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1. Postup prac pri rieSeni projektu za posledny rok u prijemcu, ako aj spoluprijemcov
podpory APVV vzhladom na harmonogram rieSenia projektu

1a. Pocitacové modelovanie

Zefektivnenie vedeckych vypoctov na multiprocesorovych serveroch

V priebehu roku 2009 boli vykonané nasledovné prace na zefektivnhenie vedeckych
vypoctov:

- RozS8irenie pamatovej kapacity pre kazdy vypoc¢tovy néd na 16 resp. 32 GB RAM

- RozS8irovanie diskovej kapacity vypoctovych noédov az na 4.5 TB a s tym suvisiaca
konfiguracia diskového pola, optimalizacia vykonu a porovnanie benchmarkovych testov pre
I/0 vykon.

- Zabezpecenie diskovej redundancie centralne zdielaného diskového pola tvoreného
12x320GB SAS. Konfiguracia automatického doplfiovania degradovaného pola a systému
v€asného varovania zlyhania diskov.

- InStalacia a konfiguracia 2 ks nizkolatenénych sietovych kariet Infiniband, kompilacia
prislusnych ovladacov do systémového jadra, kompilacia prisludnych modulov do LAM-MPI
a OPENMPI programov a ich implementacia do programov AMBER a GROMACS.
Testovanie a porovnavanie benchmarkovych testov pre rychlost komunikacie
prostrednictvom tychto kariet na MPI Urovni.

- Konfiguracia SMTP servera na centralnom pocitai pre automatické zasielanie notifikacii
uzivatelom o stave ich vypoctov.

- InStalacia a konfiguracia datového servera o celkovej kapacite 3.7 TB pre ucely archivacie
a zalohovania dat suvisiacich s vyskumnymi ulohami, programového vybavenia a
systémovych zaloh z vypoctového klastra. Optimalizacia diskovaho pofa a zabezpecenie
automatickej detekcie chybnych diskovych jednotiek.

- Intalacia a konfiguracia firewall-u pre bezpeénost a zrychlenie datovej komunikacie v
ramci vypoctovej skupiny.
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Strukturalny dizajn inhibitorov manozidaz.

Bol dokoné&eny virtualny skrining pre organické molekuly z databazy ZINC (skupina
Everything, viac ako 21 milion. zlu€enin, marec 2009), z ktorej bola vytvorena cielena
kniznica zlugenin s pracovnym nazvom “Diol-Man-ZINC” (cca 50 tisic zlugenin). Dalej bola
filtrovana CSD databaza (Cambridge Structural Database, set Organic compounds, viac ako
200 tisic zluCenin, marec 2009), z ktorej bola vytvorena cielena kniznica zluCenin s
pracovnym nazvom “Diol-Man-CSD” (cca 4400 zlu€enin). Obidve vytvorené databazy boli
preformatované pre spracovanie programami v baliku Schrodinger a boli pre ne pocitané
ADME vlastnosti pomocou programu Qikprop. V3etky zlu€eniny z Diol-Man databaz boli
dokované do aktivnych miest dvoch enzymov, drosiphila Golgi a-manozidazy (dGM) a
ludskej lyzozomalnej manozidazy (hLM).

Nasyntetizované zlu€eniny pracovnou skupinou Dr. Polakovej (derivaty manozy
substituované v polohe 1) ako aj navrhnuté nové derivaty boli dokované do dGM a dLM a
vyselektované derivaty s najlepSim dokovacim skore pre dalie vyskumné ulohy.

K vytvorenému QSAR modelu (viac detailov v sprave 2007), ktory pozostaval z 3
deskriptorov na predpoved selektivnych inhibitorov ludskej Golgi manozidazy boli
korelované dalSie Strukturalne a chemické deskriptory s K; a 1C5, hodnotami dostupnych
manozidazovych inhibitorov s ciefom dosiahnGt presnej$i opis interakcie inhibitor-Zn®*
iénovy kofaktor.

Bol namodelovany prvy katalyticky reakény stupen hydrolyzy substatu Golgi o-
manozidazou pomocou hybridnych QM/MM vypoctov (MO5-2X/6-31G(d,p):OPLS2005) v
programe Qsite-Schrodinger. Boli Strukturalne opisané tri reakéné Struktury systému enzym-
substrat: Michaelisov complex, tranzitny stav zaniku glykozidovej vazby v substrate a
kovalentny intermediat enzym-substrat. Reakéné Struktury druhého katalytického stupnia,
hydrolyzy kovalentného intermediatu, su vo faze pocitania (predpokladané ukoncenie:
December 2010-Jun 2011)

- Cast napocitanych vysledkov bola spracovana do Styroch publikacii, z ktorych dve boli
zaslané do tlace, dalSie v stave spisovania:

J. Kona, |. TvaroSka "Comparative DFT study on the alpha-glycosidic bond in reactive
species of galactosyl diphosphates", Chem. Papers, 2009, 63, 598-607.

