Piiloha ¢. 3

Prubézna vyro¢ni zprava projektu specifického vyzkumu
zakazka ¢. 2103/2021

Nazev projektu: Protein-protein interakce PDZ3 domény v syntetickych fuznich proteinech

Specifikace reSitelského tymu
Odpovédny fesitel: Mgr. Marie Hamsikova
Studenti doktorského studia na UHK: Mgr. Marie Hamsikova

Studenti magisterského studia na PiF UHK: Bc. Petra Biibelova
Dal$i vyzkumni pracovnici: doc. RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D.

Celkova ¢astka pridélené dotace: 188700,-
Struény popis postupu pii FeSeni projektu (max. 2 strany).

Projekt navazoval na vysledky, které vznikly ve spolupraci s Ustavem organické chemie a
biochemie, Akademie V&d Ceské Republiky a rozvijel téma fuznich proteintt (FP), které
obsahuji PDZ3 doménu z proteinu ZO-1 a jejich interakei.

Prvni oblasti vyzkumu byla lokalizace 3 typt dvoudoménovych fiznich proteinli v bun€tné
linii Caco-2, které se lisili obsahem domén, jejich pofadim a typem linkeru, ktery se nachazi
mezi jednotlivymi doménami.

Pro uréent jejich lokalizace v bufice bylo tieba plasmidy nesouci sekvence kodujici jednotlivé
FP s rliznymi afinitnimi znackami (his-tag, FLAG-tag, GFP) transfekovat do vybrané bunécné
linie (Caco-2), aby bylo mozné nasledné sledovat, v které ¢asti se dané proteiny v builkdch
exprimuji. Nejprve byl optimalizovan postup transfekce. Bylo testovano nékolik riznych
transfekénich ¢inidel a postupt pii jejich pouziti (napf. poet bun€k, mnoZstvi plasmidu, pomér
¢inidla, doba exprese). Usp&snost transfekce byla ovéfovana metodou PCR, western blottingem
a také pomoci imunofluorescenéni mikroskopie. Jako nejvhodngjsi transfekéni Cinidlo se ukdzal
byt pro Caco-2 buriky JetOptimus a 48 hodinovd doba exprese. Optimalni pomér mezi
mnozstvim plasmidu a transfekénim ¢inidlem byl uréen 1:1,5. Optimalni konfluence bun€k
Caco-2 se pro transfekci pohybovala mezi 60-80 %. Vysledky tykajici se optimalizace
transfekéniho postupu budou soudasti diplomové prace Be. Petry Bibelové, ktera je ¢lenkou
fesitelského tymu projektu a bude obhéjena v roce 2022.

Zavedeni transfekéniho postupu umoznilo nasledné studium lokalizace FP v Caco-2 butikdch.
K tomu byla vyuzita imunofluorescenéni mikroskopie. Transfekovené buiiky byly fixovany,
permeabilizovéany a byly v nich detekovéany piislusné FP proteiny piimo (GFP znacka) nebo
pomoci protilatek (his-tag, FLAG tag) spolené s proteiny typickymi pro urcité subcelularni
kompartmenty (napi. aktin pro cytosol). Na zakladé téchto vysledkl byla exprese vSech tii
studovanych FP pozorovéana v cytosolu.

Dale byl projekt zaméfen na identifikaci proteint, které interaguji s FP, coz mize vést
k priikkazu rozdilné specifity PDZ3 domény v FP. K tomuto Gi¢elu bylo tieba ptipravit bunécné
lyzaty (rGzné staif bun&k — 72 h, 96 h, 168 h, 21 dni) s vyuZitim 2 typl lyzaénich pufrd (s
inhibitory fosfataz a bez inhibitor fosfatdz). Takto piipravené lyzaty byly nasledné vyuzity pro
pull-down assay, ve kterém byly jednotlivé lyzaty inkubovany s jednotlivymi FP vdzanymi na
magnetickych partikulich za pfitomnosti prokiizovaciho ¢inidla BS3. Elu¢ni frakce byly
nejprve analyzovany pomoci SDS-PAGE gelové elektroforézy, poté také prostfednictvim
hmotnostné spektrometrické (MS) analyzy, coz umozni identifikaci interagujicich proteinti pro
jednotlivé FP.




