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Darovaci smlouva

dle S 2055 a nésl. zdkona ¢.89/2012 Sb.
obc¢anského zakoniku

Nazev instituce: Liga proti rakoviné Praha z.s.
Zastoupené: XXX

Adresa: Na Truhlar¥ce 100/60, 180 81 Praha 8

1C0: 00571555

DIC: Cz00571555

Bankovni spojeni: XXX

Cislo ud&tu: XXX

Registrace: Méstsky soud v Praze, oddil L, SP. zn. 2370
Obdarovany:

Nazev instituce: Univerzita Karlova vetrejnd vysokd Skola

podle z.&. 1 11/1998 Sb., o vysokych &koléach,
v platném znéni, do obchodniho rejsttiku se
nezapisuje

Sidlo: Ovocny trh 560/5, 116 36 Praha 1
ID datové schréanky: piyjob4

1C0: 00216208

DIC: Cz00216208

Ve véci soucéasti: 1. lékatrska fakulta

Kontaktni adresa: Katerinskéda 32, 121 08 Praha 2
Zastoupené: XXX

Bankovni

spojeni:

Darce:

Uzaviraji tuto smlouvu:
1.

Darce poskytne pené&ini dar z vyté&Zku sbirky Cesky den proti rakoviné& ve vysi
450.000,- K& (slovy Ctyfistapadesattisickorunceskych) obdarovanému. Dar bude
vyuzit na podporu védecké ¢innosti, a sice na podporu projektu: Experimentélni
a preklinickd cilend kombinovana 1léc¢ba maligniho melanomu, provadéného v
Ustavu léka¥ské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN Praha a
na Ill. Chirurgické klinice 1. LF UK a FN v Motole.

XXX
Refitelé: xxx
Obdarovany je pravnickou osobou se sidlem na tGzemi Ceské Republiky.

Obdarovany tento dar pt¥ijimé a pouzije jej k ucelu, uvedeném v ¢l. 1. této
smlouvy. V pripadé, Ze dar nebude pouzit obdarovanym na ucel uvedeny v bodu
1., vyhrazuje si dé&rce préavo na navraceni daru v plné vysSi. IV.

PenéZni dar bude vyplacen pfevodem na vySe uvedeny Ulet do 14 dnu po uzavteni
smlouvy. Obdarovany podpisem této smlouvy potvrzuje Jjeji platnost.

Obé strany se zavazuji, Ze budou o daru Uctovat ve svém Ucetnictvi

v souladu s touto smlouvou.

V1.
Obdarovany potvrzuje, Ze poskytovand c¢astka souhlasi s ptriloZenym rozpisem
rozpocltu vydajua. Obdarovany je povinen sledovat pouzZiti financénich prosttedki
v ¢lenéni podle tohoto rozpoctu a o ¢erpani podat zpravu do 1 roku od podpisu
smlouvy. Soucasti zpravy musi byt ¢lenénd Ucetni sestava podle jednotlivych
polozek tohoto rozpoctu vcéetné priloZenych kopii dokladd o uskutecénénych
nédkladech. VII.
Obdarovany se zavazuje uvadét u publikaci, Ze préce byla finanéné podporovana
Ligou proti rakoviné Praha a u investic oznac¢it S8titkem, Ze nédkup byl
realizovén s podporou Ligy proti rakoviné Praha. V1il.



Tato smlouva Jje vyhotovena ve dvou origindlech, ptricemZ kazda smluvni strana
obdrzi jedno vyhotoveni. Smlouva nabyva platnosti dnem podpisu obou smluvnich
stran a podléhad povinnému uvefrejnéni podle

z. ¢. 340/2015 Sb., o registru smluv.

V Praze, dne . e,

obdarovany

Navrh na vys$i finan¢ni podpory: 450 000,- K¢

Rozpocet:
Pouze neinvesti¢ni naklady, zdGvodnéni (ceny s DPH):

Bézny spotiebni materidl na jedno pouziti-zkumavky a pipetovaci $picky, NUNC zkumavky,
plastikové nadoby (lahve, misky, platicka) pro bunécné kultivace (50 tis. K¢.),

Specialni chemikalie, média pro bunécné kultivace, fetalni teleci séra a suplementy pro kultivaci
bunék v kulture (80 tis. K¢.),

Bujony a chemikalie pro rust bakterii, plastikovy material pro bakterialni kultivace (30 tis. K¢.)

