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Projekt navazoval na vysledky, které vznikly pied zah4jenim projektu ve spolupréci s Ustavem
organické chemie a biochemie, Akademie V&d Ceské Republiky a rozvijel téma fiznich
proteint (FP), které obsahuji PDZ3 doménu z proteinu ZO-1 a jejich interakei.

Vyzkum se zabyval 3 typy dvoudoménovych fuzni proteinti Tyto fhzni proteiny se lisili
obsahem domén, jejich pofadim a typem linkeru, ktery se nachdzi mezi jednotlivymi
doménami.

Prvni faze projektu byla zaméfena na sledovani a zjisténi, ve které ¢asti bunky se jednotlivé FP
proteiny exprimuji v Caco-2 bunééné linii. K ur¢eni lokalizace proteint bylo nutné transfekovat
plasmidy nesouci sekvence kodujici jednotlivé FP s rGznymi afinitnimi znackami (his-tag,
FLAG-tag, GFP) do bunétné linie Caco-2. Nejprve byl zaveden a optimalizovan postup
transfekce.

Podminky transfekce byly optimalizovany v ramci diplomové prace Mgr. Petry Bibelové, kde
jsou také shrnuty vysledky a vyhodnoceny nejvhodnéjsi podminky pro transfekci (testovany
tranfek¢ni €inidla, optimélni doba exprese proteinu po transfekci, pomér ¢inidla, pocet bunék,
mnozstvi plasmidu), které byly nasledné vyuzity v dalsi fazi projektu. Diplomova prace Bc.
Petry Bubelové byla obhdjena v Cervnu 2022, ¢imz byl splnén jeden z deklarovanych vystupti

Na optimalizaci transfekce bylo navdzano studiem lokalizace FP v Caco-2 bunikach. K tomu
bylo vyuzito imunofluorescen¢ni mikroskopie, metod fixace, permeabilizace a
imunofluorescenéniho barveni pomoci protilatek. Na zdkladé téchto vysledkli byla exprese
vSech tii studovanych FP pozorovana v cytosolu.

Dalsim cilem projektu byla identifikace proteinti, které interaguji s FP, coz mtize vést k priikkazu
rozdilné specifity PDZ3 domény v FP. Pro identifikaci a studium moznych interak¢nich
partnertt FP byly zvoleny 2 piistupy.



Prvni ptistup pracoval s buné¢nymi lyzaty (rtizné staii bunék — 72 h, 96 h, 168 h, 21 dni) Caco-
2 bungk, které nebyly nijak ovlivnény a lyzaty byly nasledné vyuzity pro pull down-assay, kde
byly jednotlivé lyzaty inkubovany s jednotlivymi FP vazanymi na magnetickych partikulich za
pritomnosti proktizovaciho ¢inidla BS3. Elu¢ni frakce byly nejprve analyzovany pomoci SDS-
PAGE gelové elektroforézy, poté také prostiednictvim hmotnostné spektrometrické (MS)
analyzy, coz umoznilo identifikaci interagujicich proteini pro jednotlivé FP.

Druhym pfistupem byl zvolen pull down-assay, ktery zohlediioval fyziologické podminky v
bunkach. Tento pfistup byl testovan nad ramec vytyCenych cilt projektu a vedl k bliz§imu
pochopeni interakci FP v bunkach, na které bude mozné navézat pii dalSim studiu této
problematiky. V ramci tohoto piistupu byly vyuzity lyzaty Caco-2 bunék po transfekci, expresi
FP a nasledném proktizeni vzniklych vazebnych interakci pro dalsi typ pull-down assay. Lyzaty
a vzniklé komplexy FP-protein byly nasledné vazany na magnetické partikule a eluovany.
Eluéni frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a MS.

Caco-2 lyzaty byly vyuzity také pro precipitaci proteinu JamA pomoci specifické protilatky.
Tento protein je v literatuie popsanym interakénim partnerem PDZ3 domény ZO-1, ktera je
soucasti FP proteint. I pfes zisk nativniho Jam-A zbunécné linie se nepodafilo potvrdit
popsanou interakci, coz mize ukazovat na ocekdvané zmény specifity PDZ3 domény ve
faznich proteinech.

Ziskané vysledky byly prezentovany vramci 2 konferenci, byly pouzity do pfipravované

publikace a také jsou soucasti uspésné obhajené diplomové prace Mgr. Petry Bubelové.

Splnéni cili FeSeni a pFinos projektu.

Piedem stanovené cile se podafilo splnit. Podle planu byly nalezeny optimalni podminky pro
transfekci plasmidii se sekvencemi dvoudoménovych fuznich proteinti obsahujici PDZ3
doménu z proteinu ZO-1 a jednotlivé proteiny byly exprimovany v Caco-2 bunécné linii.
Nasledné byla studovana lokalizace FP proteinti v burice. U vSech FP byla popsana lokalizace
Vv cytosolu.

Pomoci pull-down assay za vyuziti bunéénych lyzati pripravenych za riznych podminek byly
studovani potencialni interakéni partnefi zkoumanych FP proteinti.

Projekt byl rozSifen 0 pull down assay na urovni bunécnych linii, kde byl cely proces
optimalizovan, byly vybrany nejvhodnéjsi podminky a byly provedeny experimenty pro
jednotlivé FP. Nasledna analyza vedla ke vytipovani interakénich partnerti jednotlivych FP
Vv bunkach a jejich dalSimu studiu.

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

Splnéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni.

Publikace obsahujici vysledky ziskanych v ramci projektu je stale v piipravne fazi, protoze tato
publikace vznikd ve spolupraci s Ustavem organické chemie a biochemie AVCR a
Stredoevropskym technologickym institutem. Jde o praci obecnéjSiho charakteru zahrnujici
Siroké spektrum dopliujicich se vysledkl a bude zcela jisté publikovana v casopise pattici do
Q1, s vysokou pravdépodobnosti i do D1, tudiz jeji piiprava vyzaduje vice Casu, ktery se
navysuje i diky komunikaci mezi tfemi pracovisti. Dosud byly vysledky publikované pouze
v ramci diplomové prace a ve form¢ posteri na dvou konferencich, jedné domaci a jedné
zahrani¢ni.



U vystupii Jimp a Jsc uved’te do zavorky planovany a skutecny kvartil casopisu.

Tab. 1 Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu

Plan

Skuteénost

Poznamka

VJimp (databaze WoS)

1

0

QD)

Jsc (databdze Scopus)

B (recenzovana odborna kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné
knize)*

0
0
0
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D (Clanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Pocet obhdjenych dizertacnich praci

Pocet obhajenych diplomovych praci

Pocet vysledkii
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Ke zpravé prilozte:

a. vypis z OBD — vystupy podpoiené timto projektem.

Datum: 29.11.2022

Podpis odpovédného fesitele:




