SMLOUVA

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

na stran¢ jedné

Univerzita Karlova
se sidlem: Ovocny trh 560/5, 116 36 Praha 1
IC: 00216208
DIC: CZ00216208

Lékarska fakulta v Hradci Kralové
se sidlem: Simkova 870, 500 03 Hradec Kralové
zastoupena: prof. MUDr. Jifim Mand’akem, Ph.D., dékanem
déle jen ,,Spoluresitel*

na strané druhé

uzaviraji na zékladé ustanoveni § 1746 odst. 2 zakona ¢. 89/2012 Sb., ob&anského zakoniku, v platném
znéni

smlouvu o spolupraci pFi FeSeni projektu vyzkumu a vyvoje:

Clanek I
Ucel smlouvy
Ucelem této smlouvy je vytvofeni podminek pro spolupraci Fakultni nemocnice a Spolufesitele pfi

realizaci projektu s nazvem: ,,miRNA jako biomarkery starnuti — vliv plazmaferézy na biologicky vek®
(dale jen .,projekt™). Prihlaska projektu tvoif Piilohu &. 1 této smlouvy.

Clinek I
Predmét smlouvy

Predmétem této smlouvy je uprava zavazki smluvnich stran k zajisténi spoluprace pii realizaci
projektu, jehoz cilem bude urcit zmény v expresi miRNA u dobrovolnikii, ktefi podstoupili odbér
plazmy v n€kolika ¢asovych intervalech. Ocekavané vysledky projektu budou publikovany v ¢asopise
s impact factorem a rovnéz bude zvazeno podani spole¢ného grantu.

Clének IT1
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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Clanek IV
Planované vykony smluvnich stran

Fakultni nemocnice provede nasledujici vykony:
a. priprava vzorki pro analyzy
b. izolace RNA z plazmy a NGS
c. zpracovani vysledkii a vyhodnoceni, analyza miRNA pomoci RT-PCR
d. vyhodnoceni a porovnani ziskanych dat
e. piiprava publikace.
Spolufesitel provede nasledujici vykony:
a. vybér vhodnych vzorki
b. analyza dat

¢. piiprava publikace.

Clének V
Niklady na realizaci projektu a jejich hrada

Naklady na realizaci projektu podle této smlouvy si kazda ze smluvnich stran hradi z vlastnich
zdrojii ¢i z poskytnutych dotaci nebo grantii na zakladé vlastniho uvazeni a s durazem na
hospodarnost a G&elovost vynalozenych nakladii. O vynaloZenych nakladech si kazda strana
vede vlastni oddélenou evidenci vynalozenych nékladd pro ugely pfipadného feSeni vyse
majetkovych podili na spoleéné vzniklych predmétech dusevniho vlastnictvi. Schvaleny
rozpocet projektu je Pfilohou €. 2 této smlouvy.

Clanek VI
Povinnosti smluvnich stran

Smluvni strany vzaly na védomi, Ze za idelem naplnéni spoluprace dle potreby obdrzi jedna
smluvni strana od druhé smluvni strany informace, a to v Gstni ¢i pisemné podobg, ¢i ve formé
zachycené jinymi technickymi prostiedky. resp. ve formé vyrobku €i jeho navrhu (prototypu
apod.).

Pokud budou tyto povazovany za informace davérného charakteru, bude tato skutecnost
stranami pisemné vzajemné pii jejich pfedani potvrzena. Tyto informace nemohou byt bez
pisemného souhlasu smluvnich stran predavany a vyuzivany tfeti stranou.