Caco-2 lyzaty byly vyuZity také pro precipitaci proteinu JamA pomoci specifické protilatky.
Tento protein je v literatufe popsanym interakénim partnerem PDZ3 domény ZO-1, které je
soudasti FP proteint. I pres zisk nativniho Jam-A zbun&né linie se nepodafilo potvrdit
popsanou interakci, coZ miZe ukazovat na ofekavané zmeény specifity PDZ3 domény ve
faznich proteinech.

Caco-2 buiiky po transfekci byly mimo studia subcelularni lokalizace FP vyuzity i pro dalsi typ
pull-down assay, ktery by mél vice zohlediiovat fyziologické podminky, protoze interakce mezi
FP a proteiny se vytvoii na trovni butiky. Po transfekci byly butiky lyzovany a vzniklé
komplexy FP-protein vizany na magnetické partikule a eluovany. Eluéni frakce byly pilotné
analyzovany pomoci SDS-PAGE. Postup pull-down assay s transfekovanymi bunéénymi
liniemi bude v ramei dalgich projekti dale optimalizovéan a vylepSen (pouZiti prokrizovacich
Cinidel, promyti).

Ziskané vysledky byly prezentovany vramci jedné konference a budou pouzity do
pfipravované publikace a také budou soucésti jedné diplomove prace.

Splnéni cila FeSeni a prinos projektu.

Vyty&ené cile projektu se podafilo splnit. Dvoudoménové fizni proteiny obsahujicich PDZ3
doménu z proteinu ZO-1 byly studovany tak, jak bylo v ndvrhu projektu vytyCeno. Bylo
dosazeno jejich exprese v Caco-2 bun&ené linii po tom co byl pouzit optimalizovany transfekeni
postup piipravenymi plasmidy obsahujici kédujici sekvenci pro FP. To umoznilo studium jejich
subcelularni lokalizace na trovni butiky — pro viechny FP byla popsana lokalizace v cytosolu.

Pomoci pull-down assay za vyuZiti bun&&nych lyzati pipravenych za riiznych podminek byly
studovéani potencidlni interakéni partnefi zkoumanych FP proteinil. A takeé byly provedeny
pilotni experimenty pull-down assay na Girovni bunéénych linii.

Ziskané vysledky a znalosti v ramci tohoto projektu budou dal$im stavebnim kamenem pro
studium uvedenych FP a napomohou také v odhadu mozného vyuzit{ uvedenych FP v modulaci
vybranych fyziologickych nebo patologickych d&ju.

SpInéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni.

Vzhledem k néro¢nosti provadénych experimentl byla celda doba projektu vyuzita pro
laboratorni experimenty, jak bylo planovano uZ vnavrhu projektu. Publikace vysledkl
ziskanych v réamei projektu je planovana na rok 2022. Vystup by mél byt typu J imp (Q1/Q2)

Tab. 1 Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu Plan Skute¢nost | Poznamka
Jimp (databdze WosS) 1 0 (Q1/Q2), planovano na
2022

Jsc (databdze Scopus)

B (recenzovand odbornd kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Podet obhajenych dizertacnich praci

Pocet obhéjenych diplomovych praci Planovéano, Cerven 2022
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Pocet vysledki

* Pouze renomovana nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.




Vysledek ¢erpani rozpoctu:

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

fluorescenéné znacné protilatky), spotiebni
material pro praci s bunéénou kulturou Caco-2
(kultivaéni media, FBS, trypsin), pull down
assay (magenetické partikule) , transfekéni
¢inidla , laboratorni plast, dezifenkce atd.

Materialové naklady Struéné zdivodnéni Presna specifikace Cena véetné DPH
(nutno soutézit v ramci nakupu (K¢)
DNS)
Spotiebni naklady Stru¢né zduvodnéni nakupu Cena vcéetné DPH
(spotiebni a kancelarské (K¢)
potieby)
Spotiebni material Protilatky (anti-histag, anti-FLAG tag, anti-aktin, 176986,31,-

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

Titul, jméno | Ubytovani | Cestovné | Stravné | Celkem | (N4zev, misto a datum konani)
a prijmeni (cca K¢&) | (cca K¢) (cca (K¢)
zaméstnance K¢)

