SMLOUVA

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
se sidlem: Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové — Novy Hradec Kralové
IC: 00179906, DIC: CZ00179906
zastoupena: prof. MUDr. Vladimirem Palickou, CSc., dr.h.c., feditelem
dale jen ..Fakultni nemocnice™

na strané jedné

Univerzita Pardubice
vefejna vysoka Skola ziizena zakonem
se sidlem Studentska 95, 532 10 Pardubice
IC: 00216275, DIC: CZ00216275,
zastoupena: prof. Ing. Jifim Malkem, DrSc., rektorem,
dale jen ,,Spoluresitel”
na strané druhé

uzaviraji na zakladé ustanoveni § 1746 odst. 2 zakona ¢. 89/2012 Sb.. obcanského zakoniku, v platném
znéni

smlouvu o spolupraci pfi FeSeni projektu vyzkumu a vyvoje:

Clének I
Ucel smlouvy
Ucelem této smlouvy je vytvofeni podminek pro spolupraci Fakultni nemocnice a Spolufesitele pfi
realizaci projektu s nazvem: ,,Proteomicka analyza obsahu exosomu v kontextu intra-amniotick€ho
zanétu u PPROM* (dale jen ,,projekt). Pfihlaska projektu tvori Prilohu ¢. 1 této smlouvy.

Clanek I1
Predmét smlouvy

Piedmétem této smlouvy je Gprava zavazk( smluvnich stran K zajisténi spoluprace pii realizaci
projektu, jehoz cilem bude zavedeni metodiky pro izolaci exosomi zplodové vody. pokrocila
charakterizace izolovanych exosomi, proteomickda analyza exosomalniho obsahu a pilotni
komparativni analyzy exosomalnich proteinii ve vztahu k intra-amniotickému zanétu u PPROM.
Ocekavané vysledky projektu budou publikovany v ¢asopise s impact factorem a rovnéz bude zvazeno
podani spole¢ného grantu.

Clanek 111
Doba realizace projektu

Projekt bude realizovan v obdobi od 1.2.2022 do 31.12.2022; v tomto obdobi smluvni strany provedou
vykony uvedené v ¢l. IV.
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Clinek IV
Planované vykony smluvnich stran

Fakultni nemocnice provede nasledujici vykony:
a. Vybeér zakladni metody pro izolaci exosomu z plodové vody.
b. Pilotni experimenty s cilem charakterizovat exosomy

Optimalizace protokolu pro izolaci exosomu z plodové vody

e o

Prenos protokolu i pro dalsi biologické matrice (lidska plazma, mo¢)
e. Pokrocila charakterizace exosomu pomoci TEM
f.  Analyza proteinii pomoci LC-MS

g. Pilotni analyzy exosomalnich proteini v plodové vodé ve vztahu k intra-
amniotickému zanétu u PPROM

h. pokrocila charakterizace exosomu u této skupiny pacientek

i. Dokonceni proteomickych analyz

J. Priprava publikace a podkladi pro navrh na navazujici grant
Spolufesitel provede nasledujici vykony:

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

b. Ovéfeni Gcinnosti izolace a Eistoty exosomi metodou DLS

1. Prubézna analyza a kontrola vybranych vzorka exosomi metodou DLS

Clanek V
Naklady na realizaci projektu a jejich uhrada

Naklady na realizaci projektu podle této smlouvy si kazda ze smluvnich stran hradi z vlastnich
zdroji ¢i z poskytnutych dotaci nebo grantli na zikladé vlastniho uvazeni a s diirazem na
hospodarnost a a¢elovost vynalozenych nakladi. O vynalozenych nakladech si kazda strana
vede vlastni oddélenou evidenci vynalozenych nakladu pro ucely piipadného Feseni vyse
majetkovych podili na spole¢né vzniklych predmétech dusevniho vlastnictvi. Schvaleny
rozpocCet projektu je Prilohou €. 2 této smlouvy.

Clanek VI
Povinnosti smluvnich stran

Smluvni strany vzaly na védomi, ze za ucelem naplnéni spoluprace dle potieby obdrzi jedna
smluvni strana od druhé smluvni strany informace, a to v Gstni ¢i pisemné podobé, ¢i ve forme
zachycen¢ jinymi technickymi prostiedky, resp. ve formé vyrobku ¢i jeho navrhu (prototypu
apod.).

Pokud budou tyto povazovany za informace divérného charakteru, bude tato skutenost
stranami pisemné vzajemné pii jejich predani potvrzena. Tyto informace nemohou byt bez
pisemného souhlasu smluvnich stran predavany a vyuzivany treti stranou.

