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Projekt specifického vyzkumu se zabyval $irokym spektrem metod dle zaméieni diplomovych a
dizertacCnich praci zdcastnénych studentl. Studenti (NMgr., Ph.D.) se zabyvali tématy pfipravy a
testovani novych sloucenin modulujicich enzymy s potenciondlnim Géinkem na nervovou soustavu.

Projekt navazuje na predchozi projekt SV (2103-2017), kde byly zavedeny metody pfipravy, exprese, a
purifikace rekombinantnich enzymi véetné jejich testovani. Tyto metody byly nyni dale rozvijeny,
optimalizovany a poutity v pfipravé a testovéni daldich enzym(. V soucasné dobé jsou Uspésné
pfipraveny tyto enzymy: 173-HSD10 (ABAD) a jeho mutanty, 17B-HSD1, 173-HSD5, 173-HSD8, MAO-A
a MAO-B pro expresi v prokaryontnich expresnich systémech (E. coli); lidska butyrylcholinesterasa a
acetylcholinesterasa  pro expresi vsavéich expresnich systémech (HEK293) a komaF
acetylcholinesterasa pro expresi ve hmyzich expresnich systémech (SF9). Tyto enzymy byly Gspéiné
produkovany, purifikovany a stanovena jejich enzymova aktivita. Tyto enzymy jsou déle vyuzivény
k testovani novych slou¢enin modulujicich jejich enzymovou aktivitu.

Rekombinantni mitochondriaini enzym 17B-HSD-10, ktery byl Usp&sné pripraven a purifikovdn byl
pouzit k testovéni novych molekul s inhibi¢nim potenciglem. Vybrané slouceniny byly podrobné
zkoumany a byly zmé¥eny inhibi¢ni konstanty ICso vybranych molekul a uréena kinetika jejich inhibice.
Byly provedeny SAR (structure-activity relationship) studie vybranych skupin inhibitord. Vysledky jsou
nyni zpracovévany do publikace, kterd by méla byt odeslana do konce roku 2019. Dale je dokoncovan
pfehledovy Cldnek o tomto enzymu, jeho roli vorganismu a patogenezi neurodegenerativnich
onemocnéni.

Na zacatku roku 2018 byla navazéna spoluprace s vyzkumnym centrem BIOCEV ve Vestci u Prahy, kde
byly provedeny experimenty metodou HDX (hydrogen-deuterium exchange) zkoumajici interakci
enzymu 17B-HSD10 s vybranymi ldtkami.

Déle byla navazana spolupréce s Frauenhofer Institute v Hamburku,



Pribézné vysledky préce byly prezentovany formou posteru na mezinarodni konferenci ,43rd FEBS
Congress” v Praze a na ,XVIII. International meeting of young life scientists” v Milovech, a formou
prednasky na konferenci FaF UK V Hradci Kralové (,9. Postgradudlni a 7. Postdoktorandska védecks

konference Farmaceutické fakulty UK“).

Dale je provadéna pfiprava novych slougenin cilenych na nervovou soustavu s potencionalnim dudinim
ucinkem na dopaminergni a serotoninergni receptory a nizéim rizikem extrapyramidovych a
hematologickych vedlejsich Ggink{. Tyto latky by mohly mit vhodny terapeuticky efekt u schizofrenich
onemocneéni. Jsou pouZivany metody chemické syntézy, déleni reakénich smési pomoci sloupcové
chromatografie a NMR pro uréeni chemické struktur a istoty pFipravenych slougenin.

Studenti NMgr. studijnich program(i vypracovavali své DP na rdznych typech enzymd, které jsou
rekombinantné produkovény a jejich moduldtory jsou testovény.

Pro studium a tvorbu homolognich modelt orexinového receptoru 2, molekuldrné-dynamickou
relaxaci téchto modell zanofenych do membrany a dynamického dokovani do takto ziskanych struktur
se zahrnutim flexibility ligandu a ¢aste¢né i receptoru byly pouzity metody vypoletni chemie a in silico
modelovani. Ze ziskanych dat Mgr. Melikova vypracovala diplomovou praci na téma "Molekuldrné
dynamické simulace receptorl sprazenych s G-proteinem v pocitatovém névrhu I&&iv", kterd byla
v srpnu 2019 Uspésné obhdjena.

Byla stanovena farmakokinetika a farmakodynamika oximu K870 u potkanl. Sledovana byla
koncentrace léciva a jeho metabolitd vplazmé, moci, jatrech, ?lu¢i a ledvinach. K Fedeni této
problematiky byly vyuZivany metody homogenizace biologickych tkani, liquid-liquid extrakce a byla
vytvorena metoda pro LC-MS/MS stanoveni tohoto oximu a jeho metabolit(l. Ze ziskanych dat Mgr.
Bzonek vypracoval diplomovou préci na téma ,Analyza obsahu oximu K870 a jeho metabolitd v
biologickych vzorcich metodou HPLC-MS*, kterd byla v srpnu 2019 Gispé$né obhajena.

