Vyro¢ni zpavs specifického vyzkumu
Zakazka ¢.2108/2020

Nézev projektu: Cilena proteomicka analyza potencidlnich markert ozateni v lidské plazmé metodou
SRM
Specifikace FeSitelského tymu:

Qdpovédny fesitel: Mgr. Gabriela Kultova

Daldi vyzkumni pracovnici: RNDr. Alena Mysliveova Fuéikova, Ph.D.

Anotace (10 radkd):

Rostouci riziko akutnfho ozéafeni velkého po&tu osob (jaderna energetika, terorismus) vyZaduje
vyvoj novych metod, které by mohly poskytnout rychlé posouzeni zdravotnich ti¢inki a korelaci odhadu
obdrzené davky. Proto je kladen diraz na hledani novych marker ozéfeni s vyuZitim tzv. high-
throughput technologif, jelikoZ stdvajici metody jsou pracné a Sasové naroéné. Ionizujici zafeni
zplisobuje v savéi periferni krvi komplexn{ zm&ny na Grovni genové exprese. Nékteré proteiny byly jiz
popsény jako potenciélni indikatory radiadniho poskozeni in vitro nebo na zvitecich modelech.
Predchozi studie si kladla za cil ovéfit tuto hypotézu na krevni plasmé celotélové ozéafenych
leukemickych pacientd, kde byly stanoveny urgité kvantitativai proteinové zmény. V navazujici studii
budou pomoci cilené proteomické analyzy vybrané potencidlni markery verifikovany a bude ovéfen
jejich bioanalyticky potencial.

Celkovi ¢astka pozadované dotace (na celé obdobi FeSeni projektu): 76 350 K¢
Cile ¥eSeni a pFinos projektu:

Hlavnim cilem projektu je vyvoj metody cilené proteomické analyzy, ktera se zaméfuje na
detekei a kvantifikaci pfedem vybranych tzv. proteotypickych peptidii z proteinii, které byly
z predchozich experimentii (iTRAQ) nebo z literatury vybrany, jako vhodné indikatory daného stavu
organismu, v tomto pifpadé ozafeni. V pripadg, Ze vyvoj metody bude Gsp&Sny, vyznamnou mérou
prisp&je k viasné detekei a posouzeni stavu ozatené osoby, coZ pak miize zefektivnit, a hlavn€ urychlit
navazujici zdravotni péci.

Cile v bodech:
e vyb&r vhodnych proteotypickych peptidii pomoci bioinformatickych analyz
e tvorba metody cilené proteoomické analyzy (SRM, selected reaction monitoring)
o ovéfeni metody SRM na vybrané kohort§ pacient a srovnani s kontrolni skupinou




Strucny popis FeSené problematiky véetné metodiky a asového planu reSeni:

V minulém projektu byla studie zamétena na proteiny jako biomarkery ozéaieni v krevni plasmé.
Periferni krev byla odebirana pied a 24 hodin po ozafeni. Abychom sniZili bias zplsobeny vlivem
nadorového onemocnéni, byly vysledky srovnavany s kontrolni skupinou zdravych dobrovolnik
(v€kem a pohlavim srovnatelnou se skupinou pacientil), kterym byla krev také odebrana v Sase 0 a 24
hodin, abychom vylouéili proteiny ménici se u neozaienych osob vlivem ¢asu. Pomoci smésnych vzorki
a s vyuzitim metody iTRAQ jsme urcili, jaké proteiny byly pfitomny v plasmé v detekovatelném
mnozstvi. Vysledkem byl seznam proteintl, které byly porovnavany s lieraturou a posuzovany z hlediska
relevance k ozateni. Tyto proteiny jsme oznadili za potencialni markery ozéteni.

Soucasny navazujici projekt ma za cil vybrat a otestovat sadu proteotypickych peptidd. Jedna
se o unikatni peptidy, které jsou specifické pro kazdy protein. Nelze je tedy identifikovat ve dvou
odli¥nych proteinech.

Vybér bude probihat podle danych kritérii (vhodna délka fetézce, vhodné sloZeni aminokyselin,
izoelektricky bod,...) z nami vybranych proteind (20). Vysledkem bude sada vice jak 20 peptidi, které
budou déale analyzovany a poifzeny ve formé izotopickych standardd (IS). IS slouZi pro ziskéani
kvantitativni informace o nativnim shodném peptidu. Izotopicky znadeny standard umoziuje diky
posunu hmotnosti ve spektru posoudit kvantitu hledaného analytu.