Enzymy pro klonovani (pfipravu rekombinantni) DNA, enzymy pro PCR (30 tis. K¢&.),

Oligonukleotidy pro vSechy aplikace (klonovani, mutageneze, PCR, realtime PCR (vc¢etné
modifikovanych a znacenych oligonuleotidt 60 tis. K¢.)

Specialni chemikalie —inhibitory signalnich drah a epigenetické inhibitory, téZ agonisté sign.
drah atd., pro pouziti v bunécnych kulturach, popt. v experimentech na mysich (vétSinou od firem
Selleckchem, LC labs, RD systems) (50 tis. K¢).

Sluzby (naptiklad sekvenovani DNA) (50 tis. K¢).

Nude mysi (100 tis K¢) pouze ¢ast nutného poctu (asi 20 mysi). POZN: pouze pokud zbude cela
planovana castka. Vyse uvedené polozky mohou byt event. neptedpokladané vyssi. Finan¢ni
zdroj na nude mysi (kmen NSG, I mys 5000,-K¢) bude téz k disposici z jiného zdroje.

9. Bankovni spojeni a pfesné ¢islo bankovniho uctu:

xxx Komeréni banka, Na Ptikop¢ 33, P.o. Box 839, 11407 Praha I

Fakturace 1 dodani spotfebniho materialu budou na adresu:
Ustav Iékat'ské biochemie a laboratorni diagnostiky 1 . 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy Praha
a VSeobecné fakultni nemocnice Praha, I. 1ékarska fakulta UK, Katefinska 32, 12108 Praha 2

10. Prohlé&seni zadatele, Ze publikace a souhrny pfednasek budou oznaceny vétou
,» Pracebylafinancné podpoiena grantem Ligy proti rakoviné
Praha” a ptipadné zakoupené investi¢ni predméety budou oznaceny napisem

,Zakoupeno za finan¢niho pfispéni Ligy proti rakoviné Praha ”.

PROHLASEN{
Zadost o finan¢ni podporu na vyzkum maligniho melanomu - Liga proti
rakovin¢ Praha



Zadosti o grant musi obsahovat tyto udaje:

Nézev projektu

Jméno hlavniho feSitele

Jména spoluresitelii

Nazev pracovisté, adresa a spojeni (telefony, fax, e-mail )

Strucna charakteristika projektu a realizacni vystup

Stupeii rozpracovani projektu, ptipadné kopie publikaci

Je projekt podporovan i z jinych zdroju?

Navrh na vysi finan¢ni podpory a jejiho vyuziti + rozpocet

Bankovni spojeni a presné ¢islo bankovniho Gctu

0. Prohlaseni zadatele, Ze publikace a souhrny pfednasSek budou oznaceny vétou ,, Prace

byla finan¢né podpotrena grantem Ligy proti rakoviné Praha" a ptipadné zakoupené
investi¢ni pfedméty budou oznaceny népisem ,,Zakoupeno zafinan¢niho pfispéni Ligy
proti rakoviné Praha".

11. ProhlaSeni zadatele, ze do roka od ptidéleni finan¢ni podpory bude ptedlozen piehled
o Cerpani finan¢nich prostiedki a poddna stru¢na zprava o ziskanych vysledcich
vyzkumu (v ptfipadé vyzkumného grantu).

12. Datum odeslani Zadosti

=0 X 9Nk WD -

1. Nazev projektu
Experimentélni a preklinicka cilena kombinovana 1é¢ba maligniho melanomu.

2. Jméno hlavniho fesitele:

XXX

3. Jména spolufesitela:

XXX

4. Nazev pracovisté, adresa a spojeni (telefony, fax, e-mail):

1. 1ékarska fakulta, Univerzita Karlova Praha.

