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Fakultni nemocnice Hradec Krzilové
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1(':; 00179906. DIC: CZ00179906
zastoupené: prof. MUDr. Vladimirem Paliékou. CSc.. dr.h.c., reditelem
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na stranéjedné
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se sidlem Studentské 95, 532 10 Pardubice

IC: 00216275, 016: C200216275.
zastoupené: prof. Ing. J irim Mélkem, DrSc.. rektorem,

délejen ,,Spolure§itel“
na strané druhé

uzavirajf na zékladé ustanoveni § 1746 odst. 2 zékona 6. 89/2012 8b., obéanského zékoniku. v platném

znéni

smlouvu o spolupréci pi-i i‘eEeni projektu vyzkumu a vyvoje:

Clének I

Uéel smlouvy

Uéelem této smlouvy je vy’tvofeni podminek pro spolupréci Fakultni nemocnice a Spolureéitele pfi

realizaci projektu s nézvem: ,,Prote0mické analyza obsahu exosomfi v kontextu intra-amniotického

zénétu u PPROM“ (daile jen ,.projekt“). Prihlé§ka projektu tvori Prilohu 6. 1 této smlouvy.

(Ilének 11
Pi‘edmét smlouvy

Predmétem této smlouvy je fiprava Zévazkfi smluvnich stran kzajiéténi spolupréce pfi realizaci

projektu, jehoi cilem bude zavedem’ metodiky pro izolaci exosomfi zplodové vody,pokroéilé

charakterizace izolovanych exosomfi, proteomické analyza exosomélniho obsahu a pilotni

komparativni analyzy exosomélnich proteinfi ve vztahu k intra-amniotickému zénétu u PPROM.

Oéekévané vy’sledky projektu budou publikovény v éasopise s impact factorem a rovnéi bude zvéieno

podém' spoleéného grantu.

élének 111
Doba realizace projektu

Projekt bude realizovén v obdobi od 1.2.2022 do 31.12.2022; v tomto obdobi smluvm’ strany provedou

vj'kony uvedené v ('21. 1V.
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élének IV
Plénované vykony smluvnich stran

I. Fakultni nemocnice provede nésledujici vj'kony:

a. Vy’bér zékladni metody pro izolaci exosomfi z plodové vody.

b. Pilotni experimenty s cilem charakterizovat exosomy

c. Optimalizace protokolu pro izolaci exosomfi z plodové vody

d. Prenos protokolu i pro dal§i biologicke’ matrice(1idské plazma. moé)

e. Pokroéilé charakterizace exosomfi pomoci TEM

f. Analj’za proteinfi pomoci LC-MS

g. Pilotni analyzy exosomélnich proteinfi v plodové vodé ve vztahu k intra-
amniotickému zénétu u PPROM

h. pokroéilé charakterizace exosomfi u této skupiny pacientek

i. Dokonéeni proteomickjch analyz

j. Pfiprava publikace a podkladfi pro névrh na navazujici grant

2. Spoiuf‘eéitel provede nésledujici vykony:

a. Optimalizace podminek pro charakterizaci izolovanych exosomfi metodou-
dynamického rozptylu svétla (DLS)

b. Ovéreni fiéinnosti izolace a éistoty exosomfl metodou DLS

i. Prflbéiné analyza a kontrola vybranych vzorkl’i exosomfi metodou DLS

éiének v
Néklady na realizaci projektu a jejich fihrada

l. Néklady na realizaci projektu podle této smlouvy Si kaidé ze smluvnich stran hradi z vlastnich
zdrojfi éi zposkytnutych dotaci nebo grantfi na zékladé vlastniho uvéiem’ a sdfirazem na
hospodémost a fiéelovost vynaloienych nékladfi. O vynaloienych neikladech si kaidé strana
vede vlastni oddélenou evidenci vynaloienjmh nékladfi pro 1'16e pfipadného reéem' vy'Iée
majetkovych podilfl na spoleéné vznilch pfedmétech duéevniho vlastnictvi. Schvéleny
rozpoéet projektuje Prilohou E. 2 te'to smlouvy.

élének VI
Povinnosti smluvnich stran

l. Smluvni strany vzaly na védomi, Ze za l’iéelem naplném’ spolupréce dle potreby obdrii jedna
smluvni strana 0d druhé smluvni strany informace. a to v (istni éi pisemné podobé. 6i ve formé
zachycené jinymi technickymi prostfedky. resp. ve formé vyrobku éi jeho névrhu (prototypu
apod.).

