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Naviazanim na predosly vyskum pracovnych skupin Katedry chémie, sa projekt Specifického
vyskumu zaoberal charakterizaciou rekombinantne produkovanych proteinov s enzymovou
aktivitou potrebnych pre in vitro testovanie, d’alej vyvinom novych nizkomolekulovych zlicenin
so zvySenou selektivitou vodi enzymom $tudovanym v patogenéze neurodegenerativnych ochorenti,
ako aj vyvinom univerzalnejich reaktivatorov cholinesterdz pouZzivanych pri intoxikacii
organizmu.

Rekombinantny enzym 173-HSD10 (ABAD), ktorého pripravou a zakladnym testovanim sa
zaoberal predchadzajaci $pecificky vyskum, bol testovany vo vztahu ku svojim potencialnym
inhibitorom a ich $truktirnym anal6gom. Pripravené inhibitory 173-HSD10 boli in vitro testované
a vysledky nasledne publikované v &asopise Toxicology Letters. Ziskané data boli spracované do
dizertaénej prace Dr. Vinklafové a GispeSne obh4jené diia 13.01.2021.

Dalej bola pre enzym 17B-HSD10 (ABAD) optimalizovana spektrofluorimetrické aktivitna esej
s vyuzitim 17pB-estradiolu ako substratu. Pomocou tejto optimalizovanej metédy bol testovany
inhibi¢ny potencial vybranych zli¢enin. Pre Stadium interakénych partnerov 173-HSD10 ex vivo
bola vytvorena bunkova linia HEK293 s overexpresiou tohto proteinu. Nasledne bol urobeny vyber
jednotlivych monoklonov, ktorych pozitivita bola testovana metédou Western blot a mikroskopicky
metddou nepriamej imunofluorescencie.



V rémci novej in vitro spektrofluorimetrickej metody vyuzivajicej ,refolding* aktivitu cyklofilinu
D bolo d’alej optimalizované klonovanie a purifikécia rekombinantnej RNAsy T1, ktoré sa vyuziva
ako substrat pre stanovenie aktivity cyklofilinu.

Ako ,,off-target“ k cyklofilinu D bol pripraveny rekombinantny Pudsky cyklofilin A v expresnom
systéme E. coli. Cyklofilin A bol exprimovany a purifikovany. U &istého cyklofilinu A bola
stanovena koncentréacia, overena &istota, identita, aktivita a interakcia s inhibitorom cyklosporinom
A. Takisto bola stanoven4 disocia&na konstanta viizby cyklofilin A-cyklosporin A pomocou metody
izotermickej titraénej kalorimetrie.

Viackrokova syntéza bola pouZita na pripravu zlucenin s potencialnou inhibi¢nou aktivitou vo&i
enzymu cyklofilinu D. Na pripravu a purifikéciu boli vyuzité metédy organickej syntézy, na analyzu
ziskanych produktov a medziproduktov boli vyuZité metédy NMR a hmotnostna spektrometria.
Jednotlivé reakéné kroky boli optimalizované s ciefom vylepsit vytaznost reakcii. Novo vyvinuta
spektrofluorimetrickd esej vyuZivajica _refolding aktivitu cyklofilinu D bola pouzitd na
stanovenie inhibi¢nej aktivity potencialnych inhibitorov CypD.

Dalej boli metédami chemickej syntézy pripravené hybridné zligeniny s dudlnym G&inkom na
NMDA receptory a GABA receptory. Ked’ze poruchy glutamétového systému patria k patogénnym
znakom niektorych neurodegenerativnych ochoreni, napr. Alzheimerovej choroby (AD),
synergické ovplyvnenie glutamatovych NMDA receptorov spolu s inhibiciou cholinesterdz moZze
pozitivne ovplyvnit’ progresiu ochorenia.