¢)  Ostatni sluzby (polozka dle IS Magion ¢. 518):
néklady nebo vydaje na sluzby a jejich struéné zdivodnéni

Typ sluzby Struéné zdivodnéni sluzby Cena vcetné DPH
(K¢
d) Mzdové naklady (polozka dle IS Magion ¢. 521):
Titul, jméno a prijmeni Odména Zduvodnéni Celkem (K¢)
(K<)
€) Zakonné pojisténi (polozka dle IS Magion €. 524):
Titul, jméno a prijmeni Odvody z odmén 34,52 % (K¢) Celkem (K¢)




f)  Jiné ostatni naklady (polozka dle IS Magion ¢. 549):

zejména stipendia a jejich struéné zdlvodnéni

Stipendium studentii za praci na ieSeni projektu

Titul, jméno a Cislo Typ studia Obor Bankovni spojeni Stipendium
prijmeni studenta/ky | (Mgr./PhD.) | studia (K<)
studenta/ky / ro¢nik
studia
Bc. Petra S20CH002 | nMgr./2 NO531A | 228266796/0300 2 000,-
Bubelova NP 13CZBO
Cestovni stipendia studentu
Titul, Konferené¢- | Ubytovani | Cestovné | Stravné | Celkem Planovana
jméno a ni poplatek konference
prijmeni (nazev, misto a
studentky datum konani)
Mgr. Marie | 7307,- 1035,- 706,- 789,- 9 837,- 26. Biochemicky
Hamsikova sjezd; 29.08.-
01.09.2021;
Ceské Budgjovice

g)  Dalsi polozky (uved'te ¢isla dle IS Magion):

dalsi polozky a jejich struéné zdlivodnéni

Vysledek Serpani finanénich prostiedkil uved'te v jednotné piehledné tabulce 2.

Tab. 2 Cerpani finanénich prostitedki v K&

= | Polozka Plan K¢ Zidost o |Skutetnost | Poznamka
.E zménu
2 | Poget &lend fesitelského tymu 0 Ne 0
5 Cerpajicich mzdové prostiedky
=4
E Pocet studentti Cerpajicich 1 Ne 1
& | mzdové prostiedky
501 | Spotieba materialu DHIM 174 000 + 2863 176986,31 | USetiené finance
z Ucasti na
konferenci byly
vyuzity na
spotiebni
material
512 | Cestovné 0 Ne 0




518 | Ostatni sluzby 1000 -1000 0 Céstka presunuta
do spotiebniho
materidlu

521 | Mzdové naklady 0 Ne 0

524 | Zékonné pojisténi 0 Ne 0

549 | Jiné ostatni naklady (stipendia) 13700 -1863 11837 Zbyla ¢astka
piesunuta do
nakladt na
spotiebni
materidl

545 | Kurzové ztraty 0 745,33

Oducovano na zak.1000/04450 -868,64
Celkové naklady 188700 188700

Ke zpravé prilozte:

a) vypis z OBD — vystupy podpoiené timto projektem,
b) vysledovku z ekonomického informaéniho systému Magion — vyactovani dotace.

Datum:

N
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Univerzita Hradec Kralové

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

Pracovisté: ok V8echny vybrané analytiky
Cinnost: rEe Vechny vybrané analytiky
Fullcost: kol V8echny vybrané analytiky
Zakéazka: 2103 SV Protein-protein interakce PDZ3
Podzakazka: Fax VSechny podzakazky
Uget Nazev Gétu M dati Dal Zuistatek

501 099 Spotieba materialu ostatni DU

Pocateéni stav 0,00

ZAV/0411/00141/21 18.03.2021 4769,82 0,00 material

ZAV/0411/00145/21 19.03.2021 5118,30 0,00 spotiebni material
ZAV/0411/00188/21 12.04.2021 24 347,62 0,00 material

ZAV/0411/00196/21 13.04.2021 8 951,58 0,00 material

ZAV/0411/00224/21 27.04.2021 3136,32 0,00 material

ZAV/0411/00247/21 07.05.2021 3 908,30 0,00 material agaroza broad range
ZAV/0411/00310/21 02.06.2021 23 948,32 0,00 spotiebni material Pulldown
ZAV/0411/00370/21 28.06.2021 4 167,30 0,00 chemikalie