2. Pokud budou tyto povazovény za informace dfivémého charakteru. bude tato skuteénost
stranami pisemné vzéjemné pri jejich pfede'mi potvrzena. TyTo informace nemohou by’1 bez
pisemného souhlasu smluvnich stran pf‘edévény a vyuZivény treti stranou.

3. Smluvni strany se zavazuji chrénit tyto dfivéme’ informace (déle téi .Jnformace“). zejména se
zavazuji zachovéwat dfivérnosl poskytnutych Informaci a nezneuiit tyto ve svfij prospéch nebo
ve prospéch jiné osoby; pouiit tyto pouze pro (1661. pro néi budou poskytnuty. nezpf‘istupnit
bez predchoziho pisemného souhlasu poskytujici smluvni strany tyto Informace treti osobé.

4. Zévazek ochrany dflvémych lnformaci se nevztahuje na lnformace. které smluvni strana
ziskala z vef‘ejné dostupného zdroje (nebo 0d tf‘eti osoby). a pri jejich ziskéni nedoélo k
protiprévm’mu jednémi smluvni strany (nebo te’to tfeti osoby): nebo byly uverejnény a staly se
véeobecné pfistupnymi verejnosti bez poru§eni této smlouvy smluvm’ stranou; nebo v dobé



I‘d

Zpfistupnéni smluvni strané byly této smluvm’ strané znémy bez omezeni, coi tato smluvni
strana mflie doloiit, a pfi jejich ziskéni nedoélo k protiprévnimu jednéni smluvm’ strany; nebo
byly z takové ochrany vylouéeny s pfedchozim pisemnym souhlasem lnformaci poskytujici
smluvnf strany; neboje nutnéje zpfistupnit podle zékona, soudniho éi obdobného rozhodnuti.
Obé smluvm’ strany se zavazuji pf'i realizaci projektu postupovat c0 nejuéelnéji, organizovat
préce tak, aby bylo dosaieno cilfi projektu. a to v plénované dobé, a na poiédéni informovat
druhou smluvni stranu 0 stavu praci na projektu.

Clének vu
Préva k Vysledkfim projektu a jejich vyuiiti

Pokud bude vysledek vytvofeny" pfi plném' této smlouvy spoleénou tvfiréi praci zaméstnancfi
obou smluvm’ch stran na firovni vynélezu dle zékona é. 527/1990 5b.. 0 vynélezech a

zlep§ovacich névrzich, v platném znéni, nebo technického feéeni dle zékona é. 478/1992 5b.,

0 uiitnych vzorech. v platném znénl’, stanou se obé smluvni strany spolumajiteli prév k tomuto

vynélezu nebo technickému feéeni.

Vytvofil-li pflvodce vynélez nebo technické feéeni ke splnéni fikolu z pracovm’ho poméru k

zaméstnavateli. pfechézi prévo na patent nebo uiitny vzor na zaméstnavatele. Pra'wo na‘

pfivodcovstvi tim nem’ dotéeno.

Smluvni strany se zavazuji zajistit, aby pfivodci vynélezu nebo technického feéem’, které

vytvofi ke splnéni ukolu z pracovniho poméru k zaméstnavateli pfi plnéni této smlouvy.

pisemné vyrozuméli sve'ho zaméstnavatele o jeho vytvof'eni a zérovefi zaméstnavateli pfedali

podklady potfebne' k jeho posouzeni, a to bez zbyteéného odkladu, tak aby byla zajiéténa

dostateéné ochrana duéevm’ho Vlastnictvi.

Jakékoli smluvni strana je v pfipadé vytvofeni vynélezu nebo technického fe§eni pfi plném’

této smlouvy povinna tuto skuteénost pisemné oznémit druhé smluvni strané. a to pFed

podénim pfihlééky vynélezu nebo uiitného vzoru. Smluvni strany se zavazuji zachovévat

mléenlivost o sdéleném obsahu vynélezu nebo technického feéeni.

Sqvm’ strany se zavazuji p0 uplatnéni préva na spoleény patent nebo uiitny vzor uzavfit

smlouvu o spoluvlastnictvi prév k vynélezu nebo technickému feéem'. v nii zejména upravi

vyéi vch spoluvlastnickych podilfi k vynélezu nebo technickému feéem’, déle postup pfi
zpracovéni a podéni pfihlé§ky vynélezu nebo uiitného vzoru a také vy§i podilfi na fihradé

nékladfi a pfinosech z vyuiiti vynélezu nebo technického feéeni. Smluvni strany se dohodly,

ie pfi stanoveni podilu k vynélezu nebo technickému feéeni budou vychézet z podilu jejich

zaméstnancfi na tvflréi préci pfi vytvofeni vynélezu nebo technického fe§eni.