Smluvni strany se zavazuji chranit tyto diivérné informace (dale téz ,.Informace™), zejména se
zavazuji zachovavat divérnost poskytnutych Informaci a nezneuzit tyto ve sviyj prospéch nebo
ve prospéch jiné osoby; pouzit tyto pouze pro ucel, pro néz budou poskytnuty, nezptistupnit
bez pfedchoziho pisemného souhlasu poskytujici smluvni strany tyto Informace tfeti osobé.
Zavazek ochrany divérnych Informaci se nevztahuje na Informace, které smluvni strana
ziskala z vefejné dostupného zdroje (nebo od tieti osoby), a pfi jejich ziskani nedoslo k
protipravnimu jednani smluvni strany (nebo této tfeti osoby): nebo byly uvefejnény a staly se
vSeobecné pristupnymi vefejnosti bez poruseni této smlouvy smluvni stranou: nebo v dobé
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zptistupnéni smluvni strané byly této smluvni strané znamy bez omezeni, coz tato smluvni
strana muze dolozit. a pii jejich ziskani nedoslo k protipravnimu jednani smluvni strany; nebo
byly z takové ochrany vylouceny s predchozim pisemnym souhlasem Informaci poskytujici
smluvni strany; nebo je nutné je zpfistupnit podle zakona, soudniho ¢i obdobného rozhodnuti.
Ob¢ smluvni strany se zavazuji pfi realizaci projektu postupovat co nejicelnéji, organizovat
prace tak, aby bylo dosazeno cilti projektu, a to v planované dobé, a na pozadani informovat
druhou smluvni stranu o stavu praci na projektu.

Clanek VII
Prava k vysledkum projektu a jejich vyuziti

Pokud bude vysledek vytvofeny pfi plnéni této smlouvy spolecnou tviiréi praci zaméstnanci
obou smluvnich stran na Grovni vynalezu dle zakona ¢&. 527/1990 Sb., o vynalezech a
zlep3ovacich navrzich, v platném znéni, nebo technického feseni dle zakona &. 478/1992 Sb.,
o uzitnych vzorech, v platném znéni, stanou se ob& smluvni strany spolumajiteli prav k tomuto
vynalezu nebo technickému feseni.

Vytvoril-li pivodce vynalez nebo technické feseni ke splnéni akolu z pracovniho poméru k
zaméestnavateli, prechazi pravo na patent nebo uzitny vzor na zaméstnavatele. Pravo na
plivodcovstvi tim neni dotéeno. )

Smluvni strany se zavazuji zajistit, aby plvodci vynalezu nebo technického feSeni, které
vytvofi ke splnéni ukolu z pracovniho poméru k zaméstnavateli pfi plnéni této smlouvy,
pisemné vyrozuméli svého zaméstnavatele o jeho vytvoreni a zaroveii zaméstnavateli piedali
podklady potiebné k jeho posouzeni, a to bez zbyte¢ného odkladu, tak aby byla zajisténa
dostate¢na ochrana dusevniho vlastnictvi.

Jakakoli smluvni strana je v piipadé vytvofeni vynalezu nebo technického feseni pfi plnéni
této smlouvy povinna tuto skutecnost pisemné oznamit druhé smluvni strané, a to pted
podanim prihlasky vynalezu nebo uzitného vzoru. Smluvni strany se zavazuji zachovavat
mlcenlivost o sdéleném obsahu vynalezu nebo technického feseni.

Smluvni strany se zavazuji po uplatnéni prava na spoleény patent nebo uzitny vzor uzaviit
smlouvu o spoluvlastnictvi prav k vynalezu nebo technickému feSeni, v niz zejména upravi
vySi svych spoluvlastnickych podilii k vynalezu nebo technickému feseni, dale postup pfi
zpracovani a podani pfihlasky vynalezu nebo uzitného vzoru a také vysi podili na thradé
nakladi a pfinosech z vyuziti vynalezu nebo technického feseni. Smluvni strany se dohodly,
ze pri stanoveni podilu k vynalezu nebo technickému feSeni budou vychazet z podilu jejich
zaméstnanci na tvarci praci pfi vytvofeni vynalezu nebo technického feseni.

Pokud bude vynalez nebo technické feseni vytvofené vlastni tvaréi praci zaméstnancii pouze
Jedné ze smluvnich stran, bude majitelem prav k tomuto vynélezu nebo technickému feseni
pouze ta smluvni strana, jejiz zaméstnanci budou pivodci tohoto vynélezu nebo technického
reseni.