K analyze bude pouzita hmotnostni spektrometrie, ktera pracuje v rezimu monitorovani
vybranych reakci (SRM — selected reaction monitoring). Jedna se o velmi citlivou metodu, kterd
monitoruje nejen peptid, ale i jeho fragmenty. SRM analyza je Sasto vyuZivana diky své citlivosti a
specifi¢nosti v biomedicinském odvétvi napr. pfi hledani biomarkerd indikujicich pfitomnost tumoru a
v klinickém odvétvi, kde neexistuji spolehlivé na protilatkich zaloZené detekéni metody.

Uprava vzorku na SRM analyzu zahrnuje ptefiltrovani vzorku a odstrandni nezédoucich
abundantnich proteini pomoci afinitivni imunodeplece na chromatografické kolong (MARS Hu-14,
Agilent). Dalim krokem je predisténi a §tépeni vzorkii pomoci trypsinu. Takto piipravené peptidové
vzorky budou smiseny s izotopickym standardem, analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie a
data budou néasledné bioinformaticky vyhodnocena.

Kontrolovatelné vysledky reseni.




Tab. 1 Suma¥ planovanych vystupi FeSeni projektu.

Typ vystupu

Plan 1.
rok

Plan 2.

rok

Plan

rok

Poznamka

Hodnocené vystupy projekiu

Jimp (databaze WoS)

Jsc (databaze Scopus)

B (recenzované odbornd kniha)'*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (8lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Podet vysledki

Nehodnocené vystupy projektu

Potet obhajenych dizertadnich praci

Po&et obhajenych diplomovych praci

poster/prezentace

Pocet vysledki

Podrobny rozpodet ofekavanych vydaji:

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

spektrometrii  a  piipravu

vzorkt

Materialové naklady Struéné zdivodnéni nakupu | Presna specifikace Cena  vCetné
(nutno soutézit v ramei DNS) DPH (K<)
Externi disk, USB flash disk, | K ukladani vysledki
. 2 081,2

podlozka
NanAli 5ioek Pr g 7

anudlni pipeta ro snadngj§i prici se ¢ 643

vzorky

Spotrebni naklady Struéné zdivodnéni nakupu | Cena véetné DPH (K<)
(spotiebni a kancelarské potieby)
Kancelarské potieby K dokumentaci vysledkt 299,35
spotiebni material a | Zkumavky, etikety,
chemikalie pro hmotnostni | kryobox 46 554,02

Pouze v oborech, pro které se databdze Scopus zapo¢itdvéa do hodnoceni




b)

Cestovné (polozka dle IS Magion &. 512):

titul, jméno a
prijmeni
zamg&stnance

konferenéni
poplatek
(cca K¢)

ubytovani | cestovné | stravné | celkem (K&)
(cca K&) (ccaKé) | (cca
K¢)

planovana
konference
(nazev, misto a
datum konani)

c) Ostatni sluzby (polozka dle IS Magion ¢. 518):

Typ sluzby Struéné zdtvodneéni sluzby Cena vcetn¢ DPH
(Kg)
d)  Mzdové naklady (polozka dle IS Magion ¢. 521):
titul, jméno a piijmeni odména zdtvodnéni Celkem (K<)
&)
e)  ZaAkonné pojisténi (polozka dle IS Magion &. 524):
titul, jméno a pifjment odvody z odmén 34,52 % (K<) Celkem (K¢&)
f) Jiné ostatni naklady (polozka dle IS Magion ¢. 549):
Stipendium studentii za praci na eSeni projekiu
titul, jméno a ¢islo typ studia obor studia | bankovni spojeni stipendium
pfijmeni studenta/tky | (Mgr./PhD.) (K&)
studenta/tky / ro¢nik
studia
Mgr. Gabriela S18B1002DP PhD./2.r | Aplikované
Kultova oénik biologie a 115- 8 000
ekologie 3331690257/0100




Cestovni stipendia studentt

titul, jméno a | konferentni | ubytovéni | cestovné | stravné celkem (K¢) | planovana
prijmeni poplatek | (cca K&) (cca K&) (cca K&) konference (nazev,
studenta/tky (cca K&) misto a datum
konani)
Mgr. Gabriela Letni skola
Kultova hmotnostni
5600 4 500 1344 1388 12 832 spektrometrie
9/2020
Soudasti kazdého navrhu specifického vyzkumu bude Tab. 2.
Tab. 2 Plan &erpani finanénich prostiedla v K¢
Polozka Plan Xézal. | Plan Plan X¢ Poznamka
3 rok Kcéza | za3. rok
8 2. rok
& | Poget &lent Fegitelského tymu
% Cerpajicich mzdové prostiedky
%‘ Podet studentii erpajicich mzdové
E prosttedky
501 | Spotieba materialu 55 577,57
512 | Cestovné
518 | Ostatni sluzby
521 | Mzdové naklady
524 | Zakonné pojisténi
549 | Jiné ostatni ndklady (stipendia) 20 832
Celkové naklady za uvedeny rok 76 409,57
Celkové naklady 76 409.57