Pracovisté: 1. Ustav 1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy Praha a VSeobecné fakultni nemocnice Praha, 1. 1¢kaiska
fakulta UK, Katefinska 32, 12108 Praha

2. IIL Chirurgicka klinika 1. 1ékai'ské fakulty a FN v Motole, V Uvalu 84, 150 06
Praha 5

Hlavni fesitel:

XXX

nemocnice Praha (odd. transkripce a bunécné signalizace), 1. 1€katska fakulta
UK, Katefinska 32, 12108 Praha 2.



telxxx, fax xxx, m. xxx e-mail: xxx@]Ifl.cuni.cz

Resitelé:

xxx Ustav lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky I . 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy Praha a VSeobecné fakultni nemocnice Praha (odd.
transkripce a bunécné signalizace), | . 1ékatska fakulta UK, Katetinskéa 32, 12108
Praha 2.

tel. xxx, e-mail: xxx@gmail.com

xxx III. Chirurgicka klinika 1. 1ékaiské fakulty a FN v Motole, V Uvalu 84, 150 06 Praha
5 tel. xxx, e-mail: xxx@seznam.cz

xxx Ustav lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky 1 . lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy Praha a VsSeobecné fakultni nemocnice Praha (odd.
transkripce a bunécné signalizace), 1 . 1ékarska fakulta UK, Katefinskd 32,
12108 Praha 2.

Telxxx, xxx@centrum.cz

xxx: Ustav l€karské biochemie a laboratorni diagnostiky 1 . 1€katské fakulty
Univerzity Karlovy Praha a VSeobecné fakultni nemocnice Praha (odd.
transkripce a bunécné signalizace), 1. 1ékatska fakulta UK, Katetinskd 32, 12108
Praha 2.

Tel. xxx,xxx(@seznam.cz

5. Stru¢na charakteristika projektu a realizacni vystup

Souhrn. Maligni melanom patii k nejvice metastazujicim nadorim vibec a k prednim
metastazam dochdzi velmi brzy a to zvysSuje zédkeinost onemocnéni. Jeho nebezpecnost
zvySuje 1 moznost skryté slizni¢ni lokalizace a jeho zvl. forma - melanom oka. Asi 60%
vSech ptipadl nese mutaci BRAF onkogenu a asi 15% mutaci NRAS onkogenu. Proto je
soucasna lécba zaméfena na inhibici aktivit néchto onkogenti a na inhibici signalni cesty
MAPK, kterou oba onkogeny aktivuji. Typicka lé€iva u€inkujici na BRAF je vemurafenib
nebo dabrafenib. PouZivaji se 1 inhibitory kindz MAPK drahy. BohuZel téméf ve 100%
pfipadli vznikd po nékolika mésicich monotherapie rezistence a navic zavislost
nutné¢ pouzit jiz od zacatku 1écby kombinaci vice 1é¢iv. Protoze molekuldrnich
mechanismu vzniku rezistence je mnoho, je témét nemozné urcit u jednotlivych ptipada
¢im byla rezistence zptisobena.

Soucasny stav poznani a zékladni literatura:

Podobné¢ jako u ostatnich typt nadort je i u melanomu hlavnim problémem 1€cby nadorova
mikroheterogenita, tedy pfitomnost riznych fenotypovée odliSnych bunécnych subpopulaci,
které se, krom¢ mnoha molekuldrnich a biologickych vlastnosti, lisi i riznou citlivosti na
podana protinadorova l1é€iva. Urcité subpopulace se 1¢kem eradikuji, jiné ziistavaji
rezistentni a progreduji dale i ptfes aplikovanou lécbu. Mikroheterogenitaje zpiisobena



