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Naviazanim na predosly vyskum pracovnych skupin Katedry chémie, sa projekt Specifického
vyskumu zaoberal Studiom enzymov, ktorych nespravna funkcia prispieva kvyvinu
neurodegenerativnych ochoreni.

Rekombinantny enzym 173-HSD10 (ABAD), ktorého priprava azdkladné testovanie boli
sucastou Specifického vyskumu 2115-2018, boli testované vo vztahu ku svojim potencidlnym
inhibitorom. Bola vyvinutda spektroflourimetrickd aktivitna esej s vyuzitim 17p3-estradiolu ako
substratu. Tato esej bude vyuZivana k testovaniu novych inhibitorov tohto enzymu aich
kinetik. 178-HSD10 bol dalej Studovany metdédou DSF (differential scanning fluorimetry)
k zisteniu vhodnych podmienok pre pracu s nim.

V roku 2019 bola naviazana spoluprdaca s Fraunhofer Institut v Hamburgu, kde je planované
prevedenie high-throughput screening knihovni inhibitorov 173-HSD10.

Planovany prehladovy ¢lanok o ulohe 173-HSD10 (ABAD) v organizme a v patogenéze
neurodegenerativnych ochoreni bol v roku 2020 vydany v ¢asopise Journal of Neurochemistry.
Priebezné vysledky boli prezentované RNDr. Luciou Vinklafovou jednak formou prednasky na
9. Postgradualni a 7. Postdoktorandské védecké konferenci Farmaceutické fakulty UK a jednak
formou posteru na medzinarodnej konferencii ,44t™" FEBS Congress“ v Krakove.

Metdédami molekuldrnej biolégie bola vyprodukovana a purifikovand rekombinantna forma
mitochondridlneho enzymu cyklofilin D. Zaroven bola vyvinuta in vitro metdda stanovenia



aktivity pre cyklofilin D. Nova spektroflourimetrickd esej vyuziva ,refolding” aktivitu cyklofilinu
D za poutitia substratu RNAzy T1. Tato metdda je v kombindcii s dalSimi metéddami, napriklad
DSF, pouZitelna pri stanoveni ligand-proteinovej interakcie a inhibi¢nej aktivity novych latok
zameranych na cyklofilin D. Clanok so ziskanymi datami bol publikovany v ¢asopise
Biochemistry.

Za pouzitia metdd chemickej syntézy boli pripravené zliceniny s duadlnym dcinkom na
dopaminergné a serotoninergné receptory, ktoré by potenciondlne niesli antipsychoticky
efekt v kombindcii s nizSim rizikom vzniku extrapyramidovych a hematologickych vedlajsich
ucinkov. Prehladovy ¢lanok ktejto problematike bol publikovany v casopise Medicinal
Research Reviews.

Zaroven boli pripravované hybridné molekuly latok spajajuce inhibi¢ny G¢inok na glutamatové
NMDA receptory s gabanergnym ucinkom. Tieto latky by mohli zohrdvat novd ulohu vo
vyskume patogenézy neurodegenerativnych ochoreni a vplyvu r6znych molekuldrnych ciefov
pri tychto ochoreniach.

Diplomové prace Studentov NMgr. programov sa venovali tematike réznych enzymov. Boli
otestované pripravené potencionalne inhibitory MAO-A a MAO-B. Po skriningu latok boli u
vybranych [dtok stanovené hodnoty ICso a prevedené inhibi¢né Studie za vyuZitia metdd
stanovenia enzymovej aktivity a LC-MS analyzy vzniknutych metabolitov. Data o inhibicnej
aktivite niektorych latok na cholinesterazach a MAO boli publikované v ¢asopise International
Journal of Molecular Sciences.

PouZitim metéd homogenizacie biologickych tkaniv, liquid-liquid extrakcie a vytvorenou
metddou pre LC-MS/MS boli stanovené farmakologické parametre oximu K870 u potkanov.
Koncentracia lie¢iva a jeho metabolitov boli sledované v plazme, jatrach, Zl¢i, v mocéi a
v ledvindch. Zo ziskanych dat boli vypracované diplomové prace, ktoré boli v roku 2019
uspesne obhdjené.

Dalej $tudenti pracovali na priprave latok s t¢inkom na rézne molekulové ciele. Viackrokovou
syntézou boli pripravované monooximové bispyridinové zliceniny s potencidlnym u¢inkom na
butyrylcholinesterazu. U tychto studii bol ¢lanok publikovany v ¢asopisu Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry s vro¢enim 2020 a boli vypracované a Uspesne obhdjené
diplomové prace.

lllll

pripravované hybridné molekuly zamerané na ciele patogenézy Alzheimerovej choroby. Na
pripravu a purifikaciu boli vyuzité metddy organickej syntézy, na analyzu ziskanych produktov
a medziproduktov boli vyuzité metddy NMR a hmotnostna spektrometria. Ziskané data boli
spracované do diplomovej prace, ktora bola v roku 2020 Uspesne obhdjena. U tohto vyskumu
bol ¢lanok odoslany do ¢asopisu Bioorganic Chemistry.



Splnéni cilt FeSeni a pfinos projektu:

Ciele projektu boli splnené. Uspedne sa naviazalo na zavedené biochemické metddy pre
charakterizaciu rekombinantnych foriem ludskych enzymov. Pre novo pripraveny enzym boli
zavedené metddy expresie a purifikdcie a metdda stanovenia jeho aktivity, ktora je vyuzivana
k testovaniu novych inhibitorov.

Boli pripravené nové zluceniny s modulacnou aktivitou na vybrané molekularne ciele, ktorych
aktivita bude testovana a na zaklade ziskanych dat bude Struktura vybranych latok upravena
pre ziskanie lepSich farmakokinetickych i farmakodynamickych vlastnosti.