Smluvni strany se zavazuji chranit tyto divérné informace (dale téz ,,Informace®), zejména se
zavazuji zachovavat diivérnost poskytnutych Informaci a nezneuzit tyto ve svij prospéch nebo
ve prospéch jiné osoby; pouzit tyto pouze pro Gcel, pro néz budou poskytnuty, nezpiistupnit
bez piedchoziho pisemného souhlasu poskytujici smluvni strany tyto Informace tieti osobé.
Zavazek ochrany divérnych Informaci se nevztahuje na Informace, kter¢ smluvni strana
ziskala z veiejné dostupného zdroje (nebo od tieti osoby), a pii jejich ziskani nedoslo k
protipravnimu jednani smluvni strany (nebo této tieti osoby); nebo byly uveiejnény a staly se
vieobecn@ piistupnymi vefejnosti bez poruseni této smlouvy smluvni stranou; nebo v dobé
zpfistupnéni smluvni strané byly této smluvni strané znamy bez omezeni, coz tato smluvni
strana muze dolozit, a pfi jejich ziskani nedoslo k protipravnimu jednani smluvni strany: nebo
byly z takové ochrany vyloudeny s predchozim pisemnym souhlasem Informaci poskytujici
smluvni strany; nebo je nutné je zp¥istupnit podle zékona, soudniho ¢i obdobného rozhodnuti.
Obé smluvni strany se zavazuji pri realizaci projektu postupovat co nejucelnéji, organizovat
prace tak, aby bylo dosazeno cilii projektu, a to v planované dobé, a na pozadani informovat
druhou smluvni stranu o stavu praci na projektu,



Clének VII
Prava k vysledkim projektu a jejich vyuziti

Pokud bude vysledek vytvofeny pfi plnéni této smlouvy spole¢nou tviiréi praci zaméstnanci
obou smluvnich stran na drovni vynalezu dle zakona & 527/1990 Sb., o vynilezech a
zlepSovacich navrzich, v platném znéni, nebo technického feSeni dle zakona &. 478/1992 Sb.,
0 uzitnych vzorech, v platném znéni, stanou se obé smluvni strany spolumajiteli prav k tomuto
vynalezu nebo technickému feseni.

Vytvoril-li pivodee vynalez nebo technické feSeni ke splnéni tkolu z pracovniho poméru k
zaméstnavateli, pfechazi pravo na patent nebo uZitny vzor na zaméstnavatele. Privo na
plivodcovstvi tim neni dotéeno.

Smluvni strany se zavazuji zajistit, aby ptvodci vynalezu nebo technického feseni, které
vytvoii ke splnéni dkolu z pracovniho poméru k zaméstnavateli pii plnéni této smlouvy,
pisemné vyrozuméli svého zaméstnavatele o jeho vytvoreni a zdroven zaméstnavateli predali
podklady potiebné k jeho posouzeni, a to bez zbyte¢ného odkladu, tak aby byla zajiténa
dostatecna ochrana duSevniho vlastnictvi.

Jakakoli smluvni strana je v pfipadé vytvoreni vynalezu nebo technického feSeni pii plnéni
této smlouvy povinna tuto skutecnost pisemné oznamit druhé smluvni strang, a to pied
podanim pftihlasky vyndlezu nebo uzitného vzoru. Smluvni strany se zavazuji zachovévat
mlcenlivost o sdéleném obsahu vynalezu nebo technického feseni.

Smluvni strany se zavazuji po uplatnéni prava na spoleény patent nebo uzitny vzor uzavfit
smlouvu o spoluvlastnictvi prav k vynalezu nebo technickému feSeni, v niz zejména upravi
vy8i svych spoluvlastnickych podili k vynalezu nebo technickému feseni, dale postup pii
zpracovani a podani piihlasky vynalezu nebo uzitného vzoru a také vysi podild na Ghradé
nakladi a prinosech z vyuziti vynilezu nebo technického feseni. Smluvni strany se dohodly,
ze pii stanoveni podilu k vynalezu nebo technickému feseni budou vychézet z podilu jejich
zaméstnanct na tvaréi praci pfi vytvoreni vynalezu nebo technického feseni.

Pokud bude vynilez nebo technické feSeni vytvorené vlastni tviiréi praci zaméstnancii pouze
jedné ze smluvnich stran, bude majitelem prav k tomuto vynalezu nebo technickému feseni
pouze ta smluvni strana, jejiz zaméstnanci budou pivodei tohoto vynalezu nebo technického
reseni.

Jednotlivé druhy vysledkdi budou vykazovany v souladu s vladou schvélenou Metodikou
hodnoceni v,\"zkumn}"ch' organizaci a programi ucelové podpory vyzkumu, vyvoje a inovaci
(,,M17+%).

