* , NP 609252.1* a NP650494.2 / pracovne oznacenie dLM
407,252 a dGMIIb/. cDNA s oznaCenim NP609408.1* /LM 408/ bola klonovana
a charakterizovana uz skér /sprava za 2007/.KoreSpondujuce useky cDNA , ktoré
predstavuju kdédovanie solubilnej formy enzymu boli klonované do expresného vektora
pPICZa His/FLAG pod kontrolu AOX1 indukovatelného promotora.

Klonovanie lyzozomalnych manozidaz a Golgi manozidazy llb z D. melanogaster

Pre amplifikaciu a dalSiu modifikaciu relevantnych cDNA bola pouzita celkova cDNA
pripravena uz skor pri klonovani dLM408 z D. melanogaster /typ Canton S/.

Usek génu kédujuci solubilni ast enzymu dLM407, 252 a dGMIIb /z N-terminusu 15-34
aminokyselinovych zvySkov LM a CT domény Golgi enzymu / bol klonovany do
linearizovaného, pre ucely purifikacie proteinu modifikovaného vektora pPICZa His/FLAG a
transformovany do bakterialneho hostitela DH5alpha /His- a FLAG —affi peptidy tvoria N-
terminalny koniec fuzovaného rekombinantného enzymu/. Metdédou elektroporacie bol
amplifikovany rekombinantny plazmid transformovany do hostitefa P. pastoris a vSetky
pozitivne klony skrinované na pritomnost transgénu a produkciu rekombinatného enzymu.

Heterolégna expresia rekombinantych manozidaz z D. melanogaster v P. pastoris
Homoldgy rekombinantnych manozidaz / dLM 407, 252 a dGMIlb, pozn: kdédujiuca DNA
sekvencia overena sekvencnou analyzou/, boli indukované-sekrétované hostitefskym
systémom za selekénych podmienok do kultivatného média a podrobené enzymovej
analyze v pritomnosti pNP-alpha-mannopyranozidu ako syntetického substratu.

Bioinformatickd a biochemicka analyza rekombinantnych manozidaz klonovanych z D.
melanogaster

Porovnanim predikovanych proteinovych sekvencii /ClustalW, Genedoc /boli identifikované
konzervativne useky typické pre lyzozomalne- a Golgi -typ mannozidazy rodiny GH -38 /
Struktarna oblast proteinu —potencionalne glykozylaéné miesto pre fosforylaciu mandzy ,
konzervativita cysteinov, peptidovy motif s katalytickym nukleofilom/

V dal$ich experimentoch boli rekombinantné enzymy podrobené molekularno-biochemickej
charakterizacii: produkcia, stabilita, urenie pH- ateplotného optima katalyzy, vplyv
kovovych ionov na aktivitu. Zakladny enzymovy parameter, Km -hodnota k syntetickému
substratu  pNP mannopyranozid-u/ grafické vyjadrenie podla Lineweaver—Burk-a/
predstavuje pre dLM 408: 2,03mM, dLM407: 1,87mM a dLM252:1,13mM, dGMIlIb: 0,83 mM.

Inhibicia rekombinantnych lyzozomalnych manozidaz a dGM llb v pritomnosti komerénych,
alykoprotein-procesujucich _inhibitorov /Swainsonine, Mannostatin A/. Testovanie sa
uskutoCnilo za Standardnych podmienok optimalnej reakcie k substratu pNP-alpha-
mannopyranozidu v pritomnosti nano- a mikromolarnej koncentracie inhibitorov. Hodnoty
IC50 a inhibi¢né konstanty /Ki/ pre rekombinantné enzymy boli ur¢ené z grafického priebehu
poklesu relativnej aktivity, resp. vypoctom z grafického vyjadrenia podla Dixona. Kym
inhibi€ny ucinok k testovanym enzymom, vyjadreny hodnotami IC50 a Ki pre Swainsonine
predstavuje oblast nanomolarnych koncentracii : IC50/Ki (pH5.2 ) pre dLM408 =12/6,4nM,
dLM407=60/62,5nM, dLM252=145/92,5 nM; v pripade Mannostatinu A bol tento posunuty
do mikromolarnej oblasti: IC50/Ki (pH5.2 ) pre dLM408 =3/3,6 uM, dLM407=3/1,13uM,
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dLM252=15/12 uM/. Signifikantna inhibicia sa prejavila v pripade testovania aktivity
rekombinantnej dGMIIb v pritomnosti Mannostatinu A :Ki (pH5,8) = 80nM.

