
SMLOUVA

Fakultni nemocnice Hradec Krélové

se sidlem: Sokolské 581, 500 05 Hradec Krélové —Novy Hradec Krélové
16:: 00179906, DIC: CZ00179906

zastoupené: prof. MUDr. Vladimirem Paliékou, CSc., dr.h.c., Feditelem
délejen ,,Faku1tn1’ nemocnice“

na strané jedné

Univerzita Karlova

se sidlem: Ovocny trh 560/5, 1 16 36 Praha 1

1C: 00216208
DIC: CZOO216208

Lékai‘ské fakulta v Hradci Krélové

se sidlem: gimkova 870, 500 03 Hradec Krélové

zastoupené: prof. MUDr. J ifim Mand’ékem, Ph.D., dékanem

dale jen ,,Spolufe§itel“

na strané druhé

uzaviraji na zékladé ustanoveni § 1746 odst. 2 zékona 6. 89/2012 Sb., obéanského zékoniku, v platném
znéni

smlouvu o spolupréci pf'i Pe§eni projektu vyzkumu a vivoje:

Clénekl
Uéel smlouvy

Uéelem této smlouvy je vytvofeni podminek pro spoluprzici Fakultm' nemocnice‘a Spoluf’eéitele pfi
realizaci projektu s nézvem: ,,miRNA jako biomarkery stérnuti — vliv plazmaferézy na biologicky vék“
(déle jen ,,projekt“). Pf‘ihltfika projektu tvofi Pfilohu 6. 1 této smlouvy.

élének II
Piedmét smlouvy

Pfedmétem této smlouvy je fiprava zzivazkfl smluvm’ch stran kzajiétém' spolupréce pfi realizaci
projektu, jehoi cilem bude uréit zmény v expresi miRNA u dobrovolnikfi, ktefi podstoupili odbér
plazmy v nékolika éasovych intervalech. Oéekévané vilsledky projektu budou publikovény v éasopise
s impact factorem a rovnéi bude zvéieno podém’ spoleéného grantu.

élének III
Doha realizace projektu

Projekt bude realizovém v obdobi 0d 1.2.2022 do 31.12.2022; v tomto obdobi smluvni strany provedou
vykony uvedené v (:1. IV.



Clének 1v
Plénované vykony smluvnich stran

1. Fakultni nemocnice provede nésledujici vykony:

a priprava vzorkfi pro analy’zy

b. izolace RNA 2 plazmy a NOS

0. zpracovéni vysledkfl a vyhodnoceni, analyza miRNA pomoci RT—PCR

d. vyhodnocem’ a porovném’ ziskanych dat

e. priprava publikace.

2. Spolure§itel provede nésledujici vykony:

a. vér vhodnych vzorkfi

b. analy’za dat

c. priprava publikace.

Clének V
Néklady na realizaci projektu a jejich fihrada

1. Néklady na realizaci projektu podle této smlouvy si kaidé ze smluvm’ch stran hradi z vlastnich

zdrojfi éi z poskytnuth dotaci nebo grantfi na zaikladé vlastm'ho uvéieni a s dfirazem na

hospodérnost a L'léelovost vynaloienych nékladfi. O vynaloienych nékladech si kaidé strana

vede Vlastni oddélenou evidenci vynaloienych nékladfi pro L'léely pripadného reéem’ vyée

majetkovych podilfi na spoleéné vznikIS/ch predmétech duéevm’ho vlastnictvi. Schvéleny

rozpoéet projektu je Prilohou E. 2 této smlouvy.

élének VI
Povinnosti smluvnich stran

1. Smluvni strany vzaly na védomi, ie 221 fiéelem naplném’ spolupréce dle potreby obdrii jedna

smluvni strana 0d druhé smluvni strany informace, a to V L’lstni éi pisemné podobé, 6i ve formé

zachycené jinymi technickymi prostf'edky, resp. ve formé vyrobku éi jeho névrhu (prototypu

apod.).

2. Pokud budou tyto povaiovémy za informace dfivémého charakteru, bude tato skuteénost

stranami pisemné vzéjemné pri jejich pfedém’ potvrzena. Tyto informace nemohou byt bez

pisemného souhlasu smluvnich stran predévény a vyuiivény fi'eti stranou.