Vyse uvedend pravidla se pfiméfené pouziji i na prava autorska a prava k jinému dusevnimu
vlastnictvi, vzniklému pfi spolupraci dle této smlouvy. Publikovat vysledky projektu lIze jen po
piedchozi pisemné dohodé obou smluvnich stran.

Pripadny hmotny majetek, ktery smluvni strana vytvoii ¢i ziska pfi spole¢né spolupréici dle
této smlouvy, resp. zejména naslednych dle ni uzavienych smluv. (zkusebni zafizeni, méfici
pfistroje, vyrobni zafizeni apod.), a ktery poridi z vlastnich finan¢nich prostiedki, bude ve
vlastnictvi pfislusné smluvni strany. Pokud se na pofizeni nebo vytvoieni tohoto majetku
budou finan¢né podilet smluvni strany spole¢né, budou spoluvlastniky v poméru stanoveném
v pisemné dohodé.



Clinek VIII
Odborni resitelé projektu

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

a) za Spoluresite|. — IENE_—_— S

b) za Fakulini nemocnici |1

Clanek IX
Ostatni ujednani

1. Predmeét reseni projektu podléha obchodnimu tajemstvi.

Smluvni strany se zavazuji, ze budou postupovat v souladu s opravnénymi zajmy druhé smluvni
strany, a ze uskutecni veskeré Cinnosti, vykony a pravni ukony, které se ukazi byt nezbytne pro
naplnéni této smlouvy. Zavazek soucinnosti smluvnich stran se vztahuje pouze na takové ukony, ktere

prispéji ¢i maji prispét k dosazeni néelu této smlouvy. Zaroven smluvni strany prohlaSuji, ze jim na

jejich strané neni znama skutec¢nost branici naplnéni této smlouvy.

3. Jestlize se smluvni strany dostanou do sporu, zavazuji se, ze budou pfistupné k dal$imu jednani a
moznosti vyreSeni sporu dohodou. Jestlize dohoda nebude mozna, rozhodne na navrh kterékoliv
smluvni strany pfislusny soud.

}. V piipadé, ze urCité ustanoveni smlouvy je neplatné, tato dil¢i neplatnost nemé vliv na platnost
ostatnich ustanoveni smlouvy a smlouva ziistava nadale platnou.

Pro komunikaci a doru¢ovani dokumentti, nejsou-li zakonem vyzadovany v listinné podobé anebo
stanovi-li tak tato smlouva, je mozno uzivat i elektronickou postu s potvrzenim o doruceni (e-mail
s doruc¢enkou) na tyto e-mailové kontakty:
a) e-mail Fakultni nemocnice: ivana.baranova@fnhk.cz
b) e-mail Spoluresitele: BORSKY P@lthk.cuni.cz
6. Tato smlouva se uzavira na dobu urcitou, a to na dobu realizace projektu dle ¢l. I1I smlouvy,
nevyplyva-li z charakteru zavazku doba jina.

[ato smlouva se vyhotovuje ve ¢tyfech stejnopisech, kazdy s platnosti origindlu, pfiCemz kazda
smluvni strana obdrzi po dvou z nich.
8. Veskeré zmény a dopliky této smlouvy mohou byt provadény pouze formou pisemnych
a ocislovanych dodatkt, podepsanych obéma smluvnimi stranami.
9. Tato smlouva nabyva platnosti a G¢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, urdité, vazné a srozumitelné, nikoliv v tisni za napadné

nevvhodnych podminek, a na dikaz svého souhlasu s jejim obsahem pod ni pfipojuji své podpisy.
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Popis projektu