genetickymi i1 epigenetickymi mechanismy (Meacham a Morrison 2013). Jednotlivé
subpopulace a jejich vlastnosti se mohou navic ménit, tedy velké plasticita nadorovych
bun¢k, zvl. u melanomu, stoji za vyvojem mikroheterogenity, dale tzv. epitelialné-
mezenchymového prechodu, 1ékové rezistence i1 tvorby a udrzovéani nddorovych kmenovych
bunék (Arozarena a Wellbrock 2019). U melanomu je cilena 1écba zaméfena na dva hlavni
mutované onkogeny, a to zejména BRAF (zcela nejcastéji mutace V600E), a dadle NRAS,
které jsou (bud’ jeden nebo druhy) mutovany u vice nez 75% ptipadi. Tyto tzv. "driver”
onkogeny spoustéji aberantné aktivovanou MAPK signélni drahu. Jsou proto nékdy uzivany
1 inhibitory kindz této signalni cesty. Problémem je vSak inherentni ale zejména béhem 1écby
ziskana rezistence vici témto 1¢kiim (Welsh et al. 2016, Kong et al. 2017, Kakadia et al.
2018, Khaliq a Fallahi-Sichani 2019, Patel et al. 2020, Proietti et al. 2020). Navic miize byt
pii anti-BRAF terapii produkovan pro-onkogenni "sekretom” obsahujici faktory, které
podporuji rist rezistentnich klonli a metastazovani (Obenauf et al. 2015). Dalsi komplikaci
anti-BRAF monolécby je, ze nadorové buniky se adaptuji na podany inhibitor a ziskévaji na
ném zéavislost a dokonce jej potiebuji pro dalsi rast (tzv. "drug addiction”) (Ramsdale et al.
2015, Kong et al 2017, Hong et al. 2018). V takovém piipad¢ je nutné 1ék okamzité vysadit
(tzv ”drug holiday”), coz zpomali riist nddoru a dokonce miiZze zpisobit senescenci
nadorovych bun¢k (Hong et al. 2018, Das et al. 2019). Za ziskéani 1€kové zavislosti u BRAF-
pozitivnich melanomil jsou pravdépodobné zodpovéné proteiny ERK2 kinaza, JUNB a FRAI
(Kong et al 2017, Das et al. 2019). Lékova rezistence muze byt zpiisobena mnoha
molekularnimi mechanismy (Daud a Bastian 2012, Chan et al. 2017, Czarnecka et al. 2020,
Vachtenheim a Ondrusova 2021).
Krom¢ vemurafenibu a dabrafenibu existuji dalsi podobné 1é¢iva pro BRAFmut nadory
(encorafenib, sorafenib, GDC-0879, PLX8394), dale téZ inhibitory MAPK kindz (MEKI/2
inhibitory selumetinib, trametinib, binimetinib, cobimetinib, ERK1/2 inhibitory ulixertinib,
SCH772984, AZD0364, SCH772984). Moznosti zdsahu pro NRASmut nadory jsou mnohem
mensi (STK 19(D89N) nebo pan-RAF inhibitor belvarafenib). Lékova rezistene a popsané
doprovodné jevy jsou tedy hlavni piekazkou uspesnéjsi cilené 1écby maligniho melanomu. Z
vyse uvedenych diivodl vyvoje neptiznivych fenotypli melanomovych bunék po anti-BRAF
terapii je nutné 1€cbu vemurafenibem a podobnymi inhibitory kombinovat s dalsimi 1é¢ivy,
které by zabranily vzniku rezistence a drug addiction. Tato 1é¢iva by bud’ dopliiovala
antiBRAF lécbu nebo by inhibitory BRAFmut nebyly viibec pouzity a byly by cileny jiné,
pro melanom rovnéi daleiité signdlni cesty (nfie). Nalezenf a testovani takovych velmi
iiéinnjch kombinaci je predmétem predklddaného projektu.
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Cil feSeni projektu a postupy feseni:

Hlavnim cilem feSeni je najit co nejvice optimalni kombinaci 1éCiv uréenych k cilené terapii
(eradikaci) melanomovych bunék, popf. vice alternativnich kombinaci, které by byly pouzity
namisto klasické monotherapie vemurafenibem nebo dabrafenibem hned od pocatku 1éceni.
Pfi event. relapsu onemocnéni by bylo mozné hned pouZit alternativni kombinaci. Cilem je i
testovani kombinace bez pouziti vemurafenibu a podobnych 1é¢iv. Tato cilend 1é¢iva
(nizkomolekularni inhibitory) maji mnohem mensi vedlejsi Gi€inky nez klasicka
chemotherapie. Kombinace 1éCiv by byly testovany nejdiive na buiikach v bunééné kultute,



pii jejich Gspésnosti dale in vivo na nude mysich. K disposici mame cca 30 typt bunéénych
linii lidského melanomu, mnoho z nich obsahuje mutovany BRAF, event NRAS.

Dil¢i konkrétni cile projektu isou nésledujici:
1. Protoze s testovani kombinaci 1é¢iv u bunék melanomu mame jiz zkusSenosti a nékteré