3. Smluvni strany se zavazuji chrénit tyto dfivérné informace (déle te’i ,,lnformace“), zejména se

zavazuji zachovévat dfivémost poskytnutj/ch Infonnaci a nezneuiit tyto ve svflj prospéch nebo

ve prospéch jiné osoby; pouiit tyto pouze pro fiéel, pro néi budou poskytnuty, nezpfl'stupnit

bez pfedchoziho pisemného souhlasu poskytujici smluvni strany tyto Informace treti osobé.

4. Zévazek ochrany dfivérnSIch Informaci se nevztahuje na lnformace, které smluvni strana

ziskala z verejné dostupného zdroje (nebo 0d treti osoby), a pri jejich ziskéni nedo§lo k

protiprévnimu jedném’ smluvni strany (nebo této tfeti osoby); nebo byly uvef‘ejnény a staly se

v§eobecné pf‘istupnymi verejnosti bez poruéeni této smlouvy smluvni stranou; nebo v dobé

zpristupnéni smluvni strané byly této smluvni strané znémy bez omezeni, coi tato smluvni

strana mflie doloiit, a pri jejich ziskéni nedo§lo k protiprévnimu jednz’mi smluvm’ strany; nebo

by1y z takové ochrany vylouéeny s predchozim pisemny'm souhlasem Informaci poskytujici

smluvni strany; neboje nutné je zpristupnit podle zékona, soudniho éi obdobného rozhodnuti.

5. Obé smluvni strany se zavazuji pri realizaci projektu postupovat co nejfléelnéji, organizovat

préce tak, aby bylo dosaieno cilfi projektu, a to v plénované dobé= a na poiéde’mi informovat

druhou smluvni stranu o stavu praci na projektu,



Clének VI]
Préva k vysledkfim projektu a jejich vyuiiti

Pokud bude VSIsledek vytvof‘eny pFi plném’ této smlouvy spoleénou tvfiréi praci zaméstnancfi
obou smluvnich stran na firovni vynélezu dle zékona é. 527/1990 Sb., 0 vynélezech a

zlepéovacich névrzich, V platném znéni, nebo technického feéeni dle zékona 6. 478/ I992 8b.,

0 uiimych vzorech, v platném zném’, stanou se obé smluvni strany spolumajiteli prév k tomuto

vynélezu nebo technickému feéem'.

Vytvofil-li pfivodce vynélez nebo technické fe§eni ke splnéni fikolu z pracovniho poméru k

zaméstnavateli, pfechézi preivo na patent nebo uiitny vzor na zaméstnavatele. Prévo na

pfivodcovstvf tim nem’ dotéeno.

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

vytvofi ke splném’ likolu z pracovm'ho poméru k zaméstnavateli pfi plném’ této smlouvy,

pisemné vyrozuméli svého zaméstnavatele o jeho vytvofem' a zéu‘over'x zaméstnavateli pfedali

podklady potfebné k jeho posouzem’, a to bez zbyteéného odkladu, tak aby byla zajiéténa

dostateéné ochrana duéevniho Vlastnictvi.

Jakékoli smluvni strana je v pf‘ipadé vytvofem' vynélezu nebo technického feéem’ pfi plnéni

této smlouvy povinna tuto skuteénost pisemné oznémit druhé smluvni strané, a to pied

podénim pfihlééky vynélezu nebo uiitného vzoru. Smluvm’ strany se zavazuji zachovévat

mléenlivost 0 sdélene’m obsahu vynélezu nebo technicke’ho feéem'.

Smluvni strany se zavazuji p0 uplatném’ préva na spoleény patent nebo uiitny vzor uzavfi't

smlouvu 0 spoluvlastnictvi prév k vynélezu nebo technickému Feéeni, v m'i zejména upravi

vyéi svj/ch spoluvlastnickych podilfi k vynélezu nebo technickému Feéeni, déle postup pfi

zpracovéni a podém’ pfihlééky vynélezu nebo uiitného vzoru a také vy§i podilfi na I'lhradé

nékladfi a pfinosech z vyuiiti vynélezu nebo technického fe§eni. Smluvni strany se dohodly,

2e pfi stanovem’ podilu k vynélezu nebo technickému f‘eéem’ budou vychézet z podilu jejich

zaméstnancfi na tvfiréi préci pfi vytvofeni vynélezu nebo technického feéeni.

Pokud bude vynélez nebo technické fe§eni vytvof'ené vlastni tvfiréi praci zaméstnancfi pouze

jedné ze smluvm’ch stran, bude majitelem prév k tomuto vynélezu nebo technickému feéem’

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

Feéem'.

