Ptiloha ¢. 3

Pribézna vyrocni zprava projektu specifického vyzkumu v roce 2016,
zakazka ¢. 2113

Nazev projektu: Studium vybranych expozi¢nich zdroja ochratoxinu A a prevalence
ochratoxinu A, citrininu a aflatoxinu M1 v biologickém materialu pacientta s diagnézou
nadori ledvin a vyvodnych mocovych cest

Specifikace FeSitelského tymu

Odpovédny fesitel: RNDr. Jakub Toman

Studenti doktorského studia na UHK: -

Studenti magisterského studia na PfF UHK:
Bc. Katetina Kotalova — 1. rocnik NMgr. Systematicka biologie a ekologie; S15SBIO0SNP
Bc. Martin Sramek - 2. roénik NMgr. Systematické biologie a ekologie; S14BI010NP

Dalsi vvzkumni pracovnici: doc. RNDr. FrantiSek Malii Ph.D.
doc. MVDr. Vladimir Ostry, CSec.

Celkova ¢astka pridélené dotace: 225 527, - K¢

Datum zahajeni eSeni projektu: 1. 3. 2016

Piredpokladané datum ukonéeni FeSeni projektu: 30. 11. 2017
Stru¢ny popis postupu pri FeSeni projektu (max. 2 strany).

a. Stanoveni OTA ve vybranych farmaceutickych bylinach a ¢ajich a studium prechodu
(transferu) OTA z vybranych farmaceutickych bylin a ¢ajit do napojt, infuzi, nalevii, odvara ¢i
tinktur

b. Komplexni analyza a studium prevalence nefrotoxickych mykotoxinia (OTA, CIT, AM: a jejich
metabolitll) v biologickém materialu u pacientt s nadory ledvin a vyvodnych mocovych cest.

Odbér vzorku

a) Vzorky farmaceutickych bylin byly odebrany v obchodni siti v CR s vyuZitim piistupu k
odbéru provadéném v tzv. ,,Total diet study“. Sbér vzorku Astragalus mongholicus, Withania
somnifera, Glycyrrhiza glabra, Curcuma longa, Zingiber officinale a Panax ginseng.
Vyjimkou je Lycium chinense, probihal v prab&hu roku 2016, bylo vybrano nékolik sbérnych
mist a vzorky se odebiraly v riznych gramézich a SarZich aby bylo docileno riiznorodosti
vzorki. Infuze, nalevy ¢i odvary byly pfipraveny podle pokyni vyrobce.

b) Nemocnym jsou 48-24h pted operaci odebirany vzorky moce (24 h odbér) a dale krve; pti
operaci pak vzorky ledviny a nadorové tkan€. V ramci studie jsou vysetfeny vzorky
biologického materialu od 50 pacientti obou pohlavi, nejlépe ve véku v rozsahu 40-65 let. Do
studie jsou vybrani nemocni s nekomplikovanym prubéhem operace, dale s neptitomnosti
metastdz a celkového metabolického rozvratu a kone¢né bez kardiovaskularnich komplikaci.
Na Etickou komisi FN HK byl ptfedlozen design studie a pro nemocné byly vypracovany
nasledujici dokumenty: informace pro nemocného, informovany souhlas nemocného a
kone¢né je zjistovana skladba (jidelni¢ek) konzumovanych potravin béhem hospitalizace.



Sbér vzorkl biologického materidlu neni jednoduchy a stidle na Urologické klinice FN v
Hradci Kralové probiha.

Odbér a zpracovani krve: 48-24 h pted operaci je pacientim odebrano celkem 25 ml krve
(Pozn.: 1 x 15 ml celé krve bude zamrazeno. Ze zbylych 10 ml krve jsou ziskany cca 2 ml
plazmy, zamrazeny na — 20 °C a nasledn¢ odesilany do Némecka). Odbér moce: 48-24 h pred
operaci je pacientim odebrana moc¢. Diuréza u zdravého ¢lovéka Cini cca 1,5 1 moce/24h.
Pozn.: Jednotlivé 24 h vzorky moce jsou dobfe promichany a rozdavkovany, nasledné
zamrazeny a odeslany-a to dle schématu: 1 x 15 ml - Némecko, 4 x 50 -60 ml moce - z toho: 1
x SZU Praha, pracovisté Brno, 1 x ZU Usti n/L, pracovist¢ HK - NRL - vySetfeni pH moce,
kreatininu, objemu moc¢e v ml a hmotnosti moce v g, 1 x zalohovany vzorek (NRL HK- pro
opakovani separaci). Odbér tkané postizené ledviny tkané nadoru: Pti operaci jsou odebrany
pacientim vzorky postizené ledviny a nadorové tkané o hmotnosti (cca 1,5-3 g), ulozeny v
RIA laboratofi na OKB ve FN HK pii - 80 °C.