Klicova slova
(anglicky)

miRNA, biomarkers, aging, piasrﬁapheresis

| Abstrakt

Epigenetické zmény jsou definovany jako dédiéné zmény v genove expresi, které
nejsou doprovazeny zménami v sekvenci DNA. Zahrnuji metylaci DNA, acetylaci
histont a post-transkripéni modifikace pomoci mikroRNA (miRNA). miRNA jsou
kratké (~22 nukleotidt) nekodujici molekuly RNA. Jejich primarni role spociva v
negativni regulaci genové exprese na post-transkripéni trovni jako soucast
komplexu RISC (RNA-induced silencing complex) pomoci represe translace Ci
degradace mRNA (1). Dulezitost miRNA byla prokazana nejen pfi vyvoji jedince,
ale i jako soucast mnoha patologickych procest, jakymi jsou neurodegenerativni,
metabolicka nebo nadorova onemocnéni. V posledni dobé se ukazalo, ze miRNA
maji vyznamny vliv i na délku preziti a proces starnuti (2). Prvni experimenty
tykajici se objevovani role miRNA v procesu starnuti byly provedeny na hadatkach
C. elegans a muskach Drosphila, dale védci studovali my$i modely a nedavno byly
identifikovany i se starnutim spojené cirkulujici a tkanove miRNA u lidi (3).

Studie zaméfené na analyzu miRNA z pIné krve u vyznamneho poctu jedincu
(tisice) rozdélenych do skupin mlad$ich a star$ich zdravych jedincl odhalily, Ze
vyznamné miRNA byly vétsinou negativné regulovany s vékem — se starnutim
jedince klesala jejich exprese. Mezi nejvyznamnéji regulované miRNA patii: miR-
99b-5p, miR-130b-5p, miR-505-5p, miR-425-3p, miR-1275, miR-30-5p, miR-30d-
5p nebo miR-206. Autofi navrhuji, Ze kvantifikace mnoha desitek miRNA by mohla
slouzit ke stanoveni epigenetického véku — miRNA vék, nicméné zadny algoritmus
pro vypocet nebyl doposud publikovan (4, 5).

Nékolik klinickych studii a vyzkumu v roce 2020 zjistilo, Ze diluce (nafedéni) krevni
plazmy (ke které dochazi napf. pfi darovani krevni plazmy) odstrani z organizmu
néktereé skodlivé a odpadni latky. Jedna se predevsim o zbytkové produkty
metabolismu, prozanétlivé signalni molekuly a dalsi plsobky negativne ovliviiujici
proces starnuti, coz se projevuje docasnou redukci krevnich biomarkeru
spojovanych s biologickym starnutim (6).

1. Esteller M. Epigenetics in cancer. N Engl J Med. 2008;358(11):1148-59.

2. Jung HJ, Suh Y. MicroRNA in Aging: From Discovery to Biology. Curr
Genomics. 2012;13(7).548-57.

3. Kinser HE, Pincus Z. MicroRNAs as modulators of longevity and the aging
process. Hum Genet. 2019;139(3):291-308.

4. Huan T, et al. Age-associated microRNA expression in human peripheral blood
is associated with all-cause mortality and age-related traits. Aging Cell
2018;17(1).

5. Fehimann T, et al. Common diseases alter the physiological age-related blood
microRNA profile. Nat Commun. 2020,11(1):1-14.

6. Li X, et al. Application of biological age assessment of Chinese population in
potential anti-ageing technology. Immunity & Ageing, 2018;15(1):1-9.

Cile projektu

| Zmény v epigenetickych faktorech jako expresi miRNA a jejich role pfi uréovani
biologického véku jsou v sou¢asné dobé Siroce se rozvijejici oblasti vyzkumu.
Cilem naseho projektu bude uréit zmény v expresi miRNA u dobrovolniku, kteri
podstoupili odbér plazmy v nékolika ¢asovych intervalech v ramci studie
Plasmapheresis (soucast projektu LFHK UK PROGRES Q40-09). V této studii byl
analyzovan vliv opakovanych plazmaferéz na vybrané zdravotni ukazatele —
hematologické, biochemické, imunologické a epigenetické ukazatele biologického
véku. Z epigenetickych ukazatell se pro stanoveni biologického véku vyuzilo
mérfeni metylace DNA. Predkladany projekt bude zameéfen na analyzu dalsiho

z epigenetickych ukazatell, miRNA. Soucasti projektu bude i korelace nalezenych




zmen v expresi miRNA se zmé&nami u ostatnich ukazatell naméfenych v ramci
studie Plasmapheresis.

Vyzkumna 1. Diky opakovanym plazmaferézam dochazi k nafedéni krevni plazmy, coz ma
hypotéza pozitivni vliv na krevni markery starnuti.
2. Vlivem opakovanych plazmaferéz dochazi ke zméné v expresi miRNA. \
3. Zmeény v expresi u vybranych miRNA muZou byt vyuZity jako epigenetické ‘
biomarkery pro stanoveni biologického véku.
Metodika V prvni fazi studie bude pro analyzu miRNomu u vybraného soboru vzorkil pouzita
a zpusob metoda Next-generation sekvenovani (NGS) malych RNA. Relativni exprese

ziskavani dat

zajimavych miRNA bude ovéfena pomoci gPCR za pouziti specifickych sond.
Metoda sekvenovani nové generace malych RNA patii k modernim metodam,
pomoaci nichz je mozné identifikovat expresi jednotlivych miRNA (a dal$ich
molekul) i jejich isoforem v daném vzorku (miRNom). Metoda kvantitativni RT-
PCR vyuzivajici specifickych komerénich miRNA sond je diky své senzitivité a
specifité¢ idealni metodou pro miRNA kvantifikaci. Tato metoda zahrnuje kroky
reversni transkripce, PCR preamplifikace, real-time PCR a vyhodnoceni pomoci
pfislusného software.

Behem roku 2022 bude retrospektivné analyzovan soubor 102 vzorki (od 34
darcu) plazmy odebranych v ramci studie Plasmapheresis. Darci byly rozdéleni do
dvou skupin. Darci v prvni skupiné podstoupili celkem 8 plazmaferéz, pricemz
pred prvni, patou a po posledni plazmeféreze byly provedeny odbéry krve pro
stanoveni jednotlivych parametrli. U darct ve druhé skupiné (kontrolni) byly
odbéry krve provedeny ve stejnych terminech, ale tito darci absolvovali pouze
druhou Ctvefici plazmaferéz. Analyza dat a nasledné porovnavani naméfenych
parametrl bude tedy realizovano u 6 rlznych podskupin vzorki (3 odbéry u 2
skupin darcu).

Klinické
hodnoceni lé¢iv

1.V navrhu projektu neni podavan/studovan lécivy piipravek.

2.V navrhu projektu neni pro jeho ucely provadéna intervence.

3. Projekt pocita s vyuzitim lidskych subjektu, resp. archivovanych vzorki plazmy.
Nejedna se o klinické hodnoceni légiv.

Spoluprace

Vyzkumny projekt bude feSen v ramci zavedené vyzkumné skupiny na pracovisti
UKBD FNHK ve spolupraci s LFHK, ktera bude zajistovat pouze vyber vhodnych
vzorkl a analyzu dat. Resitelsky tym se dlouhodobé& podili na fegeni mnoha
uspésnych projektl a navazuje na dfivéjsi spolupraci. Zahrnuje zkuené
pracovniky s dlouholetymi zkuSenostmi s feSenim vyzkumnych projekt i mladé
ambiciozni védce.

Pfipravenost

Klicové pracovisté Usek molekularni biologie UKBD je po technické i personaini

pracovisté strance piné pfipravené k feSeni predkladaného projektu. Laboratof disponuje
Spickovym vybavenim pro provadéni molekularné-biologickych analyz a pokryva
pozadavky FNHK i celého regionu v oblasti vy$etieni lidského genomu a
nukleovych kyselin patogend lidskych infek&nich onemocnén.

Navazujici Data ziskana z pfedkladaného projektu budou vyuzity jako pfedbézné udaje pro

projekt pfipadny navazujici projekt zaméreny na roli miRNA jako biomarker pro

stanovovani biologického véku.