Pokud bude vynélez nebo technické feéeni vytvofené vlastni tvfiréi praci zaméstnancfi pouze

jedné ze smluvm’ch stran. bude majitelem prév k tomuto vynélezu nebo technickému Feéem’

pouze ta smluvni strana, jejii zaméstnanci budou pfivodci tohoto vynélezu nebo technického

Feéeni.

Jednotlivé druhy vysledkfi budou vykazovainy vsouladu s vlédou schvalenou Metodikou

hodnoceni vyzkumnych organizaci a programfi fiéelove’ podpory vy'zkumu. vyvoje a inovaci

(,,M17+‘“)

Pfipadny" hmotny" majetek, ktery smluvm’ strana vytvofi éi ziské pfi spoleéné spolupréci dle

této smlouvy, resp. zejména néslednych dle ni uzavfeny'ch smluv. (zkuéebni zah’zeni, méfici



pfistrojc. \')"1'11b111' Laf‘izcni apud.), a ktcry pof‘idi z \vlnstnich finanénich pmslf‘cdll. budc \rc

vlastnichi pfisluéné 5111l11\'111' 5111111). l’okud 59 11a poi‘iieni nebo vytvoi‘cni 10l10t0 majelku

budou 111131162116 pudilct smlumi strany spoleénc. budou spoluvlasmiky 1‘ poméru slanovcnén1

v piscmné dohodé.

0. V pf‘ipadé spolcénych publikaci budc podil 11a \y'slcdcich uri‘cn uwdcnim autorujcdnotlivych

publikaci. pf‘ipzldné vaiicnnmu dulmdou \‘Scch spoluaulorii u kuidého k011lxréln1'l1o \r‘yslcdku.

Clének v111
Otlborni Fe§itclé projektu

Na rcalizaci projcktu se budnu 1:1 s111luvn1' slrany podilct odborni cilclé takto:

(1)121 Spnluf‘eS‘iIclc

C [2'1a IX

()statni ujedm’mi

I. Pfedmél fcécni prqieklu pudléhé obchodnimu 111101115111.

2. Smluvni strain} 5e mmmji. 7.6 budnu poslupovat v souladu s (1prév11é11y1111 zéjmy druhé smluvni

strain}. 21 2c uskuteéni veékcré prévni Mum). ktcré so ulxziii byl 11c7.bytné pro naplnéni lélo 51111011»).

Zaivazck souéinnnsli s111luv111'cl1 slran se \ztahujc poum 11a takmé ($011}. ktcré pfispéji (:i maji p‘rispét

k dosakeni (léclu této smluuvy. Zérovcfi 51111111111 slrany prohlufs'uj1', cim 1121jcjic|1 strané 110111 2115111121

skulcénost brénici naplnéni této 5111101115.

.1. .lcstllzc SE smlmm strany doslanou do spnru. Lavawfi 50. [C budou pr1slupnc k 112115111111_1ed11a111 a

111112110511 \'y1"c§cni sporu dohodou. JesIIiZc dohoda nebudc 1111121151. rozhodne 11a nfivrh kterékoliV

smluvni strany pfisluény sand.

4. V ph’padé, Zc uréilé 11512111010111 smlouvy jc neplatné, lam diléi neplulnost 11cmzi vliv 11a platnosl

oslatnich [Istanm'cni smlomy a smlouva 1115151151 nadélc platnou.

5. Pro kumunikuci a doruéovzini dOku111cntu. 11ejsou-Ii za’ikoncm \I'ykadovil11y \, [1511111115 podobé ancbo

stanovi-Ii Ink 12110 sn1louva_jc 11102110 11211211 1 elcktronickou poétu s polvrzenhn o doruécni tc—mail

s dnruéenkou) 1121 1310 c—mailové kontakly:

a) c-111ail l’akullm’11c111ocnicc—

[He-11121“ Spolufefiitclcz—

(1. Tam smlouva so Ulavirzi 11a dobu uréitou. a 10 dle CI. Ill.

7. Taro 5111l011vu SC v3hotmuje \c é!) fcch stejnopisech. MIN)" 5 platnosti originalu. pf‘iCc lvdé

smluvni slrana Obdrii p11 dmu z nich.

8. Vcékeré 71116113 :1 doplhk} télo smlouvy mulmu by! provadény poll/,1: tbrnmu pise11111j'ch

a oéislmanych dodatkfi. podepsanjch obéma smlmnimi 5111111111111.

9. Tam smlouva nabj Vii [11211110i :1 [léinnosti dncm jcjiho podpisu obéma s111l1111111'111i stranumi...



8. Smlmni 51 m1) pl‘nl)ln§t|_ii. kc tutu ~.mlnmu pf'cCcIl). 2c I)_\I:1 U/mi'cmi po wajcmnCm prqicdnflm
pmllc jcjich pram" a “ubodné \ulc. urCiIC. wine a sm/nmitclné. niknlh \ lisni 1:1 nfipadné
I1¢\_\'lh>dll}'t|1 pndml’nck a nu duka/ uéhn wuhlux‘u sjcjim obsahcm pod ni pf'iqujl \\ c podpis‘}.

V [1111d kmlmc (inc ........................ V Pardubmch LIHC .......LE

pro]. / . ‘ ' . '. proll Ing. Jifi Millek. DrSc.
fulilcl IN UK rcklnr



Priloha c. _i PRlHLASKA'PROJEKTU

lNTERNI GRANTOVA souri'si FN HK 2022

PRIHLAsKA (textové éést)
o podporu na reseni projekti‘i zdravotnického vyzkumu a vyvoje naplnujicich vyhlééeny Program na
podporu zdravotnického aplikovaného vyzkumu na leta 2020 — 2026.

Poskytovatel
podpory

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Nézev projektu
Prioritni oblast

v92kumu

Proteomicka anala obsahu exosomi‘i v kont in r - mniotickeho zanétu u PPROM

S vékem spojena onemocnéni — garant

Pracovni

Reéitelsky Wm jmeno pracovisté teleton email Eacpacna

projekt/°/o
HI. feéitel (Pl) Centrum Kl.2017 rudolf.kupcik@fnhk.cz 30%

biomedicinského

vyzkumu

Odborni Porodnicka a x x 15%

spolupracovnici gynekologicka

ve FN HK (max. k'lnlka

5)
l. interni x x 15%
kardioangiologicka

klinika

Centrum x x 15%
biomedicinského

vyizkumu

Centrum x x 10%

biomedicinského
vyzkumu

x x
Spolupracujici

instituce _
Spolufeéitel

(Co-Pl)

Publikaéni aktivity fesitelského tymu
(uved'te maximalné 5 nejlepsich publikovanych vysledku feéitele za posledni 3 roky, minimalné 2 5 IF)

C. Nazev v souladu s normou CNS ISO 690 A
CNS ISO 690-2

IF

1 KURZAWAVAKANBI, Marlena, Seshu

TAMMIREDDY, lvo FABRIK, et al.. 2021Altered

ceramide metabolism is a feature in the extracellular

vesicle-mediated spread of alpha-synuclein in Lewy

body disorders. Acta Neuropathologlcav ISSN 0001-

6322.

17.088

ONDREJ, Martin, Pavel REHULKA. Helena
REHULKOVA, Rudolf KUPClK a Ales TICHY. 2020.
Fractionation of Enriched Phosphopeptides Using
pH/AcetonitriIe—Gradient-Reversed—Phase

Microcolumn Separation in Combination with LC—
MS/MS Analysis lntemational Journal of Molecular
Sciences. 21(11), 3971, lSSN 1422-0067.

5.923

VAJRYCHOVA, Marie. Jaroslav STRANlK, Kristyna
PIMKOVA, et al. 2020. Comprehensive proteomic

investigation of infectious and inflammatory changes
in late preterm prelabour rupture of membranes.
Scientific Reports. 10(1), 17696. ISSN 2045-2322,

4.379

VAJRYCHOVA, Marie, Barbora SALOVSKA. Kristyna

PIMKOVA. Ivo FABRIK. Voitech TAMBOR,

Alexandra KONDELOVA, Jiri BARTEK a Zdenek

9.986



HODNY. 2019. Quantification of cellular protein and
redox imbalance usinq SlLAC-iodoTMT methodoloqv.

Redox Biologg. 24, 101227. ISSN 2213-2317.
5 KUPCIK, Rudolf, Jan M. MACAK, Helena

REHULKOVA, et al. 2019. Amorphous Ti02
Nanotubes as a Platform for Highly Selective 2.870
Phosphopeptide Enrichment. ACS Omega. 4(7),
12156—12166. ISSN 2470-1343.

