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Uzaviraji tuto smlouvu:
1.

Darce poskytne penézni dar z vytézku sbirky Cesky den proti rakoving ve vysi 345.000,- K& (slovy
Tristactyficetpéttisickorunceskych).

Projekt: Totalni neoadjuvantni terapie pro 1é¢bu lokaln¢ pokroc¢ilého karcinomu rekta feSeny na
Onkologické klinice 1. LF UK a VFN v Praze

Hlavni feSitel: xxx

Obdarovany je pravnickou osobou se sidlem na uzemi Ceské Republiky.

1.
Obdarovany tento dar pfijima a pouzije jej k ucelu, uvedeném v ¢l. 1. této smlouvy. V pfipad¢, ze dar nebude
pouzit obdarovanym na ucel uvedeny v bodu 1., vyhrazuje si darce pravo na navraceni daru v plné vysi. IV.
Penézni dar bude vyplacen pievodem na vyse uvedeny ucet do 14 dnii po uzavieni smlouvy. Obdarovany podpisem
této smlouvy potvrzuje jeji platnost.

Ob¢ strany se zavazuji, ze budou o daru uctovat ve svém ucetnictvi v souladu s touto smlouvou.

VL
Obdarovany potvrzuje, Ze poskytovana ¢astka souhlasi s pfiloZenym rozpisem rozpoctu vydaju. Obdarovany je
povinen sledovat pouziti finan¢nich prostiedkli v ¢lenéni podle tohoto rozpoctu a o Cerpani podat zpravu do 1
roku od podpisu smlouvy. Soucasti zpravy musi byt ¢lenéna ucetni sestava podle jednotlivych polozek tohoto
rozpoctu véetné prilozenych kopii dokladt o uskuteénénych nakladech.

VIL
Obdarovany se zavazuje uvadét u publikaci, ze prace byla finanéné podporovana Ligou proti rakoviné Praha a u
investic oznacit Stitkem, ze nakup byl umoznén s podporou Ligy proti rakoviné Praha. VIil.
Tato smlouva je vyhotovena ve dvou originalech, pfi¢emz kazda smluvni strana obdrzi jedno vyhotoveni. Smlouva
nabyva platnosti dnem podpisu obou smluvnich stran a podléha povinnému uverejnéni podle

z.¢. 340/2015 Sb., o registru smluv.

V Praze, dne 9. 11. 2022 V Praze, dne



darce obdarovany

Je projekt podporovan i z jinych zdroja?

T &, neni projekt podporovan z zadnych Jinych zdroju a probihaji pfipravy na
zahdjeni, které jsou provadéné vlastnimi silami (organizace projektu, sdruzeni
jednotlivych center, souhlasy etickych komisi, pfiprava databaze), a ptipadné
minoritné z finan¢nich zdroji na vyzkum z VFN a 1, LF UK v Praze (napt
Statisticka rozvaha). V Cervnu 2022 byla podana zadost o institucionalni podporu
MZ CR (AZV grant) pro cely planovany projekt. Pilotni vyzkum, o kterého
podporu aktualné zdddme by vyznamné pomohl zavést a analyzovat prvnich 12
pacienti pomoci metodiky cirkulujici tumorové DNA v jednotlivych fazich
terapie, a tim pfispél zk zefektivnéni a zlepSeni celého projektu. DalSim,
minoritnim, zdrojem pribéhu pilotni faze projektu by byly finance urc¢eni na védu
a vyzkum jednotlivych klinik a pracovist’ ve VFN a 1. LF UK v Praze.

