Ptiloha ¢. 3

Priibézna vyrocni zprava projektu specifického vyzkumu
zakazka €. 2106 /2021

Nazev projektu: Vyvoj metod pro analyzu a biochemické testovani metabolitd, lipidd
a xenobiotik
Specifikace Fesitelského tymu

Odpovédny tesitel: Mgr. Petra Liskové, doc. Ing. Miroslav Lisa, Ph.D.

Studenti doktorského studia na UHK: Mgr. Petra Liskova

Studenti magisterského studia na P¥F UHK: Bc. Michaela Dohnalova, Be. ElisSka Hancova,
Bc. Eliska Hordkova, Be. Tereza Langerova, Be. Zdenika Neuerova, Be. Markéta Vesela

Dal3i vyzkumni pracovnici: PharmDr. Rudolf Andrys, Ph.D., Ing. Eva (}iﬂ(ové, Ph.D., RNDr.
Oleksandr Kozlov, Ph.D., doc. Ing. Miroslav Lisa, Ph.D., Mgr. Helena Rehulkova, Ph.D.

Celkova ¢astka pridélené dotace: 197 630,00 K¢
Struény popis postupu pri i‘eSeni projektu (max. 2 strany).

Podobné jako analyticka ¢ast katedry chemie se specificky vyzkum zabyva vyvojem metod pro
analyzu metabolitll, mezi které patii Siroké spektrum nizkomolekularnich latek rizné chemické
povahy. Nékteré prace navazuji na jiz probihajici vyzkum a nékteré naopak oteviraji novou
kapitolu s inovativnim pfistupem k piipraveé nebo analyze metabolitii. Nedilnou soucésti studia
o metabolitech je také biochemické testovani vlivu xenobiotik na bunécné enzymy.

Gangliosidy predstavuji dulezité polarni lipidy, které se ucastni riznych signalnich procesti
v buiikdch a naruSeni jejich metabolismu ma spojitost s fadou zavaznych onemocnéni
centralniho nervového systému. Jejich detailni analyza umoziiuje popis jejich vlivu na vznik
a prabéh takovych onemocnéni. V rdmci diplomové prace byla provedena optimalizace metody
ptipravy vzorku a podminek LC/MS analyzy gangliosidli v mozku experimentdlnich zvifat.
Metoda bude validovana a pouzita pro charakterizaci zastoupeni gangliosidli ve vybranych
vzorcich. Ziskand data budou zpracovana v diplomové praci Bc. Terezy Langerové
s predpokladanou obhajobou v roce 2022.

Spojeni analytickych metod SFC a MS ma velky potencidl pro metabolomickou analyzu
predevsim stfedné polarnich az nepoldrnich latek, protoZe umoziiuje rychlou a detailni analyzu
velkého mnozstvi vzorkii. V ramci prace byla provedena podrobna optimalizace podminek
SFC/MS analyzy s cilem separovat jednotlivé tridy lipida z celkového lipidického extraktu
mozku. Metoda byla validovana a aplikovana na charakterizaci vybranych biologickych
vzorktl. Vysledky byly zpracovany v zdvérecné praci Be. Elisky Hancové a také publikovany
v Casopise Journal of Chromatography A (2021).

V dalsi praci se Be. Eliska Hordkova zabyva syntézou a chirdlni SFC/MS analyzou izomeri
monoacylglycerolll a diacylglycerolli, které jsou soucasti metabolickych drah zejména jako
meziprodukty tvorby fady dileZitych glycerolipidl. Informace o sloZeni izomerti v biologické




tkdni je daleZitd z hlediska jejich rozdilnych vlastnosti. V rdmci prace byla jiz provedena
optimalizace podminek syntézy izomerd diacylglycerolii na zékladé stereospecifické
esterifikace glycerolu mastnou kyselinou. P¥ipravené standardy budou pouZity pro optimalizaci
chirdlni SFC/MS metody. Metoda bude validovéna a aplikovana na charakterizaci vybranych
biologickych vzorki. Vysledky budou zpracovany v diplomové praci (2022).

Na rozdil od piedchozich praci se Bc. Markéta Veseld vénovala problematice imobilizace
enzymi na povrch magnetickych mikroééstic. Nejprve potvrdila moZnost imobilizace lidské
rekombinantni acetylcholinesterasy v aktivni formé& na His-Trap magnetické mikro&astice
a nasledné provedla i biochemické otestovani takto imobilizovaného enzymu. Namérena data
se stala ndplni jeji jiz uspésné obhajené diplomové prace v roce 2021 a dale budou soudasti
védecké publikace, ktera je momentalné ve fazi dokondovani a bude publikovéna v prvni
poloviné roku 2022.