vvvvvv

(HH). Jejimi vykonnymi transkripénimi faktory jsou GLII -2. Blokovani této cesty napf.
zabranilo rezistenci po 1é¢bé BRAFmut inhibitory (Faiao-Flores et al. 2017). Podobné
zkuSenosti s inhibici a eradikaci melomovych buné€k mame po pouziti pan-GLI inhibitoru
GANTG61 (viz ptiloha-publikace v Int J Oncol). Ten vSak neni a pravdépodobné asi nebude
pouzit v klinickych zkouskach vzhledem k vysoké toxicité a nutnym vysokym davkam. Za
n¢j jsme vsak jiz zkouSeli hodnotnou nahradu, inhibitor survivinu, ktery je cilem signalni
cesty HH (VIckova et al 2016). Cilem tedy bude testovat trojkombinace BRAF inhibitoru s
inhibitorem survivinu a jesté dalsi vybranou latkou, napft. inhibitorem kindzy Axl, dulezité
pro invazivitu melanomovych bungk. I dalsi latky budou testovan yjako tteti latka (napf.
obatoclax, inhibitor Bc12 rodiny antiapoptotickych genti).

Postup feseni. Jednotlivé latky budou smichany ve smési (’kokteilu”) v nékolika koncentracich
a testovany, jak eradikuji melanomové buiiky v kultufe. Potencidlni pouzité latky YM 155
(inhibitor survivinu), obatoclax, AZD5363 (inhibitor kinazy AKT), SGI-7079 (inhibitor AXL
kindzy), HAI 5 (specificky inhibitor melanomu) a dalsi (viz téZ pfiloha — na§ PATENT).
Pouzitd metodika bude prevazné inhibice formace kolonii, tj. vlastn¢ inhibice proliferace. Podle
nasich ptedchozich 1 dalSich vysledku, vétSina pouzitych latek funguje jako induktor apoptozy
a jejich uc¢inky se musi potencovat. Bude tedy testovana i kazda latka zvlast. Vysledky
experiment jsou zietelné ze 2 piiloh (patent, Int. J. Oncol.).

2. Bude zkoumano, jak “’koktaily” latek, které neobsahuji vemurafenib, jsou schopny
eradikovat jiz vzniklé vemurafenib-rezistentni nadorové bunky. Tyto jiz resistentni bunky
vznikaji pri monoterapii (vyse) a lze je vyselektovat i v bunééné kultute, popft. ziskat darem
od zahrani¢nich kolegli. Spektrum pouzitych latek bude podobné, navic budou testovany
inhibitory epigenetickych mechanismi, o kterych je znamo, ze ti¢inkuji na nddorové buiiky,
event. 1 na melanomy (JQI, GSK126, GSH343,.. .). Velmi u¢inny se ukazal obatoclax, bude
proto pravdépodobné soucasti vétsSiny testovanych smési, Bude pouziti YM 155 (vyse).
Postup feseni. Metodicky postup testovani bude podobny jako v b. 1. Vemurafenibrezistentni
buiiky budou rist v pfitomnosti tohoto inhibitoru, nebo bez ptitomnosti (drug holiday), dalsi
latky budou ptitomny v obou pfipadech a bude provedeno porovnani.

3. Dasatinib je mnohonasobné ti¢inngjsi inhibitor podobny znamému dlouho
pouzivanému léku proti chromické myleoidni leukémii Imatinibu (1€k Gleevec), Je to
inhibitor tyrozinkinaz Abl-Ber, Src, i onkogenu c- Kit. Casti projektuje zkoumat jeho mozné
pouziti i v kombinaci s jinymi 1é¢ivy pro 1écbu melanomu. Dasatinib se jiz zacina rovnéz
pouzivat pii 1é€bé melanomu. Domnivame se, jak vyplyva i z naSich vysledkt (niZe, a viz
prilohadasatinib), tyto IéCebné zasahy "cilené” 1écby vSak stale maji maly racionalni
molekularni podklad, nebot’ neni zndm piesny molekuldrni mechanismus jejich piisobeni a
ziskané resistence. Na zdklad¢ nami zjisSténych vysledk, a to Ze bunécna linie Hbl je
extrémné citliva viici samostatné aplikovanym jiz velmi malym dédvkam dasatinibu, zatimco
ostatni bunécné linie (50 Imel, SK-MEL-28, MeWo, SK-MEL-2 i dalsi) jsou vice ¢i mén¢
rezistentni, jsme provedli molekuldrni analyzu aktivace signalnich drah MAPK a AKT (viz
ptiloha-dasatinib). Bylo zji$téno, Ze pouze u bunééné linie Hbl dasatinib je schopen
inhibovat soucasné ob¢ drahy, zatimco ostatni linie jsou vici inhibici samotnym dasatinibem
rezistentni a jsou schopny drahy inhibovat jen nepatrné, popt. viibec. U¢innost dasatinibu
tedy zavisi na schopnosti inhibice dvou signalnich cest soucasné. Z tohoto diivodu chceme