Ziskané vysledky boli spracované do publika¢nych vystupov.

Abstrakt posteru so ziskanymi datami bol publikovany v zborniku:

e L.Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, L. Zemanova, K. Musilek; Novel 178-HSD10 inhibitors
as small molecules for neurodegenerative disorders or cancer; FEBS Open Bio 9 (Suppl.
1), 295 (2019), DOI: 10.1002/2211-5463.12675

Clanky publikované v ¢asopisoch (§tudenti pod¢iarknutie):

1. Vinklarova L.; Schmidt, M.*; Benek, O., Kuca, K.; Gunn-Moore, F.; Musilek, K.*; Friend or
enemy? Review of 17B-HSD10 and its role in human health or disease. Journal of
Neurochemistry, 2020, vol. 155, no. 3, p. 231-249. https://doi.org/10.1111/jnc.15027 IF2019
=4.066, Q2 101/297 (Biochemistry & Molecular Biology), Q2 85/272 (Neurosciences)

2. Zemanova, L.*; Vaskova, M.; Schmidt, M.; Roubalova, J.; Haleckova, A.; Benek, O.; Musilek,
K. Determination of mitochondrial cyclophilin D activity in vitro using RNAse T1 refolding
assay. Biochemistry, 2020, vol. 59, no. 17, p. 1680-1687.
https://doi.org/10.1021/acs.biochem.9b01025 IF2019 = 2.865, Q3 169/297 (Biochemistry &
Molecular Biology)

3. Juza, R.; Vicek, P.; Mezeiova, E.; Musilek, K.; Soukup, O.*; Korabecny, J.* Recent Advances
with 5-HT3 Modulators for Neuropsychiatric and Gastrointestinal Disorders. Medicinal
Research Reviews, 2020, vol. 40, no. 5, p. 1593-1678. https://doi.org/10.1002/med.21666
IF2019 = 9.300, D1/Q1 2/61 (Medicinal Chemistry), D1/Q1 8/271 (Pharmacology &
Pharmacy)

4. Malinak, D.*; Dolezal, R.; Hepnarova, V.; Hozova, M.; Andrys, R.; Bzonek, P.; Racakova, V.;
Korabecny, J.; Gorecki, L.; Mezeiova, E.; Psotka, M.; Jun, D.; Kuca, K.; Musilek, K.*
Synthesis, in vitro screening and molecular docking of isoquinolinium-5-carbaldoximes as
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase reactivators. Journal of Enzyme Inhibition
and Medicinal Chemistry. 2020, vol. 35, no. 1, p. 478-488.
https://doi.org/10.1080/14756366.2019.1710501 IF019 = 4.673, Q1 9/61 (Medicinal
Chemistry), Q2 72/297 (Biochemistry & Molecular Biology)

5. Bautista-Aguilera, 0. M.; Ismaili, L.; Chioua, M.; Andrys, R.; Schmidt, M.; Bzonek, P.;
Martinez-Grau, M. A.; Beadle, C. D.; Vetman, T.; Lopez-Munoz, F.; Iriepa, |.; Refouvelet, B.;
Musilek, K.*; Marco-Contelles, J.* Acetylcholinesterase Inhibition of Diversely
Functionalized Quinolinones for Alzheimer’s Disease Therapy. International Journal of
Molecular Sciences. 2020, vol. 21, no. 11, p. 3913. https://doi.org/10.3390/ijms21113913
IF2019 = 4.556, Q1 74/297 (Biochemistry & Molecular Biology), Q2 48/177 (Chemistry
Multidisciplinary)
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Clanky odoslané do ¢asopisov ($tudenti poddciarknutie):

6. Nepovimova, E.; Svobodova, L; Dolezal, R.; Hepnarova, V.; Junova, L.; Jun, D.; Korabecny,
J.; Kucera, T.; Gazova, Z.; Motykova, K.; Kubackova, J.; Bednarikova, Z.; Janockova, J.; Jesus,
C.; Cortes, L.; Pina, J.; Rostohar, D.; Serpa, C.; Soukup, O.; Aitken, L.; Hughes, R.E.; Musilek,

K.; Muckova, L.; Jost, P.; Chvojkova, M.; Vales, K.; Valis, M.;

Chrienova, Z.; Chalupova, K.;

Kuca, K.* Bioorganic Chemistry, submitted. IF2019 = 4.831, Q1 8/57 (Organic Chemistry), Q1

66/297 (Biochemistry & Molecular Biology)

Splnéni kontrolovatelnych vysledkii feseni.

Uvedte jen vystupy, které vznikly na zdkladé feSeni tohoto projektu. Dale uvedte, zda byly
publikace skute¢né zadany do OBD s vazbou na RIV.

Tab. 1 Sumar vystupu Feseni projektu

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

Hodnocené vystupy projektu

Jimp (databdze WoS) 0 5 5 Jimp vyslo, 1
odoslany do ¢asopisu
typu Jimp

Jsc (databaze Scopus)

B (recenzovana odborna kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Pocet hodnocenych vysledkii 0 5 pavodni plan 3 Jimp

Nehodnocené vystupy projektu

Pocet obhajenych dizertacnich praci

Pocet obhajenych diplomovych praci 2 3

Pocet nehodnocenych vysledku 2 3 pavodni plan 3

Ke zpravé prilozte:

a) kopie publikacnich vystupl,

b) vypis z OBD — vystupy podporené timto projektem,

Datum: 30. 11. 2020

Podpis odpovédného resitele:

* Pouze renomovand nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.