Be. Michaela Dohnalova se ve své diplomové praci zabyvé vlivem halogenovych substituenti
na fyzikélng-chemické a biochemické vlastnosti oximi. Usp&ing jiz potvrdila vliv na hodnotu
pKa istabilitu za fyziologickych podminek. V nasledujicich mésicich provede zbylé
experimenty zejména v oblasti biochemickych vlastnosti analyzovanych oximd. Dosazené
vysledky budou néplni jeji diplomové prace (obhajoba 2022) a ziroveii se stanou soudésti
ptipravované védecké publikace.

Studiem farmakokinetiky oximl v organismu se zabyvala v rdmci své diplomové prace Aneta
Klusofiovd. Vénovala se tématu enkapsulace oximi do kavity kukurbit[7]urilu (CB[7]) za
GiGelem zlepSeni biodostupnosti oxim@ v mozkové tkani. Usp&3ng zavedla extrakéni protokol
oximil a CB[7] z biologickych matric a nasledn& vytvofila LC-MS/MS metodu, diky &emuZ
mohlo byt stanoveno ovlivnéni farmakokinetiky vybranych oximii po enkapsulaci s CB[7] na
mySim modelu. Ziskana data se stala naplni jeji isp&$né& obhajené zavéredné prace a dale hlavni
soucasti védecké publikace v impaktovaném Easopise Molecular Pharmaceutics (2021).

Zcela novy piistup v piipravé vzorku piina$i prace zabyvajici se purifikaci celkového
metabolického extraktu mozku. Metabolicky extrakt obsahuje velké mnoZstvi latek rtizné
velikosti, struktury i chemické povahy, proto by bylo vyhodné takovy vzorek pied samotnou
analyzou zbavit balastl, které jsou ve vzorku nezéddouci a mohou zpiisobovat i zneéi§téni
piistroje nebo chromatografické kolony. Bc. Zdeiika Neuerovd piipravuje svépomoci
minikolonky s rliznymi typy staciondrnich fazi. Pomoci t&chto kolonek je metabolicky extrakt
mozku purifikovdn a sebrané frakce jsou nésledné analyzovdny metodou LC/MS.
Optimalizovand metoda piipravy kolonek se sorbentem bude validovdna a vysledky
zpracovany do diplomové prace (obhajoba 2022).

Splnéni cilii FeSeni a piinos projektu.

Cile projektu byly splnény. Usp&sn& byly optimalizovany nové postupy piipravy vzorkd
i metody pro jejich analyzu. Pomoci validace byla ové&fena spolehlivost t&chto metod a jejich
mozné pouziti pro dal3i biologické experimenty. Byla vyvinuta i zcela novd metoda purifikace
metabolického extraktu, kterd by mohla byt v budoucnu vyuZita pro rychlou tpravu vzorki
pted LC/MS nebo SFC/MS analyzou.

Projekt celkové prispél studentim magisterského studia k rozsiteni odbornych znalosti
a k ziskani novych poznatkil. VSechny nedokondené prace jsou na dobré cesté k tsp&§nému
dokondeni i k moznému pokracovani v doktorském studiu na Katedfe chemie.



Publikované €lanky v ¢asopisech typu Jimp (studenti zvyraznéni):

1. Lisa, M.; Rehulkov4, H.; Han&ov4, E.; Rehulka, P. Lipidomic analysis using
hydrophilic interaction liquid chromatography microgradient fractionation of total
lipid extracts. Journal of Chromatography A. 2021, vol. 1653, no. 462380.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462380
IF2021 = 4,759, Q1 13/78 (Biochemical Research Methods)

2. Andrys, R.; Klusoniova, A.; Lisa, M.; Kassa, J.; 7d’arova Karasova, J. Effect of
Oxime Encapsulation on Acetylcholinesterase Reactivation: Pharmacokinetic Study of
the Asoxime-Cucurbit[7]uril Complex in Mice Using Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry. Molecular Pharmaceutics. 2021, vol. 18(6),

p. 2416-2427.
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.1c00257
IF2021 = 4,939, Q1 69/276 (PHARMACOLOGY & PHARMACY)

Splnéni kontrolovatelnych vysledki feSeni.