Jednotlivé druhy vysledkda budou vykazovany v souladu s vladou schvalenou Metodikou
hodnoceni vyzkumnych organizaci a programi u¢elové podpory vyzkumu, vyvoje a inovaci
(MI17+)

Pripadny hmotny majetek, ktery smluvni strana vytvofi ¢i ziska pfi spoleéné spolupraci dle
této smlouvy, resp. zejména naslednych dle ni uzavienych smluv. (zkusebni zatizeni, méFici



piistroje, vyrobni zatizeni apod.), a ktery pofidi z vlastnich finan¢nich prostfedku, bude ve
vlastnictvi pfisluiné smluvni strany. Pokud se na pofizeni nebo vytvofeni tohoto majetku
budou finanéné podilet smluvni strany spole¢né, budou spoluvlastniky v poméru stanovenem

v pisemné dohodé.

9. V piipadé spole¢nych publikaci bude podil na vysledcich uréen uvedenim autort jednotlivych

publikaci. pfipadné vzajemnou dohodou viech spoluautorii u kazdého konkrétniho vysledku.

Clanek VIII
Odborni Fesitelé projektu

Na realizaci projektu se budou za smluvni strany podilet odborni fesitelé takto:

a) za Spoluresitele -

Clanek IX
Ostatni ujednani

I. Predmét feseni projektu podléha obchodnimu tajemstvi.

2. Smluvni strany se zavazuji, ze budou postupovat v souladu s opravnénymi zajmy druhé smluvni
strany, a ze uskuteéni veskeré pravni akony, které se ukazi byt nezbytné pro naplnéni této smlouvy.
Zavazek sou¢innosti smluvnich stran se vztahuje pouze na takové kony, které pfispéji ¢i maji pfispét
k dosazeni Gi¢elu této smlouvy. Zarovei smluvni strany prohlasuji, Ze jim na jejich strané neni znama
skute¢nost branici napInéni této smlouvy.

3. Jestlize se smluvni strany dostanou do sporu, zavazuji se, ze budou pfistupné k dalSimu jednani a
moznosti vyfeseni sporu dohodou. Jestlize dohoda nebude mozna, rozhodne na navrh kterékoliv
smluvni strany prislusny soud.

4. V ptipadé, ze ur¢ité ustanoveni smlouvy je neplatné, tato dil¢i neplatnost nema vliv na platnost
ostatnich ustanoveni smlouvy a smlouva ziistava nadale platnou.

5. Pro komunikaci a doru¢ovani dokumentii, nejsou-li zikonem vyzadovany v listinné podobé anebo
stanovi-li tak tato smlouva, je mozno uzivat i elektronickou postu s potvrzenim o doruceni (e-mail
s doru¢enkou) na tyto e-mailové kontakty:

a) e-mail Fakultni ncnn_\cnicc_
o) e-mail Spoluresitel:

6. Tato smlouva se uzavira na dobu uréitou, a to dle ¢l. I11.

7. Tato smlouva se vyhotovuje ve tyfech stejnopisech, kazdy s platnosti originalu, pficemz kazda
smluvni strana obdrzi po dvou z nich.

8. Veskeré zmény a dopliky této smlouvy mohou byt provadény pouze formou pisemnych
a o¢islovanych dodatki, podepsanych obéma smluvnimi stranami.

9. Tato smlouva nabyva platnosti a i¢innosti dnem jejiho podpisu obéma smluvnimi stranami...



8. Smluvni strany prohlasuji, ze tuto smlouvu piecetly, ze byla uzaviena po vzajemném projednani
podle jejich pravé a svobodné vule, urcité, vazné a srozumitelné, nikoliv v tisni za napadné
nevyhodnych podminek, a na dikaz svého souhlasu s jejim obsahem pod ni pfipojuji své podpisy.

V Hradci Kralové dne ..Y.h. Y&, EYLL ) V Pardubicich dne Y A o W | ) P A/

prof.

L T¢ I ; C. prof. Ing. Jiri Malek, DrSc
reditel FN HK rektor




Piiloha ¢. 1 PRIHLASKA PROJEKTU

| INTERNI GRANTOVA SOUTEZ FN HK 2022

PRIHLASKA (textova ¢ast)

o podporu na feseni projektl zdravotnického vyzkumu a vyvoje napliujicich vyhlaseny Program na

podporu zdravotnickeho aplikovaného vyzkumu na léta 2020 — 2026.