Popis projektu
Kliéové slova

(anglicky) Exosome. amniotic fluid. intra-amniotic inflammation. PPROM, LC-MS, proteomics

Abstrakt Exosomy jsou extracelu/érni vezikuly endosomélni’ho pavodu o prcimérné velikosti
100 nm, které jsou tvor'eny uvnitr' buriky a nésledné sekretovény do
extracelularniho prostoru. Jsou biologic/(y aktivnimi prostr'edniky mezibunééné

komunikace nesouci signalizaéni mo/eku/y v podobé proteinL’I, IipidL’I a nukleovych

kyselin (DNA, mRNA, microRNA, IncRNA aj.). Exosomy jsou sekretovény vs'emi
typy bunék a jsou pfitomné v biologickych tekutinéch, jako je moc, periferni krev,
plodové voda, mozkomiéni mok a sliny (1). Vposlednich letech byla zdLiraznéna
role exosomi’z vrozvoji' intra-amniotického zanétu u pfedéasného porodu
v souvislosti' s transportem proteimi sekretovanych senescentnimi bunkami
plodovych membrén, které setrvavaji v G1, pr'ipadné 62 fézi bunééného cyklu a jiz"

se dale nedéh’. Jedna se 0 tzv. sekrecni' fenotyp spojeny se senescenci (SASP):
Mezr' SASP proteiny patfi, mimo jiné. také mediétory neinfekéni prozanét/ivé
odpovédr', tzv. alarminy (2,3). Diky enkapsulaci vexosomech jsou alarminy
chranény pr'ed degradaci proteolyti'ckymi enzymy, post-translacnimi modifikacemi,
které sniz'ujr' jejich stabilitu, a zérover'i jsou transportovény do decidua, myometria

a cervixu. Zde exosomy fazuji' s bunkami cilovych tkéni, zvyéuji potenciél
prozénéflivé odpovédi a stimuluji dé/oz'ni dutinu k zaha’jeni porodni aktivity (2).
Pfedcasny porod je celosvétové nejéastéjs'i pr'i'ci‘nou umrti’ déti mladéich péti let.
Podstatna cast pr'edcasnych porodL‘i je klasifikovana jako pfedéasny odtok plodové
vody {PPROM}, kten’l je ve tr'etiné pfipadfl komplikovan pr'itomnosti’ bakteriélnich
patogeni? vamnioticke’ dutiné a/nebo rozvojem subklinického intra-amniotického
zénétu. lntra-amnioticky zanét je vysoce rizikom faktorem zhlediska rozvoje
systémové fetalni zanétlivé reakce a neonaté/ni novorozenecké sepse.
Diagnosti'ka intra-amniotické infekce a zénétu je vsoucasné dobé zalozena na
peazu bakterialnich agens metodami ku/tivace a PCR 8 stanovenl’ koncentrace

lL-6 v plodové vodé. Avéak dosud nebyly u PPROM ziskany hlubéi poznatky o roIi
exosomL’i sekretovanych do amniotické dutiny (a plodové vody) z hlediska
porovnam’ infekéniho za’nétu a zanétu bez prokazané pr'itomnosti bakteriélnich

patogem‘i. Navic bylo prokézano, z'e exosomy feta/niho a placenté/niho pL'ivodu se
vyskytuji i v matefské krvi a moci (2, 4). Pokud by bylo moz'né analyzovat proteiny
z téchto ,,intra—uterinni'ch“ exosomil pr'imo zmatefské krve, resp. plazmy, nebo
dokonce moéi, ziskali' bychom unikatni informace o skrytém zanétlivém procesu
v amniotické dutiné i bez invazivniho odbéru plodové vody.

Literature:

1) Kalluri R, LeBleu VS, Science. 2020; 367(6478): eaau6977.

2) Menon R, Richardson LS, etal., Placenta. 2019, 79:40-45.

3) Menon R, Mesiano S, et al., Front Endocrinol (Lausanne). 2017, 8:196.
4) Herrera-Van Oostdam AS, etal., Int J Mol Med. 2020;46(2):546-560.



Cile projektu Pr'esny postup pro izolaci exosomEI z plodové vody a jejich charakterizaci neby/
dosud ve FN zaveden, proto ci/em podévaného projektu bude zejména zavedeni
této metodiky, pokroéilé charakten'zace izolovanych exosomL": a proteomické
analyza exosomélniho obsahu. Ziskané poznatky budou poté vrémci projektu
preneseny na lépe dostupne’ biologické matrice (plazma a moo"). Vzévéreéné fa’zi
projektu budou realizovény pilotni komparativni analy exosomélnich proteim? ve
vztahu k intra-amniotickému zénétu u PPROM sci/em ziskat pilotni data pro
podém’ névrhu na navazujici projekt u externi grantové agentury.