S. T. Ali, S. Jahangir, S. Karamat, W. M. F. Fabian, K. Nawara, J. Kona "Theoretical Study
on the Redox Cycle of Bovine Glutathione Peroxidase GPx1: pK, Calculations, Docking and
Molecular Dynamics Simulations", J. Chem. Theory Comput., 2009, poslané editorovi

J. Kona, I. Tvaroska, A. Nawara, S. Kozmon, |I. Toméova, J. Mucha, P. Both, "Theoretical
study on Golgi and lysosomal a-mannosidases Il: Insights from homology modeling, docking
and pK; calculations", Proteins, rozpracované

U. Das, M. A. A. Mezianne, D. A. Kuntz, H. Strachan, J. Glushka, J. Kéna, I. Tvaroska, D. R.
Rose, K. Moremen, A. Siriwardena, "Rapid Synthesis of a Dihydroxylated
Pyrollopyrimidinone that Inhibits the Human Golgi alpha-Mannosidase Il but not its glycosyl
hydrolase Family 38 paralog, the broad-specificity Lysosomal alpha-Mannosidase", Angew.
Chem. Int. Ed. Engl., rozpracované

1b. Organicka syntéza

Pre 9 nasyntetizovanych zlu€enin (derivatov mandzy substituovanej v polohe 1 (viac
informacii na Stvorstupnovu syntézu: M. Polakova, M. Belanova, L. Petrus, K. MikuSova,
“Synthesis of alkyl and cycloalkyl a-D-mannopyranosides and derivatives thereof and their
evaluation in mycobacterial mannosyltransferase assay, Carbohydrate Research, 2010,
poslané editorovi) pracovnou skupinou Dr. Polakovej boli uskuto¢nené testovania biologicke;j
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aktivity (ICso) voCi rekombinantnym lyzozomalnym dLM408, dLM252, dLM407 a Golgi
dGMIllb manozidazam, kde dve zlu¢eniny (MP-163 a MP-150) vykazovali aktivitu (2-5mM).
Pomocou pocitaCového dizajnu bol pre aktivne Struktury navrhnuty novy derivat (MP-150-
A1) s cielom zvysit jeho potenciu a selektivitu na mikromolarnu Uroven. Navrhnuta latka
bude syntetizovana v priebehu roku 2010 pracovnou skupinou Dr. Polakove;.

Dalej bol testovany analég manostatinu TG-01 nasyntetizovany pracovnou skupinou
Prof. Graczu (STU Bratislava) voc¢i dLM408, dGMIllb a ,Jack bean® lyzozomalnej
manozidazy.

1c. Molekularna biolégia

Molekularne klonovanie

V roku 2009 zakladnym cielom projektu bolo pokracovat v in vitro experimentalnom
testovani analégov - inhibitorov v systéme enzymovej reakcie. Preto, naSe aktivity boli
zacielené najma na :

- produkciu rekombinantnych manozidaz a ich modifikdciu na proteinovej drovni ako
podmieky ich dalSej izolacie a purifikacie z kondicného média

- testovanie heterolognych expresnych systémov z hladiska optimalnej produkcie
rekombinantnych manozidaz

Gén kédujuci manozidazu Golgi-ho typu dGMII (klonovany z Drosophila melanogaster ,
rekombinantny klon poskytnuty laboratériom z Univerzity v Toronte — skupinou Dr. Roseho)
bol inzertovany do dvoch réznych komerénych expresnych vektorov:

- kédujuca Cast DNA solubilného proteinu bola inzertovana do expresneho vektora Pichia
pastoris -pPICYalpha His- FLAG (aplikovany uz pri expresii dGMIlb -sprava 2008, kde
expresia proteinu je riadena AOX1 prométorom). Vysledny DNA rekombinant po
transformacii do hostitela bol potvrdeny na pritomnost transgénu.

- v spolupraci s Viedenskym laboratériom BOKU Univerzity (Prof. Wilson) bol modifikovany
usek dGMIl inzertovany do expresného vektora pre tranzientnd expresiu v Drozofila
expresnom systéme (S2-bunky, DES). Pre expresiu rekombinantnej manozidazy v S2 —
bunkach bol uUsek koédujuci solubilnd manozidazu klonovany do expresného vektora
pMTBiPHis (expresia riadena Cd®* indukovatelnym prométorom). Vetky experimentalne
postupy pripravy rekombinantnych molekul zahrfiovali metodoldgiu Standardne vybaveného
laboratoria: pri priprave modifikovanej DNA a diagnostike, amplifikacii usekov génu, ligacii
DNA usekov, transfekcii/transformacii rekombinantov, kultivacii a priprave rekombinantnych
proteinov.