Inhibicia dLM 408 v pritomnosti analégov ,SAV*

Séria 14 analdgov syntetizovanych partnerom na STUBA /prof. Marchalin/ bola v prvej faze
experimentov  testovana krekombinantnej lyzozomalnej manozidaze dLM408 za
definovanych reakénych podmienok. Testovanie pri pH- optime enzymu /5.2/ bol pozorovany
inhibi€ny ucinok enzymu v pritomnosti dvoch analégov: SAV -19 /cca 8%/ a SAV- 31 /36%!/ .
Inhibi¢ny ucinok vyrazne vzrastol v zavislosti od pH prostredia reakcie, vyjadrené v IC50
/pH5.2/=1200uM a /pH6.5/ =200uM , resp. V oboch pripadoch analégy predstavuiju
reverzibilny typ inhibitora v kategoérii kompetitivnej, prip. zmieSanej inhibicie.

Inhibicia dLM 408 v pritomnosti MZSELAL 65

Analég UDII inhibitora bol syntetizovany partnerom v lab Dr. Siriwardenu , Strukturne
predstavuje konjugované heterocykly, pévodne pripraveny ako inhibitor galaktézy —mutazy.
Hodnoty IC50 vyrazne varirovali v zavislosti od reakénéhe pH prostredia: zvySovanim pH:
4,2>6,5 hodnota IC50 klesala 2000> 200uM.

2. Rozbor vysledkov rieSenia vzhl'adom na stanovené ciele.

2a. Pocitacové modelovanie

Transformacia 24-hod prevadzky multiprocesorovych serverov na 64-bitovu architekturu

V priebehu roku 2008 boli dokupené dalSie nody s procesormi, &im celkova vypoctova
kapacita multiprocesorového klastra presiahla 200 procesorov. Transformacia na 64-bit
architekturu umoznila realizaciu naro¢nych vypocCtov a spracovania objemnych analyz
vyZadujucich pouzitie viac ako 2GB fyzickej pamati na jeden vypoctovy proces. Konkrétne sa
jednalo o spracovanie objemnej (50 GB) databazy zluCenin ZINC, analyz z MD simulcii
(homoldégne modely manozidaz) a hybridné QM/MM vypocty (optimalizacia aktivneho centra,
vypodty QM atémovych nabojov). Dalej na tieto ugely boli dané do prevadzky graficky
a datovy server.