Uvedte jen vystupy, které vznikly na zéklad€ feSeni tohoto projektu. Déle uved'te, zda byly
publikace skuteéné zadany do OBD s vazbou na RIV.

U vystupt Jimp a Jsc uved’te do zdvorky planovany a skute¢ny kvartil casopisu.

Tab. 1 Sumai vystupii FeSeni projektu

Typ vystupu Plan Skutecénost Pozniamka
Jimp (databdze WoS) | 2 2xQ1

Jsc (databaze Scopus)

B (recenzovana odbornd kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (Elanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Pocet obhdjenych dizertacnich praci

Pocet obhajenych diplomovych praci 6 1
Pocet vysledki 7

* Pouze renomovana nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.




Vysledek cerpani rozpoctu:

a)  Spotieba materialu (polozka dle IS Magion €. 501):

odpruzeni, kompletné autoklavovatelné bez
nutnosti demontaze, UV rezistentni, snadno
rozebiratelné pro udrzbu bez nutnosti pouziti
jinych nastroji, pozadujeme celkem 3 pipety s
variabilnimi objemy v rozsahu: 0,5-10 pl, 20-200
pl, 100-1000 pl. K pipetam poZzadujeme otoény
pipetovy karusel s drzaky pro umisténi 6 pipet;
CPV: 38437000-7 (Laboratorni pipety a
prislusenstvi)

Materialové naklady Struéné G o
s o N ek . Cena véetné
(nutno soutézit zdtivodnéni Presna specifikace DPH (K¢)
v ramci DNS) nakupu
Vortex V-32 Pfistroj pro Vortex s dotykovym nebo kontinualnim chodem. 5905,00
optimalni Vcetné néstavce PV-32 na 32 zkumavek (0,2 ml,
promichani 0,5 ml, 1,5 ml) a nastavce PL-1 na 1 zkumavku
skupiny (max. 50 ml). MoZnost vybéru dalSich nastavci.
vzorkd pti CPV: 38436000-0 (Ttepacky a prislusenstvi)
extrakei
Sada automatickych Pipety pro Sada automatickych jednokanalovych 22 320,86
pipet s nastavitelnym piesné mechanickych pipet s nastavitelnym objemem,
objemem pipetovani velmi lehkym ovladanim a ovladanim odhazovade
malych $picek jako samostatnym prvkem, odpruzeny
objemt dolni kénus pipety, moznost zablokovani

Spoti‘ebni naklady
(spoti‘ebni a
kanceld¥ské potieby)

Struéné zdivodnéni nakupu

Cena véetné
DPH (K¢)

Spotiebni material

LC kolony, rozpoustédla LC-MS kvality, standardy metabolitti a
lipidd, aditiva, nitrilové rukavice, $picky a dalsi laboratorni plast,
laboratorni sklo, homogenizaéni zkumavky, kuliky pro
homogenizaci, magnetické astice pro imobilizaci enzymd,
sklenéné LC-MS vialky, inserty, septa

145 507,86

b)  Cestovné (polozka dle IS Magion ¢. 512):
cestovné zaméstnancti a jeho struéné zdivodnéni;

Titul, jméno a
piijmeni
zaméstnance

Ubytovani
(cca Ko)

Cestovné
(cca Ko&)

Celkem
(K&)

Stravné
(cca K©)

(N4zev, misto a datum konéni)

0,-

¢)  Ostatni sluzby (polozka dle IS Magion ¢. 518):
naklady nebo vydaje na sluzby a jejich stru¢né zdtivodnéni

Typ sluzby

Struéné zdivodnéni sluzby

Cena véetné DPH (K¢)

0,-




d) Mzdové naklady (polozka dle IS Magion ¢. 521):