Jednotlivé druhy vysledkfi budou vykazovény vsouladu s vlédou schvélenou Metodikou

hodnocem' skumnYchr organizaci a programfi fiéelove’ podpory vyzkumu, vyvoje a inovaci

(,,M17+“).

V51§e uvedené pravidla se pfiméfené pouiiji i na préva autorské a préva k jinému du§evnimu

vlastnictvi, vzniklému pfi spolupréci dle této smlouvy. Publikovat vysledky projektu lzejen po

pfedchozi pisemné dohodé obou smluvm’ch stran.

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

této smlouvy, resp. zejména néslednych dle m’ uzavfenYch smluv. (zkuéebm’ zaf‘izeni, méfici

pfistroje, vyrobni zaf'izeni apod.), a ktery pofidi z Vlastnich finanénich prostf'edkfi, bude ve

vlastnictvi pfislu§né smluvni strany. Pokud se na pofizem' nebo vytvofeni tohoto majetku

budou finanéné podilet smluvm’ strany spoleéné, budou spoluvlastm'ky v poméru stanoveném

v pisemné dohodé.
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Popis projektu

Kliéova slova

(anglicky)

miRNA. biomarkers, aging, plasmapheresis

Abstrakt Epigenetické zmény jsou definovany jako dédicne zmény v genove expresi, které

nejsou doprovazeny zménami v sekvenci DNA. Zahrnuji metylaci DNA. acetylaci

histonu a post-transkriponi modifikace pomoci mikroRNA (miRNA). miRNAjsou

kratke (~22 nukleotidfl) nekOdujioi molekuly RNA. Jejich primarni role spoéiva v

negativni regulaci genove exprese na post-transkripéni Urovni jako souéa’st

komplexu RISC (RNA—induced silencing complex) pomoci represe translace oi

degradace mRNA (1). DOIeiitost miRNA byla prokazana nejen pri vyvoji jedince.

ale ijako soucast mnoha patologickych procesu, jakymi jsou neurodegenerativni,

metabolicka nebo nadorova onemoonéni. V posledni dobé se ukazalo, 2e miRNA

maji vyznamny vliv i na délku peiti’ a proces starnuti (2). Prvnl experimenty

tykajlci se objevovani role miRNA v procesu starnuti byly provedeny na had'atkach

C. elegans a muSkach Drosphila, dale védci studovali mysi modely a nedavno byly

identifikovany i se starnutim spojene cirkulujici a tkanove miRNA u lidI’ (3).

Studie zaméfene na analyzu miRNA z plne krve u vyznamneho poétu jedincfl
(tisice) rozdélenych do skupin mladsioh a starsich zdravych jedincu odhalily, 2e

vyznamne miRNA byly vetsinou negativné regulovany s vekem — se starnutim

jedince klesala jejich exprese. Mezi nejvyznamnéji regulované miRNA patfi: 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. 2e kvantifikace mnoha desltek miRNA by mohla

slouiit ke stanoveni epigenetického véku — miRNA vék, nicméné iadny algoritmus

pro vypOCet nebyl doposud publikovan (4, 5).

Nékolik klinickych studii a vyzkumu v roce 2020 zjistilo, 2e diluce (nafedéni) krevni

plazmy (ke které dochazi napr. pfi darovani’ krevni plazmy) odstrani z organizmu

néktere skodlive a odpadnl latky. Jedna se pfedevsim o zbytkové produkty

metabolismu, prozanétlivé signalni molekuly a daléi pusobky negativne ovlivnujici

proces starnuti, coi se projevuje doéasnou redukci krevnich biomarkeru

spojovanych s biologickym starnutlm (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. Fehlmann T, et al. Common diseases alter the physiological age-related blood

microRNA profile. Nat Commun. 2020;11(1):1-14.

6. Li X, at al. Application of biological age assessment of Chinese population in

potential anti-ageing technology. Immunity & Ageing, 2018;75(7):1-9.

Cile projektu Zmény v epigenetickych faktorech jako expresi miRNA a jejich role pfi uréova'ni

‘ biologickeho véku jsou v souoasne dobé Siroce se rozvijejici oblasti vyzkumu.

