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V čom vidíte uplatnenie
výsledkov projektu:

Pri modelovaní enzýmov (vybudovaný počítačový server vrátane licencii na softvér);
Pri vývoji nových liečiv na rakovinu (3 nasyntetizované látky s biologickou aktivitou voči -
manozidázam na mikro až milimolárnej úrovni, z toho jedna látka vykazujúca aj
selektívne vlastnosti voči cieľovej Golgi -manozidáze II; spracované ZINC a CSD
databázy; pripravené štrukturálne 3-D modely ľudských -manozidách); Etablovanie in
vitro experimentálného modelu testovania analógov-inhibítorov manozidáz s rôznou
špecificitou poskytuje možnosť pokračovať v testovaní nových produktov, ktoré môžu
nájsť uplatnenie v klinickej praxi.



Charakteristika výsledkov

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu (max. 20 riadkov) - slovensky:
Počítačové modelovanie: Bol vybudovaný počítacovy server vrátane licencií na chemický softvér pre vedecké výpočty
zamerané na modelovanie enzýmov a štrukturálny dizajn liečiv. Prevádzka serveru bude pokračovať minimálne ďalšie 3
roky. Boli spracované ZINC a CSD databázy zlúčenín pre programový balík Schrodinger a sú k dispozícii na ďalší dizajn
manozidázových inhibítorov alebo inhibítorov iných glykozyl hydroláz. Pripravené štrukturálne 3-D modely ľudských -
manozidách boli použité pri štrukturálnom dizajne selektívnych inhibítorov manozidáz pomocou dokovania
a farmakofórneho modelu. Tieto homológne modely budú využité vo výskumných úlohách do doby kým nebudú
k dispozícii ich kryštálové štruktúry. Výpočty týkajúce sa katalytického mechanizmu manozidáz a štrukturálnej
charakterizácie tranzitného stavu systému enzým-substrát sú vo fáze dokončovania. QSAR model pre dizajn
selektívnych inhibítorov ľudských -manozidáz je tiež vo fáze dokončovania.

Syntéza: Z 26 nasyntetizovaných látok (deriváty manózy a analógy swainsonínu) 3 vykazovali biologickú aktivitu voči -
manozidázam na mikro až milimolárnej úrovni (SAV-31, MP-163 a MP-150), pričom látka SAV-31 vykazolava aj
selektivitu voči cieľovej Golgi -manozidáze II (12x vyššia ako pri lyzozomálnej mannozidáze). Tieto látky budú použité
v ďalších fázach dizajnu a prípravy nových selektívnych inhibítorov manozidáz. Syntézy počítačovo navrhnutý analógov
manostatínu (MP-150-A1) a swainsoninu (SAV-31-A1) sú zatiaľ neukončené.

Molekulárna biológia: Výsledkom bioinformatickej analýzy genómu modelového organizmu D. melanogaster bolo
originálne klonovanie a expresia dvoch katalyticky aktívnych manozidáz tzv. lyzozomálneho typu a jednej tzv. Golgi-ho
typu. Tieto rekombinantné manozidázy tvoria súčasť in vitro experimentálneho modelu na testovanie účinnosti
a selektivity komerčných a novosyntetizovaných analógov –inhibítorov. Optimalizácia heterológnej expresie a
vypracovanie purifikačného postupu prípravy vytvorili predpoklad ich ďalšieho štúdia na molekulárnej úrovni  a pri
riešení terciárnej štruktúry.

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu (max. 20 riadkov) - anglicky:
Computer modeling: A computer server with licenses for chemical software has been built for scientific calculations
focused on enzyme modeling and structure-based drug design. The server will be in use at least 3 next years. The ZINC
and CSD databases were processed for the Schrodinger program package and they are ready for use for subsequent
design of mannosidase inhibitors or inhibitors of other glycosyl hydrolases. The prepared structural 3-D models of human
-mannosidases were used for the structure-based design of selective inhibitors of mannosidases by means of docking
and pharmacophore model.These homology models will be used for the research tasks until their crystal structures are
not available. Calculations on catalytic mechanism of mannosidases and structural characterization of transition state of
the system enzyme-substrate are in progress. The QSAR model for the design of selective inhibitors of human -
mannosidases is in finishing stage.

Synthesis: From 26 synthesized compounds (derivatives of mannose and analogs of swainsonine) 3 compounds
exhibited biological activity against -mannosidases at the micro/mili molar level (SAV-31, MP-163 and MP-150), from
which the compound SAV-31 also exhibited a selectivity for the goal Golgi -mannosidase II. These compounds will be
used in next stages of the design and preparation of novel selective inhibitors of the mannosidases. The synthesis of the
proposed analogs of mannostatin (MP-150-A1) and swainsonine (SAV-31-A1) are not finished yet.

Molekulárna biológia: Bioinformatics analysis  of D. melanogaster genome resulted into an original cloning and
expression of two catalytically active mannosidases of lysosomal- type and one mannosidase of Golgi- type. These
recombinant mannosidases constitute in vitro experimental model for testing of effectivity and selectivity of commercial
and new-synthesized analogs-inhibitors. Optimization of heterologous expression and protein purification procedure
assume their further characterization at molecular level, incl. 3-D structure solving.
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