Vy'zkumné
hypotéza

Exosomy sekretované epiteliélnimi bufikami amnionu jsou mimo jiné unikétnimi
nositeli proteinL’I spojenych srozvojem intra-amniotického zanétu 1‘ pr? absenci
bakteriélnich oi virovych patogenfr. Exosomalni enkapsu/aci jsou tyto proteiny
chrénény pr'ed c'innosti proteolytickych enzymL‘) a pr'ed degradaci v proteasomu‘
Zérovefi mohou timto zpasobem prostupovat do ciloch tkéni dé/ohy, déloz"n/’ho
éipku a pr'es materno-fetélni rozhrani do mater'ské krve. Zavedeny postup pro
izolaci exosomL‘? z plodové vody, pro charakterizaci jejich velikosti, poétu, tvaru a
povrchoch znakD a koneéné pro extrakci a analu exosomélnich proteinL“! by
eazne' rozs'iril moinosti studia molekulérnich mechanismd smérem k infekénimu
a sterilnimu intra-amniotickému zénétu. Rovnéz' by tento pfistup mohl vyrazné
pfispet kprohloubeni zna/osti o iniciaénich mechanismech vzniku sterilniho intra-
amniotického zénétu vporovnéni s infekénim zénétem. RozSifeni metodiky pro
izolaci exosoma i na dals“i biologické matrice (Iidské plazma, moo) a moinost
korelace sIedkL’I napfié rflznymi biologickymi matricemi mé velky potenciél
smérem k charakterizaci ,,intra-uterinnich“ exosomfl vmater'ské krvi a moc'i ‘a
moz'nosti studovat intra-amnioticky zénét bez invazivnl’ho a komplikovane’ho
odbéru plodové vody. Takto by bylo moz'ne’ zahrnout do skumu PPROM napr".
skupinu zdrach téhotnych z'en, popr’. sledovat kohon‘u pacientek vdels'im
(Easovém horizontu (odbéry v rflzném gestaénim stéfi).

Metodika

a zpfisob
ziskévéni dat

Pro izolaci exosomL‘] budou testovény tfi zékladni postupy; u/tracentrifugace
plodové vody vhustotnim gradientu, chromatografie stérické vyluky a afinitni
chromatografie dle povrchovych znaka. Bude také zakoupena a otestovéna
komerc'm’ souprava na izo/aci exosoma. Velikost a distribuce ziskanych exosomfl
bude hodnocena pomoci dynamického rozptylu svét/a (DLS). Poéet exosoma a
jejich tvar bude posouzen na zékladé snimklj z transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). lmunoblotovacimi technikami bude porvrzena pf‘itomnost
typicch povrchovych znakD (CD63, C09, flotillin-1, TSG101, 8].) a specificch
markera pavodil exosomfl (napr'. HSC70, PLAP). Proteiny extrahované
z izolovanych exosomL": budou identifikovény a kvantifikovény modernimi
proteomiokymi metodami za/oz'enymi na hmotnostni spektrometrii (LC-MS).
Ziskané proteomické data budou interpretovéna v programu MaxQuant, Perseus a
R. Vpr'ipadé statistické analyzy dat bude vyuz'ito také programu GraphPad Prism.
Kvantifikace proteina imunoblotovacimi technikami bude provedena vprogramu
AzureSpot.

Budou pouz'ity vzorky plodové vody pacientek, které byly pfijaty na Porodnickou a
gynekologickou kliniku FNHK s diagnézou PPROM mezi 24. (24+0) a 37. tydnem
téhotenstw’ (36+6). U vzorkL‘i bude stanovena koncentrace IL-6 a pr'itomnost
bakten'élni koionizace pro stratifikaci kohorty dle pr'itomnosti sterilniho a infekéniho
intra-amniotického zénétu, nebo pouze bakteriélni kolonizace, pr'ipadné absence
jak infekénich, tak zénétlivych zmén. Na zékladé této k/asifikace budou definované
skupiny (sterilni zénét, infekéni zénét, bakteria/ni kolonizace. absence bakteriélni
kolonizace i zénétu) porovnény z hlediska morfologie exosomt‘) (tvar a velikost,
povrchové znaky), jejich poétu a relativnich hladin exosomélnich proteinL‘}.
Vzorky plodové vody 0d pacientek s PPROM byly sbirény se souhlasem Etické
komise FNHK (EK). 6.]. 202007 805P. Informovany souhlas pacienta byl ziskén 0d
kaz'dé tehotne'.