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

V ramci pilotni studie projektu bude vySetieno celkem 12 pacientl spliujicich
inclusion criteria. U téchto pacientd bude v prib¢hu 1écby a jejiho sledovani
provedeno celkem 7 odbéra po 10 ml periferni krve pro genetickou analyzu tzv.
tekuté biopsie (liquid biopsy). Celkem bude analyzovano 84 vzorka periferni
krve v ramci sledovani genetickych biomarkert a u 48 vzorkt (4 vzorky u
kazdého pacienta) bude provedeno stanoveni CTC ve 4 ¢asovych bodech: pied
radioterapii, pfed zahdjenim neoadjuvantni chemoterapie, 1 tyden po provedeni
resekce a po ukonceni adjuvantni chemoterapie.

Periferni krev bude vyuzita pro izolaci cirkulujicich nddorovych bunék (CTC) a

cirkulujici volné nadorové DNA (cfDNA). Pro izolaci a naslednou genetickou
analyzu

bude nezbytny nésledujici spotfebni, diagnosticky material a reagencni
soupravy:

Pro izolaci ctDNA z plazmy bude vyuzit Plasma/Serum Cell-free circulating
DNA Purification kit (Norgen Biotek, cena 25 tis. K¢) a chemikalie jako
isopropanol a etanol (cena 1000 K¢). Periferni krev bude odebirdna do
specidlnich zkumavek se stabiliza¢nim ¢inidlem cf-DNAJcf-RNA Preservative
tubes (Norgen Biotek, cena 27 tis. K¢). Cirkulujici nddorové bunky budou
izolovany pomoci AdnaTest ColonCAncer Select a Detect kitu (100 tis, K¢). Pro
genovou analyzu ctDNA pomoci qRT-PCR a bude nutné poftidit specialni
reagencie pro preamplifikaci ctDNA a qRT PCR analyzy, primery a préby,
reagencie pro kontrolu kvality analyzy (DNA spike, RNA spike) — nédklady 130
tis. K&. Pro kontrolu kvality a kvantity vstupniho materidlu Agilent High
sensitivity DNA kit, DNA 1000 kit (HPST, cena 39 tis. K¢). Pro vyse uvedené
metodické postupy bude vyuzivan bézny laboratorni spotiebni material (sterilni,
PCR clean): $picky (lui; 10ul; 100ut; 200ul; 1000 ul, 5000 ul;), serologické
pipety (5 ml; 10 mi; 20ml), 15 mi centrifugaéni zkumavky Falcon, Eppendorf
zkumavky (200 ul; 1,5 ml) PCR mikrozkumavky a stripy; 96 jamkové PCR
desticky, adhezivni filmy atp — naklady 20 tis. K¢&. Dale naklady na drobné
kancelaiské potieby, prostiedky k archivovani informaci a jejich reprodukcim pfi
pfednaskové ¢innosti — naklady 3000 tis. K¢. Pracovisté zapojena do projektu
jsou pin¢ piistrojoveé vybavena k provedeni veskerych molekularné genetickych
analyz.



Ceikové naklady na pilotni ¢ast projektu Cini: 345 000 K¢

XXX

Onkologické klinika VFN a 1. LF UK v Praze
XXX
U Nemocnice 2

128 OO Praha 2
V Praze, dne 9. listopadu 2022

Véc: Oznameni o poskytnuti finan¢niho pfispévku

Vazena pani doktorko,

k Vasi Zadosti o udéleni financniho pfispévku na vyzkumny projekt Totalni
neoadjuvantni terapie pro lécbu lokalné pokrocilého karcinomu rekta Vam sdélujeme, ze
vybor Ligy proti rakovin€ Praha po posouzeni Vasi zddosti rozhodl poskytnout Vam c¢astku

ve vysi
345.000,- K¢.

Poskytnuta ¢astka je uceloveé vdzana na rozpocet v zadosti o grant.

Povinnosti obdarovaného je podat stru¢nou zpravu a zaslat vytictovani pfidélenych
prostfedkti do 1 roku po podpisu smlouvy dle bodu V1. Darovaci smlouvy.