Stanoveni OTA, ochratoxinii ¢i metabolitii, CITa jeho metabolitu a aflatoxinu M1

a) Ve vzorcich farmaceutickych bylin a ¢aji, dale nalevech, odvarech, infuzich ¢i tinkturach z
nich pfipravenych byly stanoveny metodou HPLC-FLD po predchozim pied¢isténi na
fenylsilanovych a nasledné imunoafinitnich kolonkach (Zimmerli & Dick, 1995; Entwisle et
al., 2001).

b) Vysetteni OTA ve vzorcich mofe nemocnych metodou LC-MS/MS ve spolupraci se
Statnim zdravotnim ustavem v Praze, Centrem zdravi, vyzivy a potravin v Brné, pfipadné
AFMI v mo¢i (ELISA) (doc. Ostry), metodou HPLC-FLD Vysetrem OTA a jeho metabolitd v
krvi, tkani postizené ledviny a nadoru ledvin, ddle AFM1 v moci (Jager et al., 2014) - a to ve
spoluprac1 s ZU Usti nad Labem, pracov1ste HK (ing. Roubal). V moci a krevni plazmé v
Dortmundu budou stanoveny pomoci LC-MS/MS CIT a dihydrocitrinon (Leibniz Research
Centre for Working Environment and Human Factors, Dortmund). Vzhledem ke zpracovani
biologického materidlu a mykotoxinii a zpracovani AFMI1 (dozorovaného ze Zakona
281/2002 Sb. SUJB, Oddéleni pro kontrolu zakazu chemlckych a biologickych zbrani) budou
separace a stanoveni op€t provadény v NRL pro mykotoxmy pfi Zdravotnim ustavu v HK ¢i v
NRC, SZU v Brng (ELISA). Tato pracoviSte majl pro tuto praci vyhovujici podminky,
opravnéni ze zakona, jsou dozorovana SUJB a navic maji tyto metody akreditovany u CIA,
analyzuji okruzni mezilaboratorni vzorky, napt. v ramci FAPAS z Velké Britanie. Jejich
vysledky jsou spravne, presné a validni.

Casovy plan:

Stanoveni OTA a jeho metabolitil v ¢ajich a piechody byly dofeSeny v r. 2016. V bylinach a
ptechody do bylinnych napoju byly feseny ¢aste¢né v roce 2016 a definitivné budou dofeseny
az vtomto roce, tj. 2017. Stanoveni OTA, dalSich ochratoxinti a jejich metaboliti, dale
citrininu, dihydrocitrinonu a aflatoxinu M1 budou feSeny hlavné v druhé casti projektu
(2017), jsou dlouhodobéjsiho charakteru a realné vysledky budou prezentovany mozna v
tomto (2017), ¢i spiSe v dal§im roce (2018) v ramci Ph.D. studia — v zavislosti na odbéru
dostate¢ného poc¢tu vhodnych vzorkt a ziskani relevantnich namétenych dat.

Splnéni cila FeSeni a piinos projektu.

a) Stanoveni OTA v ¢ajich je ukonceno, a i napoje z Caje pripravené zméteny, transfer OTA
zjistén a vysledky jako ¢lanek poslany do impaktovaného Casopisu (Cekdme na vyjadieni),
zarovenl vysledky prezentovany na zahranicni konferenci Mykotoxiny 2016 v Bratislavé.
Stanoveni OTA ve farmaceutickych bylinach — vzorky sbirany a obsah OTA zméien, dale
zméten 1 prechodovy faktor do odvari a tinktur z né€kterych bylin, ve vyzkumu a v dalsi praci
bude nutné jesté dale pokracovat. Dale byly dokoupeny dalsi byliny (Bacopa monnieri) pro
dalsi stanoveni OTA, screening jiz probéhl a odvary budou zmétfeny v rdmci diplomové prace.