V rémci projektu budou charakterizovany take' exosomy mater'ské plazmy a moéi
scflem nalézt exosomy placentélniho a feté/niho pavodu vtéchto biologickych
matricich. Pro optimalizaci metody izolace exosomL’I v Iidské p/azmé a moéi bude
nejprve vyuz'ito vzorka ziskanych od zdravych dobrovolnych dérca, souh/as EK



bude ziskén vprflbéhu fijna 2021. Informovany souhlas bude ziskén od kaz’dého
dérce. Vzorky periferni krve 0d pacientek s PPROM budou sbirény se souhlasem
EK. (5.]. 201902 S16P. Vzorky moé/ budou sbira’ny se souhlasem EK, ktery bude
ziskén v prabéhu r'ijna 2021 . Informovany souhlas pacienta bude ziskén od kaz’de’
téhotné.

Klinické

hodnoceni Iééiv

uved’te. zda se jedné o KH éi nikoliv pomoci odpovédi na tyto otézky:

1. Je v névrhu projektu podévén/studovén lééivy pfipravek? NE
2. Je v névrhu projektu pro jeho ac'e/y provéde’na intervence? AND
3. Je névrh projekt provédén na lidskych subjektech? ANO

Spolupréce Podévany projekt navazuje na d/ouholetou spoiupréci proteomické skupiny Centra
biomedicinského vyzkumu (CBV) a Porodnicke’ a gyneko/ogické k/iniky (PGK)
vobiasti pfedéasnych poroda, zejména PPROM. Vrémci spoleéného vyzkumu
bude navézéna spolupréce sFaku/tou vojenske’ho zdravotnictvi UO, diky které
bude mit feéite/ moz'nost izolovat exosomy ultracentrifugaci vzorkD vhustotnim
gradientu. DLS a TEM nezbytné pro charakterizaci tvaru, ve/ikosti a poétu
izolovanych exosomfi budou realizovény jako externi s/uz’ba na Katedfe
biologickych biochemickych véd, UPCE {DLS} a Sen/isni laborator'i elektronové
mikroskopie, Ustav molekulérni genetiky A V CR (TEM).

Pfipravenost

pracoviété
Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK je adekva’tné vybaveno a personélné
zajiéténo, aby mohl byt projekt Uspés'né feéen a dokonéen. TEM a DLS
izolovanych exosomE/ budou zajiétény externé (Servisni laboratof elektronové
mikroskopie, AV CR; Katedra bio/ogickych biochemickych véd, UPCE).
Ultracentrifugace plodové vody bude provedena na Katedr'e molekulérni pato/ogie
a biologie (Fakulta vojenského zdravotnictvi UO) ve spolupréci 3 Dr. Klimentovou
(olenka r'es'itelského tYmu), které tuto metodu dlouhodobé vyuiivé vrémci
zékladniho vyzkumu. Refine/sky tym ma d/ouholeté zkuéenosti s analyzou prote/nL?
vpiodové vodé a da/s'ich biologickych materié/ech véetné komp/exni analyzy
ziskanych dat, ktera’ zahrnuje interpretaci MS a MS/MS spekter a komparativni
analu hladin identifikovanych proteim’l. Vrémci projektu vyuiije feéitelsky tym
primérne' jii existujici biobanku vzorkd plodovych vod (PPROM). Podévany projekt
bude r'eéen Vazké spolupréci s MUDr. J. Stra’nikem (PGK, élen r'eéitelského
tYmu), Men? 39 problematice intra-amniotického zénétu u PPROM vénuje
dlouhodobe' v rémci své klinické praxe a postgraduélm’ho stud/a.

Navazujici
projekt

Exosomy jsou dE/Iei‘itym néstrojem bunéc‘né signa/izace a sehrévaji vyznamnou
roli vprozanéflive’ odpovédi, Vposlednich letech je v/iv exosomL’I diskutovén také
v souvisiosti se senescenci plodovych obala a rozvojem zénétu. Spo/ehlivy postup
pro izolaci exosoma zplodové vody, ktery je h/avnim cilem tohoto projektu,
poskytne moinosthlubs’i analyzy exosomélnich proteinfl, jejich vztahu krozvoji
intra-amniotické zénétlivé odpovédi u PPROM a stane se podk/adem pro névrh
navazujiciho projektu u externi grantové agentury (AZV. GACR}. Tématem
navazujiciho projektu bude mimo jiné i skum ,,intra—uterinnich” exosomt’l
v dostupnéjéich bio/ogickych matricich (Iidské plazma, moo).