Z dbévodu rozSirenia in vitro testovacich moznosti zameranych na selektivitu inhibicie,
pokracovali sme v priprave rekombinantnych expresnych vektorov, ktoré nest modifikovany
gén kodujuci ludsku Golgi manozidazu hGMII. Po predchadzajicej neuspesSnej expresii
nami klonovanej Hs GMII v systéme Pichia pastoris ( potvrdena mutacia génu, sprava -
2008), bol fudsky homolég Golgi manozidazy poskytnuty laboratériom v USA (Dr. Michiko
Fukuda) a po uprave inzertovany do expresného vektora pMTBiPHis-Doug (modifikovany
vektor, ktory koduje usek pre fuziu affi- a imuno-peptidov v N-terminalnej Casti
rekombinantného proteinu) a formou transfekcie inkorporovany do gendému hostitela (S2-
buniek).

Dalsie molekularno-biologické prace boli zamerané na pripravu modifikovanej
rekombinantnej manozidazy dLM408, ktora v N-terminalnej Casti proteinu nesie imuno-
afinitny peptid (polyhistidin - FLAG-tag). Tento koncovy fuzovany usek umozni Specificku
detekciu proteinu a zaroven selektivnu purifikaciu na Ni-NTA agaréze, prip. na HisTrap
kolone.

Heterolégna expresia rekombinantnych manozidaz
Metddou elektroporacie boli rekombinantné plazmidy transformované do hostitela P. pastoris
a metodou transfekcie (Effective transfection — QIAGEN) inkorporované do gendému S2-
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buniek (DES). VSetky selektované klony boli analyzované na pritomnost transgénu a
produkciu - sekréciu rekombinatného enzymu. V systéme P. pastoris boli rekombinantné
proteiny indukované metanolom a sekrétované do kultivatného média za selekénych
podmienok. Exprimovany protein bol testovany v pritomnosti pNP-alpha-mannopyranozidu
(synteticky substrat manozidaz) na katalyticki aktivitu za 3&tandardnych reakénych
podmienok. V priprade absencie oCakavanej katalytickej aktivity bola pritomnost proteinu
overena Western blotom pomocou Specifickych protilatok k imunopeptidu. V systéme S2-
buniek bol rekombinant idukovany v pritomnosti Cd** ionov a sekrétovany do kondiéného
média. Pritomnost proteinu bola overena ako v pripade expresie v P. pastoris.

Optimalizacia purifikdcie rekombinantnej manozidazy dLM408

Pre potreby dalSej charakterizacie rekombinantnej manozidazy dLM408 bol selektovany
expresny klon P. pastoris s relativne najlepSou produkciou rekombinantu (klon: pPICZalfa
His6/FLAG-4). lzolacia a purifikacia proteinu z kondiéného média pozostavala z
nasledovnych krokov:

- frak&na precipitacia proteinu v oblasti pH=pl nasytenym roztokom siranu améneho.

- dialyza oproti ekvilibraénému roztoku (100mM MES, pH=6.3)

- purifikacia na Ni-NTA agardéze, resp. na HisTrap koléne

Stupen precistenia proteinu bol overeny SDS-PAGE a imunoblotom pouzitim anti - FLAG
primarnych protilatok a sekundarnych protilatok s viazanou HRP (peroxydaza).

Testovanie inhibicie rekombinantnych manozidaz in vitro (dLMs, dGMIIb a ,Jack bean®
[Sigma/

- Inhibi¢ny uc€inok analégu SAV-31, v rozsahu koncentracii: 50-2000 uM, bol testovany v
pritomnosti dGMIIb (homolég ludskej manozidazy hGMIIx) a syntetického substratu pNF-
mannopyranozidu za Standardnych reakénych podmienok. Zavislost inhibi¢ného uc&inku od
pH reakéného prostredia bola Studovana v 100 mM acetatovom pufri pri pH=5.4, 5.8 a 6.5.
Hodnoty ICsy a K; boli odvodené z grafického priebehu poklesu relativnej aktivity enzymu,
resp. vypocétom z grafického vyjadrenia podla Dixona.

-Inhibi¢ny ucinok derivatov mandzy (séria 9 produktov oznacenych ako MP-XY), v rozsahu
koncentracii: 100- 5000 uM a komeréne dostupného inhibitora proteinaz NNGH(MMP3-N-
isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl/glycylhydroxamic Acid) v rozsahu koncentracii: 50-1000
uM, sa sledoval k rekombinantnym manoziddazam dLM408 a dGMllb, a komercnej
manozidaze ,Jack bean“ v pritomnosti syntetického substratu pNF - mannopyranozidu za
Standardnych reakénych podmienok.

Cast nameranych vysledkov bola spracovana do dvoch publikacii, z ktorych jedna bola
zaslana do tlace, dalSia je v stave spisovania:

I.B. Wilson, |I. Tom&ova, S. Sestak, J. Kéfa, |.Tvaroska, J. Mucha, “Cloning , expression and
characterisation of four different lysosomal mannosidases from D. melanogaster”,
Glycobiology, rozpracované

P. Both, L. Sobczak, C. Breton, S. Hann, K. Nébauer, K. Paschinger, I. B.H. Wilson, J.
Mucha "Distantly-related plant and nematode core a1,3-fucosyltransferases display
similar trends in structure-function relationships", Glycobiology, 2009, poslané editorovi