Ihned potom budou vysledky zpracovany do podoby impaktovaného ¢lanku. Diléi vysledky
byly jiz ale publikovany jako poster na 38th Mycotoxin Workshop v Berling.

b) Odbéry vzorki jsou v soucasné dobé dokoncovany, OTA v moci a krvi zméten a vysledky
vyhodnoceny, stejné tak AMy, CIT a HO-CIT. Dil¢i predbézné vysledky budou publikovany
jako poster na 39th Mycotoxin Workshop v Bydgoszci. Dalsi méfeni vybranych metabolitt
ochratoxinid probéhnou v ramci odborné staze v Gottingenu na LC-MS-MS high resolution.

Splnéni kontrolovatelnych vysledkii FeSeni.

Uvedte jen vystupy, které vznikly na zakladé feSeni tohoto projektu. Déle uvedte, zda byly
publikace skute¢n¢ zadany do OBD s vazbou na RIV. Uved'te, které dalsi vystupy planujete
do konce feseni projektu.

Tab. 1 Suma¥ vystupi FeSeni projektu®

Typ vystupu Plan SpInéno | Plin do | Poznamka
v Zadosti konce (napf¥-. vyslo,
0 projektu | prijato,
projekt V redakénim
Fizeni apod.
Pocet obhédjenych dizertacnich praci 1 - - V priitbéhu
Pocet obhajenych diplomovych praci | 2 - 2 oba studenti
prodluzuji
Pocet Jimp (databaze WoS) 4(5) 2 4 2 vysly, z toho

1 zatim pouze
elektronicky,
vyjde v 1. &isle
roku 2017, 1
V Fizeni, 1
pripravovan k
odeslani

Pocet Jsc (databaze SCOPUS)

Pocet Jneimp (databaze ERTH PLUS)

Pocet Jrec (seznam ceskych rec. €as.)

Pocet B (odborna kniha)

Pocet C (kapitola v odborné knize)

Pocéet D (Clanek ve sborniku) 2 2 2
Poster na zahrani¢ni konferenci 1 2 2
Pocet vysledkt celkem 10(11) 6 10

Podrobné zdiivodnéni vydaji a doloZeni dodate¢nych Zadosti o zménu rozpoctu:

1V pripadég, Ze vznikly typy vysledkd neuvedené v tabulce, ptridejte si do ni radky. Pfesna definice
Definice jednotlivych typt vysledki viz Metodika hodnoceni VaVal



b)
c)

d)
€)

9)
h)

osobni naklady (mzdy, odmény; odvody na zdravotni, socialni a Grazové pojisténi; tvorba
socialniho fondu, dohody o provedeni prace a dohody o pracovni ¢innosti) a jejich strucné
zduvodnéni,

stipendia a jejich stru¢né zdtvodnéni,

spotiebni material (vydaje na pofizeni kanceldiskych potieb a ostatniho spotfebniho
materidlu) a jejich stru¢né zdavodnéni

drobny hmotny majetek a jejich stru¢né zdlivodnéni,

dalsi naklady a jejich stru¢né zdivodnéni,

naklady nebo vydaje na sluzby a jejich stru¢né zdivodnéni,

dopliikové (rezijni) naklady nebo vydaje v souladu s ptislusnym fidicim aktem UHK,
cestovné a jeho stru¢né zdiivodnéni.



Podrobny rozpocet o¢ekavanych vydaji:

Polozka

Castka

1) osobni naklady

Odmeéna vedoucimu doktorského studia

3350,- K¢

2) stipendium

Stipendium 10 000,- navySené o cestovné na
konferenci 38th Mycotoxin Workshop —
Berlin 2 900,-; cestovné — odvoz vzorku do
Brna 500,-; ID - S14BI001DP, bankovni
spojeni: 107-3405850277/0100

13 400,- K¢

3) materialové
naklady

a) hmotny majetek

Kolona Inertsil ODS-3V, 150x4,6 mm, po
ukonceni projektu ziistane v majetku KBiol a
bude dlouhodobé vyuzita k dalsimu vyzkumu-
provadeni analyz.

17 550,- K¢

Kolona ProntoSIL 120 C18 H, 3 um, 250 x
4,0 mm, po ukonceni projektu ziistane v
majetku KBiol a bude dlouhodobé vyuzita
K dalsimu vyzkumu- provadéni analyz.

15 350,- K¢

Drzéak ptedkolony (Phenomenex): Security
Guard Guard Cartridge Kit Ea: 10ks, po
ukonceni projektu ziistane v majetku KBiol a
bude dlouhodobe vyuzita k dalsimu vyzkumu-
provadeni analyz.