Cilem naseho projektu bude urCit zmény v expresi miRNA u dobrovolniku. ktefi

podstoupili odbér plazmy v nekolika oasovych intervalech v ramci studie

Plasmapheresis (soucast projektu LFHK UK PROGRES 040—09). V teto studii byl

analyzovan vliv opakovanych plazmaferéz na vybrane zdravotni ukazatele —

hematologicke. biochemicke, imunologické a epigeneticke ukazatele biologického

véku. Z epigenetickych ukazatelu se pro stanoveni biologickeho véku vyuzilo

méfeni metylace DNA. Pfedkladany projekt bude zaméten na analyzu daléiho

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



zmén v expresi miRNA se zménami u ostatnich ukazatelfi naméfenych v rémci
studie Plasmapheresis.

vyzkumné 1. Diky opakovanym plazmaferézém dochézi k nafedéni krevnI’ plazmy. coi ma
hypotéza pozitivni vliv na krevni markery stérnuti.

2. Vlivem opakovanych plazmaferéz dochézi ke zméné v expresi miRNA.
3. Zmény v expresi u vybranych miRNA mUZOU byt vyuiity jako epigenetické .
biomarkery pro stanovenl’ biologického véku. j

Metodika V prvnI' fa'Izi studie bude pro analyzu miRNomu u vybraného soboru vzorkfi pouiita
a s'Isob metoda Next—generation sekvenovém’ (NGS) malych RNA. Relativni exprese
ziskévéni dat zajimavych miRNA bude ovéfena pomoci qPCR za pouZiti specifickych sond.

Metoda sekvenovéni nové generace malych RNA patri k modernim metodém.
pomoci nichz je moiné identifikovat expresi jednotlivych miRNA (a daléich
molekul) ijejich isoforem v daném vzorku (miRNom). Metoda kvantitativni RT-
PCR vyuiivajici specifickych komerénich miRNA sond je diky své senzitivité a
specifité ideélni metodou pro miRNA kvantifikaci. Tato metoda zahrnuje kroky
reversm’ transkripce, PCR preamplifikace, real-time PCR 3 vyhodnoceni pomoci
prisluéného software.
Béhem roku 2022 bude retrospektivné analyzovén soubor 102 vzorkfl (od 34
dércfl) piazmy odebranych v rémci studie Plasmapheresis. Darci byly rozdéleni do
dvou skupin. Da’rci v prvnI’ skupiné podstoupili celkem 8 plazmaferéz, priéemz
pied prvni. pétou a po posledni plazmeféreze byly provedeny odbéry krve pro
stanoveni jednotlivych parametrI‘J. U dércfi ve druhé skupiné (kontroini) byly
odbéry kn/e provedeny ve stejnych terminech. ale tito dérci absolvovali pouze
druhou Ctvefici plazmaferéz. Analyza data nésledné porovnévani namérenych
parametri’I bude tedy realizovéno u 6 rEIznych podskupin vzorkIfI (3 odbéry u 2
skupin dércfi).

Klinické

hodnoceni lééiv

1. V névrhu projektu neni podévénlstudovén Iééivy pfipravek.
2. V névrhu projektu neni pro jeho I'Joely provédéna intervence.
3. Projekt poéité s vyuiitim lidskych subjektfl, resp. archivovanych vzorkI‘J plazmy.
Nejedné se 0 klinické hodnoceni Iééiv.

Spolupréce vyzkumny projekt bude resen v ramci zavedené vyzkumné skupiny na pracovisti
‘

UKBD FNHK ve spolupraci s LFHK ktera bude zajist'ovat pouze vybér vhodnych j
vzorku a analyzu dat ReSitelsky ty’m se dlouhodobé podili na i‘eéeni mnoha '

I’Ispéénych projektu a navazuje na di‘ivéjsi spolupréci. Zahrnuje zkusené
pracovniky s dlouholetymi zkuéenostmi s reéenim Vyzkumnych projektfi i mladé
ambiciézni védce.

PFipravenost Kliéové pracoviété Usek molekulérm’ biologie UKBD je po technické i personéini
pracoviété stra’nce plné pripravené k feéeni predkladaného projektu. Laboratof disponuje

Spiékovym vybavenim pro provédéni molekulérné-biologickych analyz a pokryvé
poiadavky FNHK i celého regionu v oblasti vyéetreni lidského genomu a
nukleovych kyselin patogenfl lidskych infekénich onemocnénI’.