2. Rozbor vysledkov za celé obdobie rieSenia vzhladom na stanovené ciele

Hlavnym cielom projektu bolo pochopit’ vztah medzi Struktdrou a funkciou ludskej Golgi a
lyzozomalnej a-manozidazy, hlavne ich substratovu Specificitu, aby bolo mozné navrhnut
selektivny inhibitor pre hGM, nasledne ho nasyntetizovat' a otestovat jeho biologické ucinky.
Doposial zname inhibitory hGM, ktoré sa ukazali byt efektivnhe pri lie€be rakoviny maju
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vedlajSie toxické ucCinky, pretoze okrem cielenej hGM inhibuju aj pribuzny enzym,
lyzozomalnu «-manozidazu. Ciefom prvej fazy dizajnu bol navrh inhibitéra, ktory by
vykazovat viditefnu selektivitu (pomer hLM/hGM = 10-100) priCom by si zachovaval
biologicku aktivitu vo¢i hGM na nano az mikro molarnej urovni. Na tieto ciele boli vykonané
nasledovné ulohy:

2a. Pocitacové modelovanie

Multiprocesorovy server

V priebehu rokov 2007-2009 bol uvedeny do prevadzky multiprocesorovy HPC (High
Performance Computing) server pozostavajuci z 32 ks Intel serverov (2 CPU x 4-core, spolu
256 CPUs) a dalSie hardvérové prisluSenstvo ako UPS zalozny zdroj, datovy a graficky
server, klimatizacia (cca 30% financované z projektu APVV). RieSitelia APVV projektu spolu
s externymi pracovnikmi navrhli softvérovu architektiru a vykonali inStalaciu operaéného
systému (Linux, distriblicia Gentoo) a chemického softvéru (Schrodinger, Gaussian, ADF,
Gromacs, Amber). Vypoctovy server je v 24-hod prevadzke a je servisovany externym
administratorom. Prevadzka serveru bude pokraCovat minimalne dalSie 3 roky s cielom
ukongit' vedecké ulohy v ramci APVV projektu ako aj dalSie vedecké vypoéty v ramci uz
beZiacich projektov.

Homolégne modelovanie 3-D Struktur enzymov

KedZe cielené enzymy sa nepodarilo k dneSnému dnu vykrystalizovat, boli pripravené na
projektové ucely 3-D modely hGM a hLM ako aj ich pribuznych enzymov pomocou programu
Modeller. Tieto enzymové modely boli pouzité pri dokovani zlu¢enin do katalytickych centier
a pri virtualnom skriningu kde bol postaveny 3-D E-farmakofér (programami Phase a Glide,
Schrodinger).

Trojrozmerné modely hGM a hLM postavené na zaklade jedného templatu (kryStalové
Struktury dGM alebo bLM) dosahovali poZadovanu presnost v rozsahu celej proteinovej
sekvencie (okrem terminalnych residuii) vdaka vysokej identite aminokyselinovych rezidui
medzi templatom a modelom (38-83 %). Hlavny déraz sa kladol na dosiahnutie maximalnej
geometrickej presnosti aktivneho centra enzymov (Struktura cca do 1.5 nm od naviazaného
kovového kofaktora, Zn?" i6nu). Cast nespravne umiestnenich boénych retazcov si vyziadala
set niekolkych po sebe nasledujucich optimalizaénych procedur spojenych s 1 ns
molekulovou dynamikou enzymového systému s naviazanym swainsoninom a kovovym
kofaktorom. Konfiguracie bo&nych retazcov ionizujucich aminokyselinovych rezidui, ako su
asparaginova alebo glutamova kyselina atd., boli ionizované podfla pK, vypoétov v Propka
programe. 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 aktivnom centre
enzymu, protonizovaneé stavy ich ionizujucich residui nie su vo v8etkych miestach identické.
To ma za nasledok, Ze interakcie manozidizadovych inhibitorov v aktivnom mieste obidvoch
enzymov mozu vykazovat odlisné vazbové afinity. Na zaklade tohoto predpokladu
vysvetlujeme aj selektivitu nasyntetizovaného inhibitora UDII. Tento inhibitor obsahuje
aminoskupinu s nestandardne nizkou pK, hodnotou [pK,(QM vypoéty) = 6.5 a nasledne
experimentalne merania pK, = 5.8]. V kyslom prostredi (pH = 5) lyzozomalnej a-manozidazy
nesie UDII neutralnou konfiguraciu aminoskupiny a ma preto slabu vazbovu afinitu vodci
aktivnemu miestu hLM, zatial ¢o v neutralnom prostredi (pH = 6.5-7.0) Golgi a-manozidazy
je inhibitor s protonizovanou aminoskupinou a vykazuje vazbovu afinitu vo¢i hGM na
mikromolarnej urovni (Ki=63 uM).