5 200,- K¢

Ptedkolona (Phenomenex): Security Guard
Cartridges C18, ID 4x3 mm, po ukonceni
projektu ziistane v majetku KBiol a bude
dlouhodobé vyuzita k dalsimu vyzkumu-
provadeni analyz.

10 191,- K¢

Ttepacka Heidolph Reax Multi (pro
centrifugacni nadobky), po ukonceni projektu
zustane v majetku KBiol a bude dlouhodobé

vyuzita k dalSimu vyzkumu- provadeni analyz.

39 204,- K¢

3) materialové
naklady

b) spoti‘ebni material

Suchy led — na ptepravu biol. vzorkl do
zahranici

500,- K¢

dusik, ti.¢.5, 20 1 tlakova lahev,

3900,- K¢

metanol 4 x 2,5 I; VWR, HPLC Gradient
Grade

1000,- K¢




plastové nadobky sterilni PP pro objemy 1 000,- K¢

vzorkl 50 x 15 ml a 50 x 50 mli

Ochraprep kolonky 1 baleni - 50 ks 25 000,- K¢

2x baleni Citritest kolonky 20 000,- K¢

2x Standart ochratoxinu B 12 500,- K¢

Standart ochratoxinu o 6 250,- K¢
4) vydaje (naklady) na | Konferen¢ni poplatek - 38th Mycotoxin 2 800,- K¢
sluzby Workshop — Berlin — odpovédny fesitel

Konferenéni poplatek - 38th Mycotoxin 5272,-K¢e

Workshop — Berlin — vedouci doktoranda

Ubytovani v ramci konference 38th 3260,- K¢

Mycotoxin Workshop — Berlin + méstska dan

— odpovédny fesitel

Poplatky za publikace 20 000,- K¢

Transport biologickych vzorki 5000,- K¢

prostiednictvim spolecnosti DHL Express

(zésilka se suchym ledem doruceni do 12 hod

nasledujici pracovni den po odeslani)

do Némecka (Dortmund)

Tisk posteru pro 38th Mycotoxin Workshop 900,- K¢
5) cestovné cestovné na konferenci 38th Mycotoxin 2 900,- K¢

Workshop — Berlin — vedouci doktoranda

ubytovani v ramci konference 38th 3900,- K¢

Mycotoxin Workshop — Berlin + méstska dan

diety béhem konference 38th Mycotoxin 4 200,- K¢

Workshop — Berlin - vedouci doktoranda

ubytovani v ramci konference Mykotoxiny 1700,-K¢

2016 — Bratislava - vedouci doktoranda

cestovné na konferenci Mykotoxiny 2016 — 1200,- K¢

Bratislava - vedouci doktoranda

Celkem 225 527, - K¢&




Vysledek Cerpani finan¢nich prostiedkli uved’te v jednotné piehledné tabulce 2.

Tab. 2 Cerpani finanénich prostiedki v K&

Polozka Plan Zadost 0 zménu | Skute&nost
rozpoctu

Pocet Clenu fesitelského 0 0 0

tymu Cerpajicich mzdové

prostiedky

Pocet studentt 0 0 0

Cerpajicich mzdové

prostiedky

Stipendia 13 400,- 18 517,- 18 517,-

DPP, DPC - studenti 0,- 0,- 0,-

Odmény, DPP, DPC - 3 350,- 2 500,- 2 500,-

ostatni

Zakonné zdravotni a 0,- 850,- 860,50,-

socialni pojisténi

Celkem osobni naklady 16 750,- 21 867,- 21 877,50,-

Spotiebni material 87 495,- 109 150,57,- 110 857,53,-

Drobny hmotny majetek 70 150,- 35 905,- 36 550,-

Materialové naklady 145 055,57,- 147 407,53

celkem

Sluzby celkem 37 532,- 42 152,- 42 152,34

Cestovné celkem 13 600,- 13 990,- 13 990,-

Ostatni 0,- 2462,43,- 2744,14,-

Celkové naklady 225 527,- 225 527,- 228 171,51,-

*V této sekcei jsou shrnuty finance za bankovni poplatky, haléfové vyrovnani, kurzové ztraty

apod.

Ke zpravé piilozte:

a) kopie publikaénich vystupd,
b) vypis z OBD — vystupy podpofené timto projektem,
c) vysledovku z ekonomického informacniho systému Magion — vyuétovani dotace.

Datum: 3. 1. 2017

Podpis odpoveédného fesitele