Navazujici Data ziskané z predklédaného projektu budou vyuiity jako pi‘edbézné L'Idaje pro
projekt pFI’padny navazujici projekt zaméreny na roli miRNAjako biomarkerI‘J pro

stanovovani biologického véku.

Harmonogram projektu

Doba feéeni 1. Unora 2022 — 31. prosince 2022
Harmonogram

projektu

Etapa (od - do) Popis praci véetné
rozdéleni mezi

Oéekévané vistupy



V
(popiéte E
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harmonogram

planovanych praci

formou Casovych

etap v ramci doby

feéeni projektu

véetné rozdéleni

mezi jednotlive Cleny Dubeh—éervenec
feéitelského tymu)

i Unor—brezen

Cemen—zafi

ZéFi—fijen

FListopad—prosmec

2 I

'
publikace

‘

vysledky, VYStup a pfinosy projektu

Oéekévané Ofiekavanym vysledkem projektu je publikace v éasopise s Impakt faktorem

vysledky ve vyééim kvartilu. Poznatky ziskane v ra'mci projektu by mohli pfispét k pouZiti

miRNA jako neinvazivnich biomarkeru pro stanovovani bioiogickeho véku, ktery

Iépe vypovidé o aktuz’alnim stavu organismu neili vék kalendéfni.

Oéekévany Projekt by mél efispét k rozéifeni poznatkfl v oblasti uréovéni biologického véku

pFinos ‘ pomoci laboratorné méfitelnych biomarkeru. Tato metodika by mohla byt dale

y
vyuZita nejen pfi sledovani pozntivnich vlivu (jako je plazmafereza), ale i

i
Pfilohy k pfihlééce

negativmch vlivu na biologicky vék pfi rUzny’ch typech onemocneni. Vzhledem

k tomu, 2e probéh nemoci a vy'sledek ley z velke cast: uréuje pravé biologicky

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

najl't vyuZiti v klinické praxi n_apf. pfi rozhodovani o typu Iééby.i
y_
I

i Doloieno (ano/ne)

Rozpoéet projektu Ano

737V hiavniho feéitele Ano

Stanovisko eticke komise (je-li relevantni)
I

Ano

Informovany souhlas pacienta + informace pro pacienta (je-Ii Ne

filevantm’) , _

Opravném’ k pouiivéni pokusnych zvifat (je-Ii relevantni) Ne

‘ Cestne prohlaéeni vyluéujici realizaci klinickeho hodnoceni Ano

Prohlaéeni daléiho subjektu 0 25'1i podilet se na financovani
‘

Ne

projektu‘ véetné vyCislenI' podilu _ y , 4

Navrh smlouvy o spolupréci, smlouva musi by’t podepsana pfed 1 Ne

zahéjenim feéeni projektu (tj. do 31. ledna 2022) 7 ]

Projekty IGS feéene navrhovatelem v pfedchozich letech (v roli " Ano

Wm feéitele) 7
Souhlasy zapojeny’ch pracoviét‘, vCetné externich

'
Ano

|
Ostatni ph’lohy (grafy, tabulky, doplhujici texty apod.) Ne



/‘ Pfiloha 6. 2 ROZPOCET PROJEKTU
Rozpocet FN HK

Nizev pmlektu miRNA ja ko bioma rkery sté rnutl — vliv plazmaferéxy na biologicky'l vék

Hllvnflellul RNDr. lng. lvana Baranové, Ph.D.
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vim! Rim-cl cdkmi MI!

lzolace celkové RNA 2 plazn'vy pro 102 world]: 30 000 KC; Analyza emese miRNA pornoci NGS pro 24

vzorkfl: 130 000 Kc (kity pro pflpravu knihovny pro NGS malych RNA, sekvenaénl kity pro pflstroj

miSeq. kit pro kontrolu kwily pro Agilent Bioanatyzerr kit pro kvantiflkaci knihovny NGS ~ Qubil, KAPA,

magnetické kuiéky na Ciméni worku); Real—time PCR pro potvrzenl express rriRNA pro 102 vzorkfl: 110

000 (kit na synhézu cDNA. masterrrix pro qPCR, assays a primery pro real-time PCR)

270 [110.00

dab! spofl'emi maiaria‘

Spléky s flltrem a bez filtru rflznych objemL'J, PCR zkurnaxky. Qubit zkunavky. stitky na durum/«y,
60 000'00 rukavice

kancaléfské pofeby

(maximflné 2 000 Kc)
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