Dale byla provedena inhibi¢ni studie dvou typ enzymu monoaminooxidazy (MAO-A a MAO-B) s nové
pfipravenymi latkami s potencionalnim inhibi¢nim G&inkem. Byl proveden screeningu téchto latek a u
vybranych latek s nejvy3si mirou inhibice byla stanovena hodnota ICso. Vyuzity byly metody stanoveni
enzymove aktivity a LC-MS analyza vzniklych metabolitd. Ze ziskanych dat Mgr. Novakové vypracovala
diplomovou praci na téma ,Stanoveni inhibi¢nich G¢ink& noveé pfipravenych latek vaéi lidskym
monoaminooxidazam®, kterd byla v srpnu 2019 Uspé&3né obhajena.

Obhajené diplomové prace jsou soucasti planovanych publikaénich vystup( v rémci projektu.



Spinéni cilii feSeni a pfinos projektu.

Cile projektu byly spinény. Byly optimalizovény jiz zavedené metody préce s enzymy a tyto metody
pouZity pro pfipravu a praci s dal$imi typy rekombinantnich enzymd. U nové pfipravenych enzym( byly
zavedeny metody exprese, purifikace a stanoveni enzymové aktivity téchto enzym(, které jsou déle
vyuzivany k testovani novych inhibitord.

Ziskané vysledky jsou nyni zpracovavany do publikaénich vystupd.

V roce 2019 byly publikovdny nebo pfijaty do tisku ¢lanky:

Aitken, L.*; Benek, O.*; McKelvie, B.;Hughes, R.; Hroch, L.; Schmidt, M.; Major, L.L.; Vinklarova,
L.; Kuca, K.; Smith, T.K.; Musilek, K.; Gunn-Moore, F. Novel benzothiazole-based ureas as 17pB-
HSD10 inhibitors, a potential Alzheimer’s disease treatment. Molecules. 2019, vol. 24, no. 15, p.
2757.DO0I: 10.3390/molecules24152757. IFa01s = 3.060, Q2 136/299, Q2 67/172

Gorecki, L.; Andrys, R.; Schmidt, M.; Kucera, T.; Psotka, M.; Svobodova, B.; Hrabcova, V.;
Hepnarova, V.; Bzonek, P.; Jun, D.; Kuca, K.; Korabecny, J.*; Musilek, K.* Cysteine-Targeted
Insecticides against A. gambiae Acetylcholinesterase are neither Selective nor Reversible
Inhibitors. ACS Medicinal Chemistry Letters. 2020, in press. DOI:
10.1021/acsmedchemlett.9b00477. IF,08 = 3.737, Q2 17/61 (dle AIS Q1 8/61)

V roce 2019 byly odeslany do tisku &ldnky:

Schmidt, M.*; Vinklarova, L.; Hrabinova, M.; Zemanova, L.; Chribek, M.; Kralova, V.; Hroch, L.;
Dolezal, R.; Prchal, L.; Jun, D.; Aitken, L.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K.; Musilek, K.; Benek, O.*
Benzothiazolyl ureas are low micromolar and uncompetitive inhibitors of 17B-HSD10 with
implications to mitochondrial related diseases. European Journal of Medicinal Chemistry,
submitted. |F2018 = 4833, Ql 5/61

Abstrakta poster( na konferencich byla publikovana ve sbornicich:

L. Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, M. Hrabinova, K. Musilek; Modulation of 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase type 10 activity as a potential target in neurodegenerative disorders; Czech Chem.
Soc. Symp. Ser 16, 1-48 (2018)

L. Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, M. Hrabinova, L. Zemanova, K. Musilek; Study of 17B-HSD10
inhibitors with implications in neurodegenerative disorders; FEBS Open Bio 8 (Suppl. S1), 256
(2018), DOI: 10.1002/2211-5463.12453

L. Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, L. Zemanova, K. Musilek; 17(-HSD10 inhibitors as a potential
therapy in neurodegenerative disorders; 9% Postgraduate and 7t Postdoc Conference Book of
Abstracts, Faculty of Pharmacy n Hradec Kralove



SpInéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni.

Uvedte jen vystupy, které vznikly na zékladé feseni tohoto projektu. Déle uvedte, zda byly publikace

skuteéné zadany do OBD s vazbou na RIV.

Tab. 1 Suma¥ vystupt feseni projektu

(Typ vystupu Pldn 1. | Pldn 2. | Pldn 3. | Pozndmka
rok rok rok

Hodnocené vystupy projektu 2 1

Jimp (databaze WoS) 0 2 1 publikovano
Molecules, ACS Med.
Chem. Lett. in press,
odesldno Eur. J. Med.
Chem.

Jsc (databéze Scopus)

B (recenzovana odbornd kniha)'*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Poéet vysledkad 0 2 1

Nehodnocené vystupy projektu

Pocet obhéjenych dizertacnich praci

Pocet obhdjenych diplomovych praci 1 2 Mgr. Melikovd obhdjila
08/2018
Mgr. Bzonek a Mgr.
Novékova obhdjili
08/2019

Poéet vysledkd 1 2

Ke zpravé prilozte:

a) kopie publika¢nich vystupd,

b) vypis z OBD — vystupy podporené timto projektem.

Datum: 28. 11. 2019

Podpis odpovédného fesitele:

* Pouze renomovana nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.
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