Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu — zakazka 2115.
Nazev projektu: Vyvoj metod pro stanoveni Cistoty pyridiniovych oxima

Specifikace reSitelského tymu:
Odpovédny resitel: doc. RNDr. Vlastimil Dohnal, Ph.D. et Ph.D.
Clen tesitelského tymu, student PfF UHK: Bc. Michal Brodsky

7 vz

Celkova castka pridélené dotace: 234 861 K¢

Strucny popis postupu pfi FeSeni projektu:

Nervové paralytické latky (sarin, soman, VX) a organofosforové pesticidy (chlorpyrifos,
methamidofos) predstavuji vysoce toxické slouceniny, inhibujici v organizmu enzymy
acetylcholinesterasu (EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesterasu (EC 3.1.1.8). Jako antidota otrav témito
latkami jsou vyuzivany reaktivatory cholinesteras ze skupiny pyridinovych aldoximi, komeréné
jsou dostupné latky pralidoxim, methoxim, trimedoxim, asoxim a obidoxim. Z dostupné literatury
vyplyva, Ze dalSimi vhodnymi kandidaty pro uvedeni do praxe jsou napt. slou¢eniny K027 a K203.
Pred zavedenim lécivych pfipravkd s obsahem uvedenych reaktivator( je zapotrebi mit vhodné
analytické metody umoziujici ovéfit Cistotu pouzivanych sloucenin. Doposud popsané metody
jsou jiz zastaralé nebo jsou vypracovany pouze pro jedinou molekulu.

Stavajici analytické metody pro stanoveni Cistoty jsou zaloZeny na separaci ion-parovou
chromatografii v pfitomnosti povrchové aktivnich latek. Takova separace je sice Uc¢inna, nicméné
v jejim pribéhu dochazi k tvorbé rlznych artefaktll. Mezi né patfi napriklad situace, kdy je pro
jednu latku detekovano vice pikd. Vyuziti ionparovych Cinidel sebou prinasi i dalsi nevyhodu, a to
nemoznost detekce a identifikace jednotlivych latek a jejich necistot pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Na zakladé predbéinych vysledkd ziskanych odpovédnym fesitelem pfi méreni chovani
chemickych latek patficich do stejné skupiny je zfejmé, Ze k separaci jednotlivych pyridinovych
aldoxim0 bude moiné vyuZit chromatografickou kolonu s novym typem stacionarni faze,
konkrétné s pentafluorofenylpropylovou modifikaci. Tento typ stacionarni faze je schopen
retence kladné nabitych bazickych latek, mezi néz patfi i pyridiniové aldoximy, a to bez nutnosti
pouziti detergentd, které znemoznuji ndslednou detekci hmotnostnimi detektory.

K feSeni projektu bude vyuZito vysoce ucinného kapalinového chromatografu s detekci
v ultrafialové oblasti. Vzhledem k tomu, Ze zkoumané latky vykazuji v této ¢asti spektra relativné
silnou absorpci, nebude nutné pouZivat jiné zplsoby jejich detekce. Béhem vyvoje metod bude
testovano nékolik druhd mobilnich fazi scilem nalezeni té nejvhodnéjsi pro fesSeni dané
problematiky. Probéhne vyvoj novych analytickych metod pro stanoveni danych analytl a
eventuelné i nasledné jejich adaptace pro detekci hmotnostnim detektorem. Tato ¢ast by
probéhla ve spolupraci s Fakultou vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany.

Cile projektu:

Cilem projektu je vyvoj novych analytickych metod vyuZivajicich instrumentaci HPLC/UV-
VIS pro hodnoceni Ccistoty vybranych reaktivatorl cholinesteras (pralidoxim, methoxim,



trimedoxim, asoxim, obidoxim, K027 a K203), vyuZitelnych pro optimalizaci jejich syntézy a
ovéreni Cistoty pri vyvoji a vyrobé antidotnich prostredk.

Postup prace:
Dle predloZzeného harmonogramu byl pldnovan nasledujici casovy sled:

- reSerSe nejnovéjsiho vyvoje v oblasti separace pyridinovych aldoximU (bfezen —
kvéten 2012)

- ndkup potifebného materidlu (bfezen —duben 2012)

- provedeni experimentl (Cerven — Fijen 2012)

- zpracovani vysledkl a dokonceni experimentt (listopad a prosinec 2012)

Harmonogram feseni projektu byl zpocatku plnén, probéhla reSerSe vyvoje v dané oblasti za
posledni mésice a jesté v lednu pfipraven presny seznam materidlu, ktery bude pro feseni grantu
potfeba véetné nabidek jednotlivych firem. Na zakladé pokynl vedeni nebyly objednavky
odeslany a nakupy byly odlozeny na brezen, kdy zacala platit nova pravidla nakupu. V dasledku
zmén v zakoné, tykajictho se ndkupl na univerzité, doslo k paralyze celého projektu. Na
univerzité nebyla autorita ani zavedeny postup, ktery by dokdzal provést nakup jakéhokoliv
materidlu potifebného pro feSeni grantu. Od brezna do fijna probéhla, neldspésné, vybérova
fizeni na nakup materidlu. Tento stav trval prakticky az do konce listopadu. Teprve pak bylo
nalezeno Fedeni a bylo moiné provést nakup materidlu. Re$eni projektu probé&hlo tedy za
spoluprace s jinymi pracovisti. Experimentalni ¢ast probihd teprve od zafi a vysledky jsou
prabézné zpracovavany a publikovany.