zkoumat kombinaci dasatinibu s dal$imi latkami, které inhibuji tyto dvé drahy (MAPK a
AKT). I Src kinéza, kterou dasatinib inhibuje, je diilezita pro proliferaci melanomu a aktivaci
zejména AKT drahy a mé tedy ve vicekombinacich inhibitorti vyznam. Dosazeni ti¢inku
podobného u bun¢k Hbl jen dasatinibem i u ostatnich typt melanomovych linii kombinaci
dasatinibu s dalSimi 1éCivy by byl velmi vyrazny pokrok k citlivosti melanomu viici
"koktailiim” 1é¢iv obsahujicich dasatinib.

Postup feSeni. Opét plijde o testovani kombinaci latek spolu s dasatinibem na bunécnych
kulturach melanomu rzné citlivych typt. Vybér moznych testovanych latek je velky a je
nutné¢ znadt podrobné molekuldrni mechanismy vedouci k progresi melanomu. Zptsob
testovani bude podobny, tedy indukce apoptosy, formace kolonii a inhibice proliferace, tedy
obecné délka nutna k eradikaci vSech bun¢k v kultute.

Realiza¢ni vystup:

Realiza¢nim vystupem ma byt publikace (nebo vice publikaci), které budou popisovat dosud
nezjisténé velmi u€inné trojkombinace (popf. 1 ctyfkombinace) cilenych 1éCiv na
melanomové bunky v bunééné kultufe (s podanim patentu zatim neni poc¢itano). Kombinace
1é¢iv musi byt G€¢inné proti vSem genetickym formam nadoru (BRAFmut, NRASmut, wt) a
musi eradikovat nejen citlivé ale i rezistentnéjsi druhy bunécnych naddorovych linii. VSechny
v projektu pouzité cilené latky jsou jiz klinickych fazich zkouSeni nebo jsou jiz povoleny k
1é¢be. Dle fin. moznosti bude provedena alespon ¢ast studii i€¢innych kombinaci in vivo na
nude mysich (preklinické zkouseni). Uvedeny postup je (vedle jinych zpiisobt terapie,
zejména imunoterapie) velmi slibnou a perspektivni 1é¢bou pomoci chemickych latek,
pouzivanych v relativné nizkych koncentracich s mensimi vedlejSimi t€inky. Nalezeni vice
vhodnych kombinaci by bylo vyhodné pii budouci zméné¢ terapie jez by se nezdala zcela
ucinna (tj. zmeéna lécby z jedné kombinace na druhou). Podobné jako se typy bunéénych linii
melanomu li$i (nezavisle na pfitomnosti mutaci) citlivosti na aplikované latky, je zcela
pravdépodobné, Ze i klinické ptipady (jednotlivé nadory) jsou rtizné citlivé, a proto je nutno
testovat vice uc¢innych kombinaci.

6. Stupefi rozpracovénf projektu, pFipadnd kopie publikaci

Projekt je do znaéné miry rozpracovén, pouifvano voak bylo vidy pro klinické ii¢ely
nevhodného inhibitoru GANT61 (vse). Voechny pouiité inhibitory v projektu budoujen ty,
které se jih samostané klinicky zkoudejf (faze I1-1V), event. jsou jih k 1é€bé schvaleny. Ctyii
piflohy: Patent, publ. Int J Oncol, publ. Life, a predbéiné vysledky-dasatinib) ukazuji, Ze s
aplikaci a testovdnim cilenych latek méme zkudenosti. Tématu je blizka i dalof publikace
pripravena k odeslani do tisku, ve které jsme v nadi laboratori odhalili Ze protein Slug, ktery
je pro-onkogennf, podflf se na epitel.-mezenchymalnim prechodu i udriovani nadorovych
kmenovych bunék, je rovnéi jasnym cilem HH drahy (vedle jii nami drive popsaného
survivinu-vl3e) a tedy i cflem protinddorové terapie. Ndzev prace, autoii a abstrakt jsou
nasledovné:

The Hedgehog/GLI signaling pathway is pivotal for transcription of Slug (Snail2) in
melanoma cells