K homolégnym 3-D modelom hGM a hLM vytvorenych v prvej faze projektu (2007), boli v
druhej faze (2008) vytvorené aj 3-D 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), rastlinnd Arabidopsis
(aGM), mySacia lyzozomalna manozidaza (mLM), prasacia (cLM), macacia (fLM) a
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drosophila (dLM252, dLM407 a dLM408). Vzajomnym porovnavanim Struktar bolo zistené,
Ze aktivne miesta pribuznych Golgi manoziddz su sekvencne aj priestorovo identické
(analyza pre radius mensi ako 1.5 nm v okoli Zn?* i6nového kofaktora). Naopak $tudované
lyzozomalne manozidazy vykazovali neidentické priestorové usporiadanie niektorych
hlavnych retazcov v aktivnom mieste ako aj sekvenciu aminokyselin. Sekvencia Leu257-
Pro258-Asn259-Met260 (Cislovanie podla krystalovej Struktury bLM) sa nezachovavala pre
ostatné Studované lyzozomalne manozidazy, kde napr. hLM mala v analyzovanom priestore
sekvenciu Leu257-Pro258-Asn259-Gly260 a ciefova hGM Pro350-Phe351-Tyr352-Ser353.
Vysledky dalej poukazali na zachovanie Tyr-Ser sekvencie u vSetkych Studovanych Golgi
manozidaz. Naopak u lyzozomalnych manozidaz Asn-Met sekvencia v bLM 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 rozdielov ako aj zo Strukturalnych dat dostupnych krystalovych
komplexov manozidaz s naviazanymi nanomolarnymi inhibitormi bol navrhnuty 3-D
farmakférny model pre dizajn selektivnych inhibitorov fudskej Golgi manozidazy Il. Dizajn
selektivnych inhibitorov hGM bol zamerany na vyvoj Struktury, ktora dokaze specificky
interagovat’ s bo¢nym retazcom Tyr352 pomocou hydrofébnych interakcii pricom si zachova
biologicku aktivitu na udrovni swainsoninu alebo manostatinu. Pre tieto ucely boli
optimalizované Struktury latok, ktore vykazovali v naSich inhibi€nych testoch biologicku
aktivitu (viac informacii v sekcii 2b. Organicka syntéza)

Virtuany skrining

Pomocou programu Matchmol boli z databaz ZINC a CSD vyfiltrované databazy zlucenin
Diol-Man-ZINC a Diol-Man-CSD, ktoré obsahuji vo svojej Strukture diolova skupinu OH-
CH(R)-CH(R)-OH. Ako kritérium bola vybrana diolova skupina, kedze korelacia geometrie
kryStalovych Struktur dGM:inhibitor s inhibicnymi konStantami poukazala na jej nevyhnutnu
pritomnost v Struktdre aktivneho inhibitora. Zlu€eniny z DIOL-MAN databaz boli dokované
do aktivneho miesta dGM ako aj do hLM. PocitaCova analyza nena$la v Diol-Man
databazach Ziadnu Strukturu, ktord by mala podobnu alebo lepSiu vazbovu afinitu voéi dGM
ako zname nanomolarne swainsoninové inhibitory. Dalej bol uskutoéneny virtualny skrining
databazy ZINC (skupina All purchasable, viac ako 11 milion. zld€enin, marec 2009)
pomocou vytvoreného 3-D E-farmakoféra. Pre vyselektované zluceniny boli po¢itané ADME
vlastnosti pomocou programu Qikprop a uskutoCnena dalSia filtracia. Vysledna databaza
latok bola dokovana do dGM a hLM. PocitaCovou analyzou bolo opat potvrdené, ze
v nadokovanej databaze sa nenachadza ziadna Struktira, ktora by mala podobnu alebo
lepSiu vazbovu afinitu vo€i dGM ako znadme nanomolarne swainsoninové inhibitory.

Strukturalny dizajn inhibitorov

Presnost dokovacieho programu Glide bola testovand na sade cca 40 manozidazovych
inhibitorov, pre ktoré sme mali pristupné krystalografické Struktury v komplexe s dGM.
Vacésia Cast predpovedanych p6z naviazanych inhibitorov (cca 70 %) bola v sulade s
experimentom, priCom presnost predpovedi zavisela od viacerych faktorov: spravnej
konfiguracii ionizovatelnych bocnych retazcov aminokyselinovych rezidui v aktivnom mieste
enzymu, konfiguracii aminoskupin v inhibitoroch, konformacii kruhov pri cyklickych
Struktdrach inhibitorov a hlavne od parametrizacie atdbmovych nabojov na enzyme a
inhibitore. Konfiguracia aminoskupin v inhibitoroch bola definovana na zaklade ich pK,
hodnét napocCitanych pre vodné prostredie pouzitim presnych kvantovo-chemickych
vypoctov (DFT-B3LYP) v programe Jaguar. Atdmové naboje na enzyme a kovovom
kofaktore (Zn®*) boli pogitané pomocou hybridnej QM/MM metédy (DFT-M05-2X/6-
31G(d,p):OPLS2005) v programe Qsite. Dramaticka redistribucia nabojov (cca az do 30 %)
oproti Standardne pouZivanym atémovym nabojom parametrizovanych pre molekulovu
mechaniku bola zaznamenana pre atémové naboje na Zn?* iéne a aminokyselinach priamo
s nim interagujucich.
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Dokovanie tréningového setu malych organickych zlic¢enin (inhibitory so znamymi I1Cs
alebo K; hodnotami 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 v sulade s experimentami, Zze dané inhibitory nevykazuju
vyznamnu selektivitu voli Golgi manozidaze Il. Podobné vysledky boli najdené aj pri
dokovani intaktnych substratov velkosti do troch mandzovych jednotiek. Substratova
Specificita sa zacala prejavovat az po zahrnuti GIcNAc (N-acetylglukézamin) jednotky do
substratu, kde bola zaznamenana interakcia substratu s Tyr267. Tieto vysledky dalej
potvdrdzuju navrhnuty model pre Strukturalny dizajn selektivnych inhibitorov zaloZeny na
Specifickej interakcii medzi inhibitorom a tyrozinom v Golgi manozidaze II.