Harmonogam projektu
Doba feéeni 1. Unora 2022 — 31. prosince 2022
Harmonogram Etapa (od - Popis praci véetné Oéekévané vystupy
projektu do) rozdéleni mezi éleny tymu

o iSte , - . . . .
parfnonog ram Vyber zagkladnl me’tody pro rzolapu Protokol pro izolaci exosoml‘]
plénovanych praci 1-Q exosomu Z plodove vody. Pllotm

z plodové vody. Zékladni
formou éaSQVS'Ch 2022 :figfnef‘W 5 Cllem

charakteristika exosomfi potvrzujici
2:22; LfiggLfiby sprévnost postupu.
véetné rozdélenl'
mezi jednomvé fieny 2.0 Optimalizace protokolu pro izolaci Optimalizovany postup izolace

L exosomfl z plodové vody a exosomfl z plodové vody, lidské



1 feéitelského tymu) 2022 prenos protokolu i pro daléi plazmy a moéi. Detailni
biologické matrice (Iidské plazma, charakterizace exosomu ve véech
moé)‘ Pokroéila charakterizace jmenovanych biologickych
exosomfl pomoci TEM. Analyza matricich.

Pilotni analyzy exosomalnich
proteinu v plodové vodé ve

3Q vztahu k intra-amniotickému
zénétu u PPROM, pokroéilé

2022
charakterizace exosomfi '

Pilotni proteomické data, ktera
budou slouiit jako podklad pro
navazujici projekt u externi
grantové agenturyo

- , . , . Podklady pro navrh na navazujiciDokoncenl proteomvckych analyz.
projekt. ktery bude podan v more

4 Q Pnprava publlkace a podkladu
2023. Navrh manuskriptu

2022 figgf‘vrh ”8 naval“ 'C' r ” metodické publikace, ktera’ bude
v roce 2023 publikovéna

v éasopise 5 IF.

1

Visiedky, vistup a piinosy projektu
Oéekévané

vysledky
vysrupem interniho projektu bude zavedeni metodiky pro izo/aci a charakterizaci
exosomfi z plodové vody, mater'ské plazmy a moéi. Vrémci projektu budou také
ziska'na pilotni data we vztahu k intra—amnioticke’ho zénétu u PPROM, ktera budou
podkladem pro névrh na navazujici grant (AZV/GAC‘R). Ziskané vysledku budou
shrnuty v metodické publikaci, jejiz' Ustr'ednim tématem bude charakterizace
exosomix amniotického a placentélniho pdvodu vp/odové vodé a v lépe
dostupnych biologic/(yon matricich {Iidské plazma. moé).

Oéekévany
pf'inos

Oéekévanym pr'inosem bude vflbec zavedeni metodiky pro izolaci a charakterizaci
exosomL? zp/odove' vody, mater'ské plazmy a moéi ve FN, ktera umoz’ni daléi
studium exosomé/nich proteim) ve vztahu krozvoji intra—amnioticke‘ zénétlivé
odpovédi u PPROM. Zérover'l ale bude moZné zavedeny postup vyuz”it vrémci
da/s'ich projekn’l zamér'enych na studium exosomé/nich proteinu c‘fi jinych moleku/
(Iipidy, nukleové kyseliny) vce/é r'adé da/éich onemocnéni (nédorové,
kardiovaskulérni 6i metabolické onemocnéni), kde exosomy suspektné hraji
dDIeZItou roli. Jednoznaénym pfinosem je tedy univerzé/nost celého pfistupu a
jeho vyuz'itelnost v budoucich projektech.

Pfilohy k pfihlééce

Doloieno (anolne)
‘

Rozpoéet projektu ano
CV hlavniho Feéitele ano
Stanovisko etické komise (je—Ii relevantni) ano (+2 zadosti - stanovisko

bude doloZeno p0 schvéleni
EK)

Informovany souhlas pacienta + informace pro pacienta (je-Ii ano
relevantni)
Oprévnénl' k pouiivéni pokusnych zvifat (je-Ii relevantni) ne
Cestné prohlééeni vyluéujici realizaci klinického hodnoceni ano
Prohlééeni daléiho subjektu o zéjmu podilet se na financovéni ne

rojektu, véetné vyéisleni podilu
Navrh smlouvy o spolupréci, smlouva musi byt podepsané pfed ne
zaha’jem’m feéeni projektu (tj. do 31. ledna 2022)
Projekty IGS Feéené navrhovatelem v pf‘edchozich letech (v roli hl. ne
reéitele)



Souhlasy zapojenych pracoviét‘, véetné externich ano

Ostatni pfilohy (grafy. tabulky, doplhujici texty apod.) ne

Pfiloha 6. 2 ROZPOCET PROJEKTU
Rozpoéet FN HK

mam: obsahu elosomé v homem: intraqmmotlckeho zinétu u ”ROM
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