Harmonogram projektu

Doba feseni

1. unora 2022 — 31. prosince 2022

Harmonogram
projektu

Etapa (od - do) Popis praci véetné | Ocekavané vystupy
rozdéleni mezi




[ Eleny tymu

(popiste
| harmonogram
| planovanych praci
formou casovych
| etap v ramci doby
reseni projektu
vcetné rozdeleni
mezi jednotlivé Eleny Duben —&ervenec
resitelskeho tymu)

Unor—brezen

Cerven—zari

Zari-fijen

1

i
\
i
\

Listopad—prosinec

szled Y, ystupy a prlnosy projektu

| Otekavané Ocekavanym vysledkem projektu je publikace v Casopise s mpak* faktorem

| vysledky ve vy$8im kvartilu. Poznatky ziskané v ramci projektu by mohli prispet k pouziti
miRNA jako neinvazivnich biomarkerl pro stanovovani biologického veku, ktery
lépe vypovida o aktualnim stavu organismu neZli vék kalendarni

| Oéekavany

| publikace

Prolekt by mél prispét k rozsifeni poznatku v oblasti uréovani biologickeho véku
| pfinos pomoaci laboratorné méfitelnych biomarkeru. Tato metodika by mohla byt dale
vyuZita nejen pii sledovani pozitivnich vlivu (jako je plazmafereza), ale i
negativnich vlivii na biologicky vék pfi riiznych typech onemocnéni. Vzhledem
k tomu, Zze prib&h nemoci a vysledek &by z velké Easti uréuje pravé biologicky

vék pacienta, nalezeni sady biomarker( (véetné miRNA), by mohlo v budoucnosti

najit vyuziti v klinické praxi napf. pfi rozhodovani o typu lecby

Pnlohy k prlhlasce

Rozpocet projekiu e | Ano

CV hlavniho fesitele 25 ﬁ'ﬂm

| Stanovisko etické komise (je-li relevantni) g " Ano

mformovany souhlas pacienta + informace pr pro pammje i | Ne

relevantni) gl

Opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat (je-li relevantni) Ne
“Cestné prohlasem vylucujici realizaci klinického hodnoceni | Ano
' Prohlaseni dalsiho subjektu 0 z3j mu podilet se na financovani | Ne

_LOJ@K{U véetné vycisleni podilu |
Navrh smlouvy o spolupraci, smlouva musi byt podepsana pfed | Ne
zahajenim fe$eni projektu (tj. do 31. ledna 2022) |
Projekty IGS fesené navrhovatelem v pfedchozich letech (v roli | Ano
hl. fesitele) : =
Souhlasy zapOJenych pracovist, véetné externich Ano

Ostatm prilohy (grafy, tabulky, dopliiujici texty apOd J ~ | Ne




Piloha ¢. 2 ROZPOCET PROJEKTU

y w

Rozpocet FN HK
Nazev projektu mIRNA jako biomarkery stdrnuti — viiv plazmaferézy na biologicky vék
Hlavni fesitel RNDr. Ing. Ivana Baranova, Ph.D.

Druh nakladii tastka (KE)

|zolace celkové RNA z plazmy pro 102 vzork(: 30 000 K&; Analyza exprese miRNA pomoci NGS pro 24
vzorkl: 130 000 K¢ (kity pro pfipraw knihowny pro NGS malych RNA, sekvenaéni kity pro pfistroj
miSeq, kit pro konfrolu kvality pro Agilent Bioanalyzer, kit pro kvantifikaci knihowny NGS - Qubit, KAPA,
270 000,00| magresicie kulicky na &isténi vzorku); Reak-ime PCR pro potwrzeni expresa mRNA pro 102 vzoridr 110
000 (kit na syntézu cDNA, mastermix pro qPCR, assays a primery pro real-time PCR)
SZM, léky, chemikalie
Fooion Spitky s filtrem a bez filru riznych objem, PCR zkumavky, Qubit zkumavky, $titky na zkumawky,
dal§i spotfebni material | rukavice
kancelafské potfeby 150000 Tiskopisy, nosiCe pro uchovani dat, popisovate
(maximélngé 2 000 K&) '
nutny drobny hmotny majetek
(pofizovaci cena do 1 000 - 40 000 K&)*
Pipeta 8-kanalova
5 000,
nutny drobny nehmotny majetek £
|(pofizovaci cena do 1 000 - 60 000 K&)*
Celkem material 356 500,00/
externi siuzby
interni sluzby. vwzadana wysetfeni