XXX

Abstract. In melanoma and other cancers, invasion, epithelial-mesenchymal transition,
metastasis and cancer stem cells maintenance are regulated by transcription factors including
Snail family that support migration and apoptosis resistance. Role of Slug protein in
melanoma is not completely understood. Here we investigated the transcriptional regulation
of Slug in melanoma and demonstrate that SLUG gene in under the control of the
Hedgehog/GLI signaling pathway and is activated predominantly by GL12 transcription
factor. Its promoter contains high number of binding sites for GLI. Slug expression is
activated in reporter assays by GLI factors and inhibited by GLI inhibitor GANT61 and



SMO inhibitor cyclopamine. Slug RNA levels are lowered by GANT61 as assessed by real-
time PCR. Chromatin immunoprecipitation has mapped binding of factors GLI 1-3 in the
four subregions of the proximal SLUG promoter. Surprisingly, MITF is an imperfect
activator of SLUG in reporter assays and downregulation of MITF has no effect on
endogeneous Slug levels. Immunohistochemical analysis confirmed the above findings and
showed MITFnegative regions in metastatic melanoma which were positive for GL12 and
Slug. Our results thus demonstrate previously unrecognized transcription activation
mechanism for Slug in melanoma which may represent its main regulation of expression in
these cells.

Dasatinib jako moiny inhibitor proliferace melanomovych bunék jsme jih predbiiné zkoumali ze dvou
dévoda: Inhibice signalnf dréhy AKT/mTOR, kterdje rovnéi kromé MAPK dréhy deregulovana u
melanomu, jsme dFive dosahli pomocf inhibice onkogennf Src kindzy dasatinibem, a to i za
pFitomnosti konstituéné aktivnf AKT kindzy, nebot' se mélo za to, he aktivovany Src je nezbytny pro
aktivaci AKT. Dale, bylo jih zndmo, he podévéanf dasatinibu vyrazné rudilo ziskanou resistenci
melanomovych bunék vaéi vemurafenibu (viz prilohadasatinib).

7. Je projekt podporovén i z jingch zdroja?

Projekt je d6dsteéné financovén z institucionalntho projektu Cooperatio, Univerzita Karlova
Praha.

8. Navrh na v$i finandni podpory a jejiho vyuhiti + rozpodet
Navrh na vysi finanéni podpory: 450 000,- K¢

Rozpocet:
Pouze neinvesti¢ni ndklady, zdGvodnéni (ceny s DPH):

Bézny spotiebni materidl na jedno pouziti-zkumavky a pipetovaci Spicky, NUNC zkumavky,
plastikové nadoby (lahve, misky, platicka) pro bunécné kultivace (50 tis. K¢.),

Specialni chemikalie, média pro bunécné kultivace, fetalni teleci séra a suplementy pro
kultivaci bun¢k v kultute (80 tis. K¢.),

Bujony a chemikalie pro rast bakterii, plastikovy material pro bakterialni kultivace (30 tis.
K¢.)

Enzymy pro klonovani (pfipravu rekombinantni) DNA, enzymy pro PCR (30 tis. K¢.),

Oligonukleotidy pro vSechy aplikace (klonovéani, mutageneze, PCR, realtime PCR (vcetné
modifikovanych a znacenych oligonuleotida 60 tis. K¢&.)

Specialni chemikalie —inhibitory signdlnich drah a epigenetické inhibitory, téz agonisté
sign. drah atd., pro pouziti v bunéénych kulturdch, popf. v experimentech na mysich
(vétsinou od firem Selleckchem, LC labs, RD systems) (50 tis. K¢).

Sluzby (naptiklad sekvenovani DNA) (50 tis. K¢).

Nude mysi (100 tis K¢) pouze ¢ast nutného poctu (asi 20 mysi). POZN: pouze pokud zbude
cela planovana castka. VySe uvedené polozky mohou byt event. neptedpokladané vyssi.



Finan¢ni zdroj na nude mysi (kmen NSG, 1 mys 5000,-K¢) bude téz k disposici z jiného
zdroje.