Priprava 3D Struktur manozidaz homolégnym modelovanim

K homolégnym modelom fudskej Golgi manozidazy (IGM) a lyzozomalnej manozidazy (hLM)
vytvorenych v prvej faze projektu (2007), boli v druhej faze vytvorené aj 3D homolégne
modely pribuznych enzymov ku Golgi (skupina EC 3.2.1.114) a lyzozomalnej manozidaze
(skupina EC 3.2.1.24). Konkrétne sa jednalo o enzymy s dostupnymi aminokyselinovymi
sekvenciami: fudska Golgi manozidaza lIx (hGMIIx), mySacia Golgi manozidaza Il (mGM),
podkania (rGM), rastlinna Arabidopsis (aGM), mysacia lyzozomalna manozidaza (mLM),
prasacCia (cLM), macacia (fLM) a drosophila (dLM252, dLM407 a dLM408). Ciefom tohoto
modelovania bolo potvrdit' identitu dvoch aminokyselin Tyr a Ser v sekvencii Pro265-
Phe266-Tyr267-Ser268 (Cislovanie podla krystalovej Struktiry drosophila Golgi manozidazy
(dGM)) v aktivnom mieste u pribuznych enzymoch Golgi manozidazy. Podobne pri
pribuznych enzymoch lyzozomalnej manozidazy sa tieZz jednalo o overenie zachovania
dvoch aminokyselin Met a Asn v sekvencii Leu257-Pro258-Asn259-Met260 (Cislovanie
podla krystalovej Struktury hovadzej lyzozomalnej manozidazy (bLM)). Aj ked superpozicia
3D Struktur obidvoch skupin enzymov poukazuje na identické umiestnenie hlavného retazca
danych sekvencii, Struktura ich bonych retazcov méze menit vazobné vlastnosti komplexu
enzym:ligand (alebo enzym:inhibitor) v pripade, ze sa nezachovava identita hore uvedenych
aminokyselin. Na z&klade homolégneho modelovania bol navrhnuty 3D model pre dizajn
selektivnych inhibitorov ludskej Golgi manozidazy Il (viac detailov v sekcii Strukturalny dizajn
inhibitorov manozidaz). Sekvenéné porovnavanie ahomolégne modelovanie bolo
uskuto€nené pomocou programu Modeller 9v2. Multisekvenéna analyza bola uskutoCnena
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pomocou programu ClustalW2. Vizualizacia 3D Struktur a ich superpozicia bola uskutoénena
programom VMD 1.8.6. Vysledky poukazuju na zachovanie Tyr-Ser sekvencie u v3etkych
Studovanych Golgi manozidaz. Naopak u lyzozomalnych manozidaz Asn-Met sekvencia
vbLM nie je identicka pre ostatné Studované lyzozomalne manozidazy a meni sa
nasledovne: Asn-Asn (mLM a cLM), Asn-lle (fLM), Asn-Gly (hLM), Asn-Phe (dLM252), Asn-
His (dLM407) a Asn-Asn (dLM408). Na zaklade tychto vysledkov bol navrhnuty model pre
dizajn selektivnych inhibitorov Golgi manozidazy Il, v ktorom by mala byt selektivita
inhibitorov zalozena na ich Specifickej interakcii so sekvenciou Tyr-Ser v hGM. Simultanne
by mal dany selektivny inhibitor mat’ nepreferujucu interakciu so sekvenciou Asn-Gly v hLM.
Kedze Tyr-Ser je identicka u vSetkych Studovanych Golgi manozidazach ako Strukturalny
model bola pouzitd kryStalova Struktura dGM (PDB ID: 3BLB). Pre dokovanie do
lyzozomalnej manozidazy bol pouzity homoldégny model hLM (so sekvenciou Asn-Gly).

Dokovanie substratov a inhibitorov do aktivheho centra manozidaz

Pomocou QM/MM vypocétov (DFT-M05-2X/OPLS2005) boli upresnené geometrie aktivnych
centier prislusnych homolognych modelov aatdmové naboje na presnejSi opis
elektrostatickych interakcii. Ako najdéleZitejSie sa ukazalo umiestnenie a nabojové
rozloZenie na ibnovom zino&natom kofaktore. Oproti formalnemu naboju +2 (OPLS2005) sa
jeho hodnota upravila na +1.3 (DFT-M05-2X, neobsadené aktivne miesto enzymu) a +0.7
(DFT-MO05-2X, obsadené aktivne miesto enzymu inhibitorom swainsoninom). Zmena naboja
na kofaktore indukovala vyznamne aj zmenu atémovych nabojov na enzyme a ligande. Dané
vysledky poukazuju, Ze na presnejsi opis vazbovej afinity medzi enzymom a ligandom okrem
korigovaného deskriptora elektrostatickych interakcii bude nevyhnutné definovat deskriptor
na charge-transfer interakcie medzi kofaktorom a ligandom. Na dokovanie organickych
zlu€enin do aktivneho miesta manozidaz boli pouzité enzymové modely s QM atémovymi
nabojmi napoCitanymi pre enzymi s neobsadenymi aktivnymi miestami. Dokovanie
tréningového setu malych organickych zlu€enin (inhibitory zo znamymi inhibi¢nymi
konstantami a kryStalovymi komplexami manozidaza:inhibitor) poukazali na identicky (alebo
velmi podobny) spdsob viazania sa do aktivheho miesta pri obidvoch typoch manozidaz (GM
versus LM), €o je vsulade s experimentami, ze dané inhibitory nevykazuju vyznamnu
selektivitu voli Golgi manozidaze Il. Podobné vysledky boli najdené aj pri dokovani
intaktnych substratov velkosti do troch manézovych jednotiek. Substratova Specificita sa
zacCala prejavovat az po zahrnuti GIcNAc (N-acetylglukézamin) jednotky do substratu, kde
bola zaznamenana interakcia substratu s Tyr267 (Tyr267 je diskutovany v sekcii Priprava 3D
Struktur manozidaz homolégnym modelovanim). Tieto vysledky dalej potvdrdzuju navrhnuty
model pre Strukturalny dizajn selektivnych inhibitorov zaloZzeny na Specifickej interakcii medzi
inhibitorom a tyrozinom v Golgi manozidaze II.