V pfiloze zasilame Darovaci smlouvu veetné rozpoctu. Prosime o jeji podepsani
(staci elektronickym podpisem) a zaslani zpét na e-mailovou adresu: xxx

Ptipadné dotazy tykajici se finan¢nich zalezitosti Vam zodpovi ekonomka Ligy

proti rakovin¢ Praha xxx

S pozdravem

Pf.: Darovaci smlouva

Liga proti rakoving Praha z.s, tel.:
Na Truhlaice 100/60 NTL:
18081 Praha 8 e-mail:

Registrovano dne 15.7.1991 na Ministerstvu vnitra CR, &isto reg VSC/1-7179/91-R
Liga proti rakoviné Praha z.s.



Fakultni nemocnice Bulovka Ustav radiaéni onkologie

Na Truhlarce 100/60
180 81 Praha mail:

Vazeni celenové hodnotici komise Ligy proti rakoving,

timto Vas prosime o posouzeni moznosti grantového ptispévku k podpote
onkologického vyzkumu pro pilotni ¢ast nami navrhovaného multicentrického
projektu TONE UP. Experimentélni ¢ast projektu TONE UP je cilena na hledani
prediktivnich markerd (immunohistochemickych, molekuldrné-genetickych a
cirkulujici DNA) a role jejich zmén v pribéhu totalni neoadjuvantni terapie u pacienta
s lokaln¢ pokrocilym karcinomem rekta. Z téchto potencialnich prediktort, je do nyni
nejméné prozkoumana cirkulujici tumorova DNA, ktera ale s ohledem na velkou
mutacni zatéZ kolorektalniho karcinomu skyta velky potencial v predikci t¢inku
terapie, jako i velky prognosticky potencial, V piipad€ Vaseho pitispévku budou
vSechny poskytnuté finance tcelné vyuzity pro zavedenL optimalizaci a pilotni
analyzu cirkulujici DNA u pacientu s vysoce rizikovym lokalné pokro¢ilym
karcinomem rekta. Vétime, Ze nalezeni vhodnych prediktoru, muze zlepsit moznost
individualizace 1é¢by u pacientu s timto onemocnénim, kterych nadale cca. 40 %
umira na generalizaci onemocnéni.

Timto bychom Vam radi ptedstavili nas projekt, podavany za VSeobecnou fakultni
nemocnic v Praze (dale VFN) a kratce upiesnili stéZejni body projektu.

Nazev projektu:

EN-TONE UP: TOtal NEoadjuvant Therapy for Locally Advanced Rectal
carcinoma UP to date

CZ-TONE UP: Totalni neoadjuvantni terapie pro 1écbu lokaln€ pokrocilého
karcinomu rekta

Jméno hlavniho feSitele: xxx
Jména spolutesitelt:

VFEN: xxx
Ustav patoloaie 1 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze (1. LF UK v Praze) a

VFN: xxx )
Ustiedni vojenska nemocnice (UVNxxx

Fakultni nemocnice Plzen: xxx

Nemocnice Pardubice a.s. a Multiscan s.r.0.: Xxxx

Ustav radiaéni onkologie, Fakultni Nemocnice Bulovka xxx

Nemocnice Agel Novy Ji¢in: xxx

Nazev pracoviste, adresa a spojeni: Onkologicka klinika VFN a 1. LF UK
v Praze U Nemocnice 2 128 OO Praha

2

Tet.: xxx

Stru¢na charakteristika projektu a realiza¢ni vystup:



uvod: Kolorektalni karcinom (CRC) patfi s teti nejvyssi incidenci a ¢tvrtou nejvyssi
mortalitou mezi nejcetnéjsi karcinomy ve svété. Priblizné tietinu CRC tvoii karcinomy
rekta (RCa). Zavedeni a standardizace totalni mesorektalni excize a zavedeni
standardni multimodalni terapie (pfedoperacni chemo-/radioterapie a pooperacni
chemoterapie) u lokalné pokrocilych karcinomech vedlo k vyznamnému zvyseni
lokalni kontroly a k dramatickému sniZeni miry lokéalnich relapst z 20-40% na < 10%
a mirou patologickych celkovych remisi u 15 % (10-30 %) pacientli. S ohledem na
pooperacni pribeh nelze pooperacni chemoterapii v€as nebo viibec podat asi u tfetiny
pacienttl, coz komplikuje ¢asné snizeni mikroskopické ndloze tumorovych bun¢k, a
tim moZznost snizit vzdalené relapsy, na které umira vétSina pacientl (35-40 %) s
lokalné pokrocilym karcinomem rekta. Proto se v poslednich péti letech méni
paradigma pfistupu k iokalné pokrocilému karcinomu rekta smérem k totalni
neoadjuvantni terapii (TNT), tj. pfediazeni cele, nebo éésti pooperacéni chemoterapie
pokrocilych karcmomu rekta, ale s ohledem na Sirokou paletu moznych sekvenci
(indukéni chemoterapie iCT) nebo naopak zatazena po RT (konsolida¢ni
chemoterapie, CCT)) a typli chemoterapie a radioterapie (kratky rezim 5x5Gy nebo
dlouhy rezim chemoradioterapie) nebyl optirnalni standard do nyni schvalen.
Dosavadni vysledky studii a metaanalyz potvrzuji dvakrat vyssi miru celkovych remisi
onemocnéni 1 zatim nekonzistentni zlep§eni celkového pfeiiti pacientﬁ Dle vysledku
pravdépodobné, ze extendovany interval nepomuze, naopak mizou byt tito pacienti
ohroZeni vzdalenou disseminaci. Tito pacienti (cca 6-20 %), které je velmi obtizné
definovat na zaklad& bézné klinicko-patologické stratifikace, budou naopak ziejmé
profitovat z ¢asné operace. Identifikace a definovani souboru potencidlnich
prognostiko-prediktivnich parametrd, ktery je nepochybné jednim ze zakiadnich klica
budouci spravne volby terapie (dle ptikladu ras a raf mutaci u metastatického CRC),
nebyl do nyni systematicky zkouman.
Charakteristika projekt: jedna se o pilotni ¢ast pfipravovaného naciondlniho projektu
TONE-UP (6 center, celkem 240 pacientl). Cilem této pilotni Casti je tvodni studie na
celkem 12 pacientech prokazat zmény v cirkulujici tumorové DNA (ctDNA) a jeji vliv
na efektivitu (RO resekce, mira regrese, neoadjuvantni rektalni skore (NAR), zmény
parametrt MRI, stupen patologické regrese TRG apod.) totalni neoadjuvantni terapie u
pacientl s vysoce rizikovym lokalné pokrocilym karcinomem rekta (cT3c/d +
minimaln¢ jeden dalsi z rizikovych faktorti : N2, EMVI 4-5, CRM+, lateralni panevni
LU, nebo T4, nebo N2, nebo EMVI 4-5, CRM + u pacienttl). Cilem celého projektu
bude mimo efektivity a toxicity navrhovaného rezimu TNT (kratky rezim radioterapie
5x5 Gy nasledovan 4 cykly konsolidacni chemoterapie mFOLFOX 6 se zhodnocenim
odpovédi pacienta na MRI. Pii celkové nebo Castecné remisi budou pacientovi podané
dalsi 4 cykly chemoterapie a nasledné bude po zhodnoceni odpovédi operovan a
podstoupi zbyvajici 4 cykly adjuvantni chemoterapie mFOLFOX6. U pacienti, ktefi
nebudou na radioterapii a tvodni 4 cykly chemoterapie mFOLFOX6 reagovat
(stabilizace ev lokalni progrese nemoci), bude indikovéana resekce po uvodnich 4
cyklech a nasledné po operaci 8 cykli adjuvantni chemoterapie (viz schema Obr. 1).
Timto bude zarucena dobra stratifikace pacientl a u pacientii-nonrespondért se
piedejde zbytecnému oddalovani operace.