Met6dy chemickej syntézy boli pouZité aj pri priprave inhibitorov na béaze takrinu s viaccielovym
profilom vo&i AD. Pripravené molekuly boli testované pomocou biologickych metdd a tieto
vysledky boli nasledne publikované v ¢asopise Bioorganic Chemistry.

Pomocou biochemickych metdd boli pripravené a purifikované rekombinantné enzymy l'udskych
cholinesteraz (acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterazy). Reaktivaéné aktivita testovanej série
oximov Pyridinium-2-carbaldoximes vo vztahu k danym cholinesterazam bola publikovana
v &asopise Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry.

U najuginnejsich bis kvartérnych reaktivatorov boli pomocou novo vyvinutych analytickych metod
stanovené farmakokinetické vlastnosti, prislugné vysledky boli publikované v &asopise Journal of
Pharmaceutical Sciences.

Boli stanovené kinetické parametre vzniku a stability komplexov medzi bis kvartérnymi
reaktivatormi a kukurbiturilmi ako potencidlnymi transportérmi cez hematoencefalicka bariéru.
Vysledky tejto prace boli stcastou uspesne obhajenej diplomovej prace a boli publikované
v &asopise New Journal of Chemistry.

V ramei svojich diplomovych préac boli $tudenti zamerani na rézne molekulové ciele.

Vyvin novej analytickej metddy superkriticke; fluidnej chromatografie s hmotnostnou detekciou
(SFC-MS) umoznil stanovenie a separdciu lipidov s ciePom uréit’ lipidomicky profil biologickych
vzoriek. Dalej bola vyvinutd nova LC-MS/MS metoda, pomocou ktorej bola stanovena
farmakokinetika oximov po enkapsuldcii do kukurbitdrilov. Tieto vysledky, ako aj vysledky
reaktivacie imobilizovanych cholinesterdz naviazanych na magnetické mikrodastice boli
spracované do diplomovych prac, ktoré boli v roku 2020 uspe$ne obhajen€.



Splnéni cili FeSeni a pFinos projektu.

Ciele projektu boli splnené. Uspesne sa naviazalo na zavedené biochemické metédy pre
charakterizaciu rekombinantnych foriem Fudskych enzymov. Pre novo pripravené enzymy boli
zavedené metody expresie a purifikdcie a metddy stanovenia ich aktivity, ktoré si vyuzivané
k testovaniu novych inhibitorov.

Boli pripravené nové zlideniny s modulaénou aktivitou na vybrané molekularne ciele, ktorych
aktivita bola alebo bude testovand a na zaklade ziskanych dat bude Struktira vybranych latok
upravena pre ziskanie lepSich farmakokinetickych i farmakodynamickych vlastnosti. Ziskané
vysledky boli spracované do publikaénych vystupov.
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SpInéni kontrolovatelnych vysledkii FeSeni.

Uved'te jen vystupy, které vznikly na zékladé feSeni tohoto projektu. Dale uved'te, zda byly

publikace skuteéné zadany do OBD s vazbou na RIV.

U vystupt Jimp a Jsc uved’te do zavorky planovany a skuteény kvartil ¢asopisu.

Tab. 1 Sumar vystupi ieSeni projektu

Typ vystupu Plan Skute¢nost Poznamka
Hodnocené vystupy projektu
Jimp (databize WoS) 5 5+1 submitted | 3xQ1, 2xQ2
+ 1xD1/Q1 submitted
Jsc (databdze Scopus)
B (recenzovana odborné kniha)*
C (kapitola v recenzované odborné knize)*
D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)
P (patent)
Pocet vysledkii 5 5
Nehodnocené vystupy projektu
Pocet obhajenych dizertacnich praci 1 1 obhajoba 13. 1. 2021
Podet obhajenych diplomovych praci 7 6
Pocet vysledkii 8 7

Ke zpravé prilozte:

a) vypis z OBD — vystupy podpofené timto projektem,

Datum: 22. 11. 2021 Podpis odpovédného fesitele:
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