QSAR model na predpoved vazbovej afinity medzi inhibitorom a GM bol vytvoreny z
testovacej sady cca 40 inhibitorov s pouzitim programu Liaison. Presnost skérovacej funkcie
varirovala v zavislosti od pouzitych konfiguracii inhibitorov (neutralne versus protonizované
aminoskupiny) a dokovacich modelov (homolégne modely versus krystalografické Struktury),
kde sa RMS chyba pohybovala v rozmedzi 0.4-0.8 kcal/mol pre predpoved vazbovej afinity
inhibitorov v aktivnych centrach dGM, hGM, bLM a hLM. Na presnejsi opis interakcie
inhibitor:Zn?* iénovy kofaktor boli v priebehu roku 2009 vyvijané &trukturalne a chemické
deskriptory zaloZené na geometrickych parametroch koordinacie ligand:Zn?** a charge-
transfer a disperznych interakciach medzi ligandom a Zn?* i6nom.

Katalyticky mechanizmus retenujucich a-manozidaz

hGM a hLM patria medzi retenujuce glykozylhydrolazy, pre ktoré bol na zaklade kinetickych
merani a kryStalovych Struktur navrhnuty dvojstupfiovy mechanizmus cez kovalentny
intermediat enzym-substrat. Takyto mechanizmus pozostava z 5 reakénych Struktar:
Michaelisovho komplexu, tranzitného stavu zaniku glykozidovej vazby v substrate,
kovalentného intermediatu enzym-substrat, druhého tranzitného stavu hydrolyzy
kovalentného intermediatu a produktov enzymovej reakcie. V priebehu roka 2009 bol
namodelovany na QM/MM urovni (DFT-M05-2X/6-31G(d,p):OPLS2005) prvy reakény stupen
a Strukturalne charakterizované prvé tri horeuvedené reakéné Struktury pre enzymovy
systém dGM. Prvy tranzitny stav (TS1) bol charakterizovany zanikajucou glykozidovou
vazbou [d(C1-O1) = 0.216 nm] a vznikajucou vazbou medzi substratom aenzymom
(Asp204) [d(C1-Oaspz04) = 0.244 nm]. DalSou charakteristickou $trukturalnou ¢rtou TS1 bola
planarita man6zového kruhu v okoli reakéného centra C1 [¢(C5-O1-C1-C2) = -6.8°].

2b. Organicka syntéza

Organicki chemici neboli spolurieSitelia APVV projektu ale v ramci medzinarodnej a
inStitucionalnej spoluprace pripravili zlu¢eniny pre APVV projekt [organicka syntéza
financovana z vlastnych zdrojov Dr. Siriwardenu (Univerzita v Amiens), Dr. Marchalina (STU
Bratislava), Dr. Polakovej (CHU SAV) a Prof. Graczu (STU Bratislava)]. Dané pracovné
skupiny poskytli na biologické testovanie (ICsy, Ki a pH zavislost voéi manozidazam) v
priebehu rokov 2007-2009 nasledovné zluceniny a ich krystalové komplexy s dGM:

Analdgy swainsoninu

Novy swainsoninovy analog (UDII) 7,8-dihydroxyhexahydropyrrolo[1,2-a]pyramidin-6(7H)-6n
a jeho derivaty so substiticiou v polohe N1 (3-aminopropylovou a 3-acetamidopropylovou
funkénou skupinou) boli nasyntetizované v laboratériu Dr. Siriwardenu na Univerzite v
Amiens (viac informacii na ich syntézu: U. Das, M. A. A. Mezianne, D. A. Kuntz, H. Strachan,
J. Glushka, J. Kéna, I. Tvaroska, D. R. Rose, K. Moremen, A. Siriwardena, "Rapid Synthesis
of a Dihydroxylated Pyrollopyrimidinone that Inhibits the Human Golgi alpha-Mannosidase |l
but not its glycosyl hydrolase Family 38 paralog, the broad-specificity Lysosomal alpha-
Mannosidase", Angew. Chem. Int. Ed. Engl., rozpracované). Jeden derivat (MZSELG65) bol
testovany voci dLM408 in vitro. Hodnoty 1Cs vyrazne varirovali v zavislosti od reakéného pH
prostredia: zvySovanim pH (4.2>6.5) hodnota ICsq klesala 2000 > 200 uM. Dr. Siriwardena
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poskytol pre pocitaové modelovanie kryStalové Struktary 7 latok (UDII, CS48, CS88, KVN,
LS5, LS6 a YLD5) v komplexe s enzymom dGM ako aj ich ICso a K; hodnoty voc&i hLM a
hGM. Dané latky boli zaradené do tréningovej sady inhibitorov pre QSAR model.