Titul, jméno a pFijmeni Odména (K<) Zdavodnéni Celkem (K¢)
0,-
e)  Zakonné pojisténi (polozka dle IS Magion ¢. 524):
Titul, jméno a piijmeni Odvody z odmén 34,52 % (K¢) Celkem (K¢)
0,-
f)  Jiné ostatni naklady (polozka dle IS Magion ¢. 549):
zejména stipendia a jejich stru¢né zdlivodnéni
Stipendium studenti za praci na reSeni projektu
Titul, jméno a Typ studia 3 < <
piijmeni Cislo studenta/ky (Mgr./PhD.) / Obor studia B:nolfzz?l Snp&l(]g)mm
studenta/ky ro¢nik studia pPoJ
Bc. Michaela S20CH007NP NMgr./1. NO0531A13CZTX 2 000,00
Dohnalova
Be. Eligka S20CH008NP NMgr./1. NO0531A13CZTX 2 000,00
Hancova
Be. Eliska S20CHO10NP NMgr./1. N0531A13CZTX 2 000,00
Horakova
Be. Zdeiika S20CHO015NP NMgr./1. N0531A13CZTX 2 000,00
Neuerova
Be. Tereza S20CHO13NP NMgr./1. N0531A13CZTX 2 000,00
Langerova
Be. Markéta S19CHO10NP NMgr./2. 7504TO75 2 000,00
Vesela
Cestovni stipendia studentii
Titul, jméno a | Konferenéni L
;l)li’"l'j]mem' poplatek Ubytovani | Cestovné Stravné Celkem konference (nazev,
Sudeita/ iy (cca K&) (cca K¢) (cca K¢) (cca K¢) (K¢) misto a'datum
konani)
Megr. Petra 5 000,- 5000,- 1 000,- 1 000,- 12 000,- | 22. Skola hmotnostni
Liskova spektrometrie, Srni

g)  Dalsi polozky (uved'te ¢isla dle IS Magion):
dalsi polozky a jejich struéné zdlivodnéni




Vysledek cerpani finanénich prostiedkil uved’te v jednotné piehledné tabulce 2.

Tab. 2 Cerpani finan&nich prostiedki v K&

= Polozka Plan K¢& Zédgst ® | Skute&nost Pozndmka
g zménu

B | Polet €lent fesitelského tymu 0 0

g | Cerpajicich mzdové prostiedky

5]

2

'S | Pocet studentti Cerpajicich 6 6

& | mzdové prostiedky
501 | Spotieba materidlu DHIM 172 930,00 +700,00 | 173 733,72
512 | Cestovné 0 0
518 | Ostatni sluzby 700,00 -700,00 0
521 | Mzdové naklady 0 0
524 | Zakonné pojisténi 0 0
549 | Jiné ostatni naklady (stipendia) 24 000,00 23 913,00
*

Celkové naklady 197 630,00 197 646,72

Ke zpravé prilozte:

a) vypis z OBD — vystupy podpofené timto projektem,
b) vysledovku z ekonomického informacniho systému Magion — vyuctovani dotace.

Datum: 6. 1. 2022 Podpis odpovédného fesitele: &
p p ‘;/\

*V ptipadg potieby piidejte dalsi radky s polozkami dle IS Magion.




Zavéreéna zprava grantového projektu zakazka ¢.2106
(specificky vyzkum v roce 2021)

Nazev projektu: Vyvoj metod pro analyzu a biochemické testovani metabolitd, lipid( a xenobiotik

Vypis z OBD

[1]Lisa, M., Iv{ehulkové, H., Hancova, E., Iv{ehulka, P. Lipidomic analysis using hydrophilic
interaction liquid chromatography microgradient fractionation of total lipid extracts. Journal of
Chromatography A. Elsevier, 2021. 7s.

ISSN: 0021-9673. Kod UT ISI: 000685249900001.

Granty: GA20-12289S.

Spec. vyzkum: S.

Forma: ] CLANEK V ODBORNEM PERIODIKU

(ID: 43877947) (RIV ID: 50018337)

[2]Andrys, R., Klusotiova, A., Lisa, M., Kassa, J., Karasova, Zd’érové, J. Effect of Oxime
Encapsulation on Acetylcholinesterase Reactivation: Pharmacokinetic Study of the Asoxime-
Cucurbit[7]uril Complex in Mice Using Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry. Molecular Pharmaceutics. Washington: Amer Chemical Soc., 2021. 12s.

ISSN: 1543-8384. Kéd UT ISI: 000661309800026.

Granty: GA18-089378S.

Spec. vyzkum: S.