Strukturalny dizajn inhibitorov manozidaz

Pomocou programu Matchmol bola z databazy ZINC (viac ako 6 milionov zlu€enin)
vyfiltrovana databaza zlu¢enin DIOL-MAN (ca 47 tisic zlic¢enin), ktoré obsahuju vo svojej
Strukture diolovu skupinu OH-CH(R)-CH(R)-OH. Ako kritérium bola vybrana diolova skupina,
kedZe korelacia geometrie krystalovych Struktur dGM:inhibitor s inhibiénymi konstantami
poukazala na jej nevyhnutnu pritomnost v Struktire aktivneho inhibitora. ZIu¢eniny z DIOL-
MAN databazy boli dokované do aktivneho miesta dGM (detaily enzymového modelu
opisané v sekcii Priprava 3D S$truktur manozidaz homolégnym modelovanim). Analyza
a vyhodnocovanie vysledkov z DIOL-MAN databazy prebieha a bude ukon€ené v poslednej
faze projektu vroku 2009 spolu s analyzou Cambridge Structural Database (CSD).
Komeréne dostupné zlu€eniny s predpovedanou aktivitou budu testované voci Golgi
a lyzozomalnej manozidaze.

Pomocou programu Glide boli dokované nasyntetizované swainsoninové mimetika
pracovnymi skupinami Dr. Siriwardenu (Univerzity Amiens) aDr. Marchalina (STU
Bratislava). Boly navrhnuté nasledovné modifikacie: substitucia UDII inhibitora do polohy C2
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hydrofébnou funkénou skupinou (fenylova a etenylova) s kratkym retazcom (2-3 atomy
konfiguracie —C-C-, -C-O-, atd.) a substitucia SAV-31 inhibitora do polohy 7 hydrofébnou
funkénou skupinou [alylova (SAV-31A1) alebo 2-butenylovou (SAV-31A2)]. Podfla
predpovede programom Glide by dané funk&né skupiny mali zvysit vazbovu afinitu
a selektivitu vdaka Specifickej hydrofobnej interakcie s Tyr267 u hGM.

2b. Organicka syntéza

Pre 14 nasyntetizovavanych Struktar pracovnou skupinou Dr. Marchalina (viac informacii na
ich syntézu: Tetrahedron: Asymmetry, 2008, 19, 467; Tetrahedron Lett., 2007, 48, 697;
Tetrahedron 2005, 61, 4743) boli uskuto¢né testovania biologickej aktivity voéi hLM408
(IC50) kde jedna zlu€enina vykazovala aktivitu (200 uM pH=6.5). 2 derivary zlu€eniny UDII
pripravené pracovnou skupinou Dr. Siriwardenu vykazovali aktivitu vo¢i hLM408 (IC50) na
milimolarnej urovni.