Pre 14 nasyntetizovanych novych indolizidinovych derivatoch s prikondenzovanymi
aromatickymi kruhmi pracovnou skupinou Dr. Marchalina (viac informéacii na ich syntézu:
Tetrahedron: Asymmetry, 2008, 19, 467; Tetrahedron Lett., 2007, 48, 697; Tetrahedron
2005, 61, 4743) boli uskutoénené testovania biologickej aktivity vo¢i hLM408 (ICsy) za
definovanych reak&nych podmienok. Testovanie pri pH optime enzymu (5.2) indikovalo
inhibiény ucinok enzymu v pritomnosti dvoch zlu¢enin: SAV-19 (cca 8%) a SAV-31 (36%).
Inhibiény uc€inok vyrazne vzrastol v zavislosti od pH prostredia reakcie, vyjadrené v ICs
(pH=5.2) = 1200 uM a (pH=6.5) = 200 uM. Latka SAV-31 bola testovana ja na dGMIIb, kde
takisto vykazovala inhibiciu enzymu na mikromolarnej arovni (100 uM, pH=6.5). Na zaklade
tychto merani analég SAV-31 vykazoval aj selektivne vlastnosti voci cielovej a-manozidaze
Golgi-ho typu kde bol dosiahnuty pomer LM/GM = 12. Vo vSetkych pripadoch latky
prestavovali reverzibilny typ inhibitora v kategorii kompetetivnej, prip. zmie$anej inhibicie.

Analégy manostatinu
Pre 9 nasyntetizovanych zli¢enin (derivatov a-manézy substituovanej v polohe 1
alkylsulfénovou, alkyltiolovou a alkylalkoholovou skupinou) (detaily na syntézu: M. Polakova,
M. Belanova, L. Petrus, K. MikuSova, “Synthesis of alkyl and cycloalkyl «-D-
mannopyranosides and derivatives thereof and their evaluation in mycobacterial
mannosyltransferase assay, Carbohydrate Research, 2010, poslané editorovi) pracovnou
skupinou Dr. Polakovej boli uskuto¢nené testovania biologickej aktivity (ICsp) voCi
rekombinantnym lyzozomalnym dLM408, dLM252, dLM407 a Golgi dGMIIb manozidazam,
kde dve zluceniny (MP-163 a MP-150) vykazovali aktivitu (2-5mM). Obidve aktivne zlu¢eniny
nevykazovali Ziadnu selektivitu LM/GM.

Testovany analég manostatinu TG-01 nasyntetizovany pracovnou skupinou Prof. Graczu
(STU Bratislava) nevykazoval ziadnu aktivitu voci testovany enzymom (dLM408, dGMIlb a
»~Jack bean“ LM).

Doladovaci cyklus na vybrané inhibitory

Pomocou pocitaCového dizajnu boli pre aktivne Struktury navrhnuté nové derivaty s
cielom zvysSit ich potenciu a selektivitu. Boli navrhnuté nasledovné modifikacie: substiticia
UDII inhibitora do polohy C2 hydrofébnou funk&nou skupinou (fenylova a etenylova) s
kratkym retazcom (2-3 atdomy konfiguracie —C-C-, -C-O-, atd.) a substiticia SAV-31
inhibitora do polohy 7 hydrofébnou funk&nou skupinou [alylova (SAV-31-A1) alebo 2-
butenylovou (SAV-31-A2)]. Podla predpovede programom Glide by dané funkéné skupiny
mali zvysit vazbovu afinitu a selektivitu vdaka Specifickej hydrofébnej interakcie s Tyr267 u
hGM. Medziprodukt pre optimalizovany derivat SAV-31-A1 bol syntetizovany pracovnou
skupinou Dr. Marchalina v priebehu obdobia 2008-2009 (syntéza cieleného produktu k
dneSnému diiu neukoncena).

Navrhnuta latka s optimalizovanym alkylsulfonovym retazcom (MP-150-A1) bude
syntetizovana v priebehu roku 2010 pracovnou skupinou Dr. Polakove;j.