Forma: ] CLANEK V ODBORNEM PERIODIKU

(ID: 43877835) (RIV ID: 50018225) -

o



Univerzita Hradec Kralové

Vysledovka s oekavanymi naklady
Pohyby za obdobi 01 - 12 / 2021

Pracovisté: s V8echny vybrané analytiky
Cinnost: el Vechny vybrané analytiky
Fullcost: RRRERY V8echny vybrané analytiky
Zakazka: 2106 SV Biochemické testovani metabolit( ...
Podzakazka: e VSechny podzakazky
Uget Nazev tétu Ma dati Dal ZUstatek

501 008 Spotifeba materidlu DHIM DU

Pocatecni stav 0,00
MAJ/0407/00039/21 04.10.2021 5 905,00 0,00 Majetek 03- odpisy jednorazovy 10 - DH-P 00022072
501 008 Spotrfeba materialu DHIM DU 5 905,00 0,00 5 905,00

501 099 Spotfeba materialu ostatni DU

Pocateéni stav 0,00

ZAV/0411/00183/21 08.04.2021 11 476,61 0,00 material

ZAV/0411/00263/21 13.05.2021 2 541,00 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00292/21 27.05.2021 2 940,30 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00324/21 07.06.2021 24 851,46 0,00 spotrebni material - michatko, kit,frit only
ZAV/0411/00333/21 08.06.2021 12 342,00 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00388/21 12.07.2021 5 360,30 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00393/21 12.07.2021 8 445,80 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00412/21 16.07.2021 5 082,00 0,00 material - septa, vial
ZAV/0411/00415/21 20.07.2021 20 600,25 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00417/21 21.07.2021 9 158,49 0,00 chemikalie
ZAV/0411/00444/21 09.08.2021 653,40 0,00 chemikalie - filtry 100 ks
ZAV/0411/00474/21 23.08.2021 5 360,30 0,00 chemikalie - methanol
ZAV/0411/00493/21 01.09.2021 1923,90 0,00 chemikalie - kyselina octova
ZAV/0411/00514/21 06.09.2021 22 320,86 0,00 pipetty

ZAV/0411/00609/21 12.10.2021 30 173,53 0,00 material - tube, filter, ferrule, ...
ZAV/0411/00637/21 20.10.2021 5 379,66 0,00 material

ZAV/0411/00789/21 30.11.2021 727,00 0,00 material - samolepici PP
ZAV/0424/00010/21 12.10.2021 -1 508,14 0,00 material

501 099 Spotfeba materialu ostatni DU 167 828,72 0,00 167 828,72

501 Spotieba materialu 173 733,72 0,00 173 733,72

549 006 Jiné ostatni naklady mimor.stip. DU

Pocateéni stav 0,00

BAN/0802/24414/21 22.09.2021 11 913,00 0,00 2 mimoradné stipendium
BAN/0971/00424/21 14.10.2021 12 000,00 0,00 1 mimoradna stipendia
549 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. D 23 913,00 0,00 23 913,00

549 Jiné ostatni naklady 23 913,00 0,00 23 913,00
Naklady celkem 197 646,72 0,00 197 646,72
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Univerzita Hradec Kralové

Vysledovka s ogekavanymi naklady
Pohyby za obdobi 01 - 12 / 2021

Pracovisté: EERE

Cinnost; R,

Fullcost: Ll

Zakazka: 2106

Podzakazka: L
Uget Nazev Gétu

V8echny vybrané analytiky

V8echny vybrané analytiky

V8echny vybrané analytiky

SV Biochemické testovani metabolitdi ...
V8echny podzakazky

Ma dati Dal Zlstatek

691 006 Provoz.dotace véda MSMTspecificky vyzkum

Pocateéni stav
MAN/0910/00007/21 15.02.2021

0,00
0,00 197 630,00 dotace MSMT SVV

691 006 Provoz.dotace véda MSMTspeciﬁc 0,00 197 630,00 197 630,00
691 Pfijaté pfis. mezi z(&t.mezi org.slc 0,00 197 630,00 197 630,00
Vynosy celkem 0,00 197 630,00 197 630,00
Ugetni hospodarsky vysledek: -16,72
Hospodarsky vysledek véetné oekavanych nakladi: -16,72
Ugetni hospodarsky vysledek za vybrané: -16,72
Hospodarsky vysledek véetné ocekavanych nakladil za vybrané: -16,72

Vybérova kritéria (omezeni sestavy se fidf pravy uzivatele herrmma (uvedena v zavorce))

Pracovisté: (04[45|90]*|0447* )
Cinnost; (***1210)

Fullcost:

Zakazka: 2106 (**)
Podzakazka:

Zahrnuty v8echny predpokladané naklady
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