1 tyder 8T 121 81 1.2 68T

S iw

RESPONDER

Fig 1. Schema studie



Vystupy projektul: Nakolik jsou studie zkoumajici TNT u LARC velmi nesourodé a
1181 se typem , sekvenci a intenzitou modalit, o¢ekavame, ze klinicky pfinese nas project
kvalitni studii 2. faze, kterd prokaze efektivitu a akceptovatelnou toxicitu tohoto
konkrétniho rezimu TNT, voleného na zaklad¢ recentnich vysledkl metaanalyz, a tim
pfispéje k etebiovani tohoto reZimu v rdmci standardizace TNT. Experimentéalni ¢asti
chceme pomoci korelace peclivé volenych imunohistochemickych, molekularné-
genetickych prediktorti a sledovanim jejich zmén pied a po terapii a sledovanim zmén
ctDNA pomoci identifikovat prediktivni znaky, které budou v budoucnu nadpomocné k
lepsi stratifikaci pacientu pro TNT a tim zlepsi a optimalizuji terapii, jeji casovani a
intenzitu. Tato pilotni ¢ast, o které podporu nyni zaddame, ptispéje vyznamné k zavedeni
a uvodnému zhodnoceni role ctDNA v prabéhu TNT u lokaln¢ pokrocilého karcinomu
rekta a k objasnéni jejiho vyznamu pravé v této diagnose. Tato oblast nebyla, dle
nasesich poznatk, nikdy systematicky zkoumana a pfi velké mutacni zat€zi karcinomu
rekta ma sama o sob¢ publikac¢ni I klinicky potencial.

Stupen rozpracovani projektu, ptipadné kopie publikaci:

Projekt je nyni v ptipravné fazi. Planované zah4jeni pilotni ¢asti projektu) 12

pacienti) je fijen-listopad 2022. Projekt byl schvalen Etickou komisi VFN a

UVN,
schvaleni dal$ich etickych komisi participujicich pracovist’ budou podana v pritbé¢hu
1éta 2022, Dale probiha ptiprava elektronického informac¢niho systému, ktery by mél
propojovat strukturalizovanou databézi projektu napfi¢ participujicimi institucemi a
umoziovat strukturované a anonymizované ukladani dat. Z pilotni ¢asti se
piedpokladé 1 zahrani¢ni a 1 tuzemska publikace a bude tvotit bazi pro
multiinstucionalni projekt (pfedpokladame 240 pacientti v 6 centrech v ramci CR).

Je projekt podporovéan j z jinych zdroja?

T.¢. neni projekt podporovan z zadnych jinych zdroji a probihaji pfipravy na
zahdjeni, které jsou provadéné vlastnimi silami (organizace projektu, sdruzeni
jednotlivych center, souhlasy etickych komisi, ptiprava databaze), a ptipadné
minoritné z finan¢nich zdroji na vyzkum z VFN a 1. LF UK v Praze (napf.
Statisticka rozvaha). V ¢ervnu 2022 byla podana zadost o institucionalni podporu MZ
CR (AZV grant) pro cely planovany projekt. Pilotni vyzkum, o kterého podporu
aktualné zddame by vyznamné pornohi zavést a analyzovat prvnich 12 pacientt
pomoci metodiky cirkulujici tumorové DNA v jednotlivych fazich terapie, a tim
ptispél zk zefektivnéni a zlepSeni celého projektu. Dal§im, minoritnim, zdrojem
prub¢hu pilotni faze projektu by byly finance uréeni na védu a vyzkum jednotlivych
klinik a pracovist ve VFN a 1. LF UK v Praze.

