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Na zacatku projektu jsme se zaméfili na vybér vhodného zdroje hmyzi
acetylcholinesterasy (AChE). Na zakladé informaci z literatury a dostupnosti v Ceské
republice byla jako zdroj AChE zvolena moucha domaci (Musca domestica).

Nésledné byl vyvinut a optimalizovan postup pro piipravu homogenatu z musich hlav.
Pro naSe potieby bylo homogenizovano 30 hlav v2 ml 0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,4
s obsahem 10 % tritonu X-100. Takto pifipraveny homogenat byl nasledné zbaven pevnych
¢asti centrifugaci a Ellmanovou metodou v ném byla prokazana aktivita acetylcholinesterasy.

Protoze homogenat obsahuje krom& AChE také dalsi proteiny a lipofilni latky, bylo
pro naSe potfeby nutné AChE purifikovat. K tomuto ucelu jsme vyuzili principu afinitni
chromatografie. Jako sorbent nam poslouzila Sepharosa 6B s navazanou epoxy skupinou,
ktera byla modifikovana inhibitorem acetylcholinesterasy a umisténa v malé kolonce. Pro
vyvazani enzymu ze ziskaného afinitniho sorbentu jsme vyzkouSeli dva pfistupy, eluci
pomoci nadbytku substratu a pomoci inhibitoru takrinu. Ukazalo se, ze eluce takrinem je
problematicka, protoze i po nasledné dialyze inhibované AChE se nam nepodafilo ziskat
aktivni enzym. Divodem byla pravdépodobné silné vazba inhibitoru v aktivnim misté. Proto
jsme pfristoupili k vytéstiovani enzymu navazaného na sorbent substratem AChE
acetylcholinem. Byly pouzity koncentrace 15 mM, 20 mM a 30 mM acetylcholin jodidu,
nejvetsi vytézky byly pozorovany u 30 mM koncentrace. Pii dalsi praci s izolovanym
enzymem byla zjiSténa nizka stabilita purifikované AChE a omezena Zivotnost Sepharosové
kolonky.

Doslo tedy k upravé postupu pii zpracovani homogenatu, ktery byl pfedcistén pired
aplikaci na afinitni kolonku filtraci. Dale bylo pfistoupeno k pravidelnému ¢isténi kolonky 6
M guanidin hydrochloridem, kdy se nam podafilo jeji zivotnost prodlouzit. Zachovani
stability a aktivity purifikované AChE je vsak dale predmétem optimalizace metody.

Velka ¢asova naro¢nost izolace a malé mnozstvi zpracovaného objemu homogenatu
nas vedlo k myslence vyuziti flash chromatografie pro zpracovani vétsiho objemu
homogenatu a tim i ziskani vétsiho mnozstvi AChE. Pfi pfenosu metodiky a praci s vétsimi
objemy jsme se potykali s vysokym tlakem v systému, ktery byl zplsobenym nizkou
porovitosti a tim i1 prostupnosti naSeho sorbentu pro homogenat. Pfistoupili jsme tedy
Kk vyraznému zkraceni kolony, snizeni pritoku mobilni faze avSak problém sSe tim nepodatilo
vyftesit.

Ve druhé fazi mého specifického vyzkumu meélo byt na Cistém enzymu provedeno
hodnoceni inhibitortt cholinesteras na bazi derivatd takrinu a 7-methoxytakrinu,



monokvartérnich a biskvartérnich amoniovych soli odvozenych od pyridinu a akridinu.
Bohuzel kvuli vétsi ¢asové naro¢nosti a vzniklym problémim béhem purifikace AChE se
nam jesté¢ nepodafilo izolovat dostatecné mnozstvi Cistého a aktivniho enzymu, potiebného
K testovani potencialnich pesticidi. Tyto experimenty budou proto provedeny v roce 2015.

Splnéni cila FeSeni a pFinos projektu.
Podaftilo se nam splnit ¢ast vytycenych cilli a to vypracovani metodiky pfipravy hmyziho
homogenatu. Nésledna purifikace AChE zhomogenitu se vSak wukdzala daleko
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testovani potencionalnich pesticidi na musi AChE. V souvislosti s absenci experimentalnich
dat bude také souvisejici publikace vydana v pfistim roce.

Splnéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni.

Uved'te predevsim, publikace, které vznikly na zéklad¢ feSeni projektu. Dale uved'te, zda byly
publikace skute¢né zadany do OBD s vazbou na RIV.

Tab. 1 Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu Plan Skute¢nost | Poznamka (napf.
vyslo, prijato,
v redakénim
Fizeni apod.

Pocet dizertacnich praci 0 0

Pocet diplomovych praci 0 0

Zatazeno do kategorie excelence 0 0

Jimp - vystup v impaktovaném ¢asopisu 1 0 Absence
experimentalnich
dat

Jsc — vystup v databazi Scopus 0 0

Jneimp — vystup v databazich Scopus a WOS 0 0

Jrec — vystup v recenzovaném ¢asopisu 0 0

B — odborna kniha 0 0

C — kapitola v odborné knize 0 0

D — ¢lanek ve sborniku 0 0

Pocet vysledki celkem 1 0

Podrobné zdivodnéni vydaji a doloZeni dodatecnych Zadosti o zménu rozpoctu:

a) osobni naklady (mzdy, odmény; odvody na zdravotni, socialni a urazové pojisténi; tvorba
socidlniho fondu, dohody o provedeni prace a dohody o pracovni €innosti) a jejich stru¢né
zdivodneéni,

Osobni naklady byly ¢erpany v souladu s planem.

b) stipendia a jejich stru¢né zdtivodnéni
Stipendia byla ¢erpana v souladu s planem.

c) spotiebni material (vydaje na pofizeni kancelarskych potieb a ostatniho spotiebniho
materialu) a jejich struéné zdivodnéni
V polozce spotfebni material doslo ke zméné Cerpani. Diivodem byla neschopnost firmy
dodat lidskou acetylcholinesterasu. Byla podana zadost o zménu rozpoCtu a penize byly
vyuzity na nakup chemikalii, spotiebniho materialu a kancelarskych potieb.



d) drobny hmotny majetek a jejich stru¢né zdivodnéni,
Finance byly ¢erpany na externi harddisk, ktery bude slouzit k uchovavani naméfenych
dat. Protoze disk byl na zakladé vyberového fizeni pofizen za nizs§i cenu nez bylo ptivodné
planovano, byla zbyla Castka pievedena do polozky spotiebniho materidlu viz. zaddost o
zménu rozpoctu v piiloze.

e) dalsi naklady a jejich stru¢né zdtivodnéni
Dalsi naklady se nevyskytly.

f) naklady nebo vydaje na sluzby a jejich struéné zdivodnéni
V souladu s planem byla zakoupena licence GraphPad Prism V6 softwaru, ktery bude
slouzit k vyhodnoceni laboratornich vysledku. Pofizovaci cena byla niz$i, nez se
planovalo, a tak zbyl¢é prostiedky byly pievedeny do polozky spotifebni material.

g) dopliikové (rezijni) naklady nebo vydaje v souladu s ptislusnym fidicim aktem UHK

h) cestovné a jeho struéné zduvodnéni.

Tab. 2 Cerpani finanénich prostiedkii v K&

Polozka Plan ZAadost 0 zménu Skute€nost
rozpoctu

Pocet clent tesitelského 1 1 1

tymu Cerpajicich mzdové

prostiedky

Pocet studentti Cerpajicich 1 1 1

mzdové prostredky

Stipendia 17 000 17 000 17 000

DPP, DPC - studenti 0 0 0

Odmény, DPP, DPC - 3601 3601 3601

ostatni

Zakonné zdravotni a 1899 1899 1899

socialni pojisténi

Celkem osobni naklady 22 500 22 500 22 500

Spotiebni material 61 000 63 219 62 183,03

Drobny hmotny majetek 2 000 1694 2777

Materialové naklady 63 000 64 913 64 960,03

celkem

Sluzby celkem 13 500 11 587 11 587

Cestovné celkem 0 0 0

Celkové naklady 99 000 K¢ 99 000 K¢ 99 047,03 K¢
Piilohy:

a) vysledovka z ekonomického informacniho systému Magion — vyaétovani dotace.

Datum: Podpis odpoveédného fesitele