Datum: N\Q M. 259

Podpis odpovédného fesitele: %‘\/H o ¥




Univerzita Hradec Kralové

Vysledovka po uétech s pohyby
Pohyby za obdobi 2020/ 01 - 12

Pracovisté: AR V8echny vybrané analytiky

Cinnost: ok Véechny vybrané analytiky

Fullcost: il V§echny vybrané analytiky

Zakazka: 2108 SV - Proteomicka analyza potenc.marker(i

Podzakazka: o Vsechny podzakazky
Uget Nazev uctu Ma dati Dal Zlistatek k 2020/ 12
501 003 Spotieba materidlu kancelarské DU
Pocatecéni stav 0,00
ZAV/0411/00921/20 01.12.2020 299,34 0,00 kancelarské potreby
501 003 Spotieba materialu kancelarske [ 299,34 0,00 299,34
501 008 Spotieba materialu DHIM DU
Pocatec¢ni stav 0,00
MAJ/0407/00031/20 14.09.2020 1 609,00 0,00 000020428 DISK ADATA EXTERNI SD700 Kultova
MAJ/0407/00036/20 02.10.2020 6 643,00 0,00 000020545 NASTAVEC PIPETOVY LEVO PLUS Kultové
501 008 Spotfeba materialu DHIM DU 8 252,00 0,00 8 252,00
501 099 Spotieba materialu ostatni DU
Pocatecni stav 0,00
ZAV/0411/00528/20 18.08.2020 16 308,38 0,00 lab. potieby
ZAV/0411/00529/20 18.08.2020 7 698,50 0,00 eppendorfky
ZAV/0411/00535/20 19.08.2020 3 005,64 0,00 lab. potifeby
ZAV/0411/00578/20 04.09.2020 472,20 0,00 podlozka pod my$ 2 ks
ZAV/0411/00662/20 24.09.2020 9 196,00 0,00 lab. potieby
ZAV/0411/00757/20 21.10.2020 6 279,90 0,00 eppendorfky- Kultova - sp.v .2108
ZAV/0411/00777/20 26.10.2020 4 065,60 0,00 eppendorfky - material- Kultova - sp.v .2108
501 099 Spotieba materialu ostatni DU 47 026,22 0,00 47 026,22
501 Spotreba materialu 55 577,56 0,00 55 577,56
549 006 Jiné ostatni naklady mimor.stip. DU
Pocatecni stav 0,00
BAN/0802/16044/20 02.07.2020 11 070,00 0,00 3 mimoradné stipendium
BAN/0971/00348/20 25.09.2020 9 762,00 0,00 1 mimoradna stipendia
549 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. I 20 832,00 0,00 20 832,00
549 Jiné ostatni naklady 20 832,00 0,00 20 832,00
Naklady celkem 76 409,56 0,00 76 409,56

trojoin1/01.02.2021/10:35:01

(c) MAGION
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Univerzita Hradec Kralové

Vysledovka po Uétech s pohyby
Pohyby za obdobi 2020/ 01 - 12

Pracovisté: Ak V8echny vybrané analytiky

Cinnost: i V8echny vybrané analytiky

Fullcost: kxR V8echny vybrané analytiky

Zakazka: 2108 SV - Proteomicka analyza potenc.marker(

Podzakazka: R V8echny podzakazky
Uget Nazev uctu Ma dati Dal Zlstatek k 2020/ 12
691 006 Provoz.dotace véda MSMTspecificky vyzkum
Pocatecéni stav 0,00
MAN/0910/00009/20 17.02.2020 0,00 76 350,00 Specificky vyzkum 2020
691 006 Provoz.dotace véda MéMTspeciﬂ 0,00 76 350,00 76 350,00
691 Prijaté pris. mezi zu&t.mezi org.sloz. 0,00 76 350,00 76 350,00
Vynosy celkem 0,00 76 350,00 76 350,00
Hospodarsky vysledek k 2020 / 12: -59,56
Naklady za vybrané: 76 409,56 76 409,56
Vynosy za vybrané: 76 350,00 76 350,00
Hospodéarsky vysledek za vybrané k 2020 / 12: -59,56

Vybérova kritéria (omezeni sestavy se fidi pravy uZivatele trojoin1 (uvedena v zavorce))

Pracovisté: (04*)
Cinnost: (™9
Fullcost:

Zakazka: 2108 (*)
Podzakazka:

trojoin1/01.02.2021/10:35:01 (c) MAGION
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