Splnéni kontrolovatelnych vysledku Feseni:

V ramci projektu bylo deklarovdno publikovani 2 praci s impakt faktorem. Prvni z praci, vénujici
se vyvoji metodiky, byla jiz akceptovana k otisténi v ¢asopise Journal of Chromatographic Science
(IF = 0,884). Clanek viz ptiloha. Na této ¢asti se podilel student mensi mérou, proto neni uveden
na publikaci.

Data pro druhy ¢lanek, ktery se zabyva stabilitou sledovanych latek ve vodnych roztocich pfi
rdzném pH a skladovacich podminkach, jsou vlivem zpoZdéni méfena v soucasné dobé. Zde jiZ je
student plné zapojen a bude pfirozené soucdsti autorského kolektivu. Pfredpokladané dokonceni
méreni a pfipraveni rukopisu je v pribéhu brezna/dubna.

Hospodareni:

Polozka Plan Skutecnost
Osobni  naklady (stip. + | 10000 9 489,59
odvody)

Materialové naklady 224 861,00 225 478,84
Dalsi naklady 0 0

Cestovné 0 0

Celkem 234 861,00 K¢ 234 968,43 K¢




Rozpocet projektu byl precerpan o 107,43 K¢, coZz bylo zplsobeno nepresnym odhadem
materidlu nakupovaného na konci kalendarniho roku.

Podrobny rozpocet ocekavanych vydajti:

a) osobni naklady a jejich strucné zdlvodnéni
odména resiteli véetné odvodl 4 000 K¢

b) stipendia a jejich stru¢né zdtvodnéni
odmeéna pro studenta (stipendium) 6 000,- K¢

c) materialové naklady a jejich stru¢né zdlvodnéni
nakup laboratorniho materialu - celkem 225 478,84 K¢

Vzhledem k nemoznosti nakupu nékterych polozek (tfepacky, topné desky), u kterych by bylo
nutné pockat na rozjeti dynamického nakupniho systému (predpokladany nakup by se odehral
v terminu 1-2/2013) doslo ke zméné nékterych polozek a po konzultaci nakoupen spotiebni
materidl a lampa do detektoru kapalinového chromatografu jako ndhrada za pQvodni, kterd méla
jiz nizkou intenzitu svételného toku.

d) dalsi naklady a jejich stru¢né zdlvodnéni

nebyly planovany ani realizovany dalsi naklady

f) doplnikové (rezijni) ndklady nebo vydaje v souladu s ptislusnym fidicim aktem UHK
nebyly planovany ani ¢erpany

g) cestovné a jeho strucné zdivodnéni

nebylo planovano ani ¢erpano

Prilohy:

a) kopie publikaéniho vystupu

b) vysledovka z ekonomického informacniho systému Magion — vyuctovani dotace
c) tabulky Cerpani finan¢nich prostedkl v K& a Sumar vystupd feseni projektu

Datum: 3. 1. 2013 Resitel: doc. RNDr. Vlastimil Dohnal, Ph.D. et Ph.D.



PFiloha 3: Cerpdni finanénich prostiedkd v K& a Sumar vystupt fedeni projektu

Cerpani finanénich prostiedkl v K&

Polozka Plan Skutecnost

Stipendia 6000 6000

Odmény a DPP, DPC 2596 2596

Zakonné zdravotni a socidlni pojisténi 1404 893,59

Celkem osobni naklady 10000 9 489,59

Spotieba materialu celkem 224861 225478,84

Drobny hmotny majetek 106938 61296

Sluzby celkem 0 0

Cestovné celkem 0 0

Celkové naklady 234861 234 968,43 K¢

Sumar vystupti feSeni projektu

Typ vystupu Plan Skutecnost | Poznamka (napf. vyslo,
ptijato, v redakénim
fizeni apod.

Pocet ¢lenli Fesitelského tymu Eerpajicich 2 2

mzdové prostiedky

Z toho studenti 1 1

Pocet dizertacnich praci 0 0

Pocet diplomovych praci 0 0

Zarazeno do kategorie excelence 0 0

Jimp - vystup v impaktovaném ¢€asopisu 2 1 1x prijato; data pro
druhou jsou v sou¢asné
dobé mérena

J — ostatni odborna periodika 0 0

B — odborna kniha 0 0

C - kapitola v odborné knize 0 0

D - ¢lanek ve sborniku 0 0

F — uzitny vzor aj. 0 0