2c. Molekularna biolégia

Klonovanie, expresia a charakterizacia manozidaz z D. melanogaster

V priebehu uplynulého roka sme klonovali a dalej charakterizovali nové manozidazy
lyzozomalneho typu / dLM 407-950aa, dLM 252-982aa/ a Golgi-ho typu / dGMIIb - 1249aal/,
ktoré spolu s dLM 408 -1080aa na urovni prroteinov su homolégne s fudskou a hovadzou
lyzozomalnou manozidazou a ludskou manozidazou Golgi-ho typu /hGMIIx/.

Klonované lyzozomalne manozidazy podla determinovanych molekularno -biologickych
a biochemickych udajov, patria do Sirokej skupiny glykozyl hydrolaz rodiny GH -38.
Predstavuju nové, enzymaticky aktivne manozidazy, ktoré rozsirili rodinu glykozyl hydrolaz
prvykrat klonovanych a charakterizovanych ztohto modelového organizmu. Katalyticky
aktivna manozidaza Golgi-ho typu / dGMIIb/ predstavuje homoldg ludskej manozidazy
/hGMIIx /. Enzymy s réznou Specificitou /a lokalizaciou v bunkach/ predstavuju in vitro
experimentalny model testovania potentnosti a selektivity analégov inhibitorov. Preselekcia
analogov testovanych k rekombinantnym manozidazam takto vytvara aj predpoklad dalSieho
komplexného Studia inhibicie glykozylacného procesu in vivo eukaryotického modelového
systému- od D. melanogaster odvodenej S2 bunkovej kultury.

cDNA, ktora kéduje Golgi manozidazu Il z Drozofily melanogaster / homolég ludskej hGMII/
je v procese modifikacie kddujucej €asti na heteroldognu expresiu v Pichia pastoris.

/Ako komplementarny ciel v testovani potentnosti a selektivity inhibitorov pripravujeme
expresiu fudskych rekombinantnych manozidaz ( po uspeSnom klonovani , Zial neuspednej
expresii v systétme Pichia pastoris ) v novom expresnom eukaryotickom systéme- S2
bunkach.

Inhibicia rekombinantnych lyzozomalnych manozidaz a dGM llb v pritomnosti komerénych,
glykoprotein-procesujucich inhibitorov /Swainsonine, Mannostatin A/

Izoformy lyzozomalnych manozidaz vykazuju napriek podobnosti niektorych biochemickych
parametrov /pH optimum katalyzy, citlivost vo&i kovovym ionom, Km- hodnoty/ a podobnosti
na urovni proteinu /percento identity-podobnosti/ rozdiel vo ,vnimavosti“ na pritomnost
inhibitora €o pravdepodobne poukazuje na ich Struktdrnu heterogenitu mikroprostredia
katalytického miesta.

Inhibicia rekombinantnej manozidazy dLM408 novymi analégmi inhibitorov “SAV* a “UDII”
DoterajSie inhibi¢né testy ukazali , Ze novosyntetizované /nekomeréné/ analdgy vykazuju
inhibi€ny efekt v mikromolarnej oblasti. DalSie Studium topolégie aktivneho miesta
manozidaz formou dockovania analégov a modifikacia testovanych analégov vytvara
predpoklad modulacie ich potentnosti a selektivity.
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3. Upresnenie harmonogramu prac a cielov na nasledujuci rok.

3a. Poéitaéové modelovanie

V priebehu buduceho roku 2009 sa predpokladaju nasledovné vyskumné aktivity:
-spracovanie a dokonc€enie analyzy Diol-Man databazy zlu€enin

-filtrovanie CSD databazy s ciefom doplnit' Diol-Man kniZnicu, ktora zatial obsahuje len
selektované zluceniny zo ZINC databazy

-dokovanie Diol-Man databazy zli¢enin do aktivnych miest dGM a hLM enzymov. V pripade
najdenia komeréne dostupnych zlu¢enin vykazujucich dokovacie skoére na drovni
swainsoninu alebo zlu€enin interagujucich preferenéne s Tyr267, budu dané latky objednané
a testovana ich biologicka aktivita a selektivita vo¢i obom dGM a hLM manozidazam
-vytvorenie QSAR modelu na predpoved selektivity inhibitorov Golgi manozidazy
-Strukturalna charakterizacia tranzitného stavu pre systém dGM:intaktny substrat na QM/MM
arovni

-priprava vysledkov na publikaciu (planujeme v priebehu roku 2009 zaslat 2 publikacie
tykajuce sa pocitacové modelovanie manozidaz:

J. Kdna, I. Tvaroska "Comparative DFT study on the a-glycosidic bond in reactive species of
galactosyl diphosphates", Chem. Pap. - Chem. Zvesti, poslané

J. Kéna, I. Tvaroska, A. Nawara, S. Kozmon, |. Tom&ova, J. Mucha, P. Both, "Theoretical
study on Golgi and lysosomal a-mannosidases II: Insights from homology modeling, docking
and pK, calculations", Proteins, rozpracované

3b. Organicka syntéza

Organicki chemici spolupracujuci v APVV projekte nie su jeho spolurieSitelia [organicka
syntéza financovana zvlastnych zdrojov Dr. Siriwardenu (Univerzita v Amiens) a Dr.
Marchalina (STU Bratislava)] a vzhladom na pretrvavajuce vazne zdravotné problémy Dr.
Siriwardenu a Dr. Safara, nevieme v su&asnom stave presne odhadnut progres pre
organicku syntézu na rok 2009. Po vzajomnej dohode by mali dané pracovné skupiny
poskytnut' na testovanie v priebehu roka 2009 znovu nasyntetizovany inhibitor SAV-31 na
potvrdenie nameranej biologickej aktivity voCi obidvom dGM a hLM manozidazam a na
kryStalografické merania komplexu dGM:SAV-31. KryStalografické merania by mala
uskuto¢nit’ spolurieSitelka APVV projektu Dr. Tomcova v laboratériu Dr. Roseho na
Univerzite v Toronte v priebehu buduceho roku. O&akava sa, Zze sa dokoncia rozbehnuté
syntézy pocitatovo navrhnutych dvoch derivatov SAV-31, ato SAV-31A1 a SAV-32. Pre
dané latky budi merané ich biologické aktivity a uskutoCnené krystalografické merania
komplexov enzym:ligand. Syntéza UDII derivatov so substituciou na C2 a pldnovaného
manostatinového derivatu MANSWA je zatial otvorena vzhladom na horeuvedené zdravotné
problémy ¢lenov pracovnych skupin organickej syntézy.

3c. Molekularna bioégia

Definovat enzymovu Specificitu klonovanych lyzozomalnych manozidaz pouzitim nativheho
substratu Man8(9)-tripeptidu v spolupraci s Viedenskym laboratériom BOKU univerzity
/MALDI-TOF analyza reakéného produktu/.

Priprava rekombinantnej dGMIl expresiou/indukciou v Pichia pastoris, a v spolupraci
s Viedenskym laboratdriom transfekciou v Drozofila expresnom systéme.

PokraCovat’ v testovani inhibi€ného ucinku analégov, najma SAV-31 ajeho derivatov
k dLM407, dLM252, dGMII a dGMlIlb. V pripade uspednej expresie aktivnych foriem
ludskych manozidaz zaradit tieto do testovacich experimentov.

Pripravovany manuskript: 1.B. Wilson, |. Tom¢€ova, S. Sestak, J. Kona, I.Tvaroska, J. Mucha,*



8/8

A
h A PV V Agentura na podporu vyskumu a vyvoja
Mytna 23, P.0.BOX 346, 814 99 Bratislava
\ 4 Y

Cloning , expression and characterisation of four different lysosomal mannosidases from D.
melanogaster”, Glycobiology Journal, rozpracované

Priloha: Zoznam vystupov a prinosov projektu — formular ,VPP*

Potvrdzujeme, Ze Udaje uvedené v sprave a jej prilohach su pravdivé a upiné.

zodpovedny rieSitel Statutarny zastupca

Datum: 29.1.2009 Peciatka