ZAV/0411/00373/21 29.06.2021 5 462,60 0,00 chemikalie

ZAV/0411/00401/21 14.07.2021 352,35 0,00 material - MEM eagle
ZAV/0411/00483/21 27.08.2021 11 616,00 0,00 spotiebni material - TubulinmAb 20 pl
ZAV/0411/00507/21 02.09.2021 3 153,26 0,00 spotiebni material - fluoromount
ZAV/0411/00533/21 13.09.2021 4 257,99 0,00 material - el. kyvety
ZAV/0411/00537/21 14.09.2021 2674,10 0,00 material - essential
ZAV/0411/00594/21 06.10.2021 11 616,00 0,00 material - Anti flag
ZAV/0411/00660/21 01.11.2021 6 736,07 0,00 oligonukleotidy

ZAV/0411/00672/21 02.11.2021 1702,78 0,00 material-glutamine, brand
ZAV/0411/00728/21 15.11.2021 661,39 0,00 material - Trypsin

ZAV/0411/00855/21 16.12.2021 6 001,60 0,00 chemikalie dle 3004408456
ZAV/0411/00861/21 17.12.2021 1128,20 0,00 material - chemikalie
ZAV/0411/00863/21 17.12.2021 8 604,92 0,00 chemikélie SYPRO® Orange Protein Gel StainCockta
ZAVI0411/00864/21 17.12.2021 2 162,70 0,00 tlakové lahve - GOURMETKG + poplatky
ZAV/0414/00031/21 20.04.2021 24 148,35 0,00 material

ZAV/0414/00031/21 20.04.2021 5071,20 0,00 DPH material

ZAV/0414/00086/21 26.10.2021 2718,34 0,00 material

ZAV/0414/00086/21 26.10.2021 570,90 0,00 DPH material

501 099 Spotieba materialu ostatni DU 176 986,31 0,00 176 986,31

501 Spotfeba materialu 176 986,31 0,00 176 986,31

545 001 Kurzové ztraty DU

Pocatedni stav 0,00

ZAV/0414/00031/21 20.04.2021 670,22 0,00 0000000000 material
ZAV/0414/00086/21 26.10.2021 75,11 0,00 0000000000 material
545 001 Kurzové ztraty DU 745,33 0,00 745,33
545 Kurzové ztraty 745,33 0,00 745,33

549 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. DU
Pocateéni stav 0,00
BAN/0802/24415/21 22.09.2021 9 837,00 0,00 1 mimoradné stipendium
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Univerzita Hradec Kralové

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

Pracovisté: Fhrxx V8echny vybrané analytiky
Cinnost: Rk V8echny vybrané analytiky
Fullcost: FhkxxE V8echny vybrané analytiky
Zakazka: 2103 SV Protein-protein interakce PDZ3
Podzakazka: o V&echny podzakazky

Uget Nazev G&tu Ma dati Dal

Zlstatek

549 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. DU

Pocateéni stav 0,00

BAN/0802/27030/21 26.10.2021 2 000,00 0,00 2 mimoradné stipendium
549 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. D 11 837,00 0,00 11 837,00

549 Jiné ostatni naklady 11 837,00 0,00 11 837,00
Naklady celkem 189 568,64 0,00 189 568,64

691 006 Provoz.dotace véda MSMTspecificky vyzkum

Pocgateéni stav 0,00

MAN/0910/00007/21 15.02.2021 0,00 188 700,00 dotace MSMT SVV
691 006 Provoz.dotace véda MSMTspecific 0,00 188 700,00 188 700,00
691 Pfijaté ptis. mezi z(&t.mezi org.slc 0,00 188 700,00 188 700,00
Vynosy celkem 0,00 188 700,00 188 700,00
Uetni hospodarsky vysledek: -868,64
Hospodaisky vysledek véetné otekavanych nakladu: -868,64
Ugetni hospodarsky vysledek za vybrané: -868,64
Hospodaisky vysledek véetné oekavanych nakladl za vybrané: -868,64

Viybérova kritéria (omezeni sestavy se fidi pravy uzivatele herrmma1 (uvedena v zavorce))

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

Fullcost:

Zakazka: 2103 (**)
Podzakéazka:

Zahrnuty v8echny predpokladané naklady
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