0. Bankovni spojeni a ptesné ¢islo bankovniho uctu:

xxx Komerc¢ni banka, Na Piikopé 33, P.o. Box 839, 1 1407 Praha I

Fakturace 1 dodani spotifebniho materialu budou na adresu:

Ustav I¢karské biochemie a laboratorni diagnostiky 1 . 1ékafské fakulty Univerzity Karlovy
Praha a VSeobecné fakultni nemocnice Praha xxx 1 . 1ékafska fakulta UK, Katefinska 32,
12108 Praha 2

10. Prohlaseni Zadatele, Ze publikace a souhrny piednasek budou oznaceny vétou ,,
Pracebylafinan¢né podpofena grantem Ligy proti rakoviné
Praha” a pfipadné¢ zakoupené investi¢ni piredméty budou oznaceny ndpisem

,,Zakoupeno za finan¢niho pfispéni Ligy proti rakoviné Praha“.

PROHLASEN{
Prohlasuji timto, Ze budou-li poskytnuty financ¢ni prostfedky Ligou proti rakoviné

Praha na podporu fteSeni projektu ,Experimentalni a preklinickd cilena
kombinovana Ié€ba maligniho melanomu”, budou publikace a souhrny prednasek
oznaceny vétou ,, Prace bylafinanénépodpoiena grantem Ligy proti rakoviné

Praha” a pfipadné¢ zakoupené investicni predméty budou oznaCeny napisem
,Zakoupeno zafinan¢niho pfispéni Ligy proti rakovin€ Praha ”. Znamena to te tedy,
ze publikace obsahujici vysledky podpofené ,,Ligou proti rakovin¢ Praha” budou
vzdy obsahovat v podékovani dedikaci finan¢nich prostfedkii. Rovnéz piistroje (i
malé, neinvesti¢ni) budou oznaceny ,,Zakoupeno zafinan¢niho pfispéni Ligy proti
rakoving Praha“.

31.8.2022 XXX

hlavni feSitel

I1. Prohlaseni zadatele, Ze do roka od pfidéleni finan¢ni podpory bude piedlozen piehled
o ¢erpani financnich prostiedkli a podéna strucné zprava o ziskanych vysledcich vyzkumu
(v pfipad€ vyzkumného grantu).

PROHLASENI



Prohlasuji timto, Ze do roka od piidé€leni finan¢ni podpory bude ptedlozen
piehled o Cerpani financnich prostfedkii a podana strucnd zprava o

ziskanych vysledcich vyzkumu (v ptipadé vyzkumného grantu).

31.8.2022 XXX

hlavni feSitel

12. Datum odeslani zadosti

31.8.2022

Piilohy: PRILOHY k Z4dosti-xxx-4x: publikace (pdf), patent, predb&Zné vysledky
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Ustav lékarské biochemie a laboratorni diagnostiky
1. LF UK a VFN

XXX
Katerinska 32
121 08 Praha 2

V Praze, dne 2. listopadu 2022

Véc: Oznadmeni o poskytnuti financ¢niho prispévku

Vazeny pane docente,

k Vasi zadosti o udéleni financ¢niho prispévku na vyzkumny
projekt Experimentdlni a preklinickd cilena kombinovanad 1écba
maligniho melanomu provadény v Ustavu lékar¥ské biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN Praha a na Ill. Chirurgické klinice 1. LFUK a FN v Motole,
Vam sdélujeme, Ze vybor Ligy proti rakoviné Praha po posouzeni
Vasi zadosti rozhodl poskytnout Vam c¢astku ve vysi

450.000,- Kc.

Povinnosti obdarovaného je podat strucénou zpravu a =zaslat
vyuctovani pridélenych prost¥edk® do 1 roku po podpisu smlouvy
dle bodu V1. Darovaci smlouvy.

Dva origindly podepsané Darovaci smlouvy Jjsou priloZeny.
Prosime o Jjejich podepsédni a zasldni jednoho paré zpét.

Pripadné dotazy, tyvkajici se finané¢nich =zé&leZzitosti Vam
zodpovi ekonomka Ligy proti rakoviné Praha xxx



S pozdravem LIGA PROTI RAKPVINE PR A
Z,S.

180 82 Praha 8K afri]hlat
http://www.1pJ.dZ'P19A2tel

Ligy proti rakoviné Praha

Pr.: Darovacl smlouva

Liga proti rakoviné Praha z.s. tel.. XXX 1C0: 00571555
Na Truhlaf¥ce 100/60 NTL: XXX
180 81 Praha 8 e-mail: Cislo G&tu / Bank Account No..
Czech Republic http:// www.lpr.cz XXX

Registrovano dne 15.7.1991 na Ministerstvu vnitra CR, &islo reg. VSC/1-
7179/91-R
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