Poskytovatel

| podpory

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Nazev projektu

Prioritni oblast
vyzkumu

| Proteomicka analyza obsahu exosomu ﬁi'kontextu intra-amniotickeho zanétu u PPROM
S vékem spojena onemocnéni — garant_

| Publikaéni aktivity resitelského tymu
(uvedte maximaliné 5 nejlepSich publikovanych vysledku fesitele za posledni 3 roky,

minimalné 2 s IF)

C.

1

Nazev v souladu s normou CNS I1SO 690 A

| CNS IS0 690-2

IF

‘ Pracovni
| Resitelsky tym | jmeno pracovi§té telefon email ;?gacda
£ = projekt/%
HI. resitel (Pl) Centrum KI.2017 | rudolf kupcik@fnhk.cz 30%
biomedicinského
vyzkumu -
Odborni Porodnicka a X X 15%
spolupracovnici gynekologicka
ve FN HK (max. Klinka
5) . interni 7 X X 15%
kardioangiologicka
klinika -
Centrum X X 15%
biomedicinského
vyzkumu
Centrum X X 10%
biomedicinského
| vyzkumu
‘ 5 | X e -
| Spolupracujici
_instituce o . - |
Spoluresitel
(Co-Pl) -

KURZAWA-AKANBI, Marzena, Seshu
TAMMIREDDY, Ivo FABRIK, et al., 2021.Altered
ceramide metabolism is a feature in the extracellular
vesicle-mediated spread of alpha-synuclein in Lewy
body disorders. Acta Neuropathologica. ISSN 0001-
6322

17.088

ONDREJ, Martin, Pavel REHULKA, Helena
REHULKOVA, Rudolf KUPCIK a Ales TICHY, 2020.
Fractionation of Enriched Phosphopeptides Using
pH/Acetonitrile-Gradient-Reversed-Phase
Microcolumn Separation in Combination with LC—

| MS/MS Analysis. Intemational Joumnal of Molecular
Sciences. 21(11), 3971. ISSN 1422-0067. -
VAJRYCHOVA, Marie, Jaroslav STRANIK, 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

5.923

4.379

VAJRYCHOVA, Marie, Barbora SALOVSKA, Kristyna
PIMKOVA, lvo FABRIK, Vojtech TAMBOR,
Alexandra KONDELOVA, Jiri BARTEK a Zdenek

9.986




HODNY, 2019. Quantification of cellular protein and
redox imbalance using SILAC-iodoTMT methodology.
Redox Biology. 24, 101227. ISSN 2213-2317.

KUPCIK, Rudolf, Jan M. MACAK, Helena
REHULKOVA, et al. 2019. Amorphous TiO:
Nanotubes as a Platform for Highly Selective 2.870
Phosphopeptide Enrichment. ACS Omega. 4(7),
12156-12166. ISSN 2470-1343.

Popis projektu

Klicova slova
(anglicky)

Exosome, amniotic fluid, intra-amniotic inflammation, PPROM, LC-MS, proteomics

Abstrakt

Exosomy jsou extracelularni vezikuly endosomainiho pivodu o primérné velikosti
100 nm, které jsou tvofeny uvnitf buriky a nasledné sekretovany do
extracelularniho prostoru. Jsou biologicky aktivnimi prostredniky mezibunécné
komunikace nesouci signalizacni molekuly v podobé proteind, lipidii a nukleovych
kyselin (DNA, mRNA, microRNA, IncRNA aj.). Exosomy jsou sekretovany vdemi
typy bunék a jsou pritomné v biologickych tekutinéach, jako je mod¢, periferni krev,
plodova voda, mozkomisni mok a sliny (1). V poslednich letech byla zdiraznéna
role exosomu v rozvoji intra-amniotického zanétu u predéasného porodu
v souvislosti s transportem protein(i sekretovanych senescentnimi burikami
plodovych membran, které setrvavaji v G1, pfipadné G2 fazi bunécného cyklu a jiz
se dale nedgli. Jedna se o tzv. sekrecni fenotyp spojeny se senescenci (SASP).
Mezi SASP proteiny patfi, mimo jiné, také mediatory neinfekéni prozéanétlivé
odpovedi, tzv. alarminy (2,3). Diky enkapsulaci v exosomech jsou alarminy
chranény pred degradaci proteolytickymi enzymy, post-transiaénimi modifikacemi,
které sniZuji jejich stabilitu, a zaroveri jsou transportovény do decidua, myometria
a cervixu. Zde exosomy fuzuji s burikami cilovych tkéni, zvysuji potencial
prozanétliveé odpovédi a stimuluji déloZni dutinu k zahajeni porodni aktivity (2).
Predcasny porod je celosvétové nejcastéjsi pricinou amrti déti mladsich péti let.
Podstatna ¢ast predcasnych porodu je klasifikovana jako pfedéasny odtok plodové
vody (PPROM), ktery je ve tretiné pripadi komplikovan pfitomnosti bakterialnich
patogenu v amniotické dutiné a/nebo rozvojem subklinického intra-amniotického
zanétu. Intra-amnioticky zanét je vysoce rizikovym faktorem z hlediska rozvoje
systemové fetalni zanétlivé reakce a neonataini novorozenecké sepse.
Diagnostika intra-amniotické infekce a zanétu je v soucasné dobé zalozena na
prukazu bakterialnich agens metodami kultivace a PCR a stanoveni koncentrace
IL-6 v plodové vodé. Aviak dosud nebyly u PPROM ziskany hlubsi poznatky o roli
exosomu sekretovanych do amniotické dutiny (a plodové vody) z hlediska
porovnani infekCniho zanétu a zanétu bez prokazané pritomnosti bakteridinich
patogenu. Navic bylo prokézano, Ze exosomy fetalniho a placentalniho pivodu se
vyskytuji i v matefské krvi a moci (2, 4). Pokud by bylo mozné analyzovat proteiny
z techto intra-uterinnich® exosomi pfimo z materské krve, resp. plazmy, nebo
dokonce moci, ziskali bychom unikatni informace o skrytém zénétlivém procesu
v amniotické dutiné i bez invazivniho odbéru plodové vody.

Literatura:
1) Kalluri R, LeBleu VS, Science. 2020; 367(6478): eaau6977.
2) Menon R, Richardson LS, et al., Placenta. 2019, 79:40-45.
3) Menon R, Mesiano S, et al., Front Endocrino! (Lausanne). 2017, 8:196.
4) Herrera-Van Oostdam AS, et al., Int J Mol Med. 2020;46(2):546-560.




Cile projektu

Presny postup pro izolaci exosomi z plodové vody a jejich charakterizaci nebyl
dosud ve FN zaveden, proto cilem podéavaného projektu bude zejména zavedeni
této metodiky, pokrocila charakterizace izolovanych exosomi a proteomicka
analyza exosomalniho obsahu. Ziskané poznatky budou poté v rémci projektu
pfeneseny na lépe dostupné biologické matrice (plazma a moc). V zavérecné fazi
projektu budou realizovany pilotni komparativni analyzy exosomalnich proteini ve
vztahu k intra-amniotickému zanétu u PPROM s cilem ziskat pilotni data pro
podani navrhu na navazujici projekt u externi grantové agentury.

Vyzkumna
hypotéza

Exosomy sekretované epitelidlnimi burikami amnionu jsou mimo jiné unikatnimi
nositeli proteinu spojenych s rozvojem intra-amniotického zanétu i pii absenci
bakterialnich ¢i virovych patogenu. Exosoméini enkapsulaci jsou tyto proteiny
chraneny pred cinnosti proteolytickych enzymi a pred degradaci v proteasomu.
Zaroveri mohou timto zplsobem prostupovat do cilovych tkani délohy, délozniho
Cipku a pres materno-fetaini rozhrani do materské krve. Zavedeny postup pro
izolaci exosomu z plodové vody, pro charakterizaci jejich velikosti, poétu, tvaru a
povrchovych znaku a konecné pro extrakci a analyzu exosomalnich proteini by
vyrazné rozsiiil moznosti studia molekularnich mechanismt smérem k infekénimu
a sterilnimu intra-amniotickému zanétu. RovnéZ by tento pristup mohl vyrazné
prispét k prohloubeni znalosti o iniciaénich mechanismech vzniku sterilniho intra-
amniotického zanétu v porovnani s infekénim zanétem. Rozsifeni metodiky pro
izolaci exosomu i na dalsi biologické matrice (lidské plazma, mo&) a moznost
korelace vysledku napfi¢ riznymi biologickymi matricemi méa velky potencial
smérem k charakterizaci ,intra-uterinnich” exosomii v materské krvi a modi a
moznosti studovat intra-amnioticky zanét bez invazivniho a komplikovaného
odbéru plodové vody. Takto by bylo mozné zahrnout do vyzkumu PPROM napr
skupinu zdravych tehotnych Zen, popf. sledovat kohortu pacientek v delsim
casovem horizontu (odbéry v rizném gestacnim stari).

Metodika
a zpusob
ziskavani dat

Pro izolaci exosomu budou testovény tii zakladni postupy; ultracentrifugace
plodove vody v hustotnim gradientu, chromatografie stérické vyluky a afinitni
chromatografie dle povrchovych znaki. Bude také zakoupena a otestovéna
komercni souprava na izolaci exosomi. Velikost a distribuce ziskanych exosomu
bude hodnocena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS). Podet exosomil a
jejich tvar bude posouzen na zakladé snimku z transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). Imunoblotovacimi technikami bude potvrzena pritomnost
typickych povrchovych znaku (CD63, CD9, flotillin-1, TSG101, aj.) a specifickych
markeri puvodi exosomi (napi. HSC70, PLAP). Proteiny extrahované
z izolovanych exosomt budou identifikovany a kvantifikovany modernimi
proteomickymi metodami zaloZzenymi na hmotnostni spektrometrii (LC-MS).
Ziskana proteomicka data budou interpretovéna v programu MaxQuant, Perseus a
R. V pripadé statistické analyzy dat bude vyuZito také programu GraphPad Prism.
Kvantifikace proteint imunoblotovacimi technikami bude provedena v programu
AzureSpot.

Budou pouzity vzorky plodové vody pacientek, které byly prijaty na Porodnickou a
gynekologickou kliniku FNHK s diagnézou PPROM mezi 24. (24+0) a 37. tydnem
tehotenstvi (36+6). U vzorki bude stanovena koncentrace IL-6 a pritomnost
bakterialni kolonizace pro stratifikaci kohorty die pfitomnosti sterilniho a infekéniho
intra-amniotického zanétu, nebo pouze bakterialni kolonizace, pripadné absence
Jjak infekCnich, tak zanétlivych zmén. Na zékladé této kiasifikace budou definované
skupiny (sterilni zanét, infekéni zanét, bakterialni kolonizace, absence bakterialni
kolonizace i zanétu) porovnany z hlediska morfologie exosomu (tvar a velikost,
povrchové znaky), jejich poctu a relativnich hladin exosomaélnich proteind:.

Vzorky plodové vody od pacientek s PPROM byly sbirany se souhlasem Etické
komise FNHK (EK), ¢.j. 202007 SO05P. Informovany souhlas pacienta byl ziskan od
kaZdé téhotné.

V ramei projektu budou charakterizovany také exosomy materské plazmy a modi
s cilem nalézt exosomy placentalniho a fetalniho pivodu v téchto biologickych
matricich. Pro optimalizaci metody izolace exosomt v lidské plazmé a moéi bude
nejprve vyuzito vzorku ziskanych od zdravych dobrovolnych darct, souhlas EK




bude ziskan v prabéhu fijna 2021. Informovany souhlas bude ziskan od kaZdého
darce. Vzorky periferni krve od pacientek s PPROM budou sbirany se souhlasem
EK, ¢j. 201902 S16P. Vzorky mod¢i budou sbirény se souhlasem EK, ktery bude
ziskan v prubéhu fijna 2021. Informovany souhlas pacienta bude ziskan od kazdé
tehotné.

Klinické
hodnoceni léCiv

uvedte, zda se jednéa o KH ¢i nikoliv pomoci odpovédi na tyto otazky:

1. Je v navrhu projektu podavan/studovan lécivy pripravek? NE
2. Je v navrhu projektu pro jeho tidely provéadéna intervence? ANO
3. Je navrh projekt provadén na lidskych subjektech? ANO

Spoluprace

Podavany projekt navazuje na diouholetou spolupraci proteomické skupiny Centra

biomedicinského vyzkumu (CBV) a Porodnické a gynekologické kiiniky (PGK)

v oblasti pfed¢asnych porodu, zejména PPROM. V ramci spoleéného vyzkumu |
bude navazéna spolupréce s Fakultou vojenského zdravotnictvi UO, diky které |
bude mit feSitel moznost izolovat exosomy ultracentrifugaci vzork v hustotnim

gradientu. DLS a TEM nezbytné pro charakterizaci tvaru, velikosti a poctu

izolovanych exosomi budou realizovany jako externi sluzba na Katedre

biologickych biochemickych véd, UPCE (DLS) a Servisni laboratofi elektronové

mikroskopie, Ustav molekularni genetiky AV CR (TEM).

Pripravenost
pracovisté

Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK je adekvétné vybaveno a personainé
zafisténo, aby mohl byt projekt (spés$né fesen a dokonden. TEM a DLS
Izolovanych exosomi budou zajiStény externé (Servisni laborator elektronové
mikroskopie, AV CR; Katedra biologickych biochemickych véd, UPCE).
Ultracentrifugace plodové vody bude provedena na Katedfe molekularni patologie
a biologie (Fakulta vojenského zdravotnictvi UO) ve spolupréci s Dr. Klimentovou
(Clenka resitelského tymu), ktera tuto metodu dlouhodobé vyuziva v ramci
zakladniho vyzkumu. Resitelsky tym ma dlouholeté zku$enosti s analyzou protein(
v plodové vodé a dalSich biologickych materidlech véetné komplexni analyzy
ziskanych dat, ktera zahrnuje interpretaci MS a MS/MS spekter a komparativni
analyzu hladin identifikovanych proteint. V rémci projektu vyuzije regitelsky tym
primarné jiz existujici biobanku vzorki plodovych vod (PPROM). Podavany projekt
bude reSen v azké spolupraci s MUDr. J. Stranikem (PGK, &len resitelského
tymu), ktery se problematice intra-amniotického zanétu u PPROM vénuje
dlouhodobe v ramci své kiinické praxe a postgraduéiniho studia.

Navazujici
projekt

Exosomy jsou dulezitym néastrojem bunécné signalizace a sehravaji vyznamnou |
roli v prozanetlivé odpovédi. V poslednich letech je vliv exosomi diskutovan také

v souvislosti se senescenci plodovych obalil a rozvojem zanétu. Spolehlivy postup

pro izolaci exosomu z plodové vody, ktery je hlavnim cilem tohoto projektu,

poskytne moznost hlubsi analyzy exosomalnich proteind, jejich vztahu k rozvoji

intra-amniotické zanétlivé odpovédi u PPROM a stane se podkladem pro névrh

navazujiciho projektu u externi grantové agentury (AZV, GACR). Tématem

navazujiciho projektu bude mimo jiné i vyzkum intra-uterinnich® exosomd

v dostupnéjSich biologickych matricich (lidskéa plazma, mog).

Harmonogram projektu

Doba feseni 1. unora 2022 — 31. prosince 2022

Harmonogram Etapa (od - Popis praci véetné Oc&ekavané vystupy

projektu do) rozdéleni mezi éleny tymu

(popiste o o B g ; :

harmonogram Viyber zqkladln ijefody dprc’)J!izt)tIa.C| Protokol pro izolaci exosomu

planovanych praci 1.Q eIy th o 2"9 b Rl z plodoveé vody. Zakladni

formou ¢asovych 2022 SaCInNLY = ehein charakteristika exosomu potvrzujici

etap v ramci doby Sho spravnost postupu

feSeni projektu '

véetné rozdéleni e : i T - 9

mezi jednotlivé &leny 2.Q Optimalizace protokolu pro izolaci | Optimalizovany postup izolace
exosomtl z plodové vody a exosomu z plodové vody, lidské




reSitelského tymu)

2022 prenos protokolu i pro dal3i plazmy a moci. Detailni
biologické matrice (lidska plazma, | charakterizace exosomi ve véech
moc). Pokrocila charakterizace jmenovanych biologickych
exosomu pomoci TEM. Analyza | matricich.

Pilotni analyzy exosomalnich
proteinu v plodové vodé ve _— s o ;
3 vztahu k intra-amniotickému Pilotn| protg_ommka data, ktera
Q S i budou slouzit jako podklad pro
zanetu u PPROM, pokrocila £ A .
2022 , o i navazujici projekt u externi
charakterizace exosomu u ;
p . grantove agentury.
skuimi iii ii'ii ﬂ
L L . Podklady pro navrh na navazujici
4.Q ropna'vrhpna navazu'iﬁ;i i 2023. Navrh manuskriptu
2022 pAZV/ metodické publikace, ktera bude
| vroce 2023 publikovana
| v 8asopise s IF.

Vysledky, vystup

a pfinosy projektu

Ocekavané
vysledky

Vystupem interniho projektu bude zavedeni metodiky pro izolaci a charakterizaci
exosomu z plodové vody, materské plazmy a moéi. V rémci projektu budou také
ziskana pilotni data ve vztahu k intra-amniotického zanétu u PPROM., ktera budou
podkladem pro navrh na navazujici grant (AZV/GACR). Ziskané vysledku budou
shrnuty v metodické publikaci, jejiz ustfednim tématem bude charakterizace
exosomu amniotického a placentalniho pavodu v plodové vodé a v lépe
dostupnych biologickych matricich (lidské plazma, moc). \'

Ocekavany
pfinos

| studium exosomalnich proteinti ve vztahu k rozvoji intra-amniotické zanétlivé

Ocekavanym prinosem bude viibec zavedeni metodiky pro izolaci a charakterizaci
exosomu z plodové vody, matefské plazmy a moci ve FN, kterd umozni dalsi |

odpovédi u PPROM. Zaroveri ale bude mozné zavedeny postup vyuzit v ramci
dalsich projektu zaméfenych na studium exosomalnich proteini & Jinych molekul
(lipidy, nukleové kyseliny) vcelé rfadé dalsich onemocnéni (nadorova,
kardiovaskularni ¢i metabolickd onemocnéni), kde exosomy suspektné hraji
dulezitou roli. Jednoznacénym prinosem je tedy univerzalnost celého pristupu a
Jeho vyuzitelnost v budoucich projektech.

Prilohy k pfihlasce

| Dolozeno (ano/ne)

Rozpocet projektu

ano

CV hlavniho fesitele

ano

Stanovisko etické komise (je-li relevantni)

ano (+2 zadosti — stanovisko
bude doloZeno po schvaleni

EK)
Informovany souhlas pacienta + informace pro pacienta (je-li ano i
relevantni) .
Opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat (je-li relevantni) ne
Cestné prohlaseni vyluCujici realizaci klinického hodnoceni | ano
Prohlaseni dalSiho subjektu o zajmu podilet se na financovani ' ne
projektu, v&etné vyc&isleni podilu -
Navrh smlouvy o spolupraci, smlouva musi byt podepsana pfed ne
zahajenim feSeni projektu (tj. do 31. ledna 2022) |
Projekty IGS fesené navrhovatelem v pfedchozich letech (v roli hl. ne

| fesitele) )




Souhlasy zapojenych pracovist, véetné externich ano

Ostatni prilohy (grafy, tabulky, doplfiujici texty apod.) ne

Ptiloha ¢. 2 ROZPOCET PROJEKTU

~
Rozpocet FN HK
Nazev projektu Proteomicka analyza obsahu d vk intra- keho zanétu u PPROM
Hiawni Feditel nagr. Rudolf kuptik, Ph.D.
Druh nakladd Eastha (KE)
R : b TIIN S
Cea 20% - ch«mhak pro zolaci exosomu (napé. pufry, Optprep). cca 709. dnemntzh aenzyny pra
pfipravu vzorky na LC-MS (nagf. TCEP redukéni Ginidio, MMTS blokujici Smidlo, Stépici pufr TEAB pH
115.000.00]8-5 enzymy trypsin 3 rLys-C pro sekvenovani, deaxycholat sodny pmsm.bi:zcl cca 20% - LC-MS
‘ zpoustidla (voda, i, methanol). cca 40% - charakterzace exosomd (napf. protitatky prof
57, léky i povrchovym znakim, pufry, barviva)
Cca 20% - plastovy spotfebni matenal {ultracentrifugaéni zZkumavky. jednorizove ppetovaci spicky.
m&m..ll.mauty centrfugacni filtry. SPE kolonky): cca 25% - wmm:m; a MS spotfebni matenal
125.000.00] {napf koloﬂy taze. kaplary). cca 35% - kity pro zolaci exosomi; oca 20% - wu'ebypromdm
exosomu (naph membrany a gely pro westem-blot, kit pro stanoveni koncentrace proteiny)
daksi febri &l
kancelarske potfeby 1.000.00 Kancelarske potreby pro resiteisky tym
(maximainé 2 000 K¢) |
Neni poZadovanc
mmhmmw 0.00)
cena do 1 000 - 40 000 Ké)*
Neni pozadovano
0.00|
Mneh'nnhy
i cena do 1 000 - 60 000 K&)'
Celkem material 241
prx e 2 A T %, = g
85,000.00) Transmisni elektronova mikroskopie (UMG AV CR_Praha)
extemni slufby '
0.00 Neni poZadovano
Serns shalby. witidhand vesaifant
Servis LC-MS pristroju nad ramec servisni smiouvy o preventvn: udrebe
i 50.000.00)
|servis piistrojé
[cetkem 135,000.
Cestovné nezbyineé pro spoluprac: s +8.000 Cestowni naklady spojene s prepravou vzorku na TEM (UMG AV CR. )
dalsi ek 1

396000

‘v moinosti poZadoveného majetku bude rozpocet proji