Névrh na vysi finan¢ni podpory a jejiho vyuZiti + rozpocet:

V ramci pilotni studie projektu bude vysetteno celkem 12 pacienta splitujicich
inclusion criteria. U téchto pacientli bude v priibéhu 1éCby a jejiho sledovani
provedeno celkem 7 odbérti po 10 ml periferni krve pro genetickou analyzu tzv. tekuté
biopsie (iiquid biopsy). Celkem bude analyzovéano 84 vzorki periferni krve v rdmci
sledovani genetickych biomarkert a u 48 vzorka (4 vzorky u kazdého pacienta) bude
provedeno stanoveni CTC ve 4 ¢asovych bodech: pted radioterapii, pfed zahdjenim
neoadjuvantni chemoterapie, 1 tyden po provedeni resekce a po ukonceni adjuvantni
chemoterapie.

Periferni krev bude vyuzita pro izolaci cirkulujicich nddorovych bun¢k (CTC) a
cirkulujici volné nddorové DNA (cfDNA). Pro izolaci a néslednou genetickou analyzu
bude nezbytny nésledujici spotiebni, diagnosticky materidl a reagen¢ni soupravy: Pro
izolaci ctDNA z plazmy bude vyuzit Plasma/Serurn Cell-free circulating DNA
Purification kit (Norgen Biotek, cena 25 tis. K¢) a chemikalie jako isopropanoi a
etanol (cena 1000 K¢). Periferni krev bude odebirana do specialnich zkumavek se
stabilizacnim Cinidlem cf-DNA/cf-RNA Preservative tubes (Norgen Biotek, cena 27
tis. K¢). Cirkulujici nadorové buiiky budou izolovany pomoci AdnaTest



ColonCAncer Select a Detect kitu (100 tis. K¢). Pro genovou analyzu ctDNA pomoci
qRT-PCR a

bude nutné poftidit specialni reagencie pro prearnplifikaci ctDNA a qRT PCR analyzy,
primery a proby, reagencie pro kontrolu kvality analyzy (DNA spike, RNA spike) —
naklady 130 tis. K¢. Pro kontrolu kvality a kvantity vstupniho materidlu Agilent High
sensitivity DNA kit, DNA 1000 kit (HPST, cena 39 tis. K¢), Pro vySe uvedené
metodické postupy bude vyuzivan bézny laboratorni spottebni material (sterilni, PCR
clean): Spicky (lul; 10ul; 100ui; 200ul; 1000 ul, 5000 ul;), serologické pipety (5 ml; 10
ml; 20ml), 15 ml centrifugacni zkumavky Falcon, Eppendorf zkumavky (200 ul; 1,5
ml) PCR mikrozkumavky a stripy; 96 jamkové PCR desticky, adhezivni filmy atp —
naklady 20 tis. K. Dale naklady na drobné kancelafské potieby, prostiedky k
archivovani informaci a Jejlch reprodukcim pfi pfednaskové Cinnosti — nakiady 3000
tis. K&. Pracovisteé zapojend do projektu jsou plné pfistrojové vybavena k provedeni
veskerych molekuldrné genetickych analyz.

Celkové nédklady na pilotni ¢ast projektu ¢ini: 345 000 K¢
Bankovni spojeni a ptesné ¢islo bankovniho uctu
Darovaci konto xxx

¢. uctu: xxx

V.S. XXX

Prohlaseni zadatele

Prohlasuji, ze publikace a souhrny prednasek vychazejici z pilotni ¢asti projektu TONE
UP budou oznaceny vétou ,,Prace byla finanéné podpofena grantem ngy proti rakoviné
Praha" a pfipadné zakoupene investicni pfedméty budou oznaCeny ndpisem
,»Zakoupeno za finan¢niho pfispéni Ligy proti rakoving Praha "

Prohlasuji, Ze do roka od pfidé€leni finan¢ni podpory bude pfedlozen ptehled o Cerpani
finan¢nich prostfedkl a podana stru¢né zprava o ziskanych vysledcich vyzkumu.

Datum odeslani zadosti: 27.07.2022

V Praze 27.07.2022