2c. Molekularna biologia

Podmienkou vitality projektu bolo etablovanie in vitro analyzy biologického - inhibicného
ucinku komerénych a cielene syntetizovanych derivatov k manozidazam, ktoré sa liSia v
Specificite rozpoznavania substratu. Preto, molekularno-biologicka ¢ast projektu pozostavala
z klonovania, expresie a charakterizacie najma novych, prvykrat klonovanych manozidaz
lyzozomalneho typu z Drosophila melanogaster (dLM407, dLM252) a manozidazy Golgi-ho
typu (dGMIIb). Lyzozomalne manozidazy, spoloéne s dLM408 (klonovana a eSte
nepublikovana skupinou v Kanade) vykazuju vysoku proteinovd homolégiu k ludskej a
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hovadzej lyzozomalnej manozidaze. dGMIlb okrem vysokej proteinovej homoldgie k fudske;j
manozidaze Golgi-ho typu (hGMIIx) vykazuje podobnost aj v niektorych kinetickymi
parametroch.

Lyzozomalne manozidazy z D. melanogaster podla bioinformatickej analyzy a
enzymatickych parametrov sa zaclenili do Sirokej skupiny glykozylhydrolaz rodiny GH-38.
Predstavuju nové, enzymaticky aktivne manozidazy, ktoré rozSirili rodinu glykozylhydrolaz
prvykrat klonovanych a charakterizovanych z tohto modelového organizmu (je potrebné este
dopracovat’ vysledky ich substratovej Specificity).

Pre-selekcia analégov testovanych k homolégnym rekombinantnym manozidazam takto
vytvara dobry predpoklad aj dalSieho komplexného studia inhibicie in vivo biosyntézy N-
viazanych glykanov eukaryotického modelového systému od D. melanogaster odvodenej S2
bunkovej kultury.

Heterolégna expresia modifikovanej cDNA v P. pastoris, ktora koduje Golgi manozidazu
Il z D. melanogaster (dGMIl homolég ludskej hGMIl) nepotvrdila pritomnost
rekombinantného proteinu v médiu. Podobne, vysledok absencie proteinu v kultivatnom
médiu S2-buniek indikuje na mutaciu v kodujucej Casti génu. Predpokladame, Zze DNA
sekvenaCna analyza celého kodujuceho useku potvrdi nasu indiciu. V suc€asnosti uz
paralelne prebiehaju experimenty na priprave rekombinantného vektora, ktory nesie DNA
usek kodujuci fudsku manozidazu hGMII so zamerom pripravit stabilne produkujuci klon S2-
buniek. Predpokladame, Ze takto doplnime ,zbierku® rekombinantnych manozidaz
klonovanych z D. melanogaster o rekombinantni manozidazu, ktora je kone¢nym cielom
testovania vysoko ucinného a selektivneho inhibitora.

Cistota a integrita rekombinantnej manozidazy je zakladnym predpokladom jej precizne;
charakterizacie ako aj uspesnej pripravy proteinovych krystalov pre rieSenie jej 3-D Struktury.
Z tychto dévodov dalSie experimenty boli smerované k modifikacii N-termindlnej Casti
lyzozomalnej manozidazy - dLM408 formou fuzie polyhistidinu a FLAG-u ¢o umoznilo jednak
Specificku detekciu fuzovaného proteinu poc¢as procesu purifikacie, ako aj jeho selektivnu
purifikaciu afinithou chromatografiou. Tento purifikaény proces bude aplikovany v dalSej
priprave a akumulacii dLM408 pre ucely pripravy proteinovych kry&talov. Purifikacia na
HisTrap koldnkach sa ukazala uc€innejSia v porovnani s kolonou Ni-agarozy.

Zo série experimentov pri testovani inhibicného ucinku rdéznych analégov vo i
manozidazam signifikantny inhibiény efekt v mikro az milimolarnej oblasti vykazovali najma
analégy manézy a swainsoninu (MP-150, MP-163 a SAV-31). V pripade SAV31 kinetika
inhibicie potvrdila reverzibilny typ u€inku voéi lyzozomalnej manozidaze , ktory sa meni v
zavislosti od pH reakéného prostredia. Inhibiény Gc¢inok SAV-31 bol reprodukovatelne
potvrdeny aj v pripade Golgi manozidazy dGMIIb a vykazoval zavislost od pH reakéného
prostredia. Z porovnania vysledkov inhibicie vyplyva, Ze na dosiahnutie 50 % inhibicie (ICsg)
dGMIIb v zavislosti od pH, je potrebna takmer polovicna koncentracia inhibitora ako v
pripade dLM408. Tento koncentracny rozdiel vyslednej inhibicie pre dGMIIb (pri pH 5.2= 680
uM; pH5.8=200 uM; pH 6.5=100 uM) a pre dLM408 (pH5.2=1200 uM a pH6.5 =200 uM )
indikuje na rozdiel v Specificite-selektivite uCinku inhibitora ako dosledok heterogenity
mikroprostredia katalytického miesta manozidaz. Vysledky testov inhibi€ného ucinku
analégov s definovanou Strukturou davaju dobry predpoklad do dalSich krokov pri vyvoji
novych, ucinnejSich a selektivnejSich inhibitorov.

3. Zoznam vystupov a prinosov projektu za posledny rok
— uvedte v prilohe, formular